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Introduction

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

serait fait (Plough, 1945).

Les entérobactéries sont des bacilles a Gram négatif présents au sein de la flore intestinale
normale des hommes et des animaux. Parmi les espéces bactériennes appartenant a cette
famille des Enterobacteriaceae, on identifie des pathogenes humains responsables d’infections
variées. Ainsi, les entérobactéries sont considérées comme la source principale d’infections
communautaires et hospitaliéres. Les entérobactéries sont capables de disséminer facilement
via une transmission manu portée ou via une contamination de 1’eau et des aliments (Dortet et
al.,2013).

Les B-lactamines sont les antibiotiques les plus utilisés en médecine humaine. Les
molécules de cette famille sont classées selon leurs structures chimiques dans 4 groupes
distincts : les pénicillines, les céphalosporines, le monobactam et les carbapénémes. Les
carbapénémes sont les b-lactamines les plus récemment développées et celles qui possédent le
spectre d’activité le plus large. Elles sont actives vis-a-vis de tres nombreuses especes de
bacilles a Gram négatif dont les entérobactéries, Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter
baumannii (Dortet et al.,2013).

L’excellente activité antibactérienne de ces carbapénemes est liée en particulier a la rapidité
de leur pénétration a travers la paroi externe des bacilles a Gram négatif et a leur stabilité vis-
a-vis de la plupart des b-lactamases naturelles ou acquises, y compris les céphalosporinases,
gu’elles soient chromosomiques ou plasmidiques, et les B-lactamases a spectre étendu
(BLSE), par exemple de type TEM, SHV ou CTX-M. Les carbapénémes sont limitées a un
usage hospitalier, prescrits majoritairement dans le cadre du traitement d’infections

nosocomiales. Cependant, I’augmentation importante de la prévalence des entérobactéries
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productrices de BLSE en milieu communautaire surtout E. coli fait craindre une
augmentation parallele du nombre de prescriptions des carbapénémes, non seulement a
I’hopital, mais aussi en ville (DORTET et al.,2013).

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

Chez les entérobactéries, la résistance aux carbapénemes fait intervenir deux
mécanismes principaux : une diminution qualitative et/ou quantitative de la perméabilité
membranaire bactérienne associée a la surexpression d’enzymes possédant une trés faible
activité hydrolytique vis-a-vis des carbapénémes, ou 1’acquisition de genes codant pour des

enzymes pouvant hydrolyser les carbapénémes : les carbapénemases (DORTET et al.,2013).

La forte augmentation de la prévalence du Staphylococcus aureus résistant a la méthiciline
(SARM) en communauté a attiré l'attention sur le contrble des sources de SARM
communautaires. Les ménages sont un point d'échange potentiel, non seulement pour le
SARM, mais aussi pour d'autres staphylocoques d'importance clinique vétérinaire et humaine
(Davis et al.,2012)

Le S. aureus a été isolé de nombreux mammiferes domestiques et sauvages et des oiseaux
sauvages et domestiques et certains reptiles. Les animaux peuvent étre porteurs
asymptomatiques ou peuvent souffrir des voies respiratoires, gastro-intestinales ou de la peau
et les infections des tissus mous. S. aureus est une cause significative de la mammite chez les
vaches et les petits ruminants. Que les animaux peuvent étre porteurs persistants de S. aureus

est encore a déterminer (Doyle et al., 2012).

Les bactéries ont démontrés une remarquable capacité a développer différents types des
mécanismes de résistance qui interviennent dans la résistance aux antibiotiques et qui sont, au

départ, tout a fait toxiques pour eux. (Badrul, 2013).
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L’émergence et la dissémination rapide de la résistance aux antibiotiques chez les bactéries
est maintenant une préoccupation mondiale (Mahmudur et al., 2015). La résistance aux
antibiotiques acquise par les organismes dans un écosysteme donne, peut facilement étre
transférée entre les organismes dans différents écosystemes. Ceci, a son tour, est responsable
de I'épidémie a grande échelle de bactéries multi résistantes. 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 (Mahmudur et al., 2015).

Les premiéres bactéries résistantes aux antibiotiques mentionnés dans la faune sauvages
étaient en fait chez des oiseaux sauvages sur des souches d’Escherichia coli résistantes a
plusieurs antibiotiques, par exemple chloramphénicol, isolé chez les pigeons autour de 1975
(Bonnedahl et Jarhult, 2014). De nombreuses espéces d'oiseaux sauvages ont été trouvés
porteuses de bactéries résistantes aux antibiotiques. Des souches d’E. coli résistants ont été
isolés a partir de canards, des oies, le cormoran, les oiseaux de proie, des mouettes, colombes

et passereaux (Mahmudur et al., 2015).

Les oiseaux sauvages peuvent servir de réservoirs et vecteurs de bactéries résistantes aux
antibiotiques appartenant a plusieurs especes qui ont une importance vétérinaire et médicale.
En raison de leur mobilité fréquente et la facilité avec laquelle ils prennent la nourriture a
partir de différents environnement, ils peuvent induire des contaminants fécaux dans les
réservoirs d'eau naturels tels que les lacs et rivieres, les oiseaux sauvages sont considérés
comme des bio indicateurs environnementaux importants et des vecteurs de résistance aux

antibiotiques chez les bactéries (Mahmudur et al., 2015).

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

A T'université de Bejaia, une eéquipe de chercheurs dirigée par le Professeur TOUATI A.
travaillent sur la résistance aux antibiotiques. Leurs travaux de recherches sont
essentiellement orientés sur la résistance aux antibiotiques des souches d’origine clinique,

environnementale, alimentaire, animaux d’élevage et de compagnie. A notre connaissance




Introduction

aucun travail sur la résistance aux antibiotiques des souches bactériennes isolées chez la les
oiseaux sauvages n’a été publié en Algérie. C’est dans ce Sens que s’inscrit cette étude qui a
pour objectif d’évaluer le portage fécal de bactéries résistantes aux antibiotiques isolées

chez les oiseaux sauvages. Pour cela nous avons adopté la démarche expérimentale suivante :

e Isolement et identification des souches d’entérobactéries produisant des p-lactamase a
spectre étendu et de carbapénémase et des Staphylococcus aureus résistants a la
méthiciline (MRSA) a partir de prélevements de selles.

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

résistance.




Matériels et méthodes

1. Prélevements

Au cours de notre étude qui s’est déroulée durant la période de Janvier a Avril 2016, des
échantillons de selles ont été obtenus par écouvillonnage a partir de différentes especes
d’oiseaux sauvages prélevés dans différents endroits des Wilayas de Bejaia et Jijel
(Tableaul). Les échantillons ont été ensuite acheminés directement au laboratoire d’écologie

microbienne de 1’université de Bejaia pour étre analyser.

2. Isolement et identification

Chaque écouvillon a été introduit dans 1mL de Bouillon Trypticase Soja (TSB) qu’on
incube a 37C°/1h. Aprés incubation, 50ul du pré-enrichissement ont été utilisé pour réaliser
un enrichissement dans 180upl de TSB contenant de la vancomycine (32ug/ml) et
respectivement de 1’ertapénéme (0.5ug/ml) et de la céftazidime (1pg/ml) et dans 180ul de
bouillon Giolitti Cantoni additionné a de la vancomycine (32ug/ml), de la colistine (10pg/ml)
et de I’oxacilline (4pg/ml). Aprés incubation a 37C°/ 24h pour les Entérobacteéries et 48h pour
les staphylocoques, les tubes sont ensemenceés respectivement sur gélose Mac conckey pour la
recherche des souches d’Entérobactéries résistantes et sur gélose Baird Parker pour la

recherche des SARM, additionné des mémes antibiotiques que ci-dessus.

Apres incubation, les colonies noires, brillantes, entourées d’un halo clair ayant poussées
sur gélose Baird Parker sont probablement identifiées comme des souches de SARM. Tandis
que pour les colonies présomptives d’Entérobactéries, elles ont été ré isolées sur gélose
Hecktoen et identifiées a 1’aide de galeries API 20E (Bio-Mérieux, France).(Figure 1 et 2,

annexe VII).

3. Sensibilité des souches d’Entérobactéries au méropenéme

La sensibilité des souches d’Entérobactéries aux méropeneme a été déterminée par la
méthode de D’antibiogramme par diffusion sur gélose Mueller Hinton selon les
recommandations du Comité Européen de [I’Antibiogramme EUCAST, 2015.

(www.eucast.org). Les souches ayant un diamétre d’inhibition <25mm ont été

considérées comme résistantes.(Figure 4, annexe VII).



http://www.eucast.org/
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4. Recherche de la production d’une B-lactamase a Spectre Etendu

La présence d’une fB-lactamase a spectre étendu a été détectée par le test de synergie
(DD-test) qui consiste a déposer des disques de céftazidime (CAZ, 30ug), céfotaxime (CTX,
30 ug), aztréonam (ATM, 30uQ) et céfépime (FEP, 30ug) a une distance de 20 mm (centre a
centre) d’un disque d’amoxicilline /acide clavulanique (AMC, 20/10 pg). L’apparition d’une
image de synergie entre le disque d’augmentin et les disques de céftazidime, céfotaxime,

aztréonam et céfépime indique la production d’une BLSE (Jarlier et al., 1988).

5. Recherche de la production d’une carbapénemase par le test de Hodge

Apreés avoir ensemencé par écouvillonnage une gélose de Mac Conckey par une souche d’E.
coli (ATCC25922), on dépose un disque d’imipeneme (IMP, 10ug) au centre de la boite. Les
souches & tester sont ensemencées par une strie allant du disque d’Imipenéme vers la
périphérie de la boite en présence d’un témoin positif et d’un témoin négatif sensible. Apres
24h d’incubation a 37°C, la production d’une carbapénémase se traduit par une distorsion de

la zone d’inhibition autour du disque d’imipenéme (Lee et al., 2010).

6. Confirmation de la production d’une carbapénémase par le Carba-NP

test modifié

Le principe de ce test repose sur la mise en évidence d’une acidification du milieu lors de

I’hydrolyse de I’imipénéme par une carbapénémase. Nous avons utilisé le protocole du Carba

NP test modifié (Bakour et al., 2015).

Un volume de 200ul de tampon de lyse (CTAB : Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide
0.02 %) a ¢été dispensé dans un tube Eppendorf. Une 6se calibrée (10ul) de colonies
bactériennes a été dissociée dans le tampon de lyse, et vortexée 1 a 2 min. Ce volume a été
réparti dans 2 tubes Eppendorf (chacun 100ul) numérotés "A” et "B". On a ajouté 100ul de la
solution A dans le tube "A” et 100ul de la Solution A additionnée d’Imipénéme (6mg/ml)

dans le tube Eppendorf "B”. Ces solution ont été vortexées et incubées a 37°C pendant un
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maximum de 2h. La lecture visuelle de la couleur a été réalisée dans chaque tube Eppendorf
(Tableau III). Un résultat positif se traduit par I’apparition d’une couleur orange/jaune dans le

tube "B", tandis que la couleur du tube "A", reste inchangée (Bakour et al., 2015).

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

Préparation de la solution A :

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

1- Préparer une solution concentrée de rouge de phénol 0.5%.
2- M¢élanger 2ml de la solution concentrée de rouge de phénol dans 16.6ml d’eau distillée.

3- Ajouter au mélange 180ul d’une solution de ZnSO4 (10mM) pour obtenir une

concentration finale de ZnSO4 a 0.1mM. 4- Ajuster le pH a 7,5 avec une solution de
NaOH (1N).

Tableau | : Interprétation des résultats du carba-NP test modifié (Bakour et al., 2015).

Tube A Tube B Interprétation
Rouge Rouge Pas de production de
carbapénémases
Rouge Jaune/orange Production de
carbapénemases
Jaune Jaune Non interprétable
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1. Espéces étudiées

Au cours de notre étude, 265 prélévements ont été effectués sur 7 especes différentes

d’oiseaux sauvages (tableaul).

Tableaul : Nombre de prélevements réalisés par espéce et lieux de prélevements

Espece N,O f“bre de Lieux de prélevements Statut
prélevements
Marrais Tamellahth
Oued aguerioune
Goéland 93 Port de péche de Bejaia Sédentaire
Lac Mezaia
Oued EI Djemaa
Décharge de sidi Boudrahem
Marrais tamellahth
Oued aguerioune
Mouette 84 Port de péche de Bejaia Sédentaire
Oued Soummam
Jijel (EI Aouana, Ziama mansouriah,
Taza)
Canard 30 Lac Tizi Ahmed Sédentaire
colvert .
-Lac noir
& Barrage Tichy Haf
Grébe 28 g y Sédentaire
castagneux
-Lac Ikker
Barrage Tichy Haf
Foulque 23 g y Sédentaire
macroule )
Lac Mezaia
Merle noir 3 Lac Alsous Sédentaire
Perdrix 4 Lac Alsous Sédentaire
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COMMUNES DE LA WILAYA DE BEJAIA (BGAYET)
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Figure A : Lieux ou ont été faits les prélevements.

2. Influence des especes sur la prévalence du portage total des souches
résistantes

Tableau 2 : Prévalence des souches résistantes selon les especes

Espéce Portage t,ojcal des souches Total des prélevements
résistantes
Goéland 17 93
Mouette 22 84
Canard Colvert 13 30
Grebe castagneux 1 28
Foulque macroule 3 23
Perdrix 0 4
Merle noir 0 3
Total 56 265
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Figurel : prévalence du portage des souches résistantes par espece.

Au total ,56 souches (EPC, BLSE, MRSA) (Figure 1, tableau 2) ont été isolées a partir des
différentes espéces prélevées. Les isolements qui ont été réalisés sur différentes gélose ont
permis de sélectionner 13 souches d’EPC (Tableau 3), 4 souches BLSE (Tableau4) et 39
souches de MRSA (Tableau 5), principalement isolées chez le Goéland (30%), la Mouette
(39%), et le Canard Colvert (23%). L’analyse statistique démontre une différence significative

entre le portage des souches résistantes et le type d’espéce (p-value<0.05).

3. Influence des espéces sur la prévalence des différentes souches

La prévalence des souches d’EPC isolées chez ces oiseaux sauvages sont donnés dans le
(Figure 2, Tableau 3). La comparaison statistique obtenue ne démontre aucune corrélation

entre les souches d’EPC et les especes ou elles ont été retrouvées (p-value>0.05).
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Figure 2 : Prévalence des souches EPC par espece.
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Tableau 3 : Prévalence des souches EPC selon les espéces.

s Nombre Phénotype
Espéce preleve.n?::nts d'échantillons | Espéces identifiées de Pourcentage
posit prélevés résistance
1/Citrobacter
werkmanii
2/E.coli
Mouette 6 84 3/Raoultella OXA-48 7,14%
ornitholytica
1/K.pneumoniae
1/E.coli
1/K.oxytoca
Goéland 4 93 1/Pluralibacter OXA-48 4,35%
gergoviae
1/K.pneumoniae
Grebe 1 28 1/K.pneumonige | OXA-48 3.57%
castagneux
Ca”\j;‘:tc"' 1 30 1/K.pneumoniae | OXA-48 3,33%

La prévalence des souches de MRSA isolées chez ces oiseaux sauvages sont donnés dans le

(Tableau 4, figure 3). La comparaison statistique obtenue montre une corrélation entre les
souches d’MRSA et les espéces ou elles ont été retrouvées (p-value<0.05).

11
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Tableau 4 : Prévalence de S.aureus résistant a la methiciline selon les espéces.

. prélevements Nombre d'échantillons prélevés
Espece " ;s Pourcentage
positif sur I'espéce
Mouette 13 84 15,47%
Goéland 12 93 12,90%
Canard Col
12 30 40%
Vert
Foulque
d 2 23 8,70%
macroule
m prélevements positif ®m Nombre d'échantillons prélevés
93
100 -~ A
90 A
80 A
70 -
60 A
50 A
40 + i —
30 A 15 A
20 1 S _mmm T
10 [ | P —
0
Mouette Goéland Canard Col Vert Foulque macroule

Figure 3 : Prévalence des souches MRSA par espece

La prévalence des souches d’Entérobactéries productrices de BLSE sont données dans le
(tableau 5, Figure4). La comparaison statistique qui a été realisee ne déemontre aucune
différence significative entre les espéces et les souches d’Entérobactéries productrices de

BLSE (p-value>0.05).
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Résultats

Tableau 5: Prévalence des souches d’Entérobactéries productrices de BLSE selon les

especes
rélevements Nombre
Espéce P ositif d'échantillons Espéces identifiées Pourcentage
P prélevés sur I'espéce
E.coli
Mouette 2 58 ! 3,45%
E.coli
. E.coli
Goéland 1 53 : 1,88%
Foulque .
1 20 E.coli 5%
macroule

60

50

40

30

20

10

Mouette

M prélevements positif

Goéland

B Nombre d'échantillons prélevés

Foulque macroule

Figure 4 : Prévalence des souches EBLSE par espece.

4. Résultats du test de Hodge modifié :

Tous les tests sont revenus positifs avec apparition d’une distorsion (Figure 5 et tableau B,

annexe V ).
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T+

Zone de distorsion

Figure 5 : Test de Hodge modifié positif

5. Résultats du Carba NP test modifié

. Figure 6 : Résultats du Carba NP test modifié.

Résultats
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Résultats

Apres incubation d’environ deux heures, les résultats du Carba NP test modifié sont montrés
dans la figure ci-dessus.(figure 6)
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Discussion et conclusion

Discussion

La découverte des antibiotiques, notamment la pénicilline en 1928 a sans doute été I'une
des avancées thérapeutiques les plus importantes du vingtieme siecle. L’utilisation de ces
dernieres depuis les années 1940 a considérablement réduit le taux de morbidité et de

mortalité liées aux maladies inféctieuses (Van Hoek et al.,2011)

Il est évident de noter que I’utilisation abusive et non controlée des antibiotiques a
longtemps contribué a 1’émergence et a la large diffusion des déterminants de la résistance
« résistome», défini comme étant tous les genes impliqués directement ou indirectement dans

la résistance aux agents antimicrobiens (Diene et al,.2013).

Les carbapénemes sont aujourd’hui parmi les traitements de choix des infections séveéres
dues aux Entérobactéries productrices de B-lactamases a spectre étendu (BLSE). Mais leur
utilisation pourrait étre compromise par 1I’émergence de souches résistantes également aux

carbapénémes (Cuzon et al,.2010).

La détection phénotypique des différentes carbapénemases est basée sur leur capacité ou
non a hydrolyser des substrats particuliers ainsi que sur leurs profils d’inhibition en présence
de certains composes. Plusieurs tests phénotypiques sont disponibles commercialement, mais
leur efficacité peut étre limitée par la fréquente association de plusieurs [B-lactamases
différentes au sein d’une méme souche bactérienne. Seule 1’utilisation de tests moléculaires
permet de confirmer la prédiction des tests phénotypiques et d’identifier clairement le(s)

gene(s) impliqué(s) dans le mécanisme de résistance (Philippon et al., 2006).

L’analyse de I’antibiogramme est généralement la premicre étape dans la détection de
carbapénémases. L’ertapénéme est un indicateur trés fiable dd a sa grande sensibilité, mais il
est peu specifique. Il doit étre couplé a une autre carbapéneme (ex : meropénéme) pour
augmenter la spécificité. De plus, la résistance a une carbapénéme n’implique pas
automatiquement la présence d’une carbapénémase; des tests supplémentaires doivent étre

entrepris pour identifier le mécanisme de résistance.

Nous avons sélectionné des souches résistantes ou de sensibilité réduite a I’imipénéme Ce
dernier est le seul carbapéneme utilisé dans les laboratoires et parfois absent dans
I’antibiogramme. Ce carbapénéme ne constitue pas la molécule de choix pour le criblage des

carbapénémases, vue la sensibilité de certaines carbapénémases a cette molécule.
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Le test de Hodge modifié permet de detecter les carbapenémases de classes A et D, mais il
peut engendrer des résultats faussement positifs chez les souches possédant une AmpC
surexprimée. D’autre part, les carbapenémases de classe B peuvent ne pas étre détectées par
ce test. Ce test peut parfois étre faussement négatif, notamment avec les souches productrices
de carbapenemases de type NDM-1. L’ajout de ZnSO4 (100 pg/ml) dans le milieu permet
d’augmenter trés notablement la sensibilité du test dans ce cas (Rai et al., 2011).

Les carbapénemases de classe A sont habituellement inhibées par 1’acide boronique et
I’acide clavulanique. Les enzymes de type KPC sont capables d’hydrolyser presque toutes les
B-lactamines : pénicillines, céphalosporines, carbapénemes et monobactames (aztréonam)
seule Dactivité des céphamycines et de la céftazidime est peu modifiée. Parmi
ceéphalosporines de troisiéme génération, le céfotaxime est la molécule la plus hydrolysée, et
parmi les carbapénémes, KPC possede 1’affinité la plus €élevée pour le méropénéme, elles sont

faiblement inhibées par ’acide clavulanique et le tazobactame (Cuzon et al., 2010).

Les carbapénémases de classe B (VIM, IMP...) conférent la résistance a diverses -
lactamines telles que les pénicillines avec une sensibilité variable a la pipéracilline, aux
C3G,aux carbapénémes ou encore aux céphamycines. Seul 1’aztréonam semble peu ou pas

inactivé (Barrial et Scotet, 2006).

En Algérie, ces enzymes sont isolées pour la premiere fois chez A.baumannii par
(Boulanger et al., 2012 ; Bakour et al., 2014). Entre Janvier et Mai 2008, cing souches
d’entérobactéries résistantes a ’IMP étaient isolées a partir de deux patients au service de
réanimation de [’hdpital militaire d’Alger. Ces souches étaient productrices de
carbapénemases de type métallo-p-lactamase (VIM-19) (Frederic et al., 2010). Yousfi et al.,
2016 ont rapporte la présence de NDM-5 chez des animaux de compagnie.

Enfin, OXA-48, carbapénémase appartennant a la classe D, est I’une des carbapénémases
les plus recemment décrites. Ces enzymes hydrolysent les aminopénicillines, les
carboxypenicillines, et partiellement I’imipénéme malgré une grande affinité de I’enzyme
pour ce substrat. Son activité n’est pas inhibée par I’acide clavulanique ou le tazobactam. En
absence d’autres mécanismes de résistance (autres P-lactamases de type BLSE ou AmpC
plasmidique, perte de porines, ou pompes a efflux), elle n’entraine qu’une légeére diminution
de la sensibilit¢ aux carbapénémes. De plus, I’hydrolyse des céphalosporines est quasi-

inexistante. Elle a émergé en Turquie a partir d’une souche de K. pneumoniae (KP 11978) et
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diffusé dans d’autres pays du pourtour méditerranéen (Carrér et al., 2008 ; Canton et al.,
2012). Leur distribution dans le monde entier comprend maintenant des pays d’Europe
(Cuzon et al., 2008 ; Potron et al., 2011), du pourtour méditerrané (Potron et al., 2011) et
d’Afrique (Liban, Tunisie, Israél, Egypte) (Matar et al., 2010 ; Mocquet et al., 2011 ;
Lahlaoui et al., 2012 ). Des souches ont été aussi détectees en Argentine (Castanheira et
al.,2011). Depuis, des épidémies ont été décrites & différents endroits du globe, incluant
notamment des pays d’Afrique du Nord (Benouda et al. 2010), du Moyen-Orient (Dortet et
al., 2012). En Algérie, deux études rapportent la description d’OXA-48 chez K. pneumoniae
(S103/11) isolées en Octobre 2011 a partir de deux cultures de sang appartenant a un patient
masculin &gé de 18 mois qui a eu une leucémie, hospitalisé dans le service de pédiatrie de
I’hopital militaire d’Alger (Aggoune et al., 2014) et une autre souche d’E. coli isolée de pus
chez une personne de 78 ans, admis en chirurgie générale au niveau de 1’hopital militaire de

Constantine (Agabou et al., 2014).

Les bactéries multi résistantes chez les Oiseaux sauvages a été rapportée dans plusieurs
régions du monde. Cependant, en Algérie aucun travail n’a été publié dans ce sens, ce qui
justifie le présent travail. Les entérobactéries peuvent facilement diffuser dans les différents
écosystemes par le biais de la chaine alimentaire et de l'eau. L’émergence et la diffusion de la
résistance chez les entérobactéries représentent une sérieuse menace pour la santé publique
(Santos et al., 2013).

Dans notre étude nous avons échantillonné une population d'oiseaux dans différentes
régions de la wilaya de Bejaia et ces zones limitrophes, les échantillons ont été principalement
prélevés a partir d’oiseaux associés a un environnement humide (Tablel), qui comprenait des
mouettes (n= 84), canards Colverts (n= 30), Goélands (n= 93), Foulgque macroule (n =23),
Grebe castagneux (n= 28) , Merle noir (n =4) et le Perdix (n =3). Nous avons isolés au total
13 Entérobactéries productrices de carbapenémase ; 4 Klebsiella pneumoniae, 3 Raoultella
ornitholytica, 3 Escherichia coli, 1 Enterobacter gergoviae, 1 Klebsiella oxytoca et 1
Citrobacter werkmanii. Quatre Entérobactéries productrices de BLSE ; toutes ont été
identifiées comme étant des E.coli, ainsi que 39 souches de S.aureus résistant a la méthiciline,
ce qui represente un taux de portage total de 21,87%, ce dernier est relativement élevé au
résultat rapporté par Mahmudur et al,.2015 (12,94%)

La prévalence des EPC est de 4,52% dans notre étude, ce résultat n’est pas similaires a

celui rapporté par Badrul, 2013 au Bengladesh sur les 12 EPC isolées 83.33% ont été isolées
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sur la cote Est ou la densité de la population est eélevée (Tableau 1 , annexe 2 ). Soulignant le
fait que l'influence de Il'activité humaine est une condition préalable a la résistance aux

antibiotiques acquises dans I'environnement. (Bonnedahl, 2011)

Au cours de notre étude, les résultats montre une tres faible prévalence des EBLSE avec
un taux de 2.07%, ce dernier est relativement faible par rapport a celui rapporté par Badrul,
2013 au Bengladesh (27%), mais un résultat Iégerement supérieur a celui rapporté par Silva et

al.,2010 au Portugal avec 0% .

Le Staphylococcus aureus reésistant a la méthicilline (SARM) a émergé il y a 50 ans,
comme un agent pathogéne nosocomial mais dans la derniere décennie, il est devenu
également une cause majeure d'infections graves dans la communauté, notamment chez
I’Homme et I’animal (Stefani et al., 2012). Il y a seulement un nombre limité d'études sur la
prévalence du SARM chez les animaux sauvages et la plupart d'entre eux se sont concentrés
sur les animaux en captivité qui ont eu un contact régulier avec les humains, Cependant, la
présente étude est la premiere spécifiquement pour évaluer la présence du SARM chez les

oiseaux sauvages vivant en liberté (Porrero et al,.2013).

Durant notre étude, la prévalence du SARM chez les oiseaux sauvages est de 14,71%.
Ce taux est supérieur a celui rapporté par Loncaric et al,.2013 en Autriche (9,4%). La
prévalence la plus élevée dans notre étude est observée chez la le canard Colvert avec un
taux de 40% et chez la mouette avec 15,47% . Cette forte prévalence est due probablement a
une sur-utilisation des antibiotiques. La présence de souches de SARM peut persister dans
I’environnement de cette faune et coloniser ainsi d'autres secteurs, en tenant compte du fait

qu’ils soient trés mobiles.

En conclusion, notre étude contribue a I'évidence croissante que la multi résistance des
Entérobactéries ainsi que le SARM peuvent étre trouvés dans la faune sauvage. La présence
de ces isolats dans la faune sauvage souligne la complexité de la dissémination de la
résistance aux antibiotiques. En outre, la présente étude a confirmé que les oiseaux sauvages
pourraient représenter un vecteur important non seulement dans la dissémination des
entérobactéries produisant notamment des carbapénémases, mais aussi comme un vecteur du
SARM.
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Discussion et conclusion

Cette étude montre un niveau relativement élevé de pression de la résistance aux
antibiotiques dans I'environnement, donc en perspectives de ces résultats préliminaires, ils

doivent étre complétés par :

- Une caractérisation moléculaire de toutes nos souches et leur identification afin de

connaitre leur origine.

- Les résidus d'antibiotiques et des géenes de résistance qui circulent dans I'environnement

doivent étre étudiés dans des niches écologiques différentes.

- Une base de données nationale devrait étre établie en ce qui concerne la distribution

d'antibiotiques dans différents domaines.
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ANNEXE I

Tableau 1 : Tableau de la classification des -lactamases (Bush et Jacoby, 2010)

Bush et Inhibée par
Jacoby | Ambler | Substrats préférés | ACou EDTA Enzymes
(2010) TZB
, . E. coli AmpC, P99, ACT-1,
1 C Céphalosporines non non
CMY-2, FOX-1, MIR-1
le C Céphalosporines non non |GC1, CMY-37
2a A Pénicillines oui non |PC1
Pénicillines,
2b A Céphalosporines a oui non |TEM-1, TEM-2, SHV-1
spectre large
Céphalosporines a
2be A spectre étendu, oui non |TEM-3, SHV-2, CTX-M-15
Monobactames
2br A Pénicillines non non |TEM-30, SHV-10
Céphalosporines a
2ber A spectre étendu, non non |TEM-50
Monobactames
2c A Carboxypénicillines oui non |PSE-1, CARB-3
Carboxypénicillines, .
2ce A P oui non |RTG-4
Céfépime
2d D Cloxacilline variable | non |OXA-1, OXA-10
Céphalosporines a .
2de D i variable | non |OXA-11, OXA-15
spectre étendu
2df D Carbapénemes variable | non |OXA-23, OXA-48
Céphalosporines a i
2e A i oui non |CepA
spectre étendu
2f A Carbapénéemes variable | non |KPC-2, IMI-1, SME-1
35 B(B1) |Carbapénémes non oui |IMP-1, VIM-1, CcrA, NDM-1
B(B3) |Carbapénémes non oui |L1, CAU-1, GOB-1, FEZ-1
3b B(B2) |Carbapénemes non oui |CphA, Sfth-1




ANNEXE II

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

Gélose Mac Conkey

PEPLONE B CASBINEG ...ttt ettt et sttt et st s ebesteste st seesessesbestetesseasaasesestesteseesnnsssansas 17g
PEPLONE B VIANTE .ottt st e et e et ste st e e e e s es s aes et eaeaneese st saenensennen 3g
[ Lot 0 1] <O OO USPR RPN 10g
MEIANEE A SEIS DIlIGINES ..eve ettt ettt e st s st e e et et eeereeaesae et see e sessansans 15¢g
ChIOrUre de SOTIUM .ot st e et ettt e sbe s te st st e esbes e s et e st ese et abeabesteseessssensansasen 5g
ROUEE NEBULIE .ottt ettt st st et te st e e ste et ee s ee sue et aea e saeeesbeeseesaeeesseseesueeesnee srnesseennes srnesssans 0.03g
L@ I = IRV ] 1= OO OOV 0.001¢g
pH 7.3

Gélose Mueller Hinton

INfusion de viande d& DOBUT ... st st r s s ee e et st st e nean 3g
HYArolySat A& CASEINE .....ccueeeeieiet ettt ettt et et eeetestestesee st e s besbestes e st aassasetestesteseennnsasanes 175¢
AN 010 e [ o TSRt 15¢g
AL ettt ettt et e e b et et ea b et st e b aea nhe eaetes e et eaeeeabe e et e eaben sheeseeabe eheeaeben e sheensaenneenee 17 ¢
pH 7,4
Gélose TSI
Extrait de viande de DOBUT ...ttt ettt st st st e et et aneeee 3g
EXEFQIT B IEVUIE ..ttt ettt ettt te st s te st st e e s et et et eassasate et sbe s seasessestesbes et easatearestenenn 3g
PEPTONE TIYPSIQUE ettt st et st a e e s tesae e s e stesaeeeaaeeste et aeanee seeeestentesrnenseentesnneres 20g
ChIOrUre 0@ SOTIUM ..cueieicieee ettt st ettt e e e be s be st e e st e e s e s aet e s asesaeabesbesee e sessensesasees 5g
CITFAtE TRITIQUE ceeeee ettt ettt et st sttt b et et e s eteebeetesteas s bestasbebaesersaseaaeetestestensssensentassaren 03g
ThioSUITAte d@ SOTIUM ..o ettt e st be st st st e e e s et ss e st assaneabesteseeseensasannns 03g
LI Lot {0 ] <SR O OO E T OO TR PP TR PO TRUPRPOTPPRRt 10g
G 1T ol 1Y USRS lg
Y= oLl g = o 1Y T OO T RO TRRI 10g
ROUEE A8 PNENOI ...ttt et e te et st e e e s et et et aaesasebeste s e asn e besaesassrsaneetes 0.05g
AL ettt e et sttt bt e s e she et e eabee She et et ehe et e e she e ee e e e eaeeesbe e et e et e enteseeetaessreene 12 g
pH7.4



Milieu Urée-Indole

[ Y] 0 oY ] 1= o1 O T U O TSRO 3g
Phosphate MONOPOLASSIGUE ..cviiiieeiieie et ettt st e e s bt e e st e e e e s e b et e s e e en ans lg
PhOSPhate DIPOTASSIQUE ...uiuiiirireire ettt sttt st st st e et et se e st st st se e e e s e s eebeseaneanns 1g
ChlOrUre dE SOTIUM ..ttt sttt ettt e e tesbeste st st e aea b es e s tet e st easaasebesbesteseensanensensases 5g
UTBE ottt et et st sttt et et et et et et sbe st et aea et es £ eb e et et eaeaae et see see e tes eabentet et e et eae et abeeteseseeaenbenbans 20g
ALCOO0I @ G0 .ottt ettt eb e st b e b s e b b e e R bR e et b s b st b bt sen et 10 ml
ROUEE A PRENOI ...ttt st st st e e et et se s saeebeste e e e n e nbe s et eneernans 0.025g
pH 7

Peptone trypSiQUE 0@ VIANGE .......coeuiieiieiietie ettt ettt et saeete st st e e esaesaes b easeasetesbeste e nnanen 5g
PhoSphate DIPOTASSIQUE ....cuiiiriieiecice ettt st st st e st et e st et et st stese st e e s eseebe st ansaneas 5g
G [0 Tole 1Y OO OO TR 6g
pH 7
Milieu Citrate de simmons
CItrate dE SOTIUM .ot st e ettt eebesbestesee st e sesbasbas s et e st essersabeabesteseessssensansasens 2g
ChlOrUre 0@ SOTIUM ...ttt ettt e et et et e s aesaeete st ste s sesseatebaesasssrsasesseatestensenssensases 5g
SUIfate dE MAGNESIUM ..ccoii ettt ettt ettt esbeste st st e et esbestet et essareasesbestesesnsssensansasans 0.2g
Phosphate MONOAMMONIAGUE ......ccocueiieeeeceeeetettet e ettt ettt se e saesbeste e e e aensebaeserssrnane et eee 1lg
PhoSphate DIPOTASSIQUE ....cuiieiiiiieiece ettt st st e ettt e sa e st st stese st e sen et anseseensans lg
Bleu de BromOothymOl ...ttt et et st e e e r st ens 0.08 g
AT et e e e et st et e st e e et et ae she e e et ea e et e et een sheeeee et eeen e eraennteaenanen 15g
pH 7.0-7.2
Gélose mannitol-mobilité
Peptone trypSiquE 0@ VIANAE ...ttt e e e e st st stestesae s s et et e s e e e stente e e eee 20g
IMIANNTEON <.ttt sttt st st e et ettt e e ete st st st e se s eabes s et et et ane et abe st ste e sensanbesaesernens 2g
KINOB ettt ettt st e b e ses e b ehe st e E s b s e e e s e bR bt e s b eneae e enere s lg
ROUZE A€ PRENOI @ 1% ettt ettt ettt e st st esssre e et s ebesestes e ese sessaseneasesensees 0.04g
AN ettt e et et e st et hbe b et e et ben sae et eea bt et et aea e eaeeeteenaee she et aesaes saeeeeben e sre et aen s enee 4g



Bouillon Trypticase soja

Peptone trypSIiQUE 08 CASEINE ....cccveieeietieeeeee ettt st e sresteste st e s e e s sesaes et arssaseresteseesaennasennn 17¢g

Peptone PAPAINIQUE TE SOJA ..uiviiiiiriireirieesie e st ettt st sre st ste st e e e st es et st eseasesbe st steseesessansassesessens 3g

ChIOrUre dE SOTIUM ..ottt e st ettt besbeste st se e e bes besteb e st eaeareabesbestesessensensansesensen 5g

PhoSPhate DIPOTASSIQUE ....cueiiiiiiieiece ettt sttt st st e e a st es st e s ebe st stesese e besaesaetesnansarnanas 2g

G Ul o 11O O SRS 2g
pH 7.3



ANNEXE 111

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

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

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

3- Ajouter au mélange 180ul d’une solution de ZnSO4 10mM pour obtenir une
concentration finale de ZnSO4 a 0.1mM.

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



ANNEXE IV

Tableau I1: Lecture de la galerie APl 20E

TABLEAU DE LECTURE DE LA GALERIE MINIATURISEE APl 20E
Microtube Substrat: Caractére recherché : Révélateur Lctare dlr.e ct’e ou lqdlrecte Bésulcat Résultat +
Test(si nécessaire) -
ONPG = Ortho- , ®
ONPG Nitro-Phényl- Beta Lecture directe
Galactoside galactosidase \_/
ADH Arginine Arginine Dihydrolase Rouge ) e
LDC Lysine Lysine Décarboxylase de Lecture directe =
oDC Ornithine Ornithine Décarboxylase]l Phénol D =
cIT Citrate Utilisation du citrate BBT EEEliE i =1
o
N
Thiosulfate de % 3 :
H,S soiira Production d'H,S Lecture directe t 8
URE Urée Uréase Rougede | | ocqyre directe
Phénol
B ——— Lecture indirecte
TDA Tryptophane drgfanﬁnase Ajouter une goutte de réactif
chlorure de fer |l
e Lecture indirecte
IND Tryptophane %%ugtion dindole Ajouter une goutte de réactif
P Kovacs
; 14~ Lecture indirecte
Pyruvate de production d'acétoine ;
VP S aai (3-hydroxybutanone Ajouter 1 goutte de VP1 et
VP2 Attendre 10 minutes
GEL Gélatine gélatinase Lecture directe 8
GLUa ——
o | e Utilisation de substrats , ()
2 ?a}rbng carbonés (glucides) BBT Lecture directe
zZymogramme (glucide) —
Lecture indirecte
NO, /N, | Nitrates (NO5") Nitrate réductase Ajouter 1 goutte de NIT1 et
NIT2 et zincéventuellement —

\



Annexe V

Tableau A : Portage d’EBLSE chez les oiseaux sauvages

e

Foul
176 oulque 13/02/2016 | Lac Mezaia D-D test Image de synérgie
macroule
200 Mouette | 28/02/2016 Oued D-D test Image de synérgie
Soummam & ynere
201 Mouette | 28/02/2016 Oued D-D test Image de synérgie
Soummam & ynere
D-D test + D-D
, Décharge sidi Récuparation des
242 Goéland 20/03/2016 boudrahem test a.v‘ec diamétres d'inhibition
cloxacilline

Tableau B : Portage d’EPC chez les oiseaux sauvages

Marrais Hodge test/Carba
0Ss21 Mouette 13/01/2016 Tamellahth P NP test
Marrais Hodge test/Carba
0S24 Mouette 13/01/2016 Tamellahth P NP test
Marrais Hodge test/Carba
0S26 Mouette 13/01/2016 Tamellahth P NP test
Marrais Hodge test/Carba
0545 Mouette 13/01/2016 Tamellahth P NP test
0559 Goéland | 17/01/2016 Oued P Hodge test/Carba
Aguerioune NP test
0564 Goéland | 17/01/2016 Oued P Hodge test/Carba
Aguerioune NP test
065 Goéland | 17/01/2016 Oued P Hodge test/Carba
Aguerioune NP test
0596 Grebe | 55/01/2016 | Lac Ikker p Hodge test/Carba
Castagneux NP test
Canard col Tizi Ahmed Hodge test/Carba
05140 vert 25/01/2016 (Tichy) P NP test
Marrais Hodge test/Carba
0S204 Mouette 28/02/2016 Tamellahth P NP test
. Décharge sidi Hodge test/Carba
05230 Goéland 20/03/2016 boudrahem P NP test
05271 | Mouette | 04/04/2016 Jijel p Hodge test/Carba
NP test

VI



Tableau C : Portage MRSA chez les Oiseaux sauvages

Annexe V

Marrais
20 Mouette | 13/01/2016 | . . ..
Marrais
24 Mouette | 13/01/2016 | . . ..
5 13/01/2016 Marrais
Tamellahth
s 13/01/2016 Marrais
Tamellahth
34 13/01/2016 Marrais
Tamellahth
. 13/01/2016 Marrais
Tamellahth
Marrais
42 Mouette | 13/01/2016 Tamellahth
Marrais
43 Mouette | 13/01/2016 | -1k
Marrais
46 Mouette | 13/01/2016 Tamellahth
Marrais
52 Mouette | 13/01/2016 Tamellahth
Marrais
54 Mouette | 13/01/2016 Tamellahth
- 13/01/2016 Marrais
Tamellahth
Oued
56 17/01/2016 Aguerioune
Oued
7 17/01/201
5 /01/2016 Aguerioune
Oued
1 17/01/201
8 /01/2016 Aguerioune
Tizi Ahmed
1 25/01/201
38 5/01/2016 (Tichy)
Tizi Ahmed
141 25/01/2016 (Tichy)
Tizi Ahmed
142 25/01/2016 (Tichy)
Tizi Ahmed
143 25/01/2016 (Tichy)
Tizi Ahmed
145 25/01/2016 (Tichy)

Vil



Tizi Ahmed

150 25/01/2016 (Tichy)
Tizi Ahmed

152 2 1/201

5 5/01/2016 (Tichy)
Tizi Ahmed

1 2 1/201

53 5/01/2016 (Tichy)
Tizi Ahmed

154 2 1/201

5 5/01/2016 (Tichy)
Tizi Ahmed

1 2 1/201

55 5/01/2016 (Tichy)
Tizi Ahmed

1 2 1/201

56 5/01/2016 (Tichy)
Tizi Ahmed

1 2 1/201

58 5/01/2016 (Tichy)

171 Foulque | /0, 2016 |  Lac Mezaia

macroule
176 Foulque | /0, 2016 | Lac Mezaia
macroule

200 Mouette | 28/02/2016 | Oued Soummam

204 Mouette | 28/02/2016 Marrais
Tamellahth

Marrais

211 Mouette | 28/02/2016 Tamellahth

215 06/03/2016 Oued Bakarro

222 06/03/2016 | Oued Bakarro

223 06/03/2016 | Oued Bakarro

224 06/03/2016 | Oued Bakarro

251 Mouette 04/04/2016 Jijel

252 Mouette 04/04/2016 Jijel

271 Mouette 04/04/2016 Jijel




Annexe VI

Tableau 1 : Lieux ou ont été prélevées les souches d’EPC.

Citrobacter werkmanii

Marrais tamelahth

E coli

Marrais tamelahth

E coli

Oued Aguerioune

Mouette Raoultella ornitholitica Marrais tamelahth
Raoultella ornitholitica Marrais tamelahth
Raoultella ornitholitica El Aouana (Jijel)
Klebsiella pneumoniae Marrais tamelahth
E coli Décharge Sidi Boudrahem
Klebsiella oxytoca Oued Aguerioune
Goéland
Klebsiella pneumoniae Oued Aguerioune
Entérobacter gergoviae Oued Aguerioune
Grébe . ) .
Klebsiella pneumoniae Lac Ikker (commune Tibane)
castagneux
Canard

Colvert

Klebsiella pneumoniae

Lac Tizi Ahmed (Commune Tichy)




Annexe VII

Figure 2 : Identification d’une E. coli productrice de BLSE par galerie APl 20E.

y SoR A Ana S

Figure 4 : Test de sensibilité au disque de méropénéme pour les souches d’EPC
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Figure 5 : Image de synergie avec le D-D test

Xl



Résumé

Le but de ce travail est d'étudier la présence de bactéries (EPC, EBLSE, MRSA) résistantes aux antibiotiques
cliniquement importants chez les oiseaux sauvages. Ces derniers sont considérés non seulement comme des
indicateurs du niveau de résistance aux antibiotiques dans un environnemental naturel mais aussi parce qu’ils
peuvent agir comme un miroir reflétant ’activité humaine dans 1’environnement. Un total de 265 prélévements a
été réalisé au niveau de différentes régions de la Wilaya de Bejaia majoritairement dans des zones humides.
Apres isolement et identification, la sensibilité des souches aux antibiotiques a été déterminée par la méthode de
diffusion sur gélose Mueller Hinton. Les phénotypes de résistances ont été déterminés par 1’utilisation de tests
phénotypiques incluant le DD-test, test de Hodge, Carba NP test modifié. L’identification a été faite par galerie
API20E. Au total 56 souches d’EPC (n=13) , EBLSE (n=4), MRSA (n=39) ont été sélectionnées et un taux de
portage moyen de 21% a été observé. Des taux de résistance aux carbapénémes allant de 3% a 100 % ont été
enregistrés respectivement pour ’ertapénéme et la méropénéme. La caractérisation phénotypique a montré que
13 (5%) souches étaient productrices de carbapénémases probablement de type OXA-48, 4 (2,07%) étaient
productrices de BLSE et 39 (14,71%) identifiées comme des MRSA.

A notre connaissance, ceci est le premier rapport de souches d’Entérobactéries productrices de BLSE,

carbapénemases isolées d’oiseaux sauvages en Algeérie.

Mots-clés : oiseaux sauvages, résistance aux f-lactamines , BLSE, OXA-48, Algérie

Abstract

The aim of this study was to investigate the presence of bacteria (EPC, ESBL, MRSA) resistant to clinically
important antibiotics in wild birds. They are considered not only as indicators of antibiotic resistance level in a
natural environment but also because they can act as a mirror reflecting human activity in the environment. A
total of 265 samples was carried out in different regions of the wilaya of Bejaia mainly in wetlands. After
isolation and identification, susceptibility of strains to antibiotics was determined by the diffusion method on
Mueller Hinton agar. Resistant phenotypes were determined by using phenotypic tests including the DD-test, test
Hodge, Carba NP modified test. The identification was made by API20E gallery. In total 56 EPC strains (n =
13), ESBL (n = 4), MRSA (n = 39) were selected and an average carrier rate of 21% was observed. Rates of
resistance to carbapenems from 3% to 100% were recorded respectively for ertapenem and meropenem.
Phenotypic characterization showed that 13 (5%) strains were probably producing carbapenemases type OXA-
48, 4 (2.07%) were ESBL-producing and 39 (14.71%) identified as MRSA.

To our knowledge, this is the first report of Enterobacteriaceae producing ESBL strains, carbapenemases isolated

from wild birds in Algeria.

Keywords: wild birds, resistance to B-lactams, ESBL OXA-48, Algeria



