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Introduction

Introduction

La découverte des antibiotiques au début du XXe siecle a constitué une véritable révolution
dans le domaine médical. Ces molécules ont été considérées comme étant des armes
puissantes qui sauraient éradiquer toute maladie infectieuse d'origine bactérienne (Monnet et
al., 2000). Ils sont utilisés en médecine et en médecine vétérinaire. L'augmentation de la
résistance aux antibiotiques pourraient contribuer a I'émergence de pathogénes humains multi-
résistants qui menacent de plus en plus le succes du traitement antibiotique des infections
bactériennes (Jechalke et al., 2014), et cette résistance est due a 1’utilisation abusive ou a la
mauvaise utilisation de ces molécules (Ventola, 2015). Les premieres résistances sont
apparues en 1940, a la pénicilline G, puis la streptomycine en 1947 et la premiere population
résistante a été celle du Staphylococcus aureus a la pénicilline G, passant de 8% en 1945 a
60% en 1949 (Bush, 2004).

L'évolution continue de la résistance aux antibiotiques a I'hdpital et plus récemment
dans la communauté menace de compromettre serieusement la capacité a traiter les infections
graves (Rice, 2009). Il existe deux grands types de résistance aux antibiotiques. La résistance
intrinséque (ou naturelle): est un caractére présent chez toutes les souches appartenant a la
méme espece, dont les génes de résistance font partie du patrimoine génétique de la bactérie
(Carle, 2009)et la résistance acquise : les bactéries peuvent développer de la résistance a un
antibiotique préalablement sensible, ce qui implique des changements génétiques. Cette
résistance est souvent instable (Yamashita et al., 2000). Les bactéries résistent aux
antibiotiques grace a plusieurs mécanismes dont I’inactivation enzymatique par la sécrétion
d’une enzyme ; I’efflux actif’; la modification de la cible et la diminution de la perméabilité
(porines) a I’antibiotique (Bevilacqua et al., 2011). Parmi ces bactéries résistantes, les
bacilles a Gram négatif y compris la famille des Enterobacteriaceae ; sont des causes
majeures d’infections nosocomiales (Mehrad et al., 2015), notamment en milieu de
réanimation. Ces bactéries sont ubiquitaires, commensales ou pathogenes du tube digestif de
I’Homme et des animaux. La présence de ces bactéries dans les hopitaux avec une multi-

résistance engendre un risque sur la santé de I’Homme (Loucif et al., 2016).

Les B-lactamines sont les antibiotiques les plus utilisés dans la pratique clinique
courante surtout dans le traitement des infections dues aux entérobactéries. La famille des B -

lactamines comprend un grand nombre de molécules, toutes caractérisées par la présence d’un
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cycle B-lactame indispensable a I’activité¢ antibiotique, une faible toxicité, associées a un
mode d’action sur des protéines de la membrane cytoplasmique, dénommées protéines liant la
pénicilline (PLP) ou penicillin binding proteins. Ce sont des molécules qui inhibent la
synthese de la paroi bactérienne (Ruppé, 2010).

La résistance bactérienne aux P-lactamines est due principalement a la production
d’enzymes PB-lactamases capables d’hydrolyser 1’anneau B-lactame commun a cette classe
d’antibiotiques. Il existe aussi plusieurs autres mécanismes de résistance a cette classe
d’antibiotiques dont I’imperméabilité, Systémes d’efflux et Modification de PLP (Philippon,
2013).

Deux schémas de classification des PB-lactamases sont actuellement utilisés. La
classification moléculaire et la classification fonctionnelle. La classification moléculaire
d’Ambler qui est fondée sur la séquence d'acides aminé et divise les B-lactamases en enzymes
de classe A, C et D qui utilisent la sérine pour I'hydrolyse des B-lactamines et les métallo
enzymes de classe B qui requierent des ions zinc divalents pour I'nydrolyse des substrats
(Bush and Jacoby, 2010).La classification fonctionnelle de bush et al (1995) basée sur les
profils de substrats et d'inhibiteurs (Bush and Jacoby, 2010).

Les B-lactamases a spectre étendu (BLSE) sont une grande famille tres hétérogene
d’enzymes bactériennes capables d’hydrolyser les pénicillines, céphalosporines de premiére,
deuxieme, troisieme et quatrieme génération (C1G, C2G, C3G et C4G) et ’aztréonam mais
n’hydrolysent pas les céphamycines. Les BLSE appartiennent soit au groupe A (types TEM,
SHV, CTX-M) et en plus petit nombre au groupe D (type OXA). Au début des années 1980,
seules les enzymes plasmidiques TEM-1, TEM-2 et SHV-1 étaient connues. Les BLSE de
type SHV-2 et TEM-3 ont été découvertes a cette époque chez Klebsiella pneumoniae, soit
peu apres I’introduction en clinique des céphalosporines de troisieme génération (Ruppé et
al., 2015). Les BLSE de type CTX-M ont été décrites initialement en 1986 (FEC-1) au Japon,
Allemagne et France en 1989 (CTXM-1). Elles conférent une résistance marquée au
céfotaxime (origine de son nom) et au céfépime ; sont plus fortement inhibées par le
tazobactam que par I’acide clavulanique (Hammoudi et al., 2014).

Les B-lactamases de la classe C (AmpC) sont codées par des genes chromosomiques
ou plasmidiques ; sont capables d’hydrolyser les céphalosporines y compris les céphamycines
(céfoxitine) ainsi que les pénicillines, mais pas le céfépime ; elles sont resistantes aux

inhibiteurs de p-lactamases (Hammoudi et al., 2014).
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Les carbapénémes sont des antibiotiques B-lactamines, tout comme les pénicillines et
les céphalosporines, mais different de ces autres classes par leur structure chimique.
L'utilisation des carbapénémes a augmenté en raison de la résistance croissante aux C3G chez
les Enterobacteriaceae. Cette résistance est largement due a la propagation de BLSE. Les
carbapénémes sont les traitements de choix des infections séveres causées par les bacilles a
Gram négatifs producteurs de BLSE (Gulmez et al., 2008).

Les carbapénémases sont des enzymes capables d'hydrolyser presque toutes les B-
lactamines, y compris les carbapénémes. Elles sont classées en différentes classes
moléculaires (A, B et D). La plupart des carbapénémases sont a médiation plasmidique et ont
été principalement signalées chez les Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa. et
Acinetobacterbaumanni (Cantén et al., 2012). Les infections a entérobactéries productrices
de carbapénemases sont difficiles a détecter et a traiter. OXA-48, KPC,VIM et NDM sont les

carbapénémases les plus rapportées au monde (Salehet al., 2018).

Les pB-lactamases de type A telle que les KPC ont été largement et presque
exclusivement signalées chez K. pneumoniae. Plusieurs variantes de KPC différentes ont été
décrites. Elles ont un profil de substrat étendu qui permet I’hydrolyse de toutes les
cephalosporines, les pénicillines et l'aztréonam (Rayamajhi et al., 2008). Elles sont
caractérisées par une sérine dans le site actif, (Shah et al., 2004) et une sensibilité a 1’action

de I’acide clavulanique, du sulbactam et du tazobactam (Ruppé,2010).

Les métallo-B-lactamases (MBL) sont des B-lactamases de classe B qui hydrolysent
presque tous les antibiotiques PB-lactamines cliniquement disponibles a 1’exception de
I’ Aztréonam (Mojica et al., 2016).

Métallo B-lactamases NDM-1 (new delhi métallo B-lactamases) a été identifié tout d’abord en
Suede dans deux souches chez un patient d’origine indienne au début de 1’année 2008. La
premiere souche NDM-1 fut une souche de K. pneumoniae isolée d’un prélévement urinaire
(Nordmann et al.,, 2011). La grande majorité des bactéries productrices de NDM
appartiennent a la famille des Enterobacteriaceae et aux bacilles a Gram négatif non

fermentaires, y compris Acinetobacter baumannii (Meletis, 2016).
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Les enzymes de classe D sont les penicillinases de type oxacillinase (OXA) peu
sensibles aux inhibiteurs et peuvent étre inhibées par le NaCl. Ces enzymes conférent la
résistance a I'ampicilline et la céfalotine et sont caractérisés par leur forte activité
hydrolytique contre lI'oxacilline et la cloxacilline (Varsha, 2007).

La plus part de ces enzymes étaient decrites chez A. baumanii (OXA-23, OXA-24, OXA-
58...). Certaines ont été isolées d’entérobactéries, notamment OXA-48 (Queenan et al.,
2007). Ces derniéres les penicillines a un niveau élevé et les carbapénémes a des niveaux
faibles, mais n’hydrolysent pas sensiblement les céphalosporines a large spectre. Leur activité
n'est pas affectée par les inhibiteurs utilisés en clinique (Queenan et al., 2007). Elles sont

endémiques en Turquie, en Afrique du Nord et en Inde (Poirel et al., 2012).

Les entérocoques sont des bactéries a Gram positif sous forme de cocci isolés ou
arrangés en paires ou en courtes chainettes (Pulsen et al., 2003), tres répondus dans
I’environnement (sol, plantes, eau) (Teixeira et al.,2007), mais se trouvent préférentiellement
au niveau du tractus intestinal de ’Homme et des animaux & sang chaud. Ils possédent une
résistance naturelle de bas niveau a de nombreux antibiotiqgues comme les B-lactamines
(Courvalin et Leclerco, 2016), et une résistance acquise aux glycopeptides ou aux
aminosides. La plus importante en clinique est la résistance a la vancomycine (ERV), surtout
par 1’acquisition du geéne vanA (Werner et al.,, 2008). Les glycopeptides agissent sur la
synthese de la paroi des bactéries a Gram positif en inhibant la trans-glycosilation. Il existe
neufs phénotypes de résistance aux glycopeptides chez les entérocoques, le phénotype VAN
A (résistance tres élevée et inductible a la vancomycine et la téicoplanine), le phénotype VAN
B (résistance variable et inductible a la vancomycine, sensible a la téicoplanine), le phénotype
VAN D (résistance constitutive a des niveaux modeérés pour les deux glycopeptides),les
phénotypes C,E,G, L et N (résistance de bas niveau a la vancomycine et une sensibilité a la
téicoplanine) (Courvalin et Leclerco, 2016). En Algérie, le premier cas d’Enterococcus
faecalis résistant a la vancomycine a été rapporté en 2006 chez un patient de 24 ans souffrant
d’une uropathie malformative (Aggoune et al., 2008). La résistance aux antibiotiques chez les
bactéries commensales comme les entérocoques est préoccupante ces derniéres années chez la
faune sauvage, qui peut porter et diffuser cette résistance dans 1’environnement (Santos et al.,

2013).
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Le milieu hospitalier est un lieu destiné a prendre en charge des personnes atteintes de
pathologies variées, infectieuses ou non et des traumatismes trop complexes pour pouvoir étre
traités. Ces personnes sont en contact avec des individus sains. Chacun, en se déplagant dans
les locaux et en déplacant du matériel, disperse des germes qui peuvent notamment se
retrouver nombreux sur les surfaces, matériel médical et dans l'air faisant de I'environnement
hospitalier une véritable « niche écologique » de germes. Ceux-ci évoluent selon leurs
capacités intrinseques de résistances, et selon les désinfectants et antiseptiques utilisés pour le

nettoyage et les soins (Lemmen et al., 2004).

La classe des insectes représente le groupe le plus important du regne animal. Ce sont
des invertébrés de I’embranchement des arthropodes. Ces derniers sont des vecteurs
dangereux de maladies mortelles (Benelli, 2015). Parmi ces insectes, on peut citer les
mouches qui peuvent étre des vecteurs de transmission des bactéries résistantes a différents
environnements a cause de leurs contacts avec les humains, les animaux et la nourriture
(Marc et al. 2015). La transmission bactérienne peut se faire soit par régurgitation ou

défécation (Onwugamba et al., 2018).

Les mouches sont des insectes volant familiers des habitations et parasites des
aliments. Leurs structures morphologiques leurs permettent de s’adhérer et marcher sur des
surfaces non horizontales et cela grice aux pulvillus qui est recouvert d’une substance
collante libérée par poiles glandulaires. Cette substance favorise 1’adhésion des micro-
organismes qui peuvent étre transporter directement a I’homme et aux animaux via le

délogement mécanique de I’exosquelette, dépot fécal et régurgitations (Graczyk et al., 2001).

Les blattes domestiques se trouvent dans différents milieux, lorsqu’ils sont en contact
avec I’environnement humain cela peut engendrer une contamination alimentaire. Ce sont des
organismes nuisibles persistant qui abritent des bactéries résistantes aux antibiotiques
(Menasria et al. 2015), et sont classés parmi les ravageurs les plus répondus dans les
hopitaux. Leur présence est favorisée par I’humidité, la nourriture et la température (Carle,
2009). Le role important des cafards comme réservoir potentiel de bactéries multi-résistantes
a été démontré dans 1’étude de LOUCIF et enquétes antérieures avec leur présence dans les
environnements hospitaliers, qui a déja été signalé en Algérie et d'autres des pays comme la

Turquie, le Japon et Cuba (Loucif et al., 2016).
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L’augmentation remarquable de la résistance aux antibiotiques est devenue une
préoccupation majeure pour les services de santé. Plusieurs études dans le monde ont
rapporté des souches résistantes aux antibiotiques isolées chez les insectes. En Algérie,
I’étude de LOUCIF en 2016 était, le premier rapport sur les blattes germaniques (Blattella
germanica) en tant que réservoirs des entérobactéries productrices de carbapenémases de type
OXA-48 et des BLSE de type CTX-M-15 des souches de bacilles & Gram négatif isolées au
niveau de [I'hdpital universitaire de Batna ainsi les travaux de GHAROUT sur les fourmis ;

mouches ; moustiques ; et cafards, réalisés au niveau des hopitaux de Bejaia et d’Alger.

Dans ce cadre, nous proposons d’étudier la résistance aux antibiotiques isolées des
souches bactériennes chez des insectes collectés au niveau de quelques services du CHU de

Bejaia et de I’hdpital d’ Amizour dont I’objectif est de :

> lIsolement et identification des souches de bacilles & Gram négatif résistantes aux
céphalosporines de 3éme genération.
» Isolement et identification des bactéries a Gram négatif résistantes aux carbapénemes

» Isolement et identification des entérocoques résistants a la vancomycine.
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Matériel et méthodes

I. Collecte de préléevements

I.1. Objectif et échantillonnage

Le but de cette étude est de cribler des souches de Bacilles a Gram négatif résistants aux
céphalosporines de troisieme génération (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 25
février au 30 mai 2018. La premiere partie a consisté en la collecte de 200 insectes au
niveau de ’EPH d’Amizour et CHU de Bejaia, (Hopital Khelil Amrane et Frantz fanon ainsi
que la clinique mére et enfant de targa ouzemour) et 1’établissement public de santé de
proximité (EPSP) de Bejaia (Figure 01). La deuxiéme partie du travail (partie pratique) a été

réalisée au sein du laboratoire de microbiologie de I’EPH d’ Amizour.
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1.2. Pré-enrichissement et isolement de la flore bactérienne
Les prélevements ont été enrichis dans le bouillon cceur-cervelle (BHIB), puis incubés a
37°C/24h (Loucif et al., 2016).

1. Bactéries a Gram négatif

I1.1. Recherche de bacilles & Gram négatif résistants aux céphalosporines de troisieéme
génération(C3G)

Un enrichissement a été réalisé en ajoutant 40ul du bouillon BHIB dans 160ul du BHIB
additionné de céfotaxime et de vancomycine servant a eéliminer les Gram positif.

L’incubation a été réalisée a 37°C/24h.

A partir du bouillon d’enrichissement positif, un ensemencement de 50ul du BHIB a été
effectué sur la gélose Mac Conkey additionnée de céfotaxime et de vancomycine. Les boites
ont été incubées a 37°C/ 24h.

11.2. Recherche de bacilles a Gram négatif résistants aux carbapénéemes

Un enrichissement a été réalisé en ensemengant 40ul du bouillon BHIB dans 160ul
du BHIB additionné de méropénéme et de vancomycine. L’incubation a été effectuée a
37°C/24h. A partir du bouillon d’enrichissement, un ensemencement de 50ul du BHIB a été
effectué sur la gélose Mac Conkey contenant le méropéneme et de vancomycine. Les boites
ont éte incubées a 37°C/ 24h.

11.3. Identification

Apres 24 h d’incubation, on analyse 1’aspect des colonies ayant poussées sur les milieux
de culture. Les cultures poly microbienne ont été purifiées sur la gélose Eosine bleu de
Méthyléne (EMB), puis ont été incubée a 37C° pendant 24h.

Les souches sélectionnées ont été identifiées en utilisant une mini-galerie biochimique
classique (Urée/Indole, KIA, Citrate Simmons, Clark et Lubs, bouillon nitrate) (tableau I)
(Denis et al., 2007). L’identification de certaines souches a été confirmée en utilisant des

galeries Api 20E ainsi que le milieu chrom-Agar orientation. Les milieux de cultures utilisés
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au cours de ce travail, les réactifs et la lecture des galeries biochimiques sont rapportés

respectivement. VVoir I’annexe |.

Tableau | : Galerie biochimique d’identification des bactéries a Gram négatif (Denis et al.

2007).
Milieu Mode Caractere Résultats
D’ensemencement Recherchés
Ensemencement du Réduction des | Nitrate réductase (+) : virage
Milieu avec  une | Nitrates au rouge du milieu apres 1’ajout
suspension en Nitrites. des deux réactifs NR | et NR 1I.
Nitrate réductase (-): Virage
au jaune du milieu.
L’absence de coloration rouge
ne signifie pas que la bactérie
Bouillon bactérienne, et étudiée ne possede pas de nitrate
Nitraté I’incubation, est réductase, pour savoir il faut
réalisée a 37°C/24h. utiliser un composé capable de
réduire les ions nitrates en ions
nitrites comme la poudre de
zinc. Cette derniére est alors
ajoutée au milieu apres l'ajout
du réactif NR 1 et NR 1.
Ensemencement de -Lactose. Lactose + : virage de la pente
la pente de la gélose -Glucose. au jaune.
par des stries serrées, | -Gaz. Glucose+ : virage de culot au
puis le culot par pigdre | -Production jaune.
centrale d’HzS Gaz+ : apparition des bulles ou
KIA et I’incubation est des poches gazeuses qui
réalisée a 37°C décalent la gélose de fond de
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pendant 24h.

tube.
Production d’H>S:

Noircissement du milieu.

Ensemencement de

la pente de la gélose

Utilisation du

Citrate par des stries citrate comme
Citrate+ : virage du milieu au
de longitudinales. seule source de
bleu et une culture sur la pente.
Simmons L’incubation est Carbone.
réalisée & 37°C/ 24h
Ensemencement du -Uréase. Uréase+ : Virage du milieu au
milieu  avec  une rouge/Rose.
Urée / Indole | suspension -Indole. Indole+ Apparition d’un
bactérienne, et anneau
I’incubation est -Tryptophane rouge en surface apres 1’ajout de
réalisée a 37°C/24h désaminase quelques gouttes de réactif de
kovacs.
TDA+ : coloration marron apres
I’ajout de quelque goutte de
réactif TDA.
Ensemencement  du | Type

Clark et Lubs

milieu par
I’ajout de quelques
gouttes de la
suspension
bactérienne,
I’incubation est
réalisée

37°C/24h.

fermentaire

Test VP+ : virage au rouge/rose
apres 1’ajout des réactifs VP I et

VPII. (Formation d’acetoine).

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

(formation des acides mixtes).

7
A X4

C’est une version miniaturisée et

Galerie API 20E

standardisée des

techniques biochimiques

conventionnelles pour 1’identification des bactéries a Gram négatif, dont les entérobactéries.

10
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Elle comporte 20 micro tubes contenant des substrats sous forme déshydratée. Ces micro
tubes ont été inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les milieux. Les
réactions produites pendant la période d’incubation (18h-24h a 37C®) se traduisaient par des

virages colorés spontanés ou révélés par 1I’addition de réactifs (Annexe I1).
I11. Etude de sensibilité des souches aux antibiotiques

La sensibilit¢ des souches aux antibiotiques a été déterminée par la méthode de
I’antibiogramme par diffusion sur gélose Mueller Hinton (MH) selon les recommandations du
Comité d’antibiogramme de la société frangaise de microbiologie (CA-SFM).
L’interprétation des résultats en sensible (S), intermédiaire (1) et résistant (R) a été faite selon
les recommandations de (CA-SFM, 2013) pour les disques de Ceftazidime : CAZ(30ug),
Céfotaxime : CTX (30ug),Vancomycine : VAN (30ug), Colistine : CST (50ug) et (CA-SFM-
EUCAST, 2018)pour les disques d >Amoxicilline+ acide clavulanique : AMC (20ug+10ug) ,
Céfépime: FEP (30ug), de Cefoxitine: Fox (30ug), d’Aztréonam: ATM (30ug),
Meropénéme : MEM, (10pg),Imipénéme : IMP (10ug) et Ertapénéme : ERT(30ug) (tableau

).
% Antibiogramme : (CA-SFM-EUCAST, 2018)

A partir d’une culture fraiche (18/24h), on prépare une suspension avec (3 & 4 colonies
de la souche a test) dans 5 ml d’eau physiologique stérile; Correspondant
approximativement a 0.5 de 1’échelle de Mc Farland = 108UFC/m.

L’ensemencement de la suspension bactérienne est effectué¢ par écouvillonnage en
stries serrées sur la totalité de la surface de la gélose dans trois directions. Ensuite, les disques
d’antibiotiques sont déposes a la surface de la gélose a I’aide d’une pince stérile. L’ incubation

des boites est réalisé a 37°C /24 h.

11
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Tableau 11 : les diamétres critiques des zones d’inhibitions selon les recommandations

actualisées du comité de I’antibiogramme de la société frangaise de microbiologie.

Diameétre critére

charge

. L L . CA-SFM, 2013 et

Famille Antibiotique Abréviation du disque La marque

CA-SFM-EUCAST, 2018)
(ng)
S> R<
AT Amoxicilline o
Pénicilline + acide AMC (30ng) Liofilchem 19 19
clavulanate

Céftazidime | CAZ (30ug), | Liofilchem 26 21
Céfotaxime CTX (30ug) Liofilchem 26 23
Aoyt FOX 30 iofi 19 15

Céphalosporines| Céfoxitine (30ng) Liofilchem
Céfépime FEP (30pg) | Liofilchem 27 21

Liofilchem/
Meropénéme | MEM (10pg) Siorad 22 16

Liofilchem/
Carbapénéme | Ertapénéme ERT (10pg) Biorad 25 22
Imipénéme IMI (10pg) | Liofilchem 22 16
Monobactame | Astreonam ATM (Bo0pg) Lliofilchem 23 21
Glycopeptide |[Vancomycine | VAN (30png) Liofilchem 17 -
Polymixine Colistine CST (50 ng) Biorad 15 15

12
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111.1. Détermination des phénotypes de résistance aux p-lactamines de bacilles a Gram
négatif
111.1.1. Recherche de la production dep-lactamase a spectre Etendu

Les B-lactamase a spectre étendu (BLSE) ont été recherchées chez toutes les souches

isolées sur gélose Mac Conkey additionnée de céfotaxime.

 DD-Test

Cette technique, sur gélose dite des « bouchons de champagne » recommandée par le
CASFM, reste la plus utilisée. Elle consiste a rechercher une synergie sur gélose Mueller-
Hinton entre un disque d’antibiotique contenant un inhibiteur de B-lactamases (Amoxicilline
(20ug) + acide clavulanique (10ug)) placés a 30mm des disque de C3G
(Céftazidime :CAZ(30ug), de Céfotaxime :CTX (30ug)(Jarlier et al., 1988).Ainsi que
d’autre B-lactamines dont Céfoxitine : Fox (30ug), Céfépime : FEP (30ug), Aztréonam : ATM
(30ug) (Imipenéme : IMP (10ug) ou Meropénéme : MEM (10ug) ont été testes sur la méme
boite (figure2).

Figure 02:La Disposition des disques d'antibiotique dans le DD-test (Jarlier et al., 1988).

13
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« Test de synergie sur gélose MH additionnée de cloxacilline

La cloxacilline ; est un inhibiteur des céphalosporinases de la classe C d’Ambler
chromosomique ou plasmidique. Pour certaines souches de bacille a Gram négatif, il est
parfois difficile de distinguer sur [’antibiogramme habituel les hyperproductions de
céphalosporinases des BLSE. En cas d’hyperproduction, les diamétres autour des disques de
C3G trés diminues peuvent masquer les images 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 (Orbénine® 250ug/ml) afin d’inhiber I’activité
céphalosporinasique. La comparaison des diamétres d’inhibition entre les boites avec et sans
cloxacilline permet de mettre en évidence la présence d’une BLSE seule ou associée a une

céphalosporinase (Drieux et al., 2008).

I11.1.2 Recherche de la production de carbapénémases
% Test de mCIM (Modified Carbapenem Inactivation Method)
Modified carbapnem inactivation method (mCIM) est un test de dépistage phénotypique

pour la recherche de la production de carbapénemases (figure3), il consiste a :
Préparer les suspensions dans des tubes Eppendorf contenant 500ul du bouillon ceeur-cervelle
stérile (souches bactériennes a tester, témoin positif : KPC, témoin négatif : E. coli ATCC
29522. Par la suite, immerger un disque de méropénéme (10ug) dans chaque suspension et
incuber pendant 4 h / 37°C. Aprés incubation, retirer le disque de la suspension et le déposer
a la surface d’une boite de gélose MH inoculée avec la souche E. coli sensible a tous les
antibiotiques (ATCC 29522). Incubation des boites a 37° C /24h. .

» Un résultat positif se traduit par 1’absence d’une zone d’inhibition autour du disque

d’antibiotique(Pierce et al., 2017) .

14
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Le disque est retiré et Placer sur
gélose MH préalablement

ensemencée par E. coli ATCC
280292

L’ajout d’un disque
de MEM (10ug)

Incubation
4h/37°C

500 pl Suspension
bactérienne

J

A

~
Activité carbapénemasique

Positive

—p —p J
Activité carbapénémasique
Négative
Incubation Lecture de la présence ou I’absence des
24h/37°C zones d’inhibitions

Figure 03 :Test mCIM (Modified Carbapenem Inactivation Method)(Pierce et al., 2017)

IV. Bacterie a Gram positif

IV.1. Recherche des entérocoques résistants a la vancomycine

Un enrichissement a été réalisé en ensemengant 40 pl de bouillon du milieu pré
enrichissement dans 160 pl de bouillon hyper salé additionné de vancomycine (10 pg/ml) et
de colistine (10 pg/ml), servant a sélectionner les souches d’ERV et d’éliminer les souches a

Gram négatif. L’incubation a été effectuée a 37°C/24h.

1V.2. Isolement

L’isolement a été réalisé sur gélose bile esculine agar « BEA » a partir d’un bouillon
d’enrichissement, 50ul de bouillon cceur —cervelle ont été ensemencée sur la gélose BEA
additionnée de vancomycine (10 pg/ml) et de colistine (10 ug/ml). L’incubation a été réalisée
a 37°C/24h.

15
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IVV.3. Caracteérisation phénotypiques des entérocoques

IV.3.1. Critéres morphologiques
I1VV.3.1.1.Examen macroscopique

Bile esculine agar est un milieu sélectif utilisé pour 1’isolement et 1’identification des
entérocoques (Chuard and Reller., 1998). L’examen macroscopique des colonies isolées sur
le milieu BEA montre des petites colonies translucides (de la couleur de milieu) entourées
d’un halo noir. L’apparition de ces colonies sur le milieu montre qu’elles sont résistantes a la
bille et a ’azide de sodium. Le noircissement est di a I’hydrolyse de I’esculine en libérant de
I’aglycone qui est repérée par une réaction en présence de sels de fer (Balaei Gajan et al.,
2013).

1V.3.1.2.Examen microscopique

La coloration de Gram (Annexe IIl) met en évidence la propriété de la paroi
bactérienne et permet de distinguer et classer rapidement les bactéries présentes dans le
milieu. Les entérocoques apparaissent sous forme de coccis a Gram positif (couleur violette)

regroupés en diplocoques ou en courtes chainettes (Lebreton et al., 2014) .
IVV.3.2. Critéres physiologiques et biochimiques
a) Test de catalase

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

métabolisme respiratoire qui peuvent détruire les peroxydes. Cette enzyme qui catalyse :
2H202 —— 02 + 2 H20

Ce test a pour but de différencier les bactéries a catalase négative et a catalase positive, par la
mise d’une colonie en suspension avec un ou deux gouttes de solution de peroxyde
d’hydrogene (H,O) sur une lame propre et seche. Une réaction positive se traduit par une
effervescence (Toit et al., 2000).

b) Croissance sur un Bouillon hyper salé
La croissance en présence de chlorure de sodium (NaCl) donne des renseignements
précieux pour [’indentification. Généralement, les entérocoques sont capables de se

développer en milieu hyper salé (6,5% de NaCl) contrairement aux streptocoques, Des tubes
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de bouillon hyper salé ont été ensemencés puis incubés a 37°C/24h. La présence d’un trouble

dans le tube indique un test positif (Schleifer and Kilpper-Balz, 1984).
c) Croissance et résistance a la chaleur sur le Bouillon nutritif

A partir d’une boite de BEA positive, nous avons ensemencé a 1’aide d’une anse de
platine le bouillon nutritif additionné de Glucose a 10% par quelques colonies. Les tubes
ensemencés sont incubés a 60°/30min puis a 37°C/24 h. La présence d’un trouble indique que

la souche résiste a la chaleur (Terzaghi and Sandine, 1975).
d) La résistance au 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 de tellurite de
potassium a 249 ml d’eau distillée, puis 0,5ml de cette solution est ajouté a 4,5ml de bouillon
nutritif. Le tube a été ensemencé par la bactérie a tester puis incubé a 37C° pendant 24h.

L’apparition de colonies noires indique la présence E. faecalis (Fazli and Hanifian, 2014).

V. Etude de la sensibilité des souches d’entérocoque vis-a-vis de la

vancomycine

Un antibiogramme a été réalisé sur ces souches, ce qui permet de détecter la sensibilité
des souches des entérocoques a 1’égard de la Vancomycine. Un disque de Vancomycine (VA,
30ug) a été déposé au centre d’une boite de Muller Hinton inoculé préalablement avec la

souche a tester. Les boites ont été incubées a 37°C/24h.

Les souches dont le diameétre d’inhibition est inférieur @ 12 mm (pour un disque de
VAN de 30pg) sont considérées résistantes (CA-SFM, 2013).
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I. Souches bactériennes

Au cours de cette étude, un total de 200 échantillons (insectes) a été collecté au
niveau des hopitaux de Bejaia. Sur ’ensemble des échantillons analysés, 92 souches ont été
isolées sur gélose Mac-Conkey additionnée de Méropéneme, 59 souches sur gélose Mac
Conkey additionnée de Céfotaxime, 49 souches sur gelose BEA additionnée de
Vancomycine.

L’identification a été réalisée en utilisant une mini-galerie biochimique classique, le

milieu Chrom Agar orientation. La galerie API20E a été utilisée chez 03 souches.

I.1. Détermination des phénotypes de résistance chez les bacilles a Gram
négatif
I.1.1 Production de B-lactamases a Spectre Etendu

> DD-test

Ce test a éte effectué sur gélose Mueller-Hinton (59 souches) a révélé la présence
d’une image de synergie chez 05 souches d’entérobactéries indiquant ainsi la production

probable d’une BLSE chez ces souches (Figure 04).

Figure 04: Image de synergie d’une souche d’Enterobacter cloacae.

Les caractéristiques des 04 souches productrices de BLSE sont résumées dans le

tableau suivant :
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Tableau Il : caractéristiques des souches productrices de BLSE.

Diameétres des zones d’inhibition

mm Image de | Phénotype
De
AMC | CTX | CAZ | FOX | ATM MEM Synergie résistance
probable
06 12 07 06 09 11 19 .
192MQE Présence
Q R | R | (R (R) (R) R) | (R BLSE
06 16 07 06 09 10 )
124AMqE 22 Présence
q ® | R | ® | ® | ®|® | BLSE
23 )
191MqE 06 14 06 06 10 10 R) Présence BLSE
R | R | (R (R) (R) (R)
176M 06 07 06 11 13 26 12 .
Presence BLSE
(E+D) R | R | (R (R) (R) (S) (R)
06 06 06 06 14 17 21 .
152 Ml Présence BLSE
R | R | (R (R) (R) R) | (R)
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» DD-Test avec cloxacilline

La présence de I’activité céphalosporinasique (chromosomique ou plasmidique) peut
masquer 1’image de synergie.Un DD-Test sur gélose Muller Hinton additionnée de
cloxacilline & une concentration de 250ug/ml a été réalisée sur un total de 35 souches de

bacilles a Gram négatif résistants aux C3G avec absence d’image de synergie.

DD-Test sur MH sans cloxacilline DD-Test sur MH+Cloxacilline

Figure 05: Image de synergie d’une souche Klebsiella pnomoniae (152MI) sur MH

additionné de cloxacilline

11.2. Recherche de la production de carbapénémases

> Test mCIM

Sur un total de 92souches testées, le test mCIM a montré un résultat positif chez 20

souches indiquant ainsi la production probable d’une carbapénémase. La Figure 06 donne

un exemple d’un résultat positif et négatif.
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Figure 06: Test mCIM positif pour la souche 126 ME avec les temoins positif (T+)
et négatif (T-)

% Antibiogramme
Toutes les souches résistantes ou intermédiaires au test mCIM ont été testées avec un
antibiogramme MH additionnée de Cloxacilline a raison de 250 pg/ml. Les résultats

Obtenus sont rapportés dans le tableau VI.

I11. Bactéries a Gram positif
I11.1. Sensibilité des souches d’entérocoques vis-a-vis de la vancomycine

Sur un total de 49 souches isolées sur gélose BEA additionné de vancomycine, 04

souches ont été probablement résistantes a la vancomycine (Figure 07). Le résultat est

monté dans le tableau suivant :

Date de Types de DIEEIE EE
Code Hopital service . P vancomycine (30png)
prélevement prélévement (mm)
Mouche 06 .
161M1 | Amizour | Oncologie | 15/03/2018 |  Musca Enterococus faecalis
domestica (R)
_ o Cafard 06 .
199 CI | Amizour | Cuisine | 20/03/2018 | peripianeta Enterococus faecalis
americana R)
Mouche 12 .
152M E | Amizour | Oncologie | 15/03/2018 Musca . Enterococus faecalis
domestica (R)
_ - Cafard 06 .
214(E+1) | Amizour | Cuisine | 08/05/2018 | periplaneta Enterococus faecalis
americana R)
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Tableau VII : résultats de I’antibiogramme pour les ERV.

Figure 07 : Antibiogramme d’une souche Enterococcus faecalis résistante a la vancomycine.

I11.2. Caractérisations phénotypiques des souches d’entérocoques

L’identification des entérocoques a été faite sur la base de I’aspect des colonies sur
gélose BEA (Figure 08), ainsi que leurs aspects microscopiques apresla coloration de Gram
(Figure 09) et le test de catalase.L’identification est aussi basée sur les tests classiques
comprenant la croissance sur bouillon hyper salé (Figure 10), la résistance a un traitement

thermique de 60°C pendant 30 min et la résistance au tellurite de potassium (figure 11).

Figure 08: Isolement des entérocoques Figure 09 : Aspect microscopique
sur gélose BEA Gx100
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e [’aspect microscopique des entérocoques apres la coloration de Gram révele des
formes cellulaires en cocci, de couleur violette, disposées en paire (diplocoque) ou
en courtes chainettes.

Figure 10 : croissance sur Figure 11: croissance sur
bouillon hyper salé tellurite de potassium

¢+ Les résultats de la caractérisation des souches sont rapportés dans le tableau ci- dessous
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Tableau VI11: Caractéristiques des souches sélectionnées probablement Enterococcus.

Croissanc

Isolemen L Test de
Test e sur Resistanc .
Date du . tellurite
rélevem Sur il c de X Sl
P . Catalas | Gram hyper ala : Espece Agar
ent gélose . potassiu
BEA salé chaleur
6.5%Nacl
Amizour | 15/03/20 Bleu
Enterococcus :
161M | 18 + - + Trouble Trouble | Trouble faccalis turqeu0|s
amizour | 20/03/20 Bleu
199 ClI 18 + - + Trouble Trouble | Trouble Enterocqccus turquois
faecalis o
amizour | 15/03/20 ENterococeus Bleu
152M E 18 + - + Trouble Trouble | Trouble faecalis turqeu0|s
Amizour | 21/05/20 Bleu
214 18 + - + Trouble Trouble | Trouble Enteroco_ccus turquois
(E+D) faecalis o

24



Discussions

bt

Conclusion
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Discussion et conclusion

L’émergence et la dissémination rapide de la résistance aux antibiotiques chez les bactéries
sont maintenant une préoccupation mondiale. La résistance acquise aux antibiotiques peut
facilement étre transférée entre les microorganismes dans différents écosystemes, ceci a son
tour, est responsable de propagation épidémique et endémique a grande échelle de bactéries
multi résistantes (BMR). Maintenant, il est évident que des microorganismes résistants se
trouvent dans les différents compartiments et réservoirs environnementaux en raison d'une
mauvaise utilisation et d'une surutilisation d'antibiotiques. On estime que la majorité des
infections nosocomiales sur le plan mondial sont provoquées par des bactéries résistantes
(Rashid et al., 2015). La prescription inappropriée d'antibiotiques semble étre une cause
importante de sélection de germes multi résistants dans les services hospitaliers, de ce fait les
maladies nosocomiales ont connu une tres forte augmentation parmi les maladies émergentes.

Actuellement, y a un nombre important de voies d’expositions qui pourraient
entrainer la résistance chez la faune sauvage (Santos et al., 2013). Les insectes peuvent servir
de réservoirs et vecteurs de bactéries résistantes aux antibiotiques. En raison de leur mobilité
fréquente et la facilite avec laquelle ils prennent la nourriture a partir de différents
environnement, ils sont considérés comme des bioindicateurs environnementaux importants et
des vecteurs de résistance aux antibiotiques chez les bactéries (Rashid et al., 2015). Parmi ces
insectes, les mouches, les cafards et les moustiques qui sont en contact avec des étres
humains. lls sont porteurs de bactéries pathogenes humaines sur les zones extérieures de leur
corps et/ou dans leur tractus-digestif (Bouamamaa et al., 2010). Plusieurs études dans le
monde ont rapporté la présence des bactéries productrices de carbapénémases et de BLSE
chez ces insectes notamment chez les bacilles a Gram négatif (BGN). L’étude de Bouamamaa
et al., 2010 au Maroc réalisée sur des cafards (Periplaneta americana) et des mouches (Musca
domestica) a montré I’isolement de 184/251 bactéries a Gram négatifs et 29/251 des
Entérocoques. En Allemagne, chez des insectes collectés a partir des régions urbaines et
rurales (Schaumburg et al., 2016) et en Malaisie, 2005, Pai et al, ont montré 1’isolement
d’une Klebsiella pneumoniae productrice d’'une BLSE. La production de BLSE de type TEM
et SHV chez 47 souches de K. pneumoniae a été rapportée par Doosti et ses collaborateurs
en 2015, dans leur étude effectuée sur 250 échantillons de cafards prélevés dans divers
hdpitaux iraniens.

En Algérie, 1’étude réalisée par Loucif et ces collaborateurs en 2016 a détecté des
entérobactéries productrices de BLSE de type CTX-M-15 chez une souche E. cloacae isolées
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chez les cafards (Blattella germanica) au niveau du CHU de Batna. Le but de notre étude était
de cribler des souches de BGN productrices de BLSE, cépholosporinases plasmidiques et/ou
de carbapénemases et d’entérocoques résistantes a la vancomycine chez les insectes au niveau
des hopitaux de la wilaya de Bejaia. Sur un total de 200 prélévements d’insectes collectés au
niveau des hopitaux de Bejaia

La propagation des bacilles a Gram négatif producteurs de carbapénémases chez les
insectes en particulier retrouvées dans 1’environnement hospitalier est un phénomeéne
émergent. Il y a eu peu de travaux internationaux publiés a ce sujet. En Algérie, seule 1’étude
de Loucif et ces collaborateurs en 2016 a été publiée sur les cafards allemands, qui ont un role
important comme réservoir potentiel de bactéries multi résistantes. Dans leur étude, les
auteurs décrivent des souches d’entérobactéries productrices de carbapénémases de type
OXA-48.

Les insectes étudiés sont aussi des réservoirs des Entérocoques probablement
résistantes a la Vancomycine. L’étude réalisée par Patience et ses collaborateurs en 2013, a
rapporté une prévalence de 5% d’ERV isolées chez des cafards collectés au niveau de
I’hopital au Ghana. Une étude similaire réalisée par Macrovei et ses collaborateurs en 2006
a montré que les mouches domestiques (Musca domestica) portent une grande population
d’entérocoques résistants a plusieurs antibiotiques tels que la vancomycine et la teicoplanine.
Ahmad et ses collaborateurs en 2011, ont comparé les entérocoques isolées des mouches
domestiques (restaurants), des cafards allemands et des féces de porcs provenant de deux
élevages porcins commerciaux au Kansas et en Caroline du Nord. La majorité (97%) des
mouches étaient positives pour les entérocoques dont Enterococcus feacalis était I'espece la
plus abondante (Macovei et Zurek, 2006). Les entérocoques résistants aux antibiotiques ont
été associés de plus en plus auxinfections nosocomiales. Ces bactéries sont dangereuses de
part de leur multi résistance naturelle a de nombreuses familles d’antibiotiques aggravée ces
derniéres années par 1’émergence des souches résistantes aux glycopeptides (Courvalin,
2006). Le mécanisme de résistance développé par les entérocoques a 1’égard des
glycopeptides est la modification de la cible de 1’antibiotique au niveau du précurseur D-ala-
D-ala (Depardieu et al., 2007). La résistance acquise a la vancomycine est due a 1’expression
par la bactérie d’un opéron de résistance (opéron Van) qui code des enzymes impliqueées a la
fois dans la synthése d’un précurseur du peptidoglycane de faible affinité et dans 1’¢limination
du D-ala-D-ala (Courvalin, 2006 ; Cattoir et Leclercq, 2010 ; Xu et al., 2010).

En conclusion, il semblerait que les bactéries multi-résistantes soient largement

distribuées dans différents écosystémes. Bien que les insectes ne soient pas en contact naturel
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avec les antibiotiques, ces insectes peuvent étre colonises par des bactéries résistantes et
peuvent étre considérées comme un reservoir de souches d’entérobactéries multi-résistantes
productrices de BLSE, d’EPC et d’Enterococcus résistants a la vancomycine.

L'utilisation élevée d'antibiotiques non seulement en médecine humaine, mais aussi en
médecine vétérinaire, pourrait constituer une pression sélective pour la propagation des
bactéries résistantes aux antibiotiques. Ceci est devenu une menace majeure pour la santé
humaine dans le 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
aux antibiotiques. La connaissance des origines de la résistance aux antibiotiques chez les
insectes est importante pour la santé humaine en raison de l'importance croissante des
maladies infectieuses ainsi que pour la prédiction de I’émergence des pathogénes résistants.

En perspectives, les résultats obtenus restent préliminaires et méritent d’étre
approfondis et complétés par :
» L’étude d’un grand nombre d’espéces endémiques en Algérie et d’autres régions afin
d’avoir une situation plus précise sur la résistance aux antibiotiques chez les insectes.
» L’étude d’un plus grand nombre de souches.
» Confirmer I’identification des souches
Caractérisation moléculaire des génes impliqués dans la résistance (PCR et

séguencage).
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Résumé
Objectif : La dissémination mondiale de bactéries multi résistantes (BMR) représente une
menace de santé publique majeure dans 1’environnement hospitalier. Le but de cette é¢tude
était de rechercher des bactéries productrices de BLSE, de carbapénemases et aussi des ERV
dans I’environnement hospitalier isolées chez les insectes au niveau des hopitaux de Bejaia.
Meéthodes : Un total de 200 échantillons a été collecté au niveau des hopitaux de Bejaia. Apres
isolement et identification, les phénotypes de résistance aux B-lactamines ont été déterminés
par 1’utilisation des tests phénotypiques incluant le DD-test, test a la cloxacilline et le test
mCIM. La détermination de la sensibilité des souches d’entérocoques vis-a-Vvis la vancomycine
est réalisée par la méthode de diffusion sur gélose MH puis 1’identification par une série de tests
classique.
Résultats : Sur un total de 13/219 souches résistantes isolées, la production probable des BLSE
était déterminée chez 05 souches isolées chez 3 moustiques et 2 mouches. Le test mCIM a
montré un résultat positif chez 4 souches isolées chez les mouches, les moustiques et les cafards
indiquant ainsi la production probable d’une carbapéneémase. 04 souches d’Enterococcus
faecalis, isolées chez 02 mouches et 02 cafards, sont probablement résistantes vis-a-vis de la
vancomycine des entérocoques.
Conclusion : Les insectes peuvent servir de réservoirs et de vecteurs de microorganismes
résistants aux antibiotiques y compris les BLSE, les EPC et les ERV.
Mots-clés : Résistance aux antibiotiques, Entérocoques, Bacilles a Gram négatif, Insectes.
Abstract

Objective: The global spread of multidrug-resistant bacteria (MDR) represents a major public
health threat in the hospital environment. The aim of this study was to search for ESBL-
producing bacteria, carbapenemases and also VRE in the hospital environment isolated from
insects at Bejaia hospitals.

Methods: A total of 200 samples were collected at Bejaia hospitals. After isolation and
identification, pB-lactam resistance phenotypes were determined by phenotypic tests including
DD-test, cloxacillin test and mCIM test. The determination of the susceptibility of enterococci
strains to vancomycin is carried out by the MH agar diffusion method and then by a series of
standard tests.

Results: in total of 13/219 isolated resistant strains, the probable production of BLSE was
determined in 5 strains isolated from 3 mosquitoes and 2 flies. The mCIM test showed a positive
result in 4 strains isolated from flies, mosquitos and cockroches indicating the probable
production of carbapenemase. 4 strains of enterococcus feacalis, isolated from 02 flies and 02
cockroches, are probably resistant to vancomycin from enterococci.

Conclusion: Insects can serve as reservoirs and vectors of antibiotic-resistant microorganisms
including ESBL, EPC and VRE.

Keywords:  Antibiotic  resistance, Enterococci, Gram-negative  bacilli, Insects.



	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13
	14
	15
	16
	17

