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Introduction

A travers I’histoire, les maladies infectieuses ont été la principale cause de mortalité au
niveau mondial. De grandes pandémies ainsi que de multiples épidémies locales répertoriées
depuis 1’Antiquité, ont entrainé I’effondrement de plusieurs civilisations (Kardos et Demain,
2013). A cette époque, il était admis que ces phénomeénes étaient relatifs aux miasmes, une
émanation provenant de la matiére organique en décomposition dont la propagation était
influencée par différents facteurs environnementaux (Koplan et al., 1999).

Ce n’est qu’au 19e siécle, qu’une série d’observations ont ciblé la présence de germes
en tant qu’agent responsable de ces épidémies. La corrélation entre la présence de
microorganismes et le développement de maladies infectieuses a toutefois été formellement
établie en 1869 par les travaux du chimiste et physicien francais Louis Pasteur (1822-1895).
La théorie des germes liant directement les microorganismes aux maladies infectieuses
formalisé par le médecin allemand Robert Koch (1843-1910) a ainsi entrainé une évolution
importante au plan de la santé humaine (Prescott et al., 2010). Jusqu’aux années 1970, une
douzaine de familles d’antibiotiques a été développée et sont toujours utilisées aujourd’hui
pour le traitement des maladies infectieuses. Cette période constitue 1’age d’or de la

découverte de nouvelles classes d’antibiotiques (Bassetti et al., 2013).

Les B-Lactamines représentent la classe d’antibiotiques la plus importante utilisée en
médecine humaine , Cette large utilisation est principalement liée a leur faible toxicité, a leur
pouvoir bactéricide et a la diversité des molécules (Cavallo et al., 2004). Elles interférent avec
la synthese du peptidoglycane en agissant sur les protéines de liaison aux pénicillines (PLP)
(Walsh, 2003). Le mécanisme de résistance le plus en commun chez les entérobactéries est la
production d’enzymes inactivatrices appelées p-lactamases. Ces enzymes sont capables
d’ouvrir le cycle B-lactame en créant un intermédiaire acyl-enzyme instable, menant au final a
la perte d’un groupement carboxyle (Bonnet, 2004). Selon Ambler, la séquence en acides
aminés des B-lactamases permet leur classification en 4 groupes (A, B, C et D) (Ambler,
1980). Les enzymes des classes A, C et D sont des enzymes a sérine tandis que les enzymes
appartenant a la classe B requiérent en géneral le zinc comme co-facteur, d’ou leur nom de
métallo-enzymes (Mérens et al., 2011). La classification de Bush, Jacoby, Medeiros, dite
fonctionnelle, plus compléte et plus récente, élaborée en 1989, actualisée en 1995 et
réactualisée en 2010, est basée sur le spectre de substrats préférentiels de 1’enzyme et
et son comportement aux inhibiteurs. Cette classification regroupe ces enzymes en 3 classes.

Ainsi a titre d’exemple, les B-lactamases a Spectre Etendu (BLSE) sont incluses dans le
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groupe 2be et 2de, les céphalosporinases dans le groupe 1 et les métallo-B-lactamases dans le
groupe 3 (Bush et Jacoby, 2010).

Les BLSE sont définies comme étant des enzymes ayant une activité hydrolytique
contre les céphalosporines a large spectre (ceftazidime ou céfotaxime), les pénicillines et
I’aztréonam mais pas sur les céphamycines ou les carbapénémes, et sont inhibées par les
inhibiteurs de P-lactamases tels que 1’acide clavulanique (Lee et al., 2012). Les premieres
BLSE répertoriées étaient de types SHV et TEM. Cependant, le début des années 2000 a été
marqué par 1’émergence et la dissémination globale d’un nouveau type, les CTX-M, qui a
modifié I’épidémiologie de la résistance a I’échelle mondiale. En quelques années, elles
étaient largement répandues dans différentes populations bactériennes (Bonnet, 2004). En
conséquence, au cours de la dernieére décennie, I’enzyme CTX-M est devenue le type de
BLSE la plus dominante dans le monde (Hasan et al., 2014). En Algérie, plusieurs études ont
rapporté la présence de ces enzymes aussi bien en milieu hospitalier que communautaire dans
le nord de I’ Algérie (Touati et al., 2010, Gharout-Sait et al., 2012 ; Yanat et al., 2014).

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

Les carbapénémes tels que l'imipénéme ou méropéneme possédent un tres large
spectre antibactérien notamment contre les souches d’entérobactéries productrices de BLSE.
Ils sont considérés comme les antibiotiques de choix dans le traitement des infections dues a
des bactéries productrices de BLSE (Nordmann et al., 2011). Cependant, les entérobactéries
productrices de carbapénémases (EPC) ont rapidement émergé et diffusé dans le monde entier
(Fischer et al., 2013).

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

Les carbapénémases de type KPC appartiennent a la classe A d’Ambler, elles

hydrolysent toutes les B-lactamines, y compris I'aztréonam, sont faiblement inhibées par le
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clavulanate in vitro et sont inhibées par I’acide boronique (Pitout, 2012). Les souches
productrices de KPC sont trés fréquentes en Amérique latine, en Chine et en Gréce
(Samuelsen al., 2009).

Les carbapénemases de type OXA-48 appartiennent a la classe D d’Ambler et
entrainent relativement une faible baisse de sensibilité aux [B-lactamines. Ces enzymes
hydrolysent les pénicillines, céphalosporines et les carbapénemes et ne sont que faiblement
actif contre les C3G et monobactames. Les carbapénemases de type OXA-48 ont été isolées le
plus souvent chez E. coli et K. pneumoniae, et sont endémiques en Turquie, en Inde et en
Afrique du Nord (Poirel et al., 2013). En Algérie, la premiére carbapénémase de type
OXA-48 produite par une souche d’E. coli a été isolée chez des patients hospitalisés dans un

hopital militaire a Constantine (Agabou et al., 2014).

Les entérocoques sont des bactéries cocci Gram positif aéro-anaérobies facultatif, leur
répercussion sur la santé humaine est importante en raison de leur présence naturelle dans le
microbiote intestinale de I’Homme et des animaux (Sood et al., 2008). Les entérocoques sont
intrinséquement résistants a de nombreux antibiotiques tels que 1’oxacilline, et ils ont la
capacité d'acquérir une résistance aux glycopeptides ou aux aminoglycosides. La diffusion des
entérocoques résistants a la vancomycine (ERV), en particulier par le mécanisme vanA
acquis, est d'une grande importance clinique (Werner et al., 2008). Cependant, au cours de la
derniére décennie, de vives inquiétudes ont surgi en ce qui concerne l'augmentation de la
résistance aux antibiotiques chez les bactéries commensales, y compris Enterococcus spp
dans les populations danimaux sauvages qui par leur potentiel de diffusion dans
I’environnement peuvent €tre un réservoir de bactéries résistantes aux antibiotiques (Santos et
al., 2013). Parmi toutes les espéces décrites chez les entérocoques, Enterococcus faecalis et
Enterococcus faecium sont communément retrouvé dans le tractus intestinal des humains et
des animaux et aussi omniprésents dans I'environnement (Byappanahalli et al., 2012). Bien
qu’elles soient généralement considérées étre inoffensives, certaines souches d’E. faecalis et
E. faecium sont parmi les principales causes d'infections nosocomiales y compris les
infections des voies urinaires, abdominales, endocardite et bactériémie (Arias et al., 2009,
Willems and van Schaik, 2009). Elles peuvent devenir pathogenes opportunistes par
I'acquisition de génes de virulences et de résistance aux antibiotiques issue d’autres bactéries
par transfert horizontal de genes (Manson et al., 2010, Di Cesare et al., 2014).

L’émergence, la multirésistance aux antibiotiques avec transfert de genes de résistance

entre especes commensales du tube digestif ainsi que le risque de diffusion épidémique en
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milieu hospitalier et communautaire font des ERV et EPC d’excellentes bactéries hautement

résistantes et émergentes au niveau mondial.

Afin de contourner cette situation d’antibiorésistance, les médecins et les vétérinaires
se sont tournes vers la colistine, un antibiotique de la famille des polymyxines également
appelées polymyxine E et qui est considéré comme le dernier recours contre les infections
causées par les bactéries multirésistantes aux différents antibiotiques.

La colistine possede une activité bactéricide contre les bactéries a Gram négatif plus
précisément les entérobactéries a 1’exception du genre Proteus, Serratia et Providencia
(Falagas et al. 2010). Cependant, I’émergence de la résistance a la colistine n’a pas tardé,
plusieurs mécanismes ont été décrits, le mécanisme chromosomique chez certains genres
d’entérobactéries est associé a des systéemes a deux composants, tels que pmrAB (Gunn,
2008) et phoPQ et avec le régulateur mgrB (Cannatelli et al., 2014), dans lequel la
modification du lipide A influe sur la charge du lipopolysaccharide (LPS), ce qui réduit son
affinité aux polymixines. Tres récemment, Liu et al., 2016 ont rapporté pour la premiére fois,
une résistance plasmidique a la colistine chez les animaux et les isolats humains d'Escherichia

coli et Klebsiella pneumoniae dlie au gene mcr-1 en Chine.

La résistance aux antibiotiques est un probleme majeur dans le monde entier.
L’utilisation des antibiotiques, non seulement en médecine humaine et vétérinaire mais aussi
comme supplément alimentaire pour stimuler la croissance des animaux, dans I’agriculture et
la technologie alimentaire a contribué a la sélection de bactéries résistantes et a conduit a la
dissémination des genes de résistance chez les animaux et les humains (Sande-Bruinsma et
al., 2008). L'apparition de bactéries multirésistantes d'origine humaine et vétérinaire est
probablement accompagnée par une co-contamination de l'environnement conduisant a une
grande préoccupation pour la santé mondiale (Grobbel et al., 2007). La proximité de l'activité
humaine influe sur les profils de résistance aux antibiotiques des bactéries de l'intestin des
mammiféres sauvages, qui vivent dans des habitats microbiens densément peuplées. Les
origines de cette resistance dans la faune est inquiétante pour la santé humaine en raison de
l'augmentation importante des maladies zoonotiques, ainsi que la nécessité de prédire
I’émergence de pathogénes résistants. Les animaux sauvages fournissent un mécanisme
biologique favorable a la propagation des genes de résistance aux antibiotiques. Des isolats
d’Escherichia coli et d’Enterococcus spp provenant d'espéces sauvages ont eté signalés pour

la premiere fois chez des oiseaux sauvages japonais (Sato et al., 1978).
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Avec le nouveau millénaire plusieurs études, dans les différents continents, ont décrit
I'apparition de résistance aux antibiotiques chez des espéces bactériennes dans la faune
sauvage, et chez d'autres agents pathogenes importants, tels que Salmonella spp. (Botti et al.,
2013).

Les maladies infectieuses émergentes chez les animaux sauvages menacent la
biodiversité et la santé publique au niveau mondial. L’Ordre des Chiroptéres constitué par les
seuls mammiferes volants est répandu sur tous les continents sauf les
régions polaires et certains archipels isolés ; il regroupe un grand nombre d’espéces. Par
commodité, on distingue souvent les Microchiroptéres ; les plus nombreux (plus de 800
éspeéces),nocturnes,  généralement insectivores et doués d’écholocation et les
Mégachiroptéres ; crépusculaires et généralement frugivores (Rodhain, 2014). Ces
mammiferes volants se sont adaptés a une multiplicité d’habitats et certains d’entre eux sont
capables d’hiberner ou de migrer (sur plus de 1500 km) pour survivre aux mauvaises saisons,
elles sont tres diverses en termes de tailles, de régimes alimentaires (insectes, fruits, pollen,
sang), de formes sociales (solitaires, coloniales) (Prud’homme, 2013). Les chauves-souris
peuvent accueillir une gamme d’agents pathogenes qui peuvent étre potentiellement
zoonotique (Streicker et al., 2010). L’alimentation des chauves-souris est variée, certaines
especes se nourrissent d’insectes, fruit, sang des mammiferes et de poisson (Calisher et al.,
2006). Les habitudes alimentaires peuvent influer sur les types et la distribution des bactéries
dans le tractus gastro-intestinal de la chauve-souris (Anand et Sripathi, 2004). Clairement, une
exposition accrue de I’activité humaine aux chauves-souris peut accroitre les possibilités de
transmettre les infections directement ou a des hétes intermédiaires tels que les animaux de
compagnie et le bétail (Moya et al., 2004; Pulliam, 2008; Pulliam et Dushoff, 2011). Ainsi,
en 1988 un seul rapport décrivant le profil de résistance aux antibiotiques des souches
d’entérobactéries isolées chez des mammiféres sauvages (incluant les chauve-souris) en
Indonésie a été publié (Graves et al., 1988) et depuis trés peu d’études ont été rapportées sur

ce sujet a travers le monde.

A T'université de Bejaia, une équipe 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

aucun travail sur la résistance aux antibiotiques des souches bactériennes isolées chez la
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chauve-souris n’a été publié en Algérie. C’est dans ce contexte que s’inscrit cette étude qui a
pour objectif d’évaluer le portage fécal de bactéries résistantes aux antibiotiques isolées de
chauve-souris. Pour cela nous avons adopté la démarche expérimentale suivante :

e Isolement et identification des souches d’entérobactéries résistantes aux f-lactamines
ou colistine et des entérocoques résistants a la vancomycine a partir de préelevements
de fiente.

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

résistance.
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I. Souches bactériennes

I.1. Echantillonnage
Au cours de notre étude (Février a Mai 2016), des échantillons fécaux de chauves-
souris ont été collectés au niveau de la grotte d’Aokas, et acheminés au laboratoire d’écologie

microbienne de I’université de Béjaia pour étre analyser.

1.2. Isolement

Des tubes a essai contenant les échantillons sont utilisés pour faire un enrichissement
sur bouillon trypticase soja (TSB). Apres incubation & 37°C/18h, les entérobactéries ont été
sélectionnées sur 3 bouillons TSB contenant de la vancomycine (32 pg/ml) additionnés
respectivement de céftazidime (4pg/ml), d’ertapénéme (0.5 pg/ml) et de colistine (4 pg/ml).
Apreés incubation a 37°C/24h, 100 ul de culture ont été ensemencés trois géloses Mac Conkey
contenant de la vancomycine (32 pg/ml) additionnée respectivement de céftazidime (4pg/ml),

d’ertapéneme (0,5 pg/ml) et de colistine (4 pg/ml).

1.3. Identification

Les souches sélectionnées ont été identifiées en utilisant une mini-galerie biochimique
(Milieux Urée/Indole, TSI, Citrate simmons, Clark et Lubs, Bouillon nitraté). L’identification
de certaines souches a été confirmée par des galeries API 20E (Bio-Mérieux, France).
Le milieu Chromagar orientation a également été utilis¢ pour I’identification de certaines
souches.
Les milieux de cultures utilisés au cours de ce travail et la lecture de la galerie API20E et du

milieu Chromagar orientation sont rapportés respectivement dans les annexes 1,11 et 111.

I1. Détermination des phénotypes de résistance
I1.1. Recherche de la production de B-lactamases a Spectre Etendu

La détection des entérobactéries productrices de p-lactamases & Spectre Etendu a été
réalisée par le test de synergie (DD-test) qui repose sur la mise en évidence d’une image de
synergie entre le disque d’AMC (amoxicilline 20pg /acide clavulanique 10pg) et les
céphalosporines de 3°™ génération (C3G) (céfotaxime: CTX, céftazidime: CAZ). Les
disques de CTX (30 pg), CAZ (30 ug), céfépime (FEP (30 pg) : C4G ; FOX (30 pg) :C2G)
ont été placés sur la méme boite a une distance de 20 mm (centre a centre) d’un disque

d’AMC (Fig. 1) (Jarlier et al., 1988).
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Figure 1 : Disposition des disques (DD-test)

1.2 Test de synergie sur gélose Mueller-Hinton additionnée de cloxacilline

Le test a la cloxacilline a été effectué pour identifier une BLSE associée a une
céphalosporinase. La cloxacilline (250 pg/ml) ajoutée au milieu Mueller-Hinton (MH) inhibe
tres fortement les céphalosporinases. La comparaison des diamétres d’inhibition entre les
boites avec et sans cloxacilline (diamétres d’inhibition > 6mm) permet de mettre en évidence
la présence d’une BLSE (Drieux et al., 2008).

11.3. Recherche de la production de carbapénémases
11.3.1 Test de Hodge modifié

Ce test repose sur I’utilisation d’un disque d’imipénéme (10 pg) et la souche de
réference sensible a tous les antibiotiques E. coli ATCC 25922 ensemencée par
écouvillonnage sur gélose Mac Conkey. Les souches test suspectes de produire une
carbapénémase et des souches témoins (témoin positif : K. pneumoniae productrice de
carbapénémase (KPC-3) et témoin négatif E. coli ATCC 25922 non productrice de
carbapénemase) ont été ensemencees en stries depuis le disque vers le bord de la gélose
(Fig. 2). Apres incubation a 37°/24H, la production d’une carbapénémase se traduit par une

distorsion de la zone d’inhibition autour du disque d’imipénéme (Lee et al., 2010).
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10ul de cloxacilline
(75mg/ml)

<

Témoin positif Témoin négatif E. coli

K. pneumoniae KPC3 IMP (ATCC 25922)

Souche a tester E. coli (ATCC 25922)

v

Figure 2 : Schéma du test Hodge modifié

11.3.2 Carba NP test modifie

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 décrit par Bakour et al., 2015.
Un volume de 200ul de tampon de lyse Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB 0.02%)
a été dispensé dans un tube Eppendorf. Une Ose calibrée de colonies bactériennes a été
dissociée dans le tampon de lyse, on vortex 1 a 2 minutes. 100ul de la suspension ont été
répartis dans 2 tubes Eppendorf numérotés "A” et "B". Ensuite 100ul de la solution A
(annexe 1V) ont été ajoutés dans le tube "A” et 100ul de la Solution A additionnée
d’imipéneme (6mg/m) dans le tube Eppendorf "B”. On vortex et on incube a 37°C pendant un
maximum de 2h. La lecture visuelle de la couleur a été réalisée dans chaque tube Eppendorf.
Un résultat positif se traduit par 1’apparition d’une couleur orange/jaune dans le tube "B",

tandis que la couleur du tube "A", reste inchangée (Tableau I).

Tableau I : Interprétation des résultats du Carba NP test modifié (Bakour et al., 2015).

Tube A Tube B Interprétation

Rouge Rouge Pas de production de carbapénémase
Rouge Orange/Jaune Production de carbapénémase
Jaune Jaune Non interprétable
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11.3.3. Test a la témocilline

La témocilline est un antibiotique appartenant a la famille des PB-lactamines plus
précisément aux méthoxypénames (méthylation de la ticarcilline). Ce test permet de détecter
les souches d’entérobactéries produisant une carbapénémase (EPC) de type OXA-48-like. Un
disque de témocilline (TEM, 30ug) est déposé au centre d’une gélose sélective préalablement
ensemencée avec la souche a tester. La résistance a la témocilline possede une bonne valeur
prédictive positive pour les EPC de types OXA-48, cependant certaines espéces sont
naturellement résistance a cet antibiotique (ex: H. alvei) (Huang et al., 2013). Les souches
dont le diametre d’inhibition est inférieur a 20 mm sont considérées comme productrices
d’une OXA-48 (CA-SFM-EUCAST, 2016).

I11. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) vis-a-vis de la
colistine a été réalisée pour les souches d’entérobactéries résistantes a la colistine isolées sur
gélose Mac Conkey additionnée de colistine (4 pg/ml). Des dép6ts de 2 ul de suspensions
bactériennes ont été réalises a la surface des boites de Pétri contenant des concentrations
croissantes de colistine. Les boites ensemencées ont été incubées a 37°C/24h. La souche E.

coli sensible ATCC 25922 a été utilisée comme témoin négatif.

Tableau Il : Préparation de la gamme d’antibiotiques pour la détermination des CMI
(EUCAST/ESCMID, 2000).

Concentrations

Solutions Solution Volume du Concentrations Concentrations
initiales mere diluant (ml) obtenues (mg/l) finales (mg/l)
mg/I ]
320 4 4 160 16
320 2 6 80 8
320 1 7 40 4
320 1 15 20 2
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I. Souches bactériennes

Au cours de cette étude, un total de 110 échantillons de guano de chauves-souris ont été

collectés au niveau de leur niche écologique.

130 souches ont éteé isolées incluant 53 souches (40,77%) sur gelose Mac Conkey
additionnée d’ertapénéme, 62 souches (47.70%) sur gélose Mac Conkey additionnée de

céftazidime et 15 souches (11.53%) sur gélose Mac Conkey additionnée de colistine.

L’identification réalisée en utilisant une mini-galerie biochimique classique, la galerie
API20E ainsi que le milieu Chromagar orientation a permis de conclure que les souches isolées
appartenait a la famille des Enterobacteriaceae.

I1. Détermination des phénotypes de réesistance
11.1 Recherche de la production de B-lactamases a Spectre Etendu

Le DD-test effectué sur gélose Mueller-Hinton a révélé la présence d’une image de
synergie chez 16 souches d’entérobactéries résistantes aux C3G, indiquant ainsi la production
probable d’une BLSE chez ces souches (Fig. 3).

Figure 3 : image de synergie de la souche d’E. coli CS61.
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11.2 Test de synergie sur gélose MH additionnée de la cloxacilline

La récupération d’une image de synergie a ¢été détectée chez une souche d’Enterobacter
sakazakii. Une récupération des diamétres des zones d’inhibition chez la souche K. pneumonaie
indique la production d’une céphalosporinase plasmidique. Une récupération des diametres des
zones d’inhibition est obtenue pour les souches Providencia rettgeri et cloacae signifie qu’elles

résistent aux C3G par ID’hyperproduction de leur céphalosporinase naturelle
(Tableau I11) (Fig. 4).

Figure 4: Antibiogramme de la souche Providencia rettgeri CS49 sur gélose MH

(& gauche) et gélose MH+cloxacilline (a droite).
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Tableau 111 : Comparaison entre les diamétres des zones d’inhibition sur gélose Mueller-Hinton et Mueller-Hinton additionné de cloxacilline
Code Espéce AMC FOX CAZ CTX FEP Phénotype
Sur Sur # Sur Sur # Sur Sur # Sur Sur # Sur Sur #
MH MH+ | (mm) | MH | MH+clox | (mm) | MH | MH+clox | (mm) | MH | MH+clox | (mm) | MH | MH+clox | (mm)
clox
Cs49 Providencia 6 18 12 6 22 16 15 22 7 6 28 22 6 29 23 Hyperproduction
rettgeri de la
céphalosporinase
chromosomique
CS75 E. cloacae 13 22 9 6 24 18 6 26 20 6 30 24 6 32 26 Hyperproduction
de la
céphalosporinase
chromosomique
CS34 E. sakazakii 10 26 16 15 26 11 6 10 4 12 16 4 6 15 9 AmpC naturelle
+
BLSE
CS9 K. pneumonaie 13 18 5 20 23 3 6 20 14 14 28 14 6 28 22 AmpC
plasmidigue
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11.3 Recherche de la production de carbapénémases

11.3.1 Test de Hodge modifié
Le test Hodge a été positif chez 06 souches résistantes ou intermédiaires a I’imipénéme,

indiquant la production probable d’une carbapénémase (Fig.5)

Figure 5 : Test Hodge positif pour la souche K. pneumonaie CS63

11.3.2 Carba NP test modifié
Ce test s’est avéré positif pour 06 souches d’Entérobactéries. L’observation d’un virage de

couleur du rouge vers un jaune orangé indique la production probable d’une carbapénémase

(Fig. 6).

Figure 6 : Résultats du Carba NP test modifié




Résultats

11.3.3 Test a la témocilline

Toutes les souches positives au Hodge test et Carba NP test modifié ont été testées vis-
a-vis de la témocilline. L’ interprétation a été établie en suivant les recommandations actualisées
du CASFM-EUCAST. Un diamétre d’inhibition inferieur a 20mm a été observé chez 04
souches suspectant ainsi la production d’une carbapénémase de type OXA-48-like.

Le tableau IV résume les caractéristiques des souches productrices de carbapénémases.

Tableau 1V : Caractéristiques des souches productrices de carbapénémases.

Code Espéece IMP MER  témocilline Hodge Carba

test NP test
CS 61 E. coli 16()  36(S) 14(R) + +
CS71 E. coli 17 200D 6(R) + +
CS34  K.pneumoniae  15(R)  40(S) 10(R) + +
CS63  K.pneumoniae  10(R)  13(R) 10(R) + +
CS69 K. pneumoniae 16(1) 19(1) 25(S) + +
CS 31 Serratia 15(R)  40(S) 21(S) + +

odorifera

I11. Déduction des phénotypes de résistance aux p-lactamines

Le tableau V résume les phénotypes de résistance aux p-lactamines des souches étudiées.
Elle repose sur I’analyse du phénotype de résistance, des tests de détection des BLSE,
céphalosporinases et des carbapénemases et le comportement de ces enzymes qui different vis-
a-vis des antibiotiques. La mise en évidence des BLSE est effectuée par le test de synergie (DD-
test), les AmpC par le test a la cloxacilline et les carbapénemases par le test de Hodge, le Carba
NP-test modifié et le test a la témocilline.

Les différents phénotypes de résistance sont décrits dans le tableau V.
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Phénotype
probable

AmpC
naturelle
AmpC
naturelle+BLSE
AmpC
naturelle
AmpC
plasmidique
BLSE
BLSE
BLSE
BLSE
BLSE
BLSE
BLSE
BLSE
BLSE
BLSE
BLSE
BLSE
BLSE
BLSE
BLSE
BLSE

carbapénemase

carbapénéemase

OXA-48-like
OXA-48-like
OXA-48-like

Tableau V phénotypes de résistance probables aux p-lactamines des souches
d’entérobactéries.
Code Espéce AMC FOX CAZ CTX FEP DD- CLX IMP MER TEM
test
Cs49  Providencia  22(S) 22(S) 22(S) 28(S) 29(S) -+ NT  NT NT
rettgeri
CS34 E. sakazaki 26(S) 26(S) 10(R) 16(R) 15(R) - + NT NT NT
CS75 E. cloacae 22(S) 24(S) 26(S) 30(S) 32(S) - i NT NT NT
CS9 | K.pneumoniae 18(R) 23(S) 20(l) 28(S) 28(S) - + NT NT NT
cs8 E. coli 12(R) 6(R) 6(R) 21(S) 30(S) - + NT  NT NT
Cs10 E. coli 14(R) 6(R) 6(R) 20(S) 28(S) *+ -  NT NT NT
Cs12 E. coli 16(R) 6(R) 6(R) 28(S) 36(S) + - NI NT NT
Cs13 E. coli 14(R) 6(R) 6(R) 25(S) 30(S) *+ -  NT NT NT
csi4 E. coli 12(R) 6(R) 6(R) 20(S) 29(S) + = NT  NT NT
Ccs23 E. coli 15(R) 6(RR) 6(R) 25(5) 31(S) + - NI NT NT
Cs61 E. coli 16(R) 6(R) 12(R) 23(S) 6(R) + - NI NT NT
Cs68 E. coli 20(S) 6(R) 14(R) 21(S) 6(R) * - NT  NT NT
CS69 E. coli 15(R)  20(S) 14(R) 6(R) 6(R) + ° NT NT NT
cs77 E. coli 18(R)  6(R) 14(R) 20(S) 15(R) * - NT NT NT
Css8 E. coli 15(R) 6(R) 6(R) 26(S) 6(R) + - NI NT NT
Cs90 E. coli 15(R) 6(R) 6(R) 23(S) 6(R) + - NI NT NT
CS31  K.pneumoniae 14(R) 6(R) 6(R) 17() 25(S) + - NT  NT NT
CS59 ' K.pneumoniae = 16(R) 6(R) @ 15(R) 20(S) 6(R) + - NT NT NT
CS78  K.pneumoniae 15(R) 6(R) 8(R) 18(l) 6(R) * = NT  NT NT
CS74 ' K.pneumoniae 15(R) 6(R) @ 8(R)  19() 6(R) @+ - NT = NT NT
CS69 K.pneumoniae  NT NT NT NT NT  NT  NT  16() 19()  25()
cs31 Serratia NT NT NT NT NT  NT NT 15(R) 40(S) 21(5)
odorifera
Cs 61 E. coli NT NT NT NT NT  NT NT  16() 36(S) 14(R)
cs71 E. coli NT NT NT NT NT  NT  NT  17() 20() 6(R)
CS34 K.pneumoniae  NT NT NT NT NT  NT NT 15(R) 40(S) 10(R)
CS63 K.pneumoniae =~ NT NT NT NT NT NT NT 10(R) 13(R) 10(R)

NT : non testé , (R) :résistant , (S) : sensible

OXA-48-like
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IVV. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Les concentrations minimales inhibitrices (CMIs) ont été déterminées pour 15 souches
isolées résistantes vis-a-vis de la colistine sur gélose Mac Conkey. Les résultats obtenus sont
résumés dans le tableau VI. Nous avons retenu les souches ayant des CMIs >4 mg/I selon les
recommandations du CASFM-EUCAST, 2016.

Tableau VI : Résultats des CMIs des souches d’entérobactéries testées

Code Espeéce CMI >16
(ng/ml)
Cs19 Citrobacter +
freundii
CS 32 Citrobacter +
freundii
CS 44 Citrobacter +
freundii
Cs 47 E. gergoviae +
CS 28 K. pneumoniae +
Cs21 Serratia sp. +
CS 22 Serratia sp. +
Cs 23 Serratia sp. +
CS24 Serratia sp. +
CS 25 Serratia sp. +
Cs34 Serratia sp. +
CS 36 Serratia sp. +
CS 45 Serratia sp. +
CS73 Serratia sp. +
CS 78 Serratia sp. +
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D’aprés les résultats obtenus, On remarque que la totalité des souches ont une CMI supérieure
a 16pg/ml vis-a-vis de la colistine dont 10 souches du genre Serratia qui sont naturellement

résistantes a la colistine. Les souches probablement résistantes a la colistine sont C. freundii (3
souches), K. pneumoniae (1 souche) et E. gergoviae (1 souche).
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Les chauves-souris sont uniques parmi les mammiféres dans leur capacité a voler et a
couvrir de longues distances lors des migrations saisonnieres et leur potentiel de tres grandes
populations coloniales. Ces caracteristiques ainsi que leur longue durée de vie et de leur
capacité a habiter une multitude de diverses niches écologiques ont accru l'intérét mondial
pour les chauves-souris comme étant de potentiels réservoirs et vecteurs d'agents infectieux
zoonotiques (Kuzmin et al., 2011). Elles ont des habitudes alimentaires variées, qui peuvent
influer sur les types et la distribution des bactéries dans le tractus gastro-intestinal (Anand et
Sripathi, 2004). Certaines especes se nourrissent, selon Calisher et al. 2006, de sang des
mammifeéres, des fruits, des insectes et des poissons, d’Autres espéces se nourrissent de nectar
(Voigt et al., 2003). Elles peuvent par le bais de leur régime alimentaire et a partir de sources
environnementales acquérir des bactéries qui pourraient servir de réservoir pour des
déterminants génétique de résistance aux antibiotiques. Cependant, de nombreux efforts de
recherches sont axes sur la prévalence de la résistance aux antibiotiques chez les animaux
sauvages, les informations sur les chauves-souris restent au jour d’aujourd’hui trés limitées.
Plusieurs études ont rapporté l'isolement des bactéries de la famille des Enterobacteriaceae
provenant des matieres fécales et des contenus intestinaux des chauves-souris (Pinus et Miller,
1980; Di Bella et al., 2003).

La taille de notre échantillon est relativement petite. Par conséquent, I’extrapolation de
nos résultats pour la population générale des chauve-souris au niveau de la wilaya de Bejaia

doit étre faite avec soins.

Au cours de notre étude, nous avons isolé 26 souches d’entérobactéries productrices de BLSE
(16), AmpC (4), carbapénémases (6) et 15 souches résistantes a la colistine a partir de guano
de chauves-souris au niveau de la wilaya de Béjaia. Le taux de portage fécal d’entérobactéries
résistantes aux antibiotiques a été estimé a 20% (26/130) incluant les souches décrites au-
dessus. Les résultats obtenus sont superieur aux 12% rapporté par Dolejska et al. 2008 chez
des mammiferes sauvages (ruminants, renard roux) en Slovaquie , aux 10,4% rapportés par
Poeta et al.,2009 chez des lapins au Portugal et aux 2% rapporté par Literak et al. 2009 en

république tchéque chez des mammiféres terrestres.

Parmi les souches d’entérobactéries productrices de BLSE, AmpC et carbapenemases, 14
souches ont été identifiées comme étant E. coli (53.85%). Des souches de K. pneumonaie

Enterobacter spp, Providencia rettgeri et Serratia odorifera ont également été isolées.
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La résistance aux antibiotiques chez les isolats d’E. coli de la faune et plus
précisément des chauves-souris a été suggérée comme étant acquise a partir des aliments
qu'ils consomment et de I'environnement (Shirley et al., 2000; Costa et al., 2008). La
résistance peut également refléter ’utilisation des antibiotiques chez I’Homme, le bétail et les

animaux domestiques (Levy et al., 1981; Rolland et al., 1985).

La prévalence de la résistance a au moins un antibiotique chez les souches d’E. coli
dans I'étude actuelle (100%) est considérablement plus élevé que les 57,1% trouvé chez les
chauves-souris frugivores au Valley Zoo Emperor a Trinidad (Gopee et al., 2000). Cette
prévalence élevée de résistance aux antibiotiques détectée dans la présente étude peur étre
comparable a la fréquence de la résistance rapportée pour les souches d’E. coli isolées des
goélands argentés en Irlande 87% (Smith, 2014) et des animaux sauvages en liberté 95.6%
(Adesiyun et Downes, 1999; Gopee et al., 2000).

Concernant la résistance aux antibiotiques des entérobactéries par production d’une
BLSE ou d’une AmpC chez les chauves-souris, aucun article n’a été retrouvé sur pubmed. Au
cours de notre étude nous avons isolé des souches d’entérobactéries notamment 12 E. coli et 4
K. pneumonaie productrices de BLSE/AmpC, Beaucoup d’études ont rapporté la présence de
ces enzymes chez les animaux sauvages a travers le monde. Ainsi, la présence fréquente d’E.
coli productrice de BLSE/AmpC a été rapporté en Autriche chez des corbeaux freux
(Loncaric et al., 2013), en Allemagne a partir de milan noirs et d’une buse (Guenther et al.,
2012), également chez ’Homme, animaux de compagnie et sauvages (Guenther et al., 2012 ;
Loncaric et al., 2013 ; Hasan et al., 2012 ), a partir de goélands bourgmestres en Alaska
(Bonnedahl et al., 2014) et tres récemment, la présence de bactéries productrices de BLSE a
été détectée dans des échantillons fécaux de goélands argentés (Larus argentatus) et des
moins-noirs mouettes (Larus fuscus) en Europe du Nord, et les goélands leucophées (Larus
michaelis) en Europe du Sud (Stedt et al., 2015).

Seuls les outils de biologie moléculaires pourront déterminer exactement le type de
BLSE exprimé par nos souches résistantes aux C3G. Cependant, les profils de sensibilité aux
B-lactamines de nos souches indiquent probablement que ces souches seraient productrices de

BLSE de type CTX-M. En Algérie, de nombreuses études ont rapporté que les enzymes CTX-
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M-15 sont trés répandues dans les isolats hospitaliers et communautaires chez les souches de
K. pneumoniae, E. coli et E. cloacae en Algeérie (Touati et al., 2006 ; Touati et al ., 2008 ;
Gharout et al., 2012 ; Lagha et al., 2014 ; Alouache et al. 2014 ; Yanat et al., 2014 ; Anssour
et al. 2014). Les enzymes de type CTX-M-15 ont été isolées chez les poissons dans la région
de Béjaia (Brahmi et al., 2015). Yousfi et al., 2016 ont rapporté, dans leur étude portant sur la
caractérisation des BLSE chez des animaux de compagnie, la description des enzymes de type
CTX-M-15, CTX-M-1, SHV-12 et TEM-1.

Pour la résistance a la céfoxitine par production d’AmpC, deux mécanismes peuvent
étre évoqués : acquisition d’une AmpC plasmidique ou I’hyperexpression de la
céphalosporinase naturelle. En Algérie, les CMY-2, CMY-4 et DHA-1 ont été rapportées en
milieu hospitalier et extrahospitalier (lyabaden et al., 2009, Gharout et al., 2015, Yousfi et al ;
2016).

Plusieurs études dans le monde ont rapporté la présence des bactéries productrices de
carbapénémases notamment chez les bacille a Gram négatif chez les animaux et dans
I’environnement (Fischer et al., 2012, 2013; Guerra, 2013; Wang et al., 2012; Woodford et
al., 2014; Zhang et al., 2013 ; Yousfi et al., 2016). La faune peut aussi étre un réservoir, mais
trés peu d’études ont été signalées a ce jour. Fischer et al. (2012, 2013) ont décrit I'isolement
de deux souches d’E. coli productrices de VIM-1 a partir de bétail. Shaheen et al., 2013 ont
rapporté la détection d’E. coli productrice de NDM-1 chez des animaux de compagnie (chiens
et chats) aux Etats-Unis. Des isolats d’E. coli productrices de carbapénemases ont également
été décrits a partir d'huitres, de 1'eau, crevettes et ’environnement au Brésil (Vieira et al.,
2010). En Algérie, des souches d’E. coli productrices de carbapénemases de type NDM-5 ont

été isolées de matiere fécale d’animaux de compagnie (Yousfi et al., 2016).

Au cours de notre étude, nous avons trouvé 6 souches d’entérobactéries productrices
de carbapenemases dont 2 souches d’E. coli et 2 souches de K. pneumonaie probablement
productrices d’une OXA-48. En Algerie, Yousfi et al., 2016 ont rapporté la detection de ces
enzymes chez des souches d’E. coli isolées d’animaux de compagnie. Stolle et al., 2013 ont
rapporté des souches d’E. coli et de K. pneumoniae isolées de chiens productrices de
carbapénémases de type OXA-48 en Allemagne. Deux rapport uniqguement concernant les
entérobactéries productrices de carbapénémase de type OXA-48 chez les animaux sauvages

ont été retrouvés sur PubMed.




Discussion et conclusion

L'utilisation elevée d'antibiotiques non seulement en médecine humaine, mais aussi en
médecine vétérinaire ou méme dans l'agriculture, pourrait constituer une pression sélective
pour la propagation des bactéries résistantes aux antibiotiques. Ceci est devenu une menace
majeure pour la santé humaine et animale dans le monde. Les animaux sauvages peuvent étre
considérés comme des contributeurs importants a la diffusion généralisée des genes de
résistance aux antibiotiques, et représentent un réservoir considérable des souches
d’entérobactéries multi-résistantes. La connaissance des origines de la résistance aux
antibiotiques dans la faune sauvage est importante pour la santé humaine en raison de
I'importance croissante des maladies zoonotiques ainsi, que pour la prédiction de 1’émergence

des pathogénes résistants.

Au cours des derniéres années, I'épidémie croissante d'infections provoquée par des
bactéries a Gram négatif multirésistantes (MDR), y compris les souches résistantes aux
carbapénémes, surtout les souches de P. aeruginosa, A. baumannii, K. pneumoniae et E. coli,
a conduit a la renaissance de la colistine dans le monde entier comme option thérapeutique de

dernier recours (Biswas et al., 2012, Kempf et al., 2012).

La colistine lie les lipopolysaccharides (LPS) grace a ses charges positives. Le LPS
étant chargé négativement, il y a interaction et liaison de ces deux composés (Falagas et al.
2010). Cette interaction provoque un déplacement des cations divalents Mg?* et Ca®*. Ce
déplacement provoquera la formation de pores dans la membrane, entrainant ainsi le relargage

du contenu intracellulaire et résultera en la mort de la cellule.

Les mécanismes de résistance a la colistine varient selon le micro-organisme. Par
exemple, on retrouve des pompes a efflux chez Yersinia pestis, la production de capsule chez
Klebsiella pneumoniae, et la modification du LPS chez Salmonella enterica et E. coli
(Bengoechea et Skurnik 2000, Campos et al., 2004, Falagas et al., 2010). Cette modification
du LPS est régulée par les systemes a deux composantes PmrA/PmrB et PhoP/PhoQ (Kempf
et al. 2013).

Le développement de la résistance vis-a-vis de la colistine a été signalé dans de
nombreuses régions, notamment en Europe, Amérique du Nord, Amérique du Sud, en Asie et
en Afrique du Sud (Neonakis et al., 2010, Kontopidou et al., 2011, Suh et al., 2010, Walkty
et al., 2007). Une étude tres récente Janvier 2016 (MAROC), a rapporté un taux de résistance
a la colistine de 87.41% chez des souches E. coli isolées a partir de 200 poulets de chair

collectés des fermes du février au mai 2014 (Hafed et al., 2016). Récemment, Liu et al., 2016
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ont rapporté la présence d’un geéne plasmidique (mcr-1) transférable détecté dans des isolats
d’E. coli provenant d’animaux et chez I’Homme en Chine. Hasman et al., 2015 a montré que
le géne mcr-1 est détecté chez des isolats E. coli. La propagation de ce gene au Danemark est
lice a des séquences types ST131. En Algérie, deux études rapportent la résistance a la
colistine. La premiere etude est celle de Bakour et al. 2015, décrivant une souche clinique
d’A. baumannnii résistante a la colistine (CMIs = 16 pg/ml) par une mutation dans le géne
pmrB. En plus de la résistance a la colistine, cette souche était résistance aux carbapénémes
par production de ’enzyme OXA-24. Une étude réalisee par Olaitan et al., 2016 rapportent la
description du géne mcr-1 chez une souche d’E. coli isolée de la volaille en Algérie. Lors de
cette étude, 5 souches d’entérobactéries ayant des CMIs > 4 pg/ml ont été isolées et des

souches de Serratia spp. qui sont intrinséquement résistantes a la colistine.

En perspectives, les résultats obtenus restent préliminaires et méritent d’étre
approfondis et complétés par :
v L’étude d’un grand nombre d’espéces de chauve-souris et d’autres grottes afin d’avoir
une situation plus précise sur la résistance aux antibiotiques en Algérie.

v L’étude d’un plus grand nombre de souches ;

<\

Réalisation des tests d’inhibiteurs ( EDTA, Acide Boronique, Cloxacilline ).

v’ Caractérisation moléculaire des génes impliqués dans la résistance
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ANNEXE |

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

Gélose Mac Conkey

PEPLONE U CASEINE ...o.veiieeeiesiieite ettt et et e ettt e be e te e s e s be e b e eneesbeenteaneesneeneeaneenneas 179

PEPLONE A8 VIANGE ...t 39

LLACTOSE ...t 10g

Melange de SeIS DIHAITES .........cveiieiieie it ras 1.5¢

ChIOrure de SOOIUM ...c.viiiicc ettt e e et esbe e e e sreesteeneareenneans 5¢

ROUGE NEULIE ...t ene e 0.03g
pH 7.3

Gélose Mueller Hinton

Infusion de viande de DoeUT .........cooviiiiiiic 39

Hydrolysat 8 CASEINE ........ccueiiiieiieiee et 17.5¢

N 011 o o o SRR 59

N T PR 179
pH 7,4

Gélose EMB

Peptone pancréatique de GEIATINE .........cooiiiieiie e 10,09

1= Tod (0 1] IR 1009

Phosphate diPOtaSSIGQUE ........oiviiiieiii et e e sree s 2,09

0 ]| 1 PRSI 0,49

Bleu de MELNYIENE .......oiiiee s 65,0mg

Agar agar DaCteriolOgIQUE ........coiiiiiiiieie e 15,09
pH 7,0



Gélose TSI

Extrait de viande de DeeUL..........coiiiiiiiii 39
EXIFAIT 08 TEVUIE ... bbbttt 39
PEPLONE TIYPSIQUE ...tttk n ettt 209
ChIOrure de SOOIUM .....viciieic et e st e e beaneesteesaeeneenreeeeas 5¢
CILIAte TEITIQUE ..ottt bttt b e bbb 0.3g
Thiosulfate de SOTIUM ......ociiece et b e eenneas 0.3¢g
LLACTOSE ...ttt nre s 10g
[ Lol o T USSR 19
SACCINAIOSE ... bbb 10g
pH 7.4

Milieu Citrate de simmons

Sulfate de MAGNESIUM ..o.eiiiiieiee ettt b e sbe e 0.29
Phosphate MONOaMIMONIGUE. ......cveiieiieeieiieeiieeee st este et et re e ae e sraesre e beeteaneesreennennes 19
PhoSphate DIPOTASSIGUE ......ccueiuiiiiiieieie et 19
ChIOrure de SOOIUM .......eiii et sttt e e be et e e esreesteeneeraenreans 5¢
CILrate 08 SOUTUM ... bbbttt b bbbt 29
Bleu de bromothymOl...........cooiiiie e 0.08g
N 1< PR U PP 159
pH 7.1

Milieu Urée-Indole

L-trYPLOPNEANE ...ttt nen bt 39

Phosphate MONOPOTASSIQUE .......c.cevieuieiicieieecieetee ettt 19

Phosphate DIPOTASSIQUE ......c.cceveveieieieieieieieieicie ettt bbbt 1g

ChIorure de SOUIUM ......c.ouiiieieieetee ettt s b s e e s besesnnes 59

UTBR oottt bbb b s s A b bk bbbt s AR A A s Attt et s s s s s enetenenas 20g
pH 7.3



Milieu Clark-Lubs

Peptone trypsSique 08 VIANTE .........ceiiiieieieieiesie et 5¢9

Phosphate DIPOTASSIQUE ......coueiuiiiiiiiieie e 5¢9

GHUCOSE ..t bbbt bbbttt n bbb r s 69
pH7

Bouillon Trypticase soja

Peptone trypSiQUE 08 CASEINE ......ecveiieeireeiecee ittt te et e te et te e e e ste e sre e te e e sneenas 17¢

Peptone PapaiNiQUE 0€ SOJA .......c.civeiuiiieiiieieiieseeste et esteeste e sta e te e e s e esteeaesraesteenesraeaseaneens 30

ChIOrUre de SOATUM ...eiiiieeee bbbt sre i 5¢9
pH 7.3



ANNEXE Il

Tableau : Aspect des colonies sur milieu Chromagar (CHROMagar™ Orientation)

Espéces Couleur des colonies
Escherichia coli Colonies rose a pourpre
KES (Klebsiella, Enterobacter, Serratia) Colonies bleue vert a bleues avec ou sans

auréole violette

Proteus mirabilis, Morganella, Providencia Colonie pales a beiges, cernées d’une auréole
ambre a marron

Pseudomonas aeruginosa Colonies muqueuses blanches brunatres

Acinetobacter baumanii Colonies muqueuses blanches opaque

Tableau : Interprétation des diamétres critiques des zones d’inhibitions selon les
recommandations actualisées du comité de I’antibiogramme de la société frangaise de
microbiologie.

Antibiotiques Abréviations Charge du disque Diameétre critique
S> R<
Amoxicilline-Acide AMC 30 ug >19 <19

clavulanique

Céfoxitine FOX 30 pg >19 <15
Cefotaxime CTX 30 ug >20 <17
Céftazidime CAZ 30 pg >22 <19
Céfépime FEP 30 g >24 <21
Imipénéme IMP 30 ug >22 <16
Méropénéme MER 30 g >22 <16
Témocilline TEM 30 g >20 <20




Tableau : Lecture de la galerie AP1 20F

ANNEXE 111

TABLEAU DE LECTURE DE LA GALERIE MINIATURISEE API 20E
Microtube Substrat: Caractére recherché : | Révélateur Lyt d|r_e Ct.e i m_directe Résottat Résultat +
Test (si nécessaire) -
ONPG = Ortho- , ®
ONPG Nitro-Phényl- Beta Lecture directe
Galactoside galactosidase \_
ADH | Arginine Arginine Dihydrolase | Rouge ® N
LDC Lysine Lysine Décarboxylase | de Lecture directe k=
0oDC Omithine Omithine Décarboxylasg Phénol \-/ S
£ N\
1clTy | Citrate Utilisation du citrate BBT Lecture directe
)
Thiosulfate de : ’ N
HyS s Production d'H,S Lecture directe i
\J
URE Urée Uréase Rogge de Lecture directe
Phénol
Lecture indirecte P
TDA Tryptophane Lrggatﬁﬁ:zgg Ajouter une goutte de réactif N Q
chlorure de fer Il \ J
e —— Lecture indirecte O
IND Tryptophane %Fc)iu‘c)tion dindole Ajouter une goutte de réactif
P Kovacs P,
T Lecture indirecte
Pyruvate de production d'acétoine ; N
VP S (3-hydroxybutanone Ajouter 1 goutte de_VP1 et
VP2 Attendre 10 minutes \J
7\
GEL; | Gélatine gelatinase Lecture directe
U —
GlLUa —
ARA S”?j” i Utilisation de substrats _ @
b ?alr ‘.’Se\ carbonés (glucides) BBT Lecture directe
zZymogramme \gluciae) =
Lecture indirecte
NOy /N, | Nitrates (NO5?) Nitrate réductase Ajouter 1 goutte de NIT1 et
N(T? et zinc éventuellement




ANNEXE IV

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 V

Tableau : les souches d’entérobactéries productrices d’une BLSE
Code Espéce AMC FOX CAZ CTX FEP Synergie
CS8 E.coli 12(R) 6(R) 6(R) 21(S) | 30(S) +
CS 10 E.coli 14(R) 6(R) 6(R) 20(S) | 28(S) +
CS 12 E.coli 16(R) 6(R) 6(R) 28(S) | 36(S) +
CS 13 E.coli 14(R) 6(R) 6(R) 25(S) | 30(S) +
CS 14 E.coli 12(R) 6(R) 6(R) 20(S) | 29(S) +
CS 23 E.coli 15(R) 6(R) 6(R) 25(S) | 31(S) +
CS61 E.coli 16(R) 6(R) 12(R) | 23(S) 6(R) +
CS 68 E.coli 20(S) 6(R) 14R) | 21(S) 6(R) +
CS 69 E.coli 15(R) | 20(S) | 14(R) 6(R) 6(R) +
CS 77 E.coli 18(R) 6(R) 14R) | 20(S) | 15(R) +
CS 88 E.coli 15(R) 6(R) 6(R) 26(S) 6(R) +
CS 90 E.coli 15(R) 6(R) 6(R) 23(S) 6(R) +
CS 31 | K.pneumonaie | 14(R) 6(R) 6(R) 17(1) 25(S) +
CS59 | K.pneumonaie | 16(R) 6(R) 15(R) 20(S) 6(R) +
CS 73 | K.pneumonaie | 15(R) 6(R) 8(R) 18(1) 6(R) +
CS 74 | K.pneumonaie | 15(R) 6(R) 8(R) 19(1) 6(R) +

VII




Résumé

L’objectif de cette étude est d’évaluer la résistance aux antibiotiques de la flore intestinale des
chauves-souris dans la wilaya de Béjaia.

Un total de 110 échantillons ont été réalis¢ au niveau de la grotte d’Aokas. Apres isolement et
identification, les phénotypes de résistance aux antibiotiques ont été déterminés par I’utilisation
des tests phénotypiques incluant le DD-test, test a la cloxacilline, test Hodge, Carba NP test
modifié et le test a la témocilline.

Les CMI des souches resistante a la colistine ont été déterminées .

Au total 41 souches d’entérobactéries ont été sélectionnées et un taux de portage 20% a été
observé. La caractérisation phénotypique a montré que 16 (48.78%) souches étaient
productrices de BLSE, 4 (9.76%) étaient productrices d’AmpC et 6 (14.63%) produisaient des
carbapénémases notamment de type OXA-48.

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

BLSE,AmpC et carbapénémases isolées de chauves-souris en Algérie.

Mots-clés : Chauves-souris, flore résistante aux antibiotiques, BLSE, Carbapénémase,

Colistine.

Abstract

The objective of this study was to evaluate the antibiotic resistance of the intestinal flora of bats
in Bejaia.

A total of 110 samples were carried out at the cave of Aokas. After isolation and identification,
antibiotic resistance phenotypes were determined by the use of phenotypic tests including the
DD-test, test cloxacillin, test Hodge, Carba NP modified test and the test to temocillin.

The MICs of strains resistant to colistin were determined.

A total of 41 Enterobacteriaceae strains were selected and a carrier rate to 20% was observed.
Phenotypic characterization showed that 16 (48.78%) strains were producing ESBL, 4 (9.76%)
were producing AmpC and 6 (14.63%) produced carbapenemases particular type OXA-48.

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

AmpC and carbapenemases isolated from bats in Algeria.

Keywords: Bats, flora resistant to antibiotics, ESBL, Carbapenemase, colistin.



