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EMB: gélose Eosin Methylene Blue.
ERV : Entérocoques résistants alavancomycine.
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FEP: Céfépime.
FOX: Céfoxitine.

| : Intermédiaire.
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I ntroduction

Au début du 21 eme siecle, les maladies infectieuses ont été la principale cause de
déceés dans le monde mais le succes de la découverte des antibiotiques (ATB) en 1928 par
Alexander Fleming a changé ladonne (Kong et al ,2011).

Les antibiotiques sont des médicaments capables d’entrainer la destruction ou
I"arrét de la multiplication des micro-organismes, empéchant le développement de
certaines cultures de bactéries (Doublet et al., 2012), leurs cibles d'activité sont des
structures moléculaires spécifiquement bactériennes. Elles ont donc une toxicité sélective
pour les cellules procaryotes et une toxicité faible pour les cellules eucaryotes (Avril et al.,
2002).

Au cours des cinquante dernieres années, les antibiotiques ont joué un role
important dans la lutte contre de nombreuses infections et leur développement a
révolutionné le traitement des maladies infectieuses. Leur découverte a été |'une des
principales causes de |'augmentation spectacul aire de I'espérance de vie moyenne durant le
21 éme siecle (Yim, 2011). L'utilisation des antibiotiques en tant que médicaments chez
I'Homme et 'animal est considérée comme un des progres maeurs de la médecine
car elle a permis de réduire de maniére spectaculaire la morbidité et la mortalité
de nombreuses mal adies infectieuses d'étiol ogie bactérienne (Doublet et al.,2012).

Cependant, avec I'utilisation croissante et parfois irrationnelle de ces molécules, les
bactéries ont appris a se défendre et a Sadapter et certaines sont devenues résistantes aux
antibiotiques. Cette situation apparait particulierement préoccupante en milieu hospitalier
(Soussy, 2007). Il est reconnu que I usage des antibiotiques en production animale exerce
une pression de sélection qui favorise I'émergence et la diffusion de bactéries résistantes.
Cette pression de sélection peut s exercer au niveau de la flore bactérienne commensale
des animaux, en particulier celle du tube digestif (Sunde et al., 1998).

Il existe plusieurs classes dantibiotiques en usage actuellement, les Béta-
lactamines sont les antibiotiques les plus prescrits. 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. La grande variété de leurs modes d'administration, leur large spectre
d'activité antibactérien associé a une action bactéricide, une bonne diffusion tissulaire, une
bonne tolérance et un faible nombre dinteractions médicamenteuses expliquent leur

popularité et I'importance de leur utilisation, seules ou en associations (Cavallo et al.,

o
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2004).Leur structure repose sur un cycle B-lactame. En fonction du cycle adjacent,
plusieurs familles se distinguent, ce qui explique la diversité des molécules : pénicillines
(cycle péname), céphalosporines (cycle céphéme), imipéneme (cycle péneme) et les
inhibiteurs des B-lactamases (cycle clavame) (Jacoby et Bush, 2005). Leur mécanisme
d action est basé sur la liaison aux PLPs (proténe fixant la pénicilline) et interférent avec
la synthése du peptidoglycane (Chemelle, 2013).

Les B-lactamases constituent le principal mécanisme de la résistance naturelle et
acquise aux f-lactamines, en particulier chez les bactéries a Gram négatif (Philippon et al.,
2006) hydrolysant le pont amide du cycle pB-lactame pour donner un acylenzyme qui sera

ensuite dégrade en acide inactif (Barrial et al.,2006).

Une classification moléculaire des B-lactamases, impliquant la connaissance de la
structure primaire des B-lactamines. Selon Ambler, les béta-lactamases de classes A, C et
D font partie des enzymes a sérine active, c'est-a-dire qui possedent dans leur site actif une
sérine qui intervient dans le mécanisme d'acétylation au cours de I’ hydrolyse des Béta-
lactamines. Par contre la classe B inclut les métallo-§ lactamases dont 1’activité nécessite la
présence d'ions métalliques. Une classification fonctionnelle selon Bush a été proposees en
1989 basée sur le spectre préférentiel des enzymes et la sensibilité¢ des B lactamases aux

inhibiteurs (Bush et al., 1995).

Les BLSE ont d’abord été signaé au milieu des années 1980 chez E. coli et
Klebsiella pneumoniae qui hydrolysent les oximino-p-lactames (Bardford, 2001). Les
premiers BLSE rapportés de 1985 a 1987 sont des dérivés de SHV e TEM (Bonnet,
2004). Les BLSE de type CTX-M ont émergé dans le monde entier (Mena et al., 2006) et
ont été décrites pour la premiére fois en Allemagne en 1989 chez les entérobactéries
(Kariuki et al., 2001). Les souches productrices de BLSE sont inhibées par les inhibiteurs
de B-lactamase (acide clavulanique, sulbactam et tazobactam » (Morin et al., 2003). Ces
enzymes conféerent des niveaux de résistance variables aux céphaosporines et
monobactames mais aucune activité contre les céphamycines et |es carbapénémes (Dhillon
et clark., 2012).

Les céphalosporinases sont des P-lactamases de classe C (Jacoby, Bush, 2010).
Leur spectre d action inclut les pénicillines, les céphal osporines et les monobactames mais
les CAG telle que le céfépime et les carbapénémes sont habituellement exclues du spectre

d action. Les Céphaosporinases a spectre étendu ont été signalées chez plusieurs

N
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entérobactéries qui conférent une sensibilité réduite a toutes les cépha osporines y compris
les C4G. Ces enzymes sont inhibées par la cloxacilline (Martinez et al., 2009).

Les carbapénémes sont des B-lactamines telles que 1I’imipenéme et I’ertapénéme
possédant le plus large spectre d'action et la plus grande activité a |’ égard des bactéries a
Gram positif et Gram négatif. 1| sont utilistes dans le traitement des infections
nosocomiales severes en réanimation et qui constituent un traitement de premier choix
(Wolff et al., 2009). Maheureusement I’émergence des entérobactéries productrices de
carbapénémases EPC menacent I’ efficacité de cette classe d antibiotique, et plusieurs
études montrent que la résistance aux carbapénémes augmentent dans le monde (Wallace
et al., 2011). Les genes codants pour ces carbapénémases sont généralement associés a des

éléments génétiques mobiles ce qui permet leur dissémination (Wellington et al., 2013).

Les carbapénemases de type KPC appartiennent a la classe A d Ambler. Les types
KPC sont les plus fréquentes et les plus menagantes, qui ont éte tres largement rapportées
dans le monde (Nordmann et al., 2009). Ces enzymes ont été tres décrites chez K.
pneumoniae et E. coli en Israél et en Gréce (Leavitt et al., 2010). Ces enzymes ont la
capacité d’hydrolyser toutes les B-lactamines y-compris les carbapénémes et sont inhibées

par le clavulanate et |e tazobactame (Queenan et Bush., 2007).

Les M¢étallo-B-lactamase (new Delhi B-lactamase) sont des carbapénémases de
classe B. Le NDM-1 est I'un des métallo-béta-lactamases les plus récemment décrites
(Yong et al., 2009). Ces enzymes sont capables d’hydrolyser toutes les f-lactamines a
I’ exception de monobactames (Horsfall et al., 2007). Leur activité est inhibée par 'EDTA
mais pas par |I'acide clavulanique (Walsh et al., 2005).

Les carbapénemases de type OXA-48 appartiennent a la classe D d’ Ambler, qui
décrite tout d abord chez K.pneumonaie en Turquie (Poirel et al., 2004), ou y plusieurs
épidémies d'infections nosocomiales sont associées a ce type de souches. OXA-48 est le
type le plus difficile aidentifier, elle hydrolyse par contre beaucoup plus les carbapénemes
mais pas les C3G et les monobactames, leur activité n’est pas inhibée par I'EDTA ou
I’acide clavulanique (Walsh et al., 2008). Chez les Bacilles a Gram négatif non
fermentaires, les enzymes de type OXA-23, OXA-24 et OXA-58 sont les plus retrouvés
(Poirel et Nordmann, 2006).
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Les entérocoques sont des streptocoques de groupe D (L ebreton et al., 2014). Leur
principale source est |’ intestin des humaines et des animaux (Khatab et al., 2015). Ce sont
des cocci a Gram positif, ont une catalase négative, se sont habituellement agro-anaérobies
facultatif (Fisher et al., 2009 ). lls sont parmi les principaux agents d’infection nosocomial

dansles hopitaux (Vanhorn et al., 1996).

Les entérocoques résistants a la vancomycine «VRE » font partie des principaux
agents pathogénes nosocomiaux dans le monde (Getachew et al., 2013). L'acquisition de
VRE a été associée a un sgour hospitalier prolongé et a une durée dhospitalisation
antérieure, a un traitement antibiotique (Adams et al., 2016). Le terme VRE comprend
plusieurs combinaisons d’ especes bactériennes et des genes de résistance (Nilsson, 2012).
Des distinctions peuvent étre faites entre une résistance naturelle non transmissible (Van
C) e une résistance intrinseque acquise, dont Van A et Van B, qui sont les plus
cliniquement pertinents (Stinear et al., 2001).

Les infections nosocomial es constituent un fardeau majeur de la santé publique avec
de graves conséguences économiques, qui sont exacerbées par la résistance aux
antibiotiques (OM S, 2002). Ces infections bactériennes résistantes aux antibiotiques
entrainent des taux de mortalité plus élevés pour les patients, des hospitalisations

prolongées et une augmentation des colts des soins de santé (Hall, 2004).

Des études réalisées au 19°™ siécle ont montré que les insectes ont un réle important
dans la transmission des maladies aux humains (Soureshjani et al., 2013). Les cafards
sont préoccupants dans I'environnement hospitalier, car ils peuvent servir de réservoirs
pour les pathogénes nosocomiaux (Cloarec et al., 1992), ils saimentent facilement sur les
excréments, les expectorations, les déchets et autres détritus humains, ainsi que sur une
variété de produits alimentaires (Patience et al., 2013). Les mouches peuvent également
jouer un role important dans la propagation des bactéries résistantes aux antibiotiques

(Usui et al., 2013).

En Algérie, Une seule étude qui a été publiée dans la base des données Pub Med
(Loucif et al., 2016) concernant la recherche des entérobactéries résistantes aux C3G et
aux carbapénémes chez les cafards.

L’ objectif de notre étude est de rechercher des bacilles a Gram négatif producteurs de

BLSE et de carbapénémases ains que la recherche des entérocoques résistants a la

.
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vancomycine chez les insectes collectés de deux Wilaya Mila et Khenchela, selon la

méthodologie suivant :

1. Isolement et identification des Bacilles a Gram négatif résistantes aux C3G, aux
carbapénemes et des entérocoques résistants a la vancomycine.

2. Détermination de leur sensibilité aux antibiotiques par des antibiogrammes
standards.

3. Détermination des phénotypes de résistance.
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|. Objectif et présentation detravail

Le but de cette étude est de cribler des souches des Bacilles a Gram négatif

résistants aux C3G et aux carbapénémes et des souches d’ entérocoques résistantes a la
vancomycine chez les insectes. Nous avons réalisé un travail qui comporte deux parties
durant la période allant du 20 février au 20 mai 2017. La premiére partie a consisté en la
collecte de 95 insectes « 55 cafards, 20 mouches et 20 fourmis» au niveau de I'EPH de
Chelghoum I’ Aid de Mila ains que la maternité de Khenchela. La deuxieme partie du

travail a été réalisée au sein du laboratoire de microbiologie de I’ université de Bejaia.

4

Figurel: Lessitesde prélévement.

Le tableau suivant (Tableau I) résume les différents prélévements effectués durant cette
étude.

Tableau | : Différents prélevements effectués.

Code Type Type Date Lieu
de D’insectes du du préevement
préevement préevement
.E1C aE40C Cafards B germanica  22/03/2017 Maternité de Khenchela
E41C aES5C Cafards B germanica  29/02/2017 cuisined EPH de
Chelghoum L’ aid
EIM aE20M Mouches Musca sp 19/03/2017 différents lieu de d’ EPH
de Chelghoum L’ aid
E1F a E20F Fourmis Pheidole sp 23/03/2017 Hémodialyse d EPH de
Chelghoum L’ aid
Total 95
(E) : Echantillon (C) : Cafard (M) : mouche (F) : fourmis
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[1. Enrichissement et I’isolement

Les prélévements (mouches, fourmis) ont été enrichis dans le bouillon Trypticase soja
(TSB) puis incubés a 37°/24h. Aprés homogénéisation pendant 2 min au vortex pour

éclater I'insecte (étude de laflore interne et externe).

Concernant les cafards, nous avons réalisé deux types de prélévement : la flore externe

et laflore interne selon le protocole de L oucif en 2016 :

» Immobiliser I’ échantillon (cafard) par la congélation a 0°C pendant 10 minutes.

» Imbiber chague cafard dans 5ml d’ une solution de Tween 80 a 0,05%.

» Vortexer vigoureusement pendant 2 minutes. Cette solution est utilisée en tant
gu'échantillon du corps externe homogeénéisé et incubée a 37°C/24.

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

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

» Broyer le cafard.

» Vortexer vigoureusement pendant 2 minutes, la suspension obtenue est utilisée en

tant qu'échantillon du corps interne et incubée a 37°C/24 h.
I1.1. Bactériesa Gram positif
I1.1.1.Recher che des entérocoques r ésistants a la vancomycine

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

I1.1.2. | solement

L’'isolement a été réalisé sur gélose hile esculine agar « BEA », a partir d’'un
bouillon d enrichissement. 50ul de bouillon Rothe ont été ensemenceés sur la gélose BEA
additionnée de vancomycine (10 pg/ml) et de colistine (10 pug/ml). L’incubation est
réalisée a 37°/24h.
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[1.1.3. Caractérisation phénotypiques des entérocoques
a) Critéres morphologiques
» L’examen macroscopique

Bile esculine agar est un milieu sélectif utilisé pour I'isolement et I'identification
présomptif des entérocoques (Chuard et Reller, 1998), qui montre un précipité brunétre
autour des colonies, indiquant ainsi I’hydrolyse de I’esculine. Cette derniere se combine

avec desions ferriques pour produire le complexe noir (Gajan et al., 2013).
» L’examen microscopique

La coloration de Gram a été réalisée pour différencier entre les bactéries a Gram positif
et a Gram négatif. L’aspect microscopique révelent des formes cellulaires en cocci, en
paire et en courte chainette de couleur violet (Lebreton et al., 2014). Les éapes de la

coloration de Gram sont :

» Déposer une goutte d‘ eau physiol ogique stérile sur une lame propre.

» Prélever quelques colonies et mélanger avec la goutte d‘eau, et sécher par passage
rapide sur laflamme d‘ un bec Bensen.

Couvrir lefrottis par du cristal violet pendant 60 secondes.

Couvrir lelugol pendant 30 secondes.

Laver al‘eau distillée pendant 5 secondes.

Y V VYV V

Rincer immédiatement le frottis avec I’ alcool en inclinant lalame et par goutte a goutte
jusqu’ a disparition complete de la coloration violette.

Laver al‘eau distillée pendant 5 secondes.

Couvrir avec de lafuschine pendant 30 secondes.

Laver al*eau distillée pendant 5 secondes.

YV V VYV V

Déposer une goutte d*huile a immersion sur le frottis et observer au microscope. Les
bactéries a Gram positif absorbent la couleur du cristal violet et demeurent bleues
violettes en apparence, contrairement aux bactéries a Gram négatif qui apparai ssent

distinctement rosatres.

b) Criteres physiologiques et biochimiques

» Test decatalase
Cetest apour but de différencier les bactéries a catalase négatif et a catal ase positif,
par lamise d’ une colonie en suspension avec un ou 2 gouttes de solution de
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peroxyde d’ hydrogene(H.O,) sur une lame propre et séche. Une réaction positive se

traduit par une effervescence (Bartos et al., 2004).

» Croissance en présence de 6,5% de NaCl

Les entérocoques sont tous capables de pousser en milieu hyper salé. Des tubes de
bouillon hyper saé sont ensemencés par quelques gouttes de culture bactériennes et
incubés a 37°/24h. La croissance est comparée a celle d'un tube témoin sans bactérie, la

croissance bactérienne se traduit par I’ apparition de troubles (Aguilar et al., 2014).
» Croissance et résistance a la chaleur sur bouillon nutritif

A partir d’une boite de BEA positive, on a ensemencé al’aide d' une anse de platine le
bouillon nutritif additionné de Glucose a 10% par quelques colonies. Les tubes ensemencés
sont incubés a 60°/30mn puis a 44°/24 h. La présence d’un trouble indique que la souche

pousse et résiste ala chaeur (Terzaghi et Sandine, 1975).
» Test detéeluritede potassium

Pour la différenciation entre Enterococcus faecalis et faecium, un ensemencement
de 0,5 ml de tellurite de potassium additionné de 4,5 ml de bouillon nutritif par
quelques gouttes de cultures bactériennes. L’incubation est réalisée a 37°/24 h. La
culture positive révélée par la présence des depbts noirs au fond de tube a essal,

congtitue la confirmation de la présence d' E.faecalis (Facklam, 1972).

|1.2. Bactériesa Gram négatif

11.2.1. Recherche de bacillesa Gram négatif résistants aux C3G

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

vancomycine (32ug /ml). Les boites ont é&é incubées a 37°C/ 24h.
I1.2.2.Recherche de bacillesa Gram négatif résistants aux car bapénemes

Un enrichissement a été réaliseé en ensemencant 40ul du bouillon TSB dans 160ul
du TSB additionné de méropéneme (1ug/ml) et de vancomycine (32ug/ml). L’incubation a

N
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été effectuée a 37°C/24h. A partir du bouillon d’ enrichissement, un ensemencement de
50ul du bouillon TSB a été effectué sur la gélose MacConkey additionnée de méropéneme
(1pg/ml) et de vancomycine (32ug /ml). Les boites ont été incubées a 37°C/ 24h.

I1.3. Identification des souches

Les souches isolées ont été identifiées en utilisant une mini galerie biochimique
classique (TSI, citrate de Simmons, Mannitol Mobilité, Clark et Lubs, Bouillon nitraté,
milieux urée/indole, disqgue ONPG) (Tableau |) (Denis et al., 2007).

La composition des différents milieux utilisés durant cette étude est donnée en
Annexe |. Le milieu ChromAgar orientation a également été utilisé pour I’ identification de

certaines souches (Denis et al., 2007).

Tableau |l : Gaerie biochimique d'identification des bactéries a Gram négatif (Denis et
al., 2007)

Milieu Mode Caractére Résultats
D’ ensemencement Recher chés
Ensemencement du -Réduction des | Nitrate réductase+ : virage au rouge
milieu avec une suspension | Nitrates du milieu apres I'gjout des deux
Bouillon bactérienne, et I'incubation est | en Nitrites. réactifsNR | et NR 1.
nitraté réalisée a37°C/24h. Nitrate réductase- : Virage au jaune
du milieu.
Ensemencement de -Lactose. Lactose + : virage de la pente au
la pente de lagélose -Glucose. jaune.
par des stries serrées, -saccharose. Saccharoset+ : Virage au jaune au
puis le culot par piglre centrae | -Gaz. milieu de tube.
TS et I’ incubation est -Production Glucoset : virage de culot au jaune.
réaisée a37°C pendant 24h. d'H,S Gaz+ : apparition des bulles ou des
poches gazeuses qui décalent lagélose
de fond de tube.
Production d’H,S : Noircissement du
milieu.

.,
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On ensemence |le milieu avec une Uréase+ : Virage du milieu au rouge/

Urée- suspension bactérienne, | -Uréase. rose.

Indole I"incubation -Indole. Indole+ : Apparition d'un anneau
est effectuée a -Tryptophane rouge en surface aprés |’ gjout de
37°C/24h. Désaminase quel ques gouttes de réactif de kovacs.

TDA : virage du milieu au marron
Ensemencement du milieu par | -Type Test VP+ : virage au rouge cerise
I’gjout de quelques gouttes de la | fermentaire apres I'gjout des réactifs VP | et VP

Clark et | suspension bactérienne, Il.

Lubs I"incubation est réalisée Test RM+ : Coloration rouge apres
37°C/24h. I’ gjout de réactif RM.

Mannitol | Ensemencement de la gélose par | -Mannitol Mannitol+ : jaune

Mobilité une pigure centrale et incubation | mobilité Mannitol- : rouge
a37°/24h. Mobilité+: formation d'un voile qui

diffuse de part et d'autre de la strie
d’ ensemencement.
Ensemencement de Utilisation du Citrate+ : virage de milieu au bleu et

Citrate lapente de la gélose par des stries| citrate comme une culture de colonie sur la pente.

de longitudinales. L’ incubation est | seule source de

Simmons | réalisée a37°C/ 24h. Carbone.

Disque Mettre le disque dans la B-galactosidase | Virage de milieu au jaune

ONPG suspension bactérienne et
incubation a 37°/24H

Le milieu ChromAgar orientation a également été utilisé pour I’identification de certaines

souches.

Tableau 111 : Aspect des colonies sur Chromagar (Chromagar Orientation)

Espece

Couleur decolonies

Escherichia coli

Colonies rose a pourpre

KES-C (Klepsiella, Enterobacter, Serratia,
Citrobacter)

Colonie bleu vert a bleu avec ou sans

auréole violette

Proteus mirabilis, Morganella, Providencia

Colonies pale abeige, cernées d'une

auréole ambre a marron
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Pseudomonas aeruginosa Colonies muqueuses blanches brunétres
Acinetobacter baumannii Colonies muqueuses blanche opaques
Enterococcus sp Petites colonies bleu turquoise

[11. Etude dela sensibilité des souches aux antibiotiques

[11.1. Etude de la sensibilité des souches d’ entérocoques vis-a-visde la

vancomycine

La sensibilité des souches d’ entérocoques vis-a-vis de la vancomycine (VAN) a éé
déterminée par la méhode de diffusion sur gélose Mueller Hinton (MH) selon les
recommandations du comité de I’ antibiogramme de la société francaise de microbiologie
(CA-SFM, 2017).

Un ensemencement par écouvillonnage a été effectué sur gélose MH, puis un
disque de VAN a été déposé au centre de la boite. Les souches ayant un diamétre inférieur
a 12 mm (pour un disque de VAN de 5 ug) ou inférieur a 16 mm (pour un disque de VAN
de 30 ug) sont considérées résistantes (CA-SFM, 2017).

> Détermination des concentrations minimalesinhibitrices (CM1) des

cocci a Gram positif résistants a la vancomycine
La concentration minimale inhibitrice est définie comme éant la plus faible
concentration d'antibiotique pour laquelle il nN'y a pas de croissance visible. La
détermination de la CM1 a été effectuée par la méthode de dilution sur le bouillon MH.

s Préparation de microplaque:

La distribution de 50ul de bouillon MH dans chague cupule d’ une microplaque a fond
conique stérile a part pour la premiere colonne ou I'on met 100ul a I'aide de la
micropipette. Dans la cupule contenant 100ul de BMH, on y goute un volume de solution

d antibiotique pour une concentration finale de 256pg/ml.
+ Dilutions

Bien méanger la solution avec le BMH a |’ aide de la micropipette et préever 50ul de
ce mélange et I'gouter a la cupule adjacente et ainsi de suite jusgu’a I’avant derniere

cupule et jeter les 50ul restant. La derniére cupule (cupule 12) ne contenant pas
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d antibiotique (uniquement MHB) servira de témoin négatif pour le contréle de

I"inoculum.
% Préparation del’inoculum

Les suspensions bactériennes sont préparées dans du BMH, inoculation de 50ul de la
suspension dans chaque cupule a commencer par la colonne ne contenant pas
d antibiotique (témoin négatif) jusqu’a la cupule contenant la concentration d’ antibiotique
laplus élevée (cupule 1) dans le sens inverse de la dilution, les microplagues sont incubées
a37°C/24h

« Lalecture

D’abord vérifier s'il y a de croissance dans la cupule témoin (présence de culot), la

CMI étant la plus faible concentration ou il n'y a plus de croissance.

I11.2. Détermination des phénotypes de résistance aux f-lactamines chez

les Bacilles a Gram négatif

111.2.1. Recherche dela production de BL SE
e Test desynergie

La production d' une BLSE a été recherchée chez les souches ayant poussées sur la gélose

MacConkey additionnée de Céftazidime.

Nous avons utilisé le DD-test qui consiste a placer des disques de céfotaxime (30 ug) et de
céftazidime (20 pg) a une distance de 20 mm centre a centre et d’un disque contenant de
I’acide clavulanique-amoxicilline (ex : amoxicilline/ acide. clavulanique). La présence
d'une BLSE Sexprime par |’apparition d’une synergie. L’augmentation de la zone
dinhibition entre le disque d Augmentin et les disques de céphaosporines indique la
production probable d’'une BLSE (Figurel) (Jarlier et al., 1988). Des disques de
céfoxitine (30 ug) et d’'imipénéme (10 ug) ont été également testés sur la méme boite.

o Test desynergiesur gélose MH additionnée de cloxacilline

La cloxacilline (Orbénine®), est un inhibiteur des céphal osporinases de la classe C

d’ Ambler chromosomiques ou plasmidique. En cas de présence de ces enzymes, les
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diameétres autour des disques de C3G tres diminués peuvent masquer lesimages de

synergies évocatrices de BLSE entre des disques de C3G et d’ acide clavulanique.

Dans ce cas, le test de synergie est refait en utilisant la gélose MH additionnée de
cloxacilline (250 ug/l) afin d’ inhiber I’ activité céphal osporinasique.
La comparaison des diametres d’inhibition entre les boites avec et sans cloxacilline permet

de mettre en évidence la présence d’ une BL SE seule ou associée a une céphal osporinase.

e

Figure 2 : Disposition des disques d’ antibiotique dans e DD-Test

I11.2.2.Recherche dela production de carbapénémases

» Test de CIM (carbapenem inactivation method)

Un nouveau test phénotypique, appelé la méthode d'inactivation de Carbapéneme (CIM), a

été développé pour détecter I'activité carbapénemase chez les bactéries a Gram négatif.

Pour effectuer ce test, une suspension bactérienne a été réalisée en suspendant une ose de
bactéries dans 500 ul d'eau physiologique stérile dans des tubes eppendorfs. Ensuite, un
disque de méropénéme (10 ug) est introduit dans la suspension et incubé pendant au moins
2 h a 37°C. Ce test est rédise égaement pour un témoin négatif et un témoin positif
(K.pneumonae : KPC). Aprés incubation, le disque est retiré de la suspension a l'aide d'une
ance de platine, placé sur une gélose MH préalablement inoculée avec une souche d'E.
Coli (ATCC 25922) sensible aux antibiotiques et ensuite incubée a 37°C. Si la souche
bactérienne produit une carbapénemase, le méropéneme serainactivé (Figure 2) (Zwaluw
et al., 2015).
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Suspendre |’ ose
de bactérie dans
500 pl d’eau
physiologique
stérile

Ajouter le disque Incubation Placer |e disque sur gélose de
méropénéme 2h a37°C MH inoculée par E. coli
(10u0) ATCC 25922
Activité
carbapénemase

Pas d’activité
carbapénémase

Incubation pendant au
moins 6H &37°C

Lire laprésence ou I’ absence
delazoned inhibition

Figure 3 : Schémadu test CIM (Van der Zwaluw et al., 2015)

» Etudedela sensibilité aux antibiotiques (Antibiogramme standar d)

13 souches ont été testées vis-avis des carbapénemes (Imipénéme, ertapéneme,

méropénéme), ains que la témocilline. L’interprétation a été éablie en suivant les

recommandations du CA-SFM 2013 et CA-SFM 2017.

.
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Nombre
total Sur de
BEA Gram
17 . . _
19 . N -
(R) : résistante (T) : test

Résultats

|. Souches bactériennes

143 souches ont été isolées incluant 57 souches (39,86%) sur gélose Mac Conkey

additionnée de céftazidime, 15 souches (10.48%) sur gélose Mac Conkey additionnée de

méropénéme et 50 souches (34.96%) sur gélose BEA additionnée de vancomycine.

I1. Recherche des entérocoquesrésistants a la vancomycine

Parmi

les 50 souches testées par I'antibiogramme standard vis-avis de la

vancomycine, 36 souches (72%) ont été retrouvées résistantes et 14 souches (18%) ont été

retrouvées sensibles. Les caractéristiques de |’ ensembl e des souches testées sont données dans

letableau Il (annexe I1). Le tableau suivant résume les caractéristiques des souches résistantes.

Tableau IV : Caractéristiques des souches d’ entérocoques résistants a la vancomycine

Isolement Coloration Catalase @ bouillon résistance

T de Diamétre ChromAgar espéce

hyper ala telurite de
salé chaleur de Vanco
potassium
+ . . 06 (R) Bleu Enterococus
turquoise faecalis
. . - 06 (R) Bleu Enterococus
turquoise sp
(-) : négative (+) : positive

> Détermination dela CMI pour lesVRE

Les CMI ont été réalisees sur 14 Souches (14.73%) d’ entérocoques isolées sur BEA

additionnée de VAN. Les résultats obtenus sont rapportés dans le tableau V.

Tableau V : Résultats des CMI des souches d’ Entérocoques

Code
E41Cl
E44CI
E48CI
E26C

Type d’insectes

Cafard : B germanica
Cafard : B germanica
Cafard : B germanica
Cafard : B germanica

Espéce

Enterococus faecalis
Enterococus sp
Enterococus faecalis
Enterococus sp

CMI (mg/l) I nter prétation
=05 S
=05 S
=1 S
=05 S

=
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E27C  Cafard: B germanica  Enterococus sp =1 S
E28C Cafard: B germanica  Enterococus sp =2 S
E30C  Cafard: B germanica  Enterococus sp =1 S
E31C  Cafard:Bgermanica  Enterococus sp = S
E32C  Cafard: B germanica  Enterococus sp =05 S
E33C Cafard : B germanica Enterococus sp = S
E34C  Cafard:Bgermanica  Enterococus sp = S
E20C  Cafard: B germanica  Enterococus sp = R
E5M Mouche : Musca sp Enterococus faecalis = 256 R
E35C  Cafard: B germanica  Enterococus sp =16 R

R : Résistante, CI : cafard interne, C : cafard, M : mouche, CMI| : concentration
minimale inhibitrice S: Sensible,

L es résultats obtenus montrent la présence de 3 souches résistantes : E35C et E29C qui
sont isolées chez le cafard a la Maternité de Khenchela, et la souche E5M isolée chez les
mouches de |’ EPH de Mila

Remarque: Chez les autres souches (12) le témoin négatif (témoin de culture sans

antibiotiques) n’a pas pousse.

I11. Détermination des phénotypes de résistance aux p-lactamines

[11.1. Recher che des bacillesa Gram négatif résistants aux C3G

» DD-test
Parmi 57 souches testées, aucune image de synergie n’a pu étre observée sur gélose MH.
» DD-test avec cloxacilline

Parmi les 57 souches testées, une image de synergie a été détectée chez une seule
souche E41Cl (Enterobacter sp), indiquant ainsi la production probable de BLSE (Figure 3).
Cette souche est isolée au niveau de laflore interne de cafard collecté dans la cuisine de I’ EPH
de Chelghoum Laid. Mila.

=
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CTX : Céfotaxime  CAZ: Céftazidime FOX : Céfoxitine AMC : Amoxicilline /Acide clavulanique

Figure 3 : Image de synergie de |la souche Enterobacter sp (E41Cl)
Sur MH avec et sans cloxacilline.

Le tableau ci-dessous donne les résultats du DD Test avec et sans cloxacilline.

Tableau VI: Comparaison entre les diamétres des zones d’ inhibition sur gélose MH et MH

additionné de cloxacilline pour la souche E41 CI.

Antibiotique
code ece Diamétre nergie hénotypede
P AMC CTX CAZ IMP FOX ATM ynerg P résist)z;?\ce
Sur MH 06 (R)  10(R) 10(R) 30(S) 06(R) 20(R) -
E4lcl  Enterobacter BL SE+AmpC
sp MH+CLOX O08(R) O06(R) 06(R) NT 06(R) NT . naturel
# (mm) 2 4 4 / 0 / /
Cl : cafard interne, M : mouche, S:sensble ,R:résistance, E : échantillon  ,NT : no
testé , AMC : amoxicillinetacide clavulanique  , FOX : Céfoxitine , ATM : Aztréonam,
IMP : imipénéme, CAZ : céftazidime, CTX : céfotaxime

La résistance a la céfoxitine peut étre expliquée par la qualité de I’ antibiotique testé. En effet,

nous avons testé la FOX de marque BIO-analyse ayant expirée en Février 2017.

I11.2. Recher che des bacilles a Gram négatif résistants aux carbapénemes
> Test CIM

Ce test a été réaisé chez 15 souches. Les résultats montrent que parmi ces souches, 02
souches (Acinetobacter sp E12C et Acinetobacter sp EO8C) sont positives (Figure7), ce
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qui signifie qu'elles sont résistantes au méropéneme par production probable de
carbapénémase (Tableau VI1). Ces souches ont été isolées de la flore externe des cafards

collectées au niveau de la Maternité de Khenchela.

Figure 4 : Test CIM positif pour les souches E12C d’ Acinetobacter sp et EOS8C
d Acinetobacter sp.

Tableau VII: Caractéristiques des souches positives

Code  Espece Date de Sitede MEM Espéce | nter prétation
d'insectes  prelevement - gavement  (10ug) bactérienne

E12C - 22/03/2017 Maternitéde 06 (R) Acinetobacter Production de
B. ger manica
J Khenchela sp carbapénémases
E08C : 22/03/2017 Maternitéde 06 (R) Acinetobacter Production de
B. ger manica
g Khenchela sp carbapénémases
R : Résistante  E : Echantillon MEM : Méropénéme ex : externe

» Antibiogramme standard
Un antibiogramme standard est réalisé pour 15 souches isolées chez les cafards de la
Maternité de Khenchela. Parmi ces souches, 13 sont retrouvées résistantes ou intermediaires

vis-&vis des carbapénemes tels que I'imipénéme (IMP), ertapénéme (ERT), et méropénéme




Résultats

(MEM), ains que la Témocilline (TEM) de la famille Carboxypénicilline (Tableau VIII).
Deux souches sont retrouvées sensibles aux antibiotiques testés.

Tableau VII1: Résultats de |” antibiogramme pour |es souches résistantes aux carbapénémes

Code

EO08C
E12C
E26C
E27C
E28C
E29C
E30C
E20C
E21C
E32C
E23C
E24C
E31C
R : Résistant,

ERT : Ertapénéme,

Espéce
bactérienne
Acinetobacter sp

Acinetobacter sp
Acinetobacter sp
Acinetobacter sp
Acinetobacter sp
Acinetobacter sp
Acinetobacter sp
Enterobacter sp
Enterobacter sp
Enterobacter sp
Klebsiela sp
Klebsiella sp
Pseudomonas sp
S: Sensible,

TEM : Témocilline,

MEM (10ug)

07 (R)
07 (R)
06 (R)
06 (R)
14 (R)
15 (R)
15 (R)
06 (R)
06 (R)
18 (1)
06 (R)
06 (R)
14 (R)

| : Intermédiaire,

IMP (10ug)

06 (R)
06 (R)
06 (R)
06 (R)
13 (R)
08 (R)
06 (R)
15 (R)
06 (R)
13 (R)
21 (1)
14 (R)
12 (R)

ERT (10ug)

09 (R)
09 (R)
06 (R)
06 (R)
26 (1)
14 (R)
18 (R)
06 (R)
06 (R)
14 (R)
06 (R)
06 (R)
11 (R)

MEM : Méropéneme,

E : Echantillon,

C : Cafard

TEM (30ug)

06 (R)
06 (R)
06 (R)
06 (R)
14 (R)
06 (R)
06 (R)
06 (R)
06 (R)
06 (R)
06 (R)
06 (R)
06 (R)

IMP : Imipénéme,

=]
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Discussion

Les insectes sauvages peuvent servir de réservoirs et vecteurs de bactéries résistantes
aux antibiotiques appartenant a plusieurs especes qui ont une importance vétérinaire et
meédicale. En raison de leur mobilité fréquente et la facilité avec laguelle ils prennent la
nourriture a partir de différents environnement. Les insectes sont considérés comme des bio
indicateurs environnementaux importants et des vecteurs de résistance aux antibiotiques chez
les bactéries (Mahmudur et al., 2015).

L’ émergence et la dissémination rapide de la résistance aux antibiotiques chez les
bactéries est maintenant une préoccupation mondiale. La résistance aux antibiotiques acquise
par les bactéries dans un écosystéme donné, peut facilement étre transférée entre les
organismes dans différents écosystémes. Ceci, a son tour, est responsable de |'épidémie a
grande échelle de bactéries multirésistantes. Maintenant, il est évident que les bactéries
résistantes se trouvent dans les différents compartiments de I'environnement en raison d'une
mauvaise utilisation, d' une sur-utilisation des antibiotiques ainsi que d’ infrastructures de soins
de santé non adaptés (M ahmudur et al., 2015).

Habituellement, la faune sauvage n’est pas exposée aux antibiotiques (Martinez,
2009). Mais actuellement, y a un nombre important de voies d’expositions qui pourraient
entrainer la résistance chez lafaune sauvage (Santos et al., 2013). Ainsi, la convergence entre
les habitats, le contact des animaux sauvages avec d’ autres animaux domestiques ou avec les
humains a conduit & une augmentation de I’échange des déterminants génétiques de la

résistance entre leurs microbiotes (Sousa et al., 2014).

En raison de leur présence diversifiée dans différentes niches écologiques et leur
facilité a ramasser les bactéries humaines et environnementales, les insectes pourraient agir
comme des miroirs des activités humaines. lIs reflétent la situation de la résistance aux
antibiotiques d'une maniére plus large que beaucoup d'autres animaux (Badrul, 2013).

bY

Dans cette éude, nous avons isolé 3 souches dentérocoques résistantes a la

vancomycine chez les mouches (Musca sp) et les cafards (B germanica).

Une étude similaire a été réaisée par Macrovel et al en 2006 a montré que les

mouches domestiques (Musca domestica) portent une grande population d’entérocoques

£
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résistants a plusieurs antibiotiques y compris la vancomycine. Une autre éude réalisée par
Patience et al en 2013, ont rapporté une prévaence de 5% d'ERV isolées chez des cafards

collectés au niveau de | hdpital de Ghana.

Les entérocoques, en particulier Enterococcus faecium et Enterococcus faecalis, sont
des micro-organismes multi résistantes d’importants en raison de I'émergence des souches
résistantes aux antibiotiques (Ktihn et al., 2000., Linden et al.,1999).

Les entérocoques résistants aux antibiotiquesont été associés de plus en plus aux
infections nosocomiales. Ces bactéries sont dangereuses de part de leur multi résistance
naturelle a de nombreuses familles d antibiotiques aggravée ces dernieres années par
I’ émergence des souches résistantes aux glycopeptides (Courvalin, 2006).

On attribue cette émergence a I’ utilisation massive de la vancomycine dans les
traitements des infections a Clostridium difficile a partir de 1984 (Rice, 2001). Les
entérocoques ont évolué de fagcon a acquérir de la résistance a chacun de ces antibiotiques de
facon croisée, soit par I’acquisition de genes de résistance aux antibiotiques codés par des
plasmides ou des transposons provenant d autres microorganismes, soit par des mutations

spontanées leur donnant ainsi un niveau de résistance plus éevée (Kak et al., 2002).

Le mécanisme de résistance développé par les entérocogques a I'égard des
glycopeptides est une modification de la cible de |” antibiotique au niveau du précurseur
D-ala-D-ala (Depardieu et al, 2007). La résistance acquise a la vancomycine est due a
I’expression par la bactérie d'un opéron de résistance (opéron Van) qui code des enzymes
impliquées a la fois dans la synthése d’un précurseur du peptidoglycane de faible affinité et
dans I’élimination du D-ala-D-ala (Courvalin, 2006 ; Cattoir et Leclercq, 2010; Xu et al.
2010).

Une étude effectuée par Ghosh et al en 2011 a caractérisé des entérocoques isolés des
matieres fécales de chiens hospitalisés aux soins intensifs d’un hépital vétérinaire afin
d évaluer leur capacité de causer des infections nosocomiales et zoonotiques. Les deux
espéces représentées éaient E. faecalis et E. faecium. Cette étude a montré la résistance de ses

souches a plusieurs antibiotiques al’ exception de la vancomycine.

£
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Ainsi, 8 types de résistance acquise ont été caractérises : Van A, Van B, Van D, Van
G, Van L, Van M, Van N (Depardieu et al., 2007; Cattoir et Leclercq, 2010; Xu et al.,
2010, Lebreton et al., 2011). Parmi ceux-ci, les trois variantes les plus communes sont les
types de VanA, B et C avec E. faecium portant le génotype VanA comme combinaison la plus
commune (Werner et al., 2008). Notre travail montre un échantillon de mouche (E5SM) porte
une souche d’ E.faecalis résistante a haut niveau a la vancomycine avec une CMI supérieur a
256 pg/ml.

Les bacilles & Gram négatif sont des bactéries fréqguemment isolées dans les
laboratoires de bactériologie (Bao et al., 2013), et sont responsables de nombreuses
infections communautaires et nosocomiales notamment les infections urinaires, les gastro-

entérites séveres et respiratoires...etc (Gueye, 2007).

Le microbiote intestinal est le réservoir maeur de bactéries résistantes aux
antibiotiques, qui peut ére enrichi par des bactéries multirésistantes comme les
entérobactéries productrices de BLSE (Ruppé et al., 2013). La plupart des entérobactéries
étant des souches de colonisation, sans indications de traitement constituent des lors un
important réservoir de BMR (Mayoral et al., 2010).

Jusque dans les années 2000, la diffusion des E-BLSE concernait essentiellement le
milieu hospitalier. A ce titre, en raison de leur fréquence élevée, de leur potentiel pathogene,
de leur caractere commensal qui expose au risque de diffusion hors de I’ hdpital, du caractere
aisement transférable des mécanismes de résistance impliqués, ces BMR font |’objet de

programmes nationaux de surveillance dans plusieurs pays (Guillet, 2010).

L'Algérie est maintenant connue parmi les pays méditerranéens connus pour étre
affectés par la propagation des BLSE de type CTX-M-15.Des études réalisées chez les
insectes incluant les cafards ont rapporté la présence des enzymes BLSE de type CTX-M-15
(Loucif et al., 2016).

Plusieurs études dans |e monde ont rapporté la présence des bactéries productrices de
carbapénemase 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 ). En Béjaia, ces enzymes ont été détectés dans le milieu
environnement agquatique, animaux sauvage, domestique (Y ousfi et al., 2016 ; Bachiri et al.,
2016 ; Tafouket et al., 2017) , environnemental (Zenati et al., 2016) .

B




Discussion

La dissémination des carbapénémases pose probléme notamment a cause de la
présence de ces enzymes sur des ééments génétiques transférables, ce qui facilite leur
dissémination (Caratolli, 2013).

Au cours de notre éude, nous avons retrouvé 02 souches d Acinetobacter sp
productrices de carbapénémases. En Algérie, I’ éude de Loucif et a aréalisée sur 12 cafards,
a montré la présence d’une souche d’E.cloacae productrice d’une carbapénémases de type
OXA-48. Concernant la résistance aux carbapénémes chez A.baumannii, en Algérie plusieurs
études rapportent la présence d’ enzymes de type OXA dont les OXA-23 (Bakour et al., 2015,
Zenati et al., 2016).
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Conclusion

Le développement de la résistance aux antibiotiques est un probléme global qui doit
nécessiter des actions de recherche, de surveillance, d’ éducation destinées a développer un
usage prudent de cette classe thérapeutique essentielle pour les médecins et les vétérinaires.
L’ usage de ces médicaments vétérinaires doit s effectuer dans un contexte de maitrise des
infections bactériennes en élevage et suppose une prescription basée sur un diagnostic
vétérinaire prenant en compte les évolutions locaes en matiere de résistance aux
antibiotiques. Les insectes peuvent servir des vecteurs des bactéries résistance aux
antibiotiques, qui occupent un espace important au niveau des hdpitaux Algérien.

A notre connaissance, peu de rapports concernant les souches multirésistantes aux
antibiotiques isolées chez les insectes du milieu hospitalier en Algérie comme celui rapporté

par loucif et al en 2016 . Dans ce sens cette étude mérite d’ é&tre approfondie et compl étés par :

» L’étude d’'un grand nombre et différents types d'insectes de différentes régions.
» Caractérisation moléculaire des genes impliqués dans la résistance.

» L’ éude d'un plus grand nombre de souches.
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ANNIEXE 1

Composition des milieux de culture

Gélose Mac Conkey
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Bouillon nutritif
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EXIrait e VIANTE ..o e e e e e e e e e e

Chlorure de SOOIUML. ... e e e e e e e e e,
Phosphate dipotassiqUE. .. ... ..o e e e e e e e e e e
Phosphate MONOPOLASSIQUE. ... ... .. vee v e e e e e e et e e e e e e e eeenaes

AZIAE e SOAIUM. .. .ot e e e e e e e e e e e e e e e

PH 6,9

Bouillon Trypticase soja

Peptone trypsSique de Caséing ..........covvevi v e e
Peptone PapaiNIQUE B SOJA ... .. ve et ettt e e e e e e et e e ee e e e
Chlorurede sodium .......c.oi i e

Phosphate bipotassique ..o

20g

1,59

.................... 04g

04g
2,79
2,79

0,29
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Gélose TSI
Extrait deviande deBOBUT ............ooieiieee s 39
EXIFAIT AEIBVUIE ...ttt s e e e e 39
[ 000 0T/ 01 [0 1= TSR 2049
ChlOrure de SOOIUM ........oiuiiiieie e sttt e e sae et neesneenne s 59
(O L= L= L= 00T SRR 0.3g
Thiosulfate de SOTIUM .......ooiieieece et re e e 03g
[ 0 (01 TSP PR UPRP 109
GHUCOSE ...ttt et e st e e s e st e e s e e se e aeeneesseeseenseeneenseeneenneensennenns 1g
S 0l 0= 01 SRR 10g
PH 7.4
Milieu Citrate de smmons
SUIfate e MBGNESIUM .....oeeeiieieieie ettt sresbesreeseenenneas 0.2g9
Phosphate MONOaMIMONIQUE ...........eieiriiriiiieieeie sttt e e e e enee 1g
Phosphate DiPOtaSSIQUE ........ccueeeeriecie ettt e e sae e snee e 19
ChlOorure de SOOIUM ........oiuiiiiee ettt sre e e e sne e 59
CItrale de SOOIUM ...t e e s re e teeneesreesneennenneens s 29
Bleu de bromothy Mol ... s 0.08g
o = TR PRRSPPRSUPRPPI 15g
PH 7.1
Milieu Urée-Indole
I (Y 010 o] == S 39
Phosphate MONOPOLESSIQUE .........coiueeieiieeieeeeseese et e e sae e nreenesnee s 1g

Phosphate DIPOtASSIQUE ........ooueeieiie e e e 19
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Milieu Clark-L ubs

Peptonetrypsique deVviande ..........covuiii i e 59
Phosphate bipotassiqUE. .. ... e e e e D O

[T 69

bouillon nitraté

INfusion de CoeUr CEIVEILE... ... e e e 200
Nitrate de SOdIUM ... e e e e e e e e e e e e eee 2. 100

PH 7,6-7,8

Composition desréactifs utilisés :
NRI :

Acide SUITaniliQUE. .. ... e e e e 0,8mi

ACIHE ACEAHIGUE. .. .. e et et et et et et e e e et et e et e e e e 5N 100ml

NRII :

DIMEBNYIAMINE. ... e e e e e e e e e e e 0,6ml
ACIHE ACEAHIGUE ..ottt et e e et e et e et e e et e e 5N 100ml
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Réactif Kovacs:
p-dimétylaminebenz aldéhyde.............cooii it 10ml
ol L= o o [ o 10 T= 50ml

= ol o] =0 ) o1 = 150ml

» VPI .
a-naphtol 6g
acool &90°100ml

» VPII :
NaOH 4N

Rouge de méthyle(RM) :
RoOUGEAE MELNYIE ... ... e e e e e e e e 0,59
Alcool EhyliQUEAB0YD .......ov e eeeee e et e v e e e e e ee . 100M
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Tableau (1):Interprétation des diameétres critiques des zones d' inhibitions selon les
recommandations actualisees du comité de |’ antibiogramme de la société francaise de
microbiologie.

Antibiotique Abréviation | Marque Chargede | Diametrecritique
d’ATB disque >S <R

Amoxicilline/AC. AMC CYPRESS 30ug 21 16

Clavulanique

Céfoxitine FOX HIMEDIA+ 30pg 19 19
CYPRESS

Ceftazidime CAZ HIMEDIA+ 30pg 26 21
CYPRESS

Céfotaxime CTX HIMEDIA+ 30ug 26 23
CYPRESS

Aztréonam ATM HIMEDIA+ 30ug 27 21
CYPRESS

| mipénéme IMP HIMEDIA 10pg 22 16

M éropénéme MEM BIORAD 10ug 22 15

Ertapénéme ERT BIORAD 10pg 28 26

Témocilline TEM BIORAD 30ug 20 20
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Tableau (2) : caractéristiques des souches isolées sur gélose BEA

code isolement sur | coloration | catalase | hyer résistance | test de diametre | Chromagar | espéce
BEA de gram salé ala tellurite | deVan
chaleur

E13C . . . . . - | 6(R) Bleu Enterococus sp
turgquoise

E14C . . . . . - | 6(R) Bleu Enterococus sp
turquoise

E17C . . . . . - | 6(R) Bleu Enterococus sp
turquoise

E19C . . . . . - | 6(R) Bleu Enterococus sp
turquoise

EO08C . . . . . - | 6(R) Bleu Enterococus sp
turquoise

E26C . . . . . - | 6(R) Bleu Enterococus sp
turquoise

E27C . . . . . - | 6(R) Bleu Enterococus sp
turquoise

E28C . . . . . - | 6(R) Bleu Enterococus sp
turquoise

E29C . . . . . - | 6(R) Bleu Enterococus sp
turgquoise

E30C . . . . . - | 6(R) Bleu Enterococus sp
turgquoise

E31C . . . . . - | 6(R) Bleu Enterococus sp
turquoise

E32C . . . . . - | 6(R) Bleu Enterococus sp
turgquoise

E33C . . . - . - | 6(R) Bleu Enterococus sp
turquoise

E34C . . . . . - | 6(R) Bleu Enterococus sp
turquoise

E35C . . . . . - | 6(R) Bleu Enterococus sp
turquoise

E41CI . . _ . . . 6(R) Bleu Enterococus
turquoise | faecalis

E42CEX | ., . _ . . _ 6(R) Bleu Enterococus sp
turquoise

E43CI . . _ . . . 6(R) Bleu Enterococus
turquoise | faecalis

E44CI . . _ . . . 6(R) Bleu Enterococus
turquoise | faecalis

E44CEX | ., . _ . . _ 6(R) Bleu Enterococus sp
turgquoise

E45CI . . _ . . _ 6(R) Bleu Enterococus sp
turgquoise

E47CI . . _ . . _ 6(R) Bleu Enterococus sp
turgquoise

E48CI . . _ . . . 6(R) Bleu Enterococus
turquoise | faecalis

E48CEX | ., . _ . . . 6(R) Bleu Enterococus
turquoise | faecalis

EIM . . _ . . . 6(R) Bleu Enterococus
turquoise | faecalis
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E2M 6(R) Bleu Enterococus
turquoise | faecalis
E3M 6(R) Bleu Enterococus
turquoise | faecalis
E4M 6(R) Bleu Enterococus
turquoise | faecalis
ESM 6(R) Bleu Enterococus
turquoise | faecalis
E6M 6(R) Bleu Enterococus
turquoise | faecalis
E8M 6(R) Bleu Enterococus
turquoise | faecalis
EOM 6(R) Bleu Enterococus
turquoise | faecalis
E10M 6(R) Bleu Enterococus
turquoise | faecalis
E12M 6(R) Bleu Enterococus
turquoise | faecalis
E13M 6(R) Bleu Enterococus
turquoise | faecalis
E14M 6(R) Bleu Enterococus
turquoise | faecalis
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Tableau(3) : Comparaison entre les diamétres des zones d' inhibition sur gélose MH et MH
additionné de cloxacilline

& Antibiotique
code espece Diamétre i synergie phénotype
AMC |CTX CAzZ |[IMP |FOX |ATM
Sur MH 06 (R) | 10(R) | 10(R) | 30(S) |06 (R) | 20(R) |-
Catd Enterobacter sp BLSE+AmMpC
MH+CLOX [ 08(R) | 06(R) | 06(R) [ NT |06 (R) NT N chromosomique
# (mm) 02 04 04 00
Sur MH I0R) | 11(R) | 12(R) | 28(9) |06 (R) | 14R) |-
hyperproduction d'une
E42cl . cephal osporinase
Acinetobacter sp | MH+CLOX | 12(R) [ 14(R) | 15(R) | NT [O06(R) [ NT |_ chromosomique
# (mm) 02 03 03 00
Sur MH 06(R) | 16(R) | 06(R) | 24(S) |06 (R) | 21(1) |-
Enterobacter sp hyperproduction d'une
E43cl MH+CLOX | 11(R) | 16(R) |08R) | NT | 12R) | NT | cephalosporinase
chromosomique
# (mm) 05 00 02 05
Sur MH 06(R) [ 15(R) | O8(R) | 26(S) | 06 (R) | 18(R) |-
Enterobacter sp hyperproduction d'une
Edacl MH+CcLOX | 170) | 20R) | 15(R) | NT |16(R) | NT |. cephalosporinase
chromosomique
# (mm) 11 05 07 10
Sur MH 06(R) [ 20(R) | 22(1) | 30(S) |06 (R) | 28(S) |-
hyperproduction d'une
E44cEX Hafniae sp MH+CLOX 11(R) | 20(R) | 24(I) NT [ 06(R) NT - cephal osporinase
chromosomique
# (mm) 05 00 03 00
Sur MH 06(R) [ 15(R) | 17(R) | 32(9) | 6(R) | 16(R) |-
Enterobacter hyperproduction d'une
E46cl 5] MH+CLOX 329 | 26(S) | 31(S§) | NT | 30(9 NT - cephal osporinase
chromosomique
# (mm) 26 11 14 24
Sur MH 06(R) [ 20(R) | 18(R) | 30(S) |06 (R) | 20(R) |-
Enterobacter hyperproduction d'une
E47cl 5] MH+CLOX 19(1) 23(D) 24(1) NT | 06(R) NT - cephal osporinase
chromosomique
# (mm) 13 03 06 00
Sur MH 06(R) | 06(R) | 06(R) | 20(1) | 12(R)| O06(R) |-
MH+CLOX 18(1) 18(R) | 18(1) | NT | 16(R) NT |-
Klebsiella hyperproduction d'une
E48cEX 5] cephal osporinase
plasmidique
# (mm) 12 12 12 04
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Sur MH 14(R 24(1) 18(1) [ 23(9 |06 (R) [ 22(1)
NT
E1M MH+CLOX 16(1) 25(1) 21(1) | NT [ 09(R) NT N
# (mm) 02 00 00 03
Sur MH 16(1) 22(1) [ 09(R) | 20(1) [ 15(R) | 15(R)
Citrobacter hyperproduction d'une
E2M , P MH+CLOX 17(1) 22(1) | 19(R) | NT | 26(S) NT cephal osporinase
chromosomique
# (mm) 01 00 10 11
Sur MH 16(1) | 08(R) | 10(R) | 20(1) | 16 (R) | 19(R)
Proteus hyperproduction d'une
E2M , wulgari MH+CLOX | 16() | 10(R) | 14(R) | NT [ 20(S) | NT cephal osporinase
chromosomique
# (mm) 00 02 02 04
Sur MH 14R) | 20(R) | 23(1) | 33(9) |06 (R) | 17(R)
Acinetobacter sp hyperproduction d'une
E3M MH+CLOX | 12(R) | 18(R) | 2301) | NT |o06R) | NT cephalosporinase
chromosomique
# (mm) 02 02 00 00
Sur MH 16(1) 18(R) | 27(S) | 40(S) [ 06 (R) | 24(1)
Proteus hyperproduction d'une
E4M vulgari MH+CLOX 17(1) 19(1) 27(S) | NT | 06(R) NT cephal osporinase
chromosomique
# (mm) 01 01 00 00
Sur MH 17(1) 18(R) | 10(R) | 30(S) [ 06 (R) | 27(9)
Klebsiella hyperproduction d'une
ESM o) MH+CLOX 19(1) 18(R) | 17(R) | NT | 15(R) NT cephal osporinase
plasmidique
# (mm) 02 00 07 09
Sur MH 20(1) 24(1) | 20R) | 249 |11 (R) | 27(9
Klebsiella hyperproduction d'une
E6M o) MH+CLOX 20(1) 25(1) | 17(R) | NT | 20(S) NT cephal osporinase
plasmidique
# (mm) 00 01 03 09
Sur MH 14R) | 18(R) | 219(1) | 19() |12 (R) | 31(S
Proteus hyperproduction d'une
E7M mirabilis MH+CLOX 19(1) 19(1) 20(h) NT | 17(R) NT cephal osporinase
plasmidique
# (mm) 05 01 01 06
ESM Sur MH 24(9) 23(1) 25(1) 1 40(9) | 6 (R) 17 NN
NT
MH+CLOX 23(9) 19(1) 24() | NT [ 6(R) NT
# (mm) 01 04 01 00
Sur MH 06(R) | 16(R) | 18(R) [ 33(S) |06 (R) | 22(I)
Pseudomonas sp hyperproduction d'une
EOM MH+CLOX 12(R) | 17(R) | 18(R) | NT | 06(R) NT cephal osporinase
chromosomique
# (mm) 06 01 00
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Sur MH 06(R) | 13(R) | 06(R) | 22(S) | 06 (R) | 08(R)
Raoutella hyperproduction d'une
E10M terrigena MH+CLOX | 12(R) | 14(R) | 10(R) | NT | 09(R) [ NT cephalosporinase
plasmidique
# (mm) 06 01 04 03
Acinetobacter sp Sur MH 12R) | 16(R) | 21(0) | 33(S) [ 06(R) | 23(1) hyperproduction d'une
E11M cephal osporinase
MH+CLOX | 12(R) | 17(R) | 21() | NT | 06(R) | NT chromosomique
# (mm) 00 01 00 00
Sur MH 20(1) | 22¢1) | 20(1) | 37(S) [ 06 (R)| 20(R)
hyperproduction d'une
EI3M | proteusvulgaris | MH+CLOX | 190) | 20(R) | 21R) | NT | o06(R) | NT cephal osporinase
chromosomique
# (mm) 01 02 01 00
Sur MH 07(R) | 18(R) | 18(R) | 31(S) | 06 (R) | 20(R)
Acinetobacter sp hyperproduction d'une
E1F MH+CLOX | 13R) | 15(R) | 15(R) | NT |08®) | NT cephalosporinase
chromosomique
# (mm) 06 03 05 02
Sur MH 12(R) | 15(R) | 15(R) | 27(9) | 06 (R) | 17(R)
Acinetobacter sp hyperproduction d'une
E2F MH+CLOX | 12(R) | 19(R) | 17(R®) | NT |o08®R) | NT cephal osporinase
chromosomique
# (mm) 00 04 02 02
Sur MH 122) | 17(R) | 19(R) | 30(S) | 06 (R) | 20(R)
Acinetobacter sp hyperproduction d'une
E3F MH+CLOX | 12(R) | 17(R) | 16(R) | NT | 08R) | NT cephalosporinase
chromosomique
# (mm) 00 00 03 02
Sur MH 15(R) | 15(R) | 17(R) | 30(S) [ 06 (R) | 18(R)
Acinetobacter sp hyperproduction d'une
E4F MH+CLOX | 12(R) | 17(R) | 17(R) | NT | 06(R) [ NT cephal osporinase
chromosomique
# (mm) 03 02 00 00
Sur MH 19(1) | 20(R) | 18(R) | 30(S) | 06 (R) | 23(1)
Acinetobacter sp hyperproduction d'une
ESF MH+CLOX | 19() | 16(R) | 16(R) | NT | 06(R) | NT cephalosporinase
chromosomique
# (mm) 00 04 02 00
Sur MH 08(R) | 17(R) | 20(R) | 35(S) | 06 (R) | 20(R)
MH+CLOX | 08(R) | 18(R) | 15(R) | NT | 06(R) | NT
Acinetobacter sp hyperproduction d'une
E7F cephal osporinase
chromosomique
# (mm) 00 01 05 00
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Sur MH 08(R) | 17(R) | 15(R) | 30(S) | 06 (R) | =21(I)
Acinetobacter sp hyperproduction d'une
E8F MH+CLOX | 08(R) | 17(R) | 19(R) | NT | 06(R) cephal osporinase
2 (mm) 00 00 04 00 chromosomique
Sur MH 12(R) | 18(R) | 18(R) | 31(S) [ 06 (R) | 18(R)
Acinetobacter sp hyperproduction d'une
E9F MH+CLOX | 12(R) | 16(R) | 19(R) | NT | 06(R) | NT cephal osporinase
chromosomique
#(mm) 00 02 01 00
Sur MH 20(1) 19(R) | 16(R) | 30(S) [ 06 (R) | 17(R)
Acinetobacter sp hyperproduction d'une
E10F MH+CLOX | 10R) | 20R) | 18R) | NT |06(R) | NT ‘;erfr*;?'n %S;‘;Qigisee
#(mm)
Acinetobacter sp | Sur MH 10(R) | 17(R) | 18(R) | 35(S) | 06 (R) | 24(D)
hyperproduction d'une
E11F MH+CLOX | 11(R) | 18(R) | 18R) | NT |06(R) | NT %ﬁg?n%i‘migif
#(mm) 01 01 00 00
Acinetobacter sp | Sur MH 12(R) | 20(R) | 18(R) | 30(S) [ 06 (R) | 18(R)
hyperproduction d'une
E12F MH+CLOX | 13R) | 18R | 18R) | NT |06(R) | NT Cfﬂ;j'n %Ssg‘l’glgif
#(mm) 01 02 00 00
Sur MH I5(R)| 20(R) [ 22(1) |28(9) | 06 (R) | 16 (R)
E1C hyperproductic_)n d'une
INT Acinetobacter sp |MH+CLOX | 12(R) | 21(R) |20(R)| NT |06(R)| NT ‘;erfr*(‘)";"n %S;‘;ngisee
#(mm) 03 01 02 00
Sur MH 20() | 25() [ 25() |24(S) |06 (R)| 20(R)
EoC hyperproduction d'une
INT kiebsiella sp MH+CLOX I5R)| 22(R) [22(R)| NT |06 (R) NT cephal osporinase
plasmidique
#(mm) 05 03 03 00
Sur MH I5R)| 25(1) [27(9|24(9|06(R) | 12(R)
E3C hyperproduction d'une
INT klebsiella sp MH+CLOX 16() [ 22(R) [20(R)| NT |[06(R) NT cephal osporinase
plasmidique
#(mm) 01 03 07 00
Sur MH 06(R) | 06(R) |06(R)|[30(9)|06(R)| 17(R)
EAC hyperproduction d'une
INT proteuswulgaris |MH+CLOX | 09(R) | 12(R) |09(R)| NT |06(R)| NT Cgﬁg?'ﬂ%ﬁ?ﬂ”igie
#(mm) 03 06 03 00
Sur MH 18(1) | 25() |20(R)|28(S) |06 (R)| 23(1) ,
E7C hyperproduction d'une
. cephal osporinase
INT Citrobacter sp | MH+CLOX | 16(1) | 22(R) [19(R)| NT [06(R)| NT fﬁomoﬁmique
# (mm) 02 03 01 00
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coc Sur MH 16() [ 23(1) |20(R)[30(9[06(R)| 21(1) hyperproduction diune
Citrobacter sp cephalosporinase
INT MH+CLOX [ 15(R) | 21(R) [19(R)| NT [06(R)|[ NT chromosomique
# (mm) 01 02 01 00
Sur MH I5(R)| 23(1) [20(R)|23(9)|06(R) | 26(I) o
E10C hyper%r;)ducnqn d'une
. cephalosporinase
INT Citrobacter sp | MH+CLOX 12(R) | 20(R) [16(R)| NT |06 (R) NT chromosomique
# (mm) 03 03 04 00
Sur MH BMR)| 12(R) [20(R) |26(9|25(9 | 17(R) .
hyperproduction d'une
E1C EX kiebsiella sp MH+CLOX | 15(R) | 14(R) [20(R)| NT [16(R) NT cephal osporinase
plasmidique
# (mm) 02 02 00 09
Sur MH 06(R) [ 06(R) |06(R)|25(9)|06(R)| 06(R) .
hyperproducnqn d'une
E2CEX|  Webselasp |MH+CLOX |[15(R)| 20(R) |18(R)| NT [06(R)| NT cepf|1a| os%t_)rl nase
plasmidique
# (mm) 09 14 06 00
Sur MH 06(R) [ 06(R) | 06(R)|28(9)|06(R)| 06(R) .
hyper%r;)ducnon d'une
E3C EX cephal osporinase
Pseudomonassp |MH+CLOX | 09(R) [ 10(R) |06(R) [ NT [06(R)| NT chromosomique
# (mm) 03 04 00 00
Sur MH 29 | 250) (é? 30(9|06(R) | 10R) |
hyperproduction d'une
E4C EX cephal osporinase
Pseudomonassp |MH+CLOX | 25(S) | 23(R) | 18(R)| NT [06(R)| NT chromosomique
# (mm) 07 02 03 00
_ Sur MH 06 (R) [ 06(R) | 06 (R) |24 (S)|06(R) NT .
Acinetobacter sp hyperproduction d'une
E11C MH+CLOX 14R)| 20(R) [18(R)| NT | 11(R) NT cephal osporinase
chromosomique
# (mm) 08 14 12 05
_ Sur MH 06 (R) [ 06(R) | 06 (R)|[30(S)|06(R) NT .
Acinetobacter sp hyperproduction d'une
E12C MH+CLOX 20() | 25() |20(R)| NT |18(R) NT cephal osporinase
chromosomique
# (mm) 14 19 14 12
. Sur MH 06(R) [ 06(R) |10(R)[25(9) [ 06(R) NT .
Klebsiella hyperproduction d'une
E13C 5] MH+CLOX 11R)| 13(R) [14(R)| NT | 19(D) NT cephal osporinase
chromosomique
# (mm) 05 07 04 13
Sur MH 06(R) [ 06(R) | 06(R) |24 (S) | 06(R) NT
E14C Pf?teufs MH+CLOX | 12(R) | 12(R) |10(R)| NT |09(R)| NT hyperrr)]ﬁducti ondune
vulgari cephalosporinase
chromosomique
#(mm) 06 06 04 03
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Sur MH 21(S) | 30(S) |26(9 |27(9 |09 (R) NT |-
Enterobacter sp hyperproduction d'une
E15C MH+CLOX | 23(S) | 31(S [29(9 | NT [11(R) NT |- cephal osporinase
chromosomique
# (mm) 02 01 03 02
Sur MH 2000 | 12(R) | 22(1) |24(9) | 06 (R) NT |_
Enterobacter sp hyperproduction d'une
E16C MH+CLOX | 19(1) | 16(R) | 24() | NT |16(R)| NT |- cephal osporinase
chromosomique
# (mm) 01 04 02 10
Sur MH 25(9) | 25() |06(R)|27(9 | 12(R) NT |_
Pseudomonas sp hyperproduction d'une
E17C MH+CLOX | 22(5 | 23¢) |o9(® | NT |16 ®)| NT |. cephal osporinase
chromosomique
# (mm) 03 02 03 04
Sur MH 30(9 | 22(R) |06(R)|30(S) |06 (R) NT |-
Pseudomonas sp hyperproduction d'une
E19C MH+CLOX | 25(5 | 20(R) [10(R)| NT |18(R)| NT |. cephalosporinase
chromosomique
#(mm) 05 02 04 12
Sur MH 21(S) | 13(R) |06 (R)|32(S) | 06 (R) NT |-
Acinetobacter sp hyperproduction d'une
Eo8C MH+CLOX | 22(5 | 10(R) |18(R) |30(9|10(R)| NT |. cephalosporinase
chromosomique
# (mm) 01 03 12 02 04
Sur MH 12(R) | 08(R) |12(R)[24(9 | 22(9 NT |-
Enterobacter sp hyperproduction d'une
E20C MH+CLOX | 14(R) | 0oR) |11(R) | NT |21(9| NT |. cephalosporinase
chromosomique
# (mm) 02 01 01 01
Sur MH 10(R) | 07(R) |10(R)[28(S) | 18(R) NT |-
Enterobacter sp hyperproduction d'une
E21C MH+CLOX |14®R) | 06(R [14®R)| NT |12(R| NT | cephalosporinase
chromosomique
# (mm) 04 01 04 06
Sur MH 11(R) | 06(R) |06(R)[32(S | 21(9 NT |-
Klebsiella sp hyperproduction d'une
E22C cephal osporinase
MH+CLOX | 10(R) [ 06 (R) |06 (R)| NT |[20(9 NT |- plasmidique
# (mm) 01 00 00 01
Sur MH 11(R) | 09(R) |07 (R)[27(S) | 20(9) NT |_
Klebsiella sp MH+CLOX [ 09(R) | 09(R) |06 (R) | NT | 22(9 NT - hyperproduction d'une
E23C cephal osporinase
plasmidique
# (mm) 02 00 01 02
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Sur MH 10(R) | 07(R) |10(R)[23(S | 20(9) NT
Klebsiella sp hyperproduction d'une
E24C MH+CLOX | 13(R) [ 11 (R) |15(R)| NT |[21(9 NT cephal osporinase
chromosomique
# (mm) 03 04 05 01
Sur MH 11(R) | 09(R) | 10(R) [30(S) | 17 (R) NT
Klebsiella sp hyperproduction d'une
E25C MH+CLOX 16() | 12(R) [20(R)| NT [ 18(R) NT cephal osporinase
plasmidique
# (mm) 05 03 10 01




Résumé

L’ objectif de cette étude &ait I’isolement et I'identification des bactéries multirésistantes aux
antibiotiques: Bacilles a Gram négatif résistants résistant aux C3G et aux carbapénemes et des
entérocoques résistants a la vancomycine a partir de différents types d'insectes (cafards (B
germanica), mouches (Musca sp), et fourmis (Pheidole sp)).

Un total de 95 échantillons a été collecté au niveau de I'EPH de Chelghoum al aid Mila et la
maternité de Khenchela. Aprés I'isolement des souches sur gélose Mac Conkey et BEA, leur
sensibilité aux antibiotiques a été déterminée par |la méthode de diffusion sur gélose de MH.

Les phénotypes de résistance aux P-lactamines ont été déterminés par I’utilisation des tests
phénotypiques y compris DD test, DD test avec cloxacilline, test CIM et test de Hodge modifié. Pour
les entérocoques, des caractérisations phénotypiques et des CMI ont été réalisé.

Au total, la caractérisation phénotypique de la résistance des souches de BGN a montré qu’ une
seule souche d Enterobacter sp était productrice de BLSE, et deux souches d’Acinetobacter sp
produisaient probablement de carbapénémases. Egalement nos résultats montrent que 3 souches
d’entérocoques résistantes a la vancomycine avec des CMI> 4pug/ ml.

Les insectes peuvent servir des vecteurs des bactéries multirésistantes aux antibiotiques au
milieu hospitalier.

Motsclés: insectes, entérobactérie, entérocoque, résistance aux antibiotiques.
Abstrat

The aim of this study was isolation and identification of antibiotic-resistant bacteria
3rd generation cephalosporin resistant and carbapenem Gram-negative bacilli and
vancomycin-resistant enterococci from different types of insects (cockroaches. B germanica),
flies (Musca sp), and ants (Pheidole sp).

95 samples were collected at the Chehghoum a aid Mila hospital and maternity
wards Khenchela hospital. After the isolation on Mac Conkey agar and BEA agar strains,
their susceptibility to antibiotics was determined by diffusion method.

B-lactam resistance phenotypes were determined by phenotypic tests including DD
test, DD test with cloxacillin, CIM test and modified Hodge test. For enterococci, phenotypic
characterizations and M1Cs were performed. In total, phenotypic characterization showed that
one strain of Enterobacter sp was x ESBL producing, and two strains of Acinetobacter sp
probably produced carbapenemases.

Our results also show that 3 strains of enterococci resistant to vancomycin with
MICs > 4pug / ml.

Insects can serve as vectors of multidrug-resistant antibiotic bacteria in the hospital
setting.

Key words: insects, Enterobacteriaceae, enterococci, antibiotics resistance
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