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Abstract

Carbapenems are the molecules of choice for the treatment of nosocomial infections.
However, in recent years, there is a spread of enterobacteriaceae strains resistant to these molecules.
Several mechanisms may have been at the origin of carbapenem resistance, including the

production of carbapenemases.

The aim of this study is to search the production of carbapenemases by phenotypic

methods in bacterial strains isolated from poultry meat.

The samples were taken from the different butcheries of the city of Tébessa. After
isolation, the identification was carried out by the Api 20E strips and the carbapenem susceptibility
test was performed according to the diffusion method in agar medium. The production of
carbapenemases was investigated by the Carba NP test, a phenotypic test based on the
demonstration of the medium acidification, by a colored indicator, during the hydrolysis of

imipenem by a carbapenemase.

From 9 samples, we have isolates and identified 75 strains of enterobacteriacea that
belong to different genera: Serratia (50.67%), Escherichia (14.67%), Kluyvera (13.33%),
Salmonella (8%), Klebsiella (6.67%), Citrobacter (4%) and Enterobacter (2.67%). The
susceptibility test to carbapenems showed a high resistance to ertapenem (58.06%) and a lower rate
to imipenem (26.76%). The test of Carba NP was positive in 6/75 of the strains, ie 8% of the

enterobacteriacea tested.

Our study shows the presence of enterobacteriacea producing carbapenemases in poultry
meat. Therefore, these resistant bacteria can potentially be transferred to humans across the food

chain. This situation raises serious concerns about public health and food safety.

Key words: enterobacteriaceae, carbapenem resistance, carbapenemases, poultry meat, Carba NP

test, modified Hodge test.



Résumé

Les carbapénémes représentent les molécules de choix pour le traitement des infections
nosocomiales. Cependant depuis quelques années, on assiste & une dissémination des souches
d’entérobactéries résistantes a ces molécules. Plusieurs mécanismes peuvent étre a 1’ origine de la

résistance aux carbapénémes dont la production de carbapénémases.

L’objectif de notre travail est de rechercher par des méthodes phénotypiques la production

de carbapénemases chez des souches bactériennes isolées de viandes de volailles.

Les échantillons ont été prélevés a partir des différentes boucheries de la ville de Tébessa.
Apreés isolement, I’identification a été effectuée par la galerie Api 20E et le test de sensibilité aux
carbapénemes a été réalisé selon la méthode de diffusion en milieu gélosé.La production des
carbapénémases a été recherchée par le test Carba NP, un test phénotypique basé sur la mise en
évidence de [I’acidification du milieu, grace & un indicateur coloré lors de I’hydrolyse de

I’imipéneme par une carbapenemase.

A partir de 9 échantillons, on a pu isoler et identifier 75 souches d’entérobactéries
appartenant aux différents genres : Serratia (50,67%), Escherichia (14,67 %), Kluyvera (13,33%),
Salmonella (8%), Klebsiella (6,67%), Citrobacter (4%) et Enterobacter (2,67 %). L’étude de la
sensibilité aux carbapénémes sa montré un taux de résistance élevé a I’ertapénéme (58,06%) et un
taux moindre a I’imipéneme (26,76%). Le test Carba NP a été positif chez 6/75 des souches soit

8% des entérobactéries testées.

Notre étude montre la présence des entérobactéries productrices des carbapénemases dans les
viandes de volailles. Par conséquent, ces bactéries résistantes pourraient étre potentiellement
transférées aux humains a travers la chaine alimentaire. Cette situation souléve de sérieuses

préoccupations concernant la santé publique et la salubrité des aliments.

Mots clés : entérobactéries, résistance aux carbapénemes, carbapénémases, viandes de volailles,
test Carba NP, test de Hodge modifié.
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Introduction

L’utilisation des antibiotiques en clinique depuis les années 1940, constitue une étape
importante dans I'histoire de la médecine. Leur usage en médecine humaine et vétérinaire dans un
but thérapeutique a constitué pendant longtemps une arme efficace contre de nombreux germes
pathogénes (Kantati, 2011).

Le traitement des infections causées par les entérobactéries repose principalement sur les -
lactamines. Cependant, leur utilisation intensive a conduit les bactéries a s’adapter progressivement
pour leur survie en produisant des enzymes inactivatrices : les B-lactamases qui inactivent les

antibiotiques en procédant a I’hydrolyse de leur cycle B-lactame (Ambler, 1980).

L’émergence des souches d’entérobactéries résistantes aux céphalosporines de 3eme
génération (C3G) par production de B-lactamases a spectre étendu (BLSE) et de céphalosporinases
a accentué ’utilisation des seules B-lactamines restant actives sur ces souches: les carbapénémes.
Ces molécules présentent une excellente activité antibactérienne liée en particulier a la rapidité de
leur pénétration a travers la paroi des bacilles Gram a négatif (BGN) et a leur stabilité vis-a-vis de la

plupart des B-lactamases naturelles ou acquises, y compris les céphalosporinases et les BLSE.

Le recours intensif aux carbapénemes a conduit une nouvelle fois les bactéries a développer
une résistance a ces antibiotiques, qui résulte essentiellement de deux mécanismes impliquant tous
deux des B-lactamases: le premier mécanisme associe la production d’une céphalosporinase
chromosomique ou plasmidique ou d’une BLSE a une perte de perméabilité membranaire; le
second mécanisme implique la production de P-lactamases présentant une forte activité
hydrolytique vis-a-vis des carbapénémes : les carbapénémases (Walsh et al., 2005). Ces enzymes

hydrolysent les carbapénemes et entrainent la perte d’activité de ces antibiotiques.

Les carbapénemes sont utilisées en médecine humaine et en médecine vétérinaire, ce qui
suggere le développement des résistances a ces antibiotiques chez les bactéries qui abritent les
produits alimentaires d’origine animale comme les viandes. Dans cette optique, notre travail porte
sur la recherche des carbapénémases chez des souches bactériennes isolées des viandes des

volailles.



Les objectifs de ce travail sont les suivants :

» Evaluation de la sensibilité des souches de BGN, a deux carbapénémes : I’imipénéme
et ’ertapéneme.
» Détection phénotypique de la production des carbapénemases par le test Carba
NP (Nordmann-Poirel).

Ce manuscrit inclut trois parties : une premiére partie théorique qui sera consacrée aux
carbapénémes et aux carbapénemases. Une deuxiéme partie pratique qui sera consacrée a la
présentation du matériel et de la méthodologie utilisés dans 1’isolement, 1’identification, 1’étude de
sensibilité aux carbapénémes et la détection des carbapénemases. Dans la derniere partie, nous
présentons les résultats obtenus ainsi que leur discussion. Enfin, une conclusion générale et

quelques perspectives seront présentées.
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I. Carbapénéemes :

Les carbapénemes appartiennent a la famille des R-lactamines qui représente la plus
importante famille d’antibiotiques par le nombre de molécules disponibles et par le volume
d’utilisation, aussi bien en ville qu’a I’hopital. Cette utilisation importante est due a leur large
spectre d’action, leur efficacité, leur faible toxicité et a leur faible colt pour de nombreuses

molécules (Rolinson, 1998).

La base commune a toutes les R-lactamines est le noyau R-lactame (Figure 01). A partir de
ce cycle, quatre sous-familles ont été développées par adjonction de chaines latérales : les
pénicillines (ou pénames), les céphalosporines (ou céphémes), les monobactames et les

carbapénémes (annexe 01).
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Figure 01 : Structure moléculaire des g-lactamines (Thibaut, 2016)

1-Définition et historique :
Les carbapénémes sont une des dernieres classes d’antibiotiques de la famille des f-

lactamines. C’est en 1976 que fut découverte la thiénamycine, produite par Streptomyces cattleya.

La molécule était instable, ce qui conduit au développement, dans les années 1980, d’un
dérivé N-forminidoyl semi-synthétique, 1’imipénéme. En raison d’une dégradation rapide in vivo
par la dehydropeptidase rénale humaine (DHP-1), I’imipéneme doit étre co-administré avec un

inhibiteur de cette enzyme, la cilastatine.

L’imipénéme posséde un quasi-monopole au sein de cette famille en France, alors que le

méropénéme, apparu environ dix ans plus tard, est largement utilisé dans d’autres pays d’Europe et

3
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en Amérique du Nord. Le début des années 2000 a vu I’apparition de nouvelles carbapénémes :

I’ertapéneéme et le doripénéme.

Les carbapénémes sont des antibiotiques majeurs de la famille des [-lactamines, en raison
notamment de leur trés large spectre (Grall et Muller, 2013), ce sont des antibiotiques a usage
hospitalier pouvant étre utilisés en traitement probabiliste en cas de suspicion d’infection a une
bactérie multi-résistante. Leur utilisation est justifiée en raison de leur activité conservée a 1’égard
des bacilles Gram a négatif (BGN) résistants aux céphalosporines de troisieme génération (C3G),
par production d’une béta-lactamase a spectre étendu (BLSE) ou hyperproduction d’une
céphalosporinase (Gauzit et al., 2010). En effet, ils possedent une excellente activité
antibactérienne en raison de leur bonne pénétration a travers la membrane externe des bactéries et

de leur bonne stabilité vis-a-vis de I’hydrolyse de la plupart des -lactamases (Day et al., 2013).
2- Structure chimique :

La structure des carbapénémes comprend un noyau B-lactame auquel est fusionné un cycle
distinct de celui des pénicillines (I’atome de soufre est remplacé par un carbone en position 1 et le

cycle comporte une liaison C2-C3 insaturée (Figure 02).

O
N~ -

Figure 02 : Structure chimique de base des carbapénemes
(Wolff et al., 2008 ; Cuzon et al., 2010).

3- Molecules disponibles :
Les molécules actuellement commercialisées en France sont : I’'imipénéme (Tienam®), le
méropénéme (Méronem®) et I’ertapénéme (Invanz®), dont le spectre est plus restreint ; le

doripénéme (Doribax®) ayant été retiré du marché en 2014 (Day et al., 2013) (Figure 03).
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Figure 03 : Structure chimique des différentes carbapénemes (Gauzit et al., 2012).

4-Mécanisme d’action :

aminopénicillines qui se lient principalement a la PLP3,

Les carbapénemes exercent leur activité en se liant aux protéines de liaison a la pénicilline
(PLP), inhibant ainsi I’étape de transpeptidation nécessaire a la synthése du peptidoglycane (Figure
04). Leur affinité pour les différentes PLP varie selon les molécules, ce qui explique en partie leur
différence d’activit¢é des pénicillines PLP contrairement aux céphalosporines et

privilégiées les PLP1a, 1b et 2 (Guery, 2009).

Arrét de croissance
evou
mort bactérienne

Figure 04 : Mode d’action des carbapénemes (Thibaut, 2016)
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5-Spectre d’action :
Les carbapénémes possédent une activité bactéricide rapide sur les bactéries a Gram négatif

et les bactéries a Gram positif incluant les bactéries aérobies et anaérobies (Tableau 01).

Quant aux bactéries suivantes, elles sont naturellement résistantes aux carbapénémes :
Staphylococcus aureus résistant a la meéticilline, Enterococcus faecium, Corynebacterium,

Lactobacillus sp, Stenotrophomonas maltophilia, Aeromonas (Delaere et Glupczynski, 2002
; Paradis et al., 2009 ; Cuzon et al., 2010).

Tableau 01 : Spectre d’action des carbapénémes.
(Delaere et Glupczynski, 2002 ; Paradis et al., 2009 ; Cuzon et al., 2010).

Forme Cocci Gram positifs Bacilles Gram Négatifs Anaérboies
bactérienne et négatifs
Especes e Staphylocoques e Entérobactéries e Clostridium
bactériennes | e  Streptocoques e Haemophilus e Bacteroides
e Entérocoques e Bacilles non fermentant | ¢ Fusobacterium
e Neisseria tels Acinetobacter et
e Moraxella cattaharis Pseudomonas

I1. Mécanismes de résistante aux carbapenemes :

1-Mécanisme enzymatique (carbapénemases) :

Les carbapénemases appartiennent aux f-lactamases, enzymes capables d’hydrolyser le
cycle B-lactame des B-lactamines. Elles hydrolysent les carbapénemes avec une plus ou moins
grande efficaciteé, ’hydrolyse des autres B-lactamines étant variable en fonction du type d’enzyme.
En présence de carbapénemases, la résistance aux carbapénemes est souvent majeure, avec des
concentrations minimales inhibitrices (CMI) trés élevées, a 1’exception des enzymes de type OXA-
48 et apparentées. Ces CMI présentent une grande variabilité en fonction des enzymes produites,
rendant leur détection difficile. Des sensibilités apparentes sur I’antibiogramme peuvent ainsi étre
retrouvées chez des bactéries productrices de carbapénémases (Figure 5) (Grall et al., 2011 ;
Arlet, 2012).
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Figure 05 : Hétérogénéité d’activité hydrolytique des carbapénémases
des entérobactéries (Arlet, 2012).

2- Mécanisme non enzymatique :
2-1- Association des mécanismes:

Dans la membrane externe des bactéries a Gram négatif sont incluses des protéines
specifiques, appelées porines, formant un canal hydrophile permettant I’entrée sélective des
nutriments essentiels a la bactérie et de certains autres composés, dont les antibiotiques (Pages et
jaimes, 2008). Ainsi, toute modification dans le nombre ou 1’activité de ces porines peut engendrer
des effets immédiats sur la résistance aux antibiotiques. Un des mécanismes de résistance aux
carbapénemes chez les entérobactéries associe une diminution quantitative ou qualitative de
I’expression des porines (Figure 06) et la production d’une enzyme ne possédant pas d’activité
hydrolytique significative vis-a-vis des carbapénémes, comme les céphalosporinases

chromosomiques ou plasmidiques, ou les BLSE.

Ce mécanisme a €té décrit, tout d’abord chez Enterobacter sp. puis dans d’autres espéces
d’entérobactéries qui produisent naturellement une céphalosporinase (entérobactéries dites du
groupes Il : Serratia sp. Citrobacter freundii, Morganella morganii...) (Doumith et al., 2009 ;
Tzouvelekis et al., 1994)
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Figure 06: Mécanismes d’altération des porines (Pageés et al., 2008).

Plus récemment, des mécanismes de résistance aux carbapnénémes, en fait assez similaires, ont
été décrits combinant une céphaloporinase plasmidique (DHA-1, CMY-2...) ou une BLSE (TEM,
SHV, CTX-M...) a de I'imperméabilit¢ dans des especes d’entérobactéries qui n’expriment pas
naturellement de céphalosporinase (Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, E. coli, Salmonella
sp.) (Doumith et al., 2009 ; Martinez, 2008).

Plusieurs études suggérent que ces résistances sont réversibles du fait de 1’instabilité de la
modification de porines. Ce phénomeéne serait la conséquence d’une limitation de croissance
bactérienne liée a une moindre utilisation de substrats exogenes normalement capables de transiter

via ces porines devenues déficientes ou en quantité insuffisante.

Ces souches résistantes aux carbapénémes, mais qui ne produisent pas de carbapénemase, sont
en général beaucoup moins résistantes aux autres familles d’antibiotiques que les entérobactéries
productrices de carbapénemases (EPC). En effet, cette résistance aux carbapénémes n’est pas
transférable, car elle implique des modifications de genes dont la localisation est chromosomique
(ex : porines, céphalosporinases naturelles chez les entérobactéries du groupe I11). Pour ces raisons,
les souches d’entérobactéries résistantes aux carbapénemes, mais qui ne produisent pas de
carbapnénémase, sont considérées comme d’un intérét clinique modéré par comparaison aux EPC
(Doumith et al., 2009).
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2-2 Altération des protéines de liaison des pénicillines :
L’altération de certaines PLP chez P. mirabilis peut étre a I’origine de résistances a

I’imipénéme. Ce mécanisme reste toutefois rare (Neuwirth et al., 1995).

I11. Classification et propriétés de carbapénemases :

Les B-lactamases sont classeées selon deux caractéristiques, fonctionnelles ou moléculaires :
1-Classification fonctionnelle :

Il s’agit de I’ancienne classification des [3-lactamases selon leurs propriétés biochimiques, les
substrats d’hydrolyse et le profil d’inhibition. Elle fut proposée par Bush et coll (Bush et Jacoby,
2010) et classe les B-lactamases en quatre groupes (1 a 4), avec de multiples sous-groupes pour le
groupe 2. Dans cette classification, les carbapénémases sont présentes dans les groupes 2d, 2f, et 3

(annexe 2).
2-Classification moléculaire :

Elle fut établie par Ambler et coll (Ambler, 1980) et divise les B-lactamases en 4 classes (A
a D) selon la structure primaire des enzymes (annexe 02). Les classes moléculaires A, C et D
incluent des B-lactamases ayant une sérine pour site actif, tandis que la classe moléculaire B est
constituée de métallo-enzymes, dont le site actif contient des ions zinc. Les carbapénémases
constituent une famille trés hétérogene, définie sur la base d’un spectre enzymatique (1’hydrolyse
d’au moins un carbapnénéme) et non sur une base structurale. Elles sont ainsi retrouvées au sein
des classes A, B et D d’Ambler.

2-1-Carbapénemases de classe A :

Les carbapénémases de classe A (sous-groupe 2f de Bush) sont des enzymes plasmidiques
ou plus rarement chromosomiques comme SME (Serratia marcescens enzyme), IMI (Imipénémase)
et NmcA (Non-metallocarbapénémase-A) (Bush et al ., 1995). KPC (Klebsiella pneumoniae
carbapénémase) la carbapénémase plasmidique de classe A la plus fréquemment rencontrée,
hydrolyse davantage les céphalosporines et les pénicillines que les carbapnénémes et I’aztréonam

(Thomson, 2010).
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Les enzymes de cette classe A sont inhibées a des degrés variables par 1’acide boronique,
I’acide clavulanique et le tazobactam (Pasteran, 2009) cependant davantage par ce dernier, ’"EDTA

n’a aucune action sur elles (Bush et Jacoby, 2010).
2-2-Carbapénémases de classe B :

Les metallo-p-lactamases (MBL) comme VIM (Verona integron encoded metallo-4-
lactamase), IMP  (Active on Imipenem : carbapénémase) et NDM-1 (New-Delhi métallo-p

lactamase) correspondent a la classe B de la classification d’Ambler (groupe 3 de Bush).

Les MBL different des sérines carbapénemases par la présence d’ions zinc au niveau du site
actif qui catalysent la réaction enzymatique. Elles comptent actuellement plus de 80 enzymes

découvertes a travers le monde.

Dans de nombreuses especes, plus de 75 % de ces genes étant portés par des plasmides
(Bush, 2010). Les MBL hydrolysent largement les carbapénémes, les pénicillines et les

céphalosporines. Elles épargnent 1’aztréonam (Bush et Jacoby, 2010).

Toutes les MBL sont inhibées par des agents chélateurs du zinc comme I’EDTA mais aussi
par I’acide dipicolinique. En revanche, 1’acide clavulanique, I’acide boronique ou le tazobactam

n’exercent aucune activité inhibitrice sur ces enzymes (Bush et Jacoby, 2010).
2-3-Carbapénemases de classe D :

Les carbapénémases de classe D correspondent aux enzymes de type oxacillinases (OXA) a
activité carbapénemase (sous-groupe 2df de Bush) : OXA-48, OXA-163, OXA-181 essentiellement.
Leur activité carbapénemase est cependant faible avec une vitesse d’hydrolyse du méropénéme
inférieure a celle de I’'imipénéme, mais 40 a 50 fois plus faible que celles retrouvées pour les
pénicillines. Elles n’hydrolysent pas ou peu les C3G, ce qui rend leur détection délicate. En revanche,
elles hydrolysent fortement la témocilline (ou 6-a-methoxy-ticarcilline) (Maurer et al., 2015) et

sont définies par leur activité hydrolytique vis-a-vis de la cloxacilline ou de 1’oxacilline.

Ces enzymes sont résistantes aux inhibiteurs de B-lactamases (acide clavulanique et

tazobactam) et ’EDTA n’a aucune action.

Leur présence est souvent couplée a la présence d’une BLSE, ce qui conduit & une multi
résistance des souches sécrétrices. Elles sont le plus fréquemment décrites chez Acinetobacter

baumannii et les entérobactéries (Bush et Jacoby, 2010).

10



Chapitre 01 Revue bibliographique

3-Epidémiologie :
3-1- Epidémiologie mondiale :
3-1-1-Béta-lactamases de classe A :

Parmi les béta-lactamases de classe A, seules les carbapénémases de type KPC ont été tres
largement rapportées dans le monde (Nordmann et al., 2009). Les carbapénemases KPC
(essentiellement KPC-2) ont été identifiées essentiellement chez K. pneumoniae et plus rarement
chez E. coli, P. mirabilis, Enterobacter sp. Serratia sp (Nordmann et al ., 2009).

Aprés leur identification sur la cote est des Etats-Unis, d’autres Souches d’entérobactéries
KPC ont été trés rapportées dans la plupart des états des Etats-Unis, avec une forte prévalence dans
I’état de New York. Dans certains cas, 30 % des souches de K. pneumoniae, productrices de KPC,
exprimaient une BLSE (Nordmann et al., 2009 ; Gootz et al., 2009 ; Kitchelk et al., 2009). Ainsi,
ces souches ont été trés décrites en Israél et en Grece ou elles semblent étre, maintenant,

endémiques (Nordmann et al., 2009 ; Pournaras et al., 2009 ; Leavit et al., 2010).

Elles ont été rapportées également dans la plupart des pays européens de fagcon sporadique,
au Canada, en Amérigue du Sud, dans les Caraibes et en Chine. En France, une dizaine de souches
d’entérobactéries KPC ont été identifiées (Nordmann et al., 2009 ; Barbier et al., 2010 ; Naas et
al., 2010). Dans tous les cas, il s’agit de souches de K. pneumoniae exprimant KPC-2 provenant de

patients hospitalisés auparavant en Gréce et aux Etats-Unis. Deux épidémies de souche

K. pneumoniae ont été identifiées dans plusieurs hépitaux parisiens (Barbier et al ., 2010 ; Naas et
al., 2010), I’origine de I’épidémie était liée, dans 1’un des cas, a une contamination par un

endoscope gastrique (Naas et al., 2010).

D’un point de vue clinique, les souches K. pneumoniae KPC sont associées a des infections
qui n’ont pas de spécificité en ce qui concerne la nature des infections ou leur terrain de survenue
(Nordmann et al., 2009; Carmeli et al., 2010). Cependant, la mortalité liee a ces infections est
élevée (38-57 % en lIsraél et aux USA), du fait de la multi résistance des souches, (Nordmann et
al., 2009; Carmeli et al., 2010). En Grece, cette mortalité est rapportée comme plus faible (22-28
%) (Carmeli et al., 2010). Des études ont montré la diffusion de ce déterminant de résistance dans

les infections de patients de soins de suite et de réadaptation (Endimiani et al., 2009).

11
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3-1-2-Béta-lactamases de classe B :

Les enzymes de type VIM et IMP sont également trés répandues (Queenan et Bush, 2007 ;
Poirel et al., 2007 ; Walsh, 2008). Leur hote le plus habituel est K. pneumoniae avec des niveaux
d’expression de la résistance aux carbapéneémes variables. Plusieurs épidémies de souches
d’entérobactéries MBL ont été identifiées, notamment au Japon, en Italie, en Espagne et en Gréce

(Souli et al., 2008 ; Carmeli et al., 2010 ; Miriagou et al., 2010).

Les sites d’isolement de ces souches sont variables : urines, sang et sécrétions bronchiques
majoritairement. L’Europe du Sud contribue fortement a la diffusion de ces marqueurs de résistance

(VIM-1 notamment) (Giamarellou et Poulakou, 2009).

En Grece, la proportion de souches de K. pneumoniae résistantes aux carbapénemes a
augmenté considérablement passant de < 1 % en 2001 a 20 % dans les unités classiques
d’hospitalisation, a 50 % dans les unités de soins intensifs en 2006. Des souches VIM ont été
trouvées dans 3 hdpitaux en 2002 puis dans 40 hépitaux en 2006 en Gréce (Giamarellou et
Poulakou, 2009).

L’identification de VIM-1 chez P. mirabilis, en Gréce, indique une transmission

communautaire de ce déterminant de résistance (Giamarellou et Poulakou, 2009).

NDM-1 est I’'une des MBL les plus récemment décrites (Yong et al., 2009). Elle aurait déja une
diffusion internationale importante, identifiée au moins en Inde, au Pakistan et en Grande-Bretagne
chez K. pneumoniae et E. coli en milieu hospitalier et également en milieu communautaire

(Livermore D et Walsh T, données personnelles).

La prescription de béta-lactamines ou de quinolones est un facteur de risque d’acquisition de

ces souches MBL (Carmeli et al., 2010).
3-1-3-Béta-lactamases de classe D :

Les conséquences cliniques d’OXA-48 sont par contre maintenant bien établies avec sa
diffusion chez K. pneumoniae dans de nombreux hépitaux en Turquie et dans de nombreux pays du
pourtour méditerranéen (Liban, Tunisie, Israél, Egypte, France) en Grande- Bretagne, en Inde et en
Argentine. En Turquie, plusieurs épidémies d’infections nosocomiales sont associées a ce type des
souches. L’analyse des patients infectés ne fait pas apparaitre de caractéristiques cliniques

particuliéres (Aktas et al., 2008 ; Carrér et al., 2010).
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3-2-Epidémiologie en Algerie :

Les premieres NDM-1 en Algérie ont été identifiées chez des souches d’A.baumannii
isolées chez des patients algériens transférés en France (Boulanger et al., 2012) et en Belgique
(Bogaerts et al., 2012). Une autre étude a récemment rapporté la présence de ce gene chez des
souches d’A.baumannii & I’ouest de 1’ Algérie (Mesli et al., 2013).

La résistance aux Carbapénemes chez A. baumannii est également souvent liée a la
production de carbapénemase de classe D. La premiere oxacillinase OXA-23 (ARI-1) a été
observée des 1985, publiée en 1993 et a diffusé dans le monde entier avant méme 1’utilisation des

carbapénemes (Paton et al., 1993).

Depuis, 4 groupes d’oxacillinases ont été identifiés chez A. baumannii (OXA-23-like, OXA-
24-like, OXA-58-like et OXA-51-like) (Heritier et al., 2005). Dans les groupes OXA-23 et OXA-
58-like, différentes séquences d’insertion présentes a 1’extrémité 50 et/ou 30 (ISAbal, ISAba3 ou

IS18) régulent I’expression des enzymes (Decré, 2012).

En Algérie, OXA-58 flanquée a ces deux extrémités par la séquence d’insertion ISAba3 a
été decrite pour la premiere fois en 2010 a Tlemcen (Drissi et al., 2010). Depuis, plusieurs études
ont rapporte la présence de ces genes OXA-23, OXA-24, OXA-58 et OXA-72 dans le nord du pays
(Bakour et al., 2012 ; Kempf et al., 2012.) OXA-23 est la carbapénémase la plus répandue et

semble étre endémique en Algérie (Mugnier et al., 2010).

Chez les entérobactéries OXA-48 n’a pas été décrite en Algérie, mais Poirel et al suggérent
gue cette enzyme est endémique dans ce pays, suite aux observations positives effectuées chez les

patients transférés de 1’ Algérie (Poirel et al., 2012).
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Matériel et méthodes

I. Mateériel
1- Appareillages :

Autoclave 120°C.

Balance électrique de précision.
Etuve a 37°C.

Microscope optique.

Plaque chauffante.

Agitateur.

Réfrigérateur (-20°C a 5°C).

pH métre.

AN N NN Y U N NN

Vortex.
2- Verrerie et outils :

Béchers (1000 ml, 500 ml).
Flacons stériles 250 ml.

Lames.

Pipettes Pasteur.

Tubes a essai.

Mortier.

Spatules.

Bec Bunsen.

Anse de platine.

Boites de Pétri.
Ecouvillons.

Pince.

Portoirs.

Micropipettes 1000 pl, 200 pl.
Tubes Eppendorf de 1.5 ml.

DN N N N N Y N N U N N N N N NN

Cones.

Pipettes graduées 20 ml, 10 ml, 1 ml.
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3-Réactifs et autres produits :

v
v
v
v
v
v
v
v
v

v

v

v

Colorants de Gram (Violet de Gentiane, Lugol, Fuschine).

Ethanol 95%.

Disques d’antibiotiques (imipénéme et ertapéneme).
Eau distillée stérile.

Eau physiologique stérile.

Huile & immersion.

Huile de vaseline stérile.

Réactif de Kovacs.

Réactif TDA (tryptophane désaminase).

Reactifs VP1 et VP2 (Voges-Proskauer).

Réactifs NR1 et NR2 (nitrate réductase).

Poudre de zinc.

4-Milieux de culture :

v
v
v
v

Bouillon nutritif (BN).
Gélose Mac Conkey (MC).
Gélose nutritive (GN).
Gélose Mueller-Hinton (MH).

5-Produits et solutions chimiques pour la réalisation du test Carba NP :

NN

Rouge de phénol en poudre.
Sulfate de zinc heptahydraté (ZnSO4, 7 H20) en poudre ;

Imipéneéme + Cilastatine (poudre pour solution injectable : antibiotique a usage hospitalier) ;

Tris (hydroxyméthyl) aminométhane chlorhydrate (Tris HCI) en poudre.

Solution hydroxyde de sodium (NaOH) 0,1 N.
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Matériel et méthodes

1. Méthodes

1-Prélévement :

Notre travail pratique a éte effectué au niveau du laboratoire de microbiologie, département

de biologie appliquée, faculté des sciences exactes et des sciences de la nature et de la vie, durant

une période de 03 mois : du 5 février au 3 mai 2018. Il porte sur neuf échantillons de viande de

volailles, prélevées a partir de différentes boucheries de la ville de Tébessa.

Le calendrier des différents échantillons est présenté dans le tableau02.

Tableau 02 : Prélévements réalisés au cours de ’étude.

N° de I’échantillon Date de Site de

prélevement prélevement

01 11/ 02/ 2018 Djebel jorf

02 18/ 02/ 2018 Le grand marché

03 19/ 02/ 2018 El wiame

04 25/ 02/ 2018 Djebel jorf

05 25/ 02/ 2018 Skanska

06 04/ 03/ 2018 Djebel jorf

07 04/ 03/ 2018 Le grand marché

08 05/ 03/ 2018 Djebel jorf

09 05/ 03/ 2018 Djebel jorf

Un échantillon de 100 g du blanc de poulet, a été prélevé, aseptiqguement, dans un sac

plastique, stérile, ligaturé (Figure 07), puis transporté au laboratoire, dans un délai ne dépassant pas

deux heures.

Figure 07 : Echantillon de viande de volaille dans un sac ligaturé.
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2-Préparation de la suspension mére :

- Peser aseptiquement (prés du bec Bunsen) 25 g de viande (en découpant avec un couteau

stérile) dans une boite de Pétri stérile, et les transférer dans un mortier stérile.

- Broyer & sec la viande, puis ajouter progressivement 225ml de bouillon nutritif, en poursuivant

le broyage jusqu’a I’obtention d’une suspension homogeéne (Figure 08).

- Laisser le broyat reposer pendant 15 a 45 minutes a température ambiante dans des conditions

stériles.

Figure 08: Préparation de la suspension mere.

Remarque : vu le manque du tryptone- sel au niveau du laboratoire, on a utilisé le bouillon nutritif.
3-Préparation des dilutions décimales :

- Répartir stérilement le BN dans 3 tubes a essai stériles, a raison de 9 ml par tube.

- A partir de la suspension mére (10™), et a I’aide d’une micropipette, transférer 1 ml dans le
tube N°1, puis homogénéiser pour avoir la dilution 107.

- A partir de la dilution 102, transférer 1 ml dans le tube N°2, pour avoir la dilution 107,

- A partir de la dilution 103, transférer 1 ml dans le tube N°3, pour avoir la dilution 10™.
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4-Ensemencement et incubation :

- Prélever a l'aide d'une micropipette 0,1 ml de la suspension mere et de ses dilutions et les déposer
a la surface du milieu Mac Conkey, a raison de deux boites par dilution.

- Etaler a I’aide d’une pipette Pasteur repliée en rateau, sur toute la surface de la gélose, en allant de
la derniére dilution & la premiére dilution (10 jusqu’a 10™).

- Laisser reposer sur paillasse pendant 20 minutes (couvercle en haut).

- Incuber pendant 24 a 48 h a 37 °C, (couvercle en bas) jusqu’a I’apparition des colonies.
5-1solement et purification :

Apres incubation, faire I’examen macroscopique (description de la forme, la taille, I’aspect
des colonies et le couleur) et I’examen microscopique (coloration de Gram) des colonies. Retenir
seulement les colonies qui présentent des bacilles a Gram négatif. Poursuivre la purification des
isolats a partir des mémes colonies examinées : chaque colonie est repiquée sur le milieu MC, en
faisant des stries éloignées par 1’anse de platine ou par pipette Pasteur (méthode des quadrants).
Aprés incubation pendant 24h a 37 °C, faire la coloration de Gram et vérifier si les colonies
présentent les mémes aspects macroscopique et microscopique présentés dans le premier isolement.

Dans ce cas, procéder a la conservation sur GN inclinée.
6-Conservation :

La conservation se fait par repiquage a partir des isolats purs sur GN inclinée, en faisant des
stries serrées. Apres incubation pendant 24h a 37°C, conserver au réfrigérateur ou a température

ambiante en position verticale (Figure 09) en notant le numéro d’isolat et la date de conservation.

Culture pure
- K3 S o o
@8 e O" Ensemencer ———— s b
e — o - <
...0.0 e .. Aprés repiquage > ceo o o 3
e ® oo o % o o oo o
TN Sur milieu Mac conkey SEYS o2
Prélever une colonie /
= "
/, f Conserver a 4°C . {
>
% B
N = =
e -
Ensemencer la gélose
nutritive inclinée

Figure 09: Technique de purification et de conservation (Marchal et al., 1982).
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7- Identification biochimique par la galerie Api 20E :
L’identification biochimique est réalisée par la galerie API 20F,
7-1- Principe et description :

L’API 20 E est un systéme standardisé pour I'identification des entérobactéries et autres BGN
non fastidieux, comportant 21 tests biochimiques miniaturisés, ainsi qu'une base de données.
La galerie est commercialisée dans des boites stériles, elle comporte 20 microtubes (Figure 10)
contenant des substrats sous forme déshydratée, chaque microtube est partagé en deux parties : le
tubule (en bas) et la cupule (en haut).

Les microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les tests. Les réactions
produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés

par l'addition des réactifs.

La lecture de ces réactions se fait a I'aide du tableau de lecture et I'identification est

obtenue a l'aide du catalogue analytique ou d'un logiciel d'identification (Bio Mérieux SA).

Cupule |

Tubule —|

\
\T*v-J DRy - VU UNININININ NN

A 5 A
wo A wohooc i wmfuer o wo dom oty ol bwn wo sonfme B0 s MW

Figure 10 : Photo d’une galerie API 20°.
7-2- Mode opératoire :

» Préparation de la galerie :
- Réunir fond et couvercle d'une boite d'incubation et répartir environ 5ml d'eau distillée stérile
dans les alvéoles pour créer une atmosphere humide.

- Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite.

- Sortir la galerie de son emballage.

- Déposer stérilement la galerie dans la boite d’incubation (Bio Mérieux SA).
» Préparation de ’inoculum :

Préparer une suspension bactérienne dans 5 ml d’eau physiologique stérile a partir d’une

culture jeune de 18 a 24 h sur GN.

19



Chapitre 02 Materiel et methodes

» Inoculation de la galerie :
- Introduire la suspension bactérienne dans chaque tube a I’aide d’une pipette Pasteur stérile,
pointe appuyée a I’intérieur et sur le coté pour éviter la formation de bulles d’air.

- Pour les caractéres soulignés ADH, LDC, ODC, H,S, URE, ensemencer le tubule par la

suspension et la cupule par I’huile de vaseline stérile.

- Pour les caractéres encadrés VP, CIT, Gel, ensemencer le tubule et la cupule par la suspension.

- Pour les caracteres non encadrés, non soulignés ensemencer uniquement le tubule par la
suspension.

- Refermer la boite d’incubation et la placer a 37°C pendant 18 a 24 heures (Bio Mérieux SA).

7-3-Lecture de la galerie :

- Apres incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au tableau de lecture (Tableau
03).
- Si trois tests ou plus (test GLU + ou -) sont positifs, noter sur la fiche de résultats toutes les
réactions spontanées puis révéler les tests nécessitant 1’addition de réactifs :
» Test TDA : ajouter une goutte de réactif TDA. Une couleur marron-rougeétre indique une
réaction positive a noter sur la fiche de résultats.
» Test IND : ajouter une goutte de réactif JAMES. Une couleur rose diffusant dans toute la
cupule indique une réaction positive a noter sur la fiche de résultats.
» Test VP : ajouter une goutte de réactif VP1 et VP2. Attendre au minimum 10 minutes. Une
couleur rose ou rouge indique une réaction positive a noter sur la fiche de résultats. Une

faible coloration rose apparaissant aprés 10 minutes doit étre considérée négative.

Note : Le test de la recherche de production d’indole doit étre réalisé en dernier, car cette réaction
libere des gaz qui risquent d’altérer I’interprétation d’autres tests de la galerie. Ne pas remettre le

couvercle d’incubation apres 1’ajout du réactif.
Si le nombre de tests positifs avant ajout des réactifs (y compris le test GLU) est inférieur a trois :

- Réincuber la galerie 24 heures (plus ou moins 2 heures) de plus sans rajouter les réactifs.

- Révéler les tests nécessitant 1’addition de réactifs (Bio Mérieux SA).
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Tableau 03 : Tableau de lecture de la galerie miniaturisée Api 20°
Tests Substrat Caracteére recherché Résultats
Négatif Positif
ONPG Ortho-nitro-phenyl- | Beta- galactosidase Incolore Jaune
Galactosidase
ADH L-arginine Arginine dihydrolase Jaune Rouge/orangé
LDC L-lysine Lysine décarboxylase Jaune Rouge/orangé
oDC L-ornithine Ornithine décarboxylase Jaune Rouge/orangé
CIT Citrate de sodium Utilisation du citrate Vert pale/jaune Bleu-vert/vert
H2S Thiosulfate de | Production d’H2S Incolore/grisatre Dép6t noir/fin
sodium liseré
URE Urée Uréase Jaune Rouge/orangé
TDA L-tryptophane Tryptophane désaminase TDA / immédiat
Jaune Marron rougeatre
IND L-tryptophane Production d’indole James/ immédiat
Incolore/ vert | Rose
pale-jaune
VP Pyruvate de sodium | Production d’acétoine VP 1+ VP 2/10mn
Incolore Rose/ rouge
GEL Gélatine de kohn Gélatinase Non diffusion Diffusion du
pigment noir
GLU D-glucose Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
MAN D-mannitol Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
INO Inositol Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
SOR D-sorbitol Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
RHA L-rhamnose Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
SAC D-saccharose Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
MEL D-melibiose Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
AMY Amygdaline Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
ARA L-arabinose Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
Nitrate Potassium nitrate Production de NO, NIT1+ NIT2/2-3mn
réductase Jaune Rouge
Tube Réduction au stade N, Zinc/ 5mn
GLU Rouge/orangé Jaune

VP: Réaction de VVoges-Proskauer. H2S: recherche d’un thiosulfate réductase.
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7-4- Interprétation :

L’identification a ¢ét¢ réalisée a 1’aide d’un logiciel d’identification (feuille Excel pour

I’identification microbienne).

8-Etude de la sensibilité aux carbapénémes :

L’étude de la sensibilité aux carbapénémes (I’imipénéme et I’ertapéneéme), est réalisée selon

la méthode de diffusion en milieu gélosé (méthode des disques).
a) Principe :

La méthode des disques consiste a déposer a la surface de la gélose Mueller-Hinton préalablement
ensemencée avec une suspension bactérienne, des disques pré imprégnés d’une dose connue des
différents antibiotiques. Chaque antibiotique diffuse au sein de la gélose a partir du disque et y
détermine des concentrations inversement proportionnelles a la distance du disque. Apreés incubation
a 37°C pendant 24 heures, chaque disque est entouré d’une zone d’inhibition de la croissance
bactérienne. La multiplication des bactéries s’arréte 1a ou existe dans la gélose, une concentration
d’antibiotique égale a la concentration minimale inhibitrice (CMI). Les caracteres de sensibilité ou de

résistance de la souche en seront deduits (Delarras, 1998).
b) Milieu utilisé :

On utilise un milieu non sélectif Mueller-Hinton, il doit étre coulé en boites de Pétri sur une

épaisseur de 4mm, les boites doivent étre séchées avant leur emploi (Mendaci et Mihoubi, 2015).

¢) Technique :

» Préparation de I'inoculum

Préparer une suspension bactérienne (a partir d'une culture jeune de 18 a 24 heures), prélever
au moins 03 colonies et émulsionner dans 05 ml d’eau physiologique stérile. Bien homogénéiser la

suspension bactérienne (CA-SFM, 1998).
» Ensemencement

L’ensemencement se fait par la méthode d'écouvillonnage :
- Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne et laisser s'imbiber.
- Le sortir du tube en l'essorant doucement sur la paroi.

- Ensemencer la boite de MH, en frottant I'écouvillon sur sa surface et en tournant la boite 3 fois

22



Chapitre 02 Materiel et methodes

de 60°C afin d'assurer une bonne distribution de I'inoculum.
- Laisser sécher les boites pendant 15 a 20 minutes (CA-SFM, 1998).

» Application des disques et incubation

Appliquer les disques a l'aide d'une pince préalablement flambée, en appuyant légérement.
Les disques doivent étre parfaitement appliqués a plat sans glissement. Une distance minimale de
15 mm doit séparer un disque périphérique du bord de la boite, et chaque disque doit étre éloigné
au minimum de 30 mm des autres. Incuber les boites & 37°C pendant 24 heures, couvercle en bas
(CA-SFM, 1998).

b) Lecture et interprétation :

Pour chaque antibiotique: mesurer le diamétre de la zone d'inhibition au revers de la gélose.
L’interprétation des souches (sensibles, intermédiaires ou résistantes) se fait selon les diameétres
critiques recommandés par CA-SFM (2018). Chaque disque a une concentration minimale
inhibitrice, caractérisée par un diamétre d’inhibition, la comparaison des diamétres mesurés autour
des disques déposés et ceux recommandés permettra de détecter le phénotype sensible,

intermédiaire, et résistant :

e Si le diamétre de la zone d'inhibition est > D : la souche est dite sensible (S).
e Si le diamétre de la zone d'inhibition est < d : la souche est dite résistante (R).
e Sid < diamétre de la zone d'inhibition < D : la souche est dite intermédiaire (I) (CA-SFM,

1998).

Tableau 04 : Diameétres critiques des zones d’inhibition correspondant aux
Carbapénemes utilisées (CA-SFM 2018).

Diametres critiques (mm)
Antibiotique Sigle Charge du disque d D
Ertapéneme ETP 10 pg 22 25
Imipéneme IMI/IPM 10 ug 16 22
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9-Détection des carbapénemases par le test Carba NP (Carba Nordmann-Poirel) :
a) Principe :

Le Carba NP test est une méthode biochimique de détection des carbapénémases developpée par
Nordmann et son équipe. Ce test met en évidence 1’acidification du milieu grace a un indicateur
coloré lors de I’hydrolyse de I’imipénéme par une carbapénémases. L’indicateur coloré, le rouge de
phénol, vire au jaune lors de I’hydrolyse de I’imipénéme par production d’acide et donc diminution
du pH (Figure 11).

Le Carba NP test a été évalué au Centre national de référence (CNR) a partir de plus de 4000
souches de sensibilité diminuée aux carbapénémes. Il présente de trés bonnes sensibilité et spécificité
(100%), c’est un test rapide et peu onéreux dont la mise en place peut se faire dans tout laboratoire de

microbiologie (Dortet et al ., 2013).

Ce test est actuellement recommandé en premiere ligne pour le dépistage de Dactivité
carbapénémase par le CLSI (Clinical & laboratory standards institute) aux Etats-Unis (Decousser et
al., 2017).
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Figure 11 : Principe du Carba NP test (Nordmann et al., 2014).
b) Préparation de la solution A :
La solution A (solution contenant I’indicateur de pH) est préparée comme suit :
- Préparer une solution concentrée de rouge de phénol 0.5% poids/volume.
- Mélanger 2ml de la solution concentrée de rouge de phénol dans 16.6ml d’eau distillée.
- Ajuster le pH a 7.8 en ajoutant, goutte a goutte d’une solution de NaOH (1 N).
- Ajouter 180 pl d’une solution de ZnSO, 10 mM pour obtenir une concentration finale de
ZnS04a 0.1 mM,
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La Solution A est stable a température ambiante pendant 1 semaine et peut étre conservée pendant
plusieurs mois a -20°C. La solution A + imipenéme (6 mg/ml) doit impérativement étre préparée

extemporanément.

c) Protocole :

- Ajouter 100 pl du tampon de lyse Tris-HCI 20 mM dans 2 tubes Eppendorf de 1.5 ml.

- Bien resuspendre une 1/2 6se calibrée (10 pl) de colonies bactériennes dans chacun des deux
tubes contenant le tampon de lyse (les colonies bactériennes peuvent étre obtenues directement
a partir d’un antibiogramme prélevées autour du disque de Carbapéneme).

- Vérifier que les bactéries ont bien été remises en suspension. Si nécessaire, mélanger par
Pipetage (de haut en bas) ou par vortex pour bien dissocier les colonies bactériennes dans le
tampon de lyse.

- Pour chaque souche a tester, ajouter (i) 100 ul de Solution A dans le premier tube eppendorff
puis (ii) 100 pl de Solution A + imipéneme 6 mg/ml dans le second tube eppendorff.

- Incuber a 37°C pendant un maximum de 2 h.

- Lecture visuelle de la couleur de chaque tube (CNR).

d) Interprétation :

Tableau 05 : Interprétation des résultats du Carba NP Test (CNR).

Tube 1 Tube 2

(sans imipénéme) (plus imipéneme) Interprétation
Rouge Rouge Pas de carbapénemases
Rouge Orange/Jaune Carbapénemases
Jaune Jaune Non interprétable
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Non carbapenemase Carbapenemase
producer producer

Sol A
Sol A +
imipenem

.

Figure 12 : Les résultats de Carba NP test (CNR).

Résultat positif a droite et résultat négatif a gauche

10-Détection des carbapénemases par le test de Hodge modifié :

Un autre test phénotypique anciennement recommande par le CLSI est le Hodge test modifié
(Lee et al., 2001) : il permet, de fagon non spécifique, de détecter la production d’une
carbapénémase épidémique sans préjuger de la classe d’Ambler. Malgré des avantages certains (peu
couteux, bonne détection des souches productrices de carbapénemases de type OXA-48 et KPC), ce
test présente de nombreux inconvénients : faux négatifs avec des souches produisant une NDM ;
nombreux faux positifs essentiellement pour Enterobacter spp. Sur exprimant leur céphalosporinase
naturelle ; et delai de rendu long (24 h a 48 h aprés obtention de I’antibiogramme) incompatible

avec une identification rapide des carbapénémases (Dortet et Cuzon, 2015).

a) Principe :
Ce test est basé sur la déformation de la zone d’inhibition d’une souche sensible aux
carbapénemes grace a la présence d’une souche productrice d’une carbapénémase.
b) Technique :
- ensemencer une souche d’E. Coli ATCC 25922 sauvage en culture confluente sur une
gélose MH.
- deposer au centre de la boite un disque de carbapéneme (imipénéme dans notre travail)
- ensemencer la souche a tester par une strie partant du disque d’antibiotique jusqu’au
bord de la boite (Girlich et al ., 2011).
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c) Lecture:

Aprés incubation pendant 18h & 37°C, la présence d’une carbapénémase est révélée par une
déformation de la zone d’inhibition due a P’activité enzymatique autour du disque d’antibiotique

proche de la souche suspecte (Figure) (Girlich et al ., 2011).

Test de Hodge négatif / . .
= souche non productrice de carbapénémose P4 7
— Culture confluente d'€. coli ot L3
©)
— — Diameétre dinhibition d'E. cdi . négatif
Test de Hodge positif
= souche productrice de carbapénémase (?)

Figure 13 : Principe du test de Hodge modifié (Riethmuller, 2013)
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Chapitre 3 Reésultats et discussion

1-Examen macroscopique

Les principaux aspects macroscopiques des isolats obtenus sur Mac conkey sont
présentés dans les figures 14 : des colonies roses (a et d), des colonies blanchétres (b), des

colonies rouges (c et f) des colonies transparentes (e).

(a) : isolat 56

(c) : isolat 20

(e) : isolat 46 (F) : isolat 38

Figure 14 : Principaux aspects macroscopiques sur Mac Conkey.
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2-Examen microscopique :

Cette étape a permis d’observer des BGN droits, courts ou moyens, épais ou fins, isolés
OuU regroupes en paires, ou en chainettes de longueur variable, ou bien des coccobacilles isolés

ou regroupés en paires.
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Figure 15 : Principaux aspects microscopiques observés apreés coloration de Gram.

La purification basée sur les examens macroscopiques et microscopiques nous a permis
d’obtenir 75 isolats de BGN.
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Résultats et discussion

3-ldentification biochimique :

Tous les isolats de BGN ont été identifiés, les résultats des différents tests

d’identification réalisés sont présentés dans le tableau C (voir annexe). Et le tableau 06

présente les résultats de 1’identification réalisée.

Tableau 06 : Résultats de I’identification par I’Api 20E

Isolat | Espece bactérienne Isolat | Espece bactérienne

S1 Salmonella arizonae S39 Serratia odoriferal

S2 Salmonella arizonae S40 Serratia odoriferal

S3 Salmonella arizonae S41 Serratia odoriferal

S4 Salmonella arizonae S42 Serratia odorifera 1

S5 Salmonella arizonae S43 Serratia odorifera 1

S6 Serratia odorifera 1 S44 Serratia fonticola

S7 Serratia odorifera 1 S45 Citrobacter koseri /farmeri
S8 Serratia odorifera 1 S46 Serratia odorifera 1

S9 Serratia odorifera 1 S47 Serratia odorifera 1

S10 Serratia odorifera 1 S48 Serratia odoriferal

S11 Kluyvera spp S49 Klebsiella ornithinolytica
S12 Kluyvera spp S50 Serratia odorifera 1

S13 Escherichia coli S51 Escherichia coli 1

S14 Serratia odorifera 1 S52 Enterobacter cloacae
S15 Escherichia colil S53 Klebsiella ornithinolytica
S16 Serratia odorifera 1 S54 Escherichia colil

S17 Escherichia coli 1 S55 Escherichia colil

S18 Kluyvera spp S56 Serratia odorifera 1

S19 Kluyvera spp S57 Serratia odoriferal

S20 Serratia odorifera 1 S58 Serratia odorifera 1

S21 Kluyvera spp S59 Enterobacter sakazakii
S22 Serratia odorifera 1 S60 Serratia odorifera 1

S23 Escherichia colil S61 Serratia odorifera 1

S24 Citrobacter freundii S62 Serratia odorifera 1

S25 Escherichia colil S63 Serratia odorifera 1

S26 Kluyvera spp S64 Serratia odorifera 1

S27 Salmonella arizonae S65 Serratia odorifera 1

S28 Serratia odoriferal S66 Serratia odorifera 1

S29 Kluyvera spp S67 Citrobacter freundii

S30 Serratia odorifera 1 S68 Escherichia coli 1

S31 Serratia odoriferal S69 Serratia odorifera 1

S32 Serratia odorifera 1 S70 Klebsiella ornithinolytica
S33 Klebsiella ornithinolytica | S71 Serratia odorifera 1

S34 Kluyvera spp S72 Serratia odorifera 1

S35 Kluyvera spp S73 Escherichia coli 1

S36 Klebsiella ornithinolytica | S74 Escherichia coli 1

S37 Serratia odoriferal S75 Serratia odorifera 1

S38 Kluyvera spp
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Quelques exemples d’API 20F de différentes souches, sont présentés dans les figures 16 & 24.

Figure 16 : Photographie de I'Api 20E de la souche 40 (Serratia odorifera 1).
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Figure 17 : Photographie de I'Api 20E de la souche 15 (Escherichia coli 01).
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Figure 18 : Photographie de I'Api 20E de la souche 11 (Kluyvera spp).
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Figure 19 : Photographie de I'Api 20E de la souche 03 (Salmonella arizonae).
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Figure 23: Photographie de I'Api 20E de la souche 58 (Enterobacter sakazakii).
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Figure 24 : Photographie de I'Api 20E de la souche 51 (Enterobacter cloacae).

4-Répartition des souches selon les genres :

Les résultats ont montré que les souches appartiennent a 7 genres différents dont
Serratia domine avec un pourcentage de 50.67 % (Figure 25). Escherichia occupe la
deuxiéme position avec une fréquence égale 14.67 %, puis Kluyvera avec un pourcentage de
13.33 % tandis que les genres Salmonella, Klebsiella, Citrobacter et Enterobacter ont
présenté les taux les plus faibles : 08%, 6,67%, 4%, 2,67% respectivement.

Les genres auxquels appartiennent les souches isolée dans notre étude sont les mémes
rapportés dans une autre étude (Yulistiani et al., 2017) sur la prévalence des Entérobactéries
résistantes aux antibiotiques dans le viande de poulet, mais avec des pourcentages

différents.

H Serratia M Escherichia B Kluyvera B Salmonella

H Klebsiella m Citrobacter Enterobacter

Figure 25 : Répartition des souches en fonction des genres.
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5-Reépartition des souches selon les espéces :

2,67% 1,33%_1,33%

1,33%

1,33%
L M Serratia odorifera

B Escherichia colil

u Kluyvera spp

B Salmonella arizonae

H Kleibsiella ornithinolytica
m Citrobacter freundii

Citrobacter koseri /farmeri

Enterobacter cloacae
Enterobacter sakazakii

Serratia fonticola

Figure 26 : Répartition des souches en fonction des especes.

D’aprés la figure 26, on remarque que les souches appartiennent & 10 espéces
différentes, 1’espéce la plus fréquente étant Serratia odorifera 1 (49,33%), suivie par

I’espéce Escherichia coli 01 avec une fréquence de 14.67%.

Kluyvera spp vient en troisieme position avec une fréquence de 13.34%, puis
Salmonella arizonae et Klebsiella ornithinolytica présentant 08% et 6,67% respectivement.

Les autres espéces ont présenté des pourcentages faibles.

Les espéces trouvées dans notre étude peuvent avoir deux origines : origine endogéne
(Panimal, principalement a partir du tube digestif) ou origine exogéne (manipulateur,
matériel, environnement). Concernant leur pouvoir pathogéne, certaines peuvent étre
incriminées dans des infections d’origine alimentaire plus ou moins graves selon 1’agent
responsable.

> Serratia: les espéces du genre Serratia sont représentées par Serratia
odorifera et Serratia fonticola qui peuvent étre isolées des plantes (Iégumes, champignons,
mousses) du tube digestif des rongeurs et les petits mammiferes sauvages, des insectes, de
I’eau et de sol.

Des cas d’infections authentiques a Serratia odorifera ont été décrits chez des

individus souffrant de pancréatites ou de diverses maladies chroniques. Serratia fonticola est
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rarement mise en évidence dans les sécrétions bronchiques, les selles, le pus sans que son

pouvoir pathogene soit démontré (Benmesmoudi, 2015).

»  Citrobacter : ce genre est représenté par Citrobacter freundii et Citrobacter
koseri qui sont fréquemment trouvées dans l'eau, le sol, la nourriture, et les intestins des
animaux et des humains (Benmesmoudi, 2015). Les Citrobacter sont des agents pathogenes
nosocomiaux opportunistes rares et peuvent persister dans la population héte pour de longues

périodes.

> Salmonella : il est représenté par Salmonella arizonae. La présence de
Salmonella dans la viande de volaille indique que la contamination peut se produire pendant
le processus d'abattage ou d’éviscération. Elles peuvent causer les toxi-infections d’origine
alimentaire et constituent la cause la plus fréquente de maladies intestinales chez I’homme

dans la plupart des pays (Hamadou et al ., 2017 ; Chaiba et al ., 2017).

» E. coli: les E. coli sont des entérobactéries considérées comme des hotes
normaux du tube digestif de I'hnomme et de la plupart des animaux a sang chaud, leur présence
est un indicateur de contamination fécale (Fofana, 2004) et qui correspond a un défaut de la
technique d’abattage, ou une contamination croisée, mais peut également étre due a une
contamination par les personnes manipulant les denrées alimentaires. Ces bactéries sont

responsables d’infections digestives ou extra-digestives (Ghafir et Daube, 2007).

> Kluyvera: c’est une bactérie largement répandue dans I’environnement
humide (eaux de boisson, eaux usées, sol, aliments, évier d’hopital. . .) (Bellaoui et al., 2008).
La plupart des infections a Kluyvera spp rapportées sont sporadiques et étre a 1’origine
d’épidémie (Thelea et al ., 2017) et des infections nosocomiales sévéres : infections des
voies urinaires, abceés intra-abdominales associées au cathéter, bactériémie et choc septique.
Semblable a d'autres entreobacteriaceae, Kluyvera spp ont été impliqués dans des infections
opportunistes chez les patients immunodéprimés (Thelea et al ., 2017).

»  Enterobacter : le genre Enterobacter est présenté par deux espéces : Enterobacter
sakazakii et Enterobacter cloacae. Cette derniére est commensale du tube digestif de
I'Homme et des animaux, pouvant étre rencontrée dans le sol et les eaux d'égouts. Certaines
souches peuvent étre responsables d'infections. C’est une cause rare mais connue de
septicémie néonatale et d'une forme de méningite a évolution grave provoguant une mortalité
de 10 & 80 % des infections nosocomiales (Ghafir et Daube, 2007).

35


http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Enterobacter_cloacae&action=edit

Chapitre 3 Reésultats et discussion

» Klebsiella ornithinolytica : bactérie saprophyte isolée de 1’homme, de 1’eau, des
plantes et du sol, naturellement présente sur la peau, les muqueuses et le tube digestif de
I’homme. Les sources de contamination par cette bactérie sont : les muqueuses, la peau, les

selles, I’eau, les mains et les objets contaminés (Ghafir et Daube, 2007).

Des enquétes menées aux différents points de la filiere de production (couvoirs,
élevages, moyens de transport, chaines d'abattage, ateliers de transformation...) ont permis de
mettre l'accent sur le role possible des différentes étapes sur la contamination finale
(Lahellec, 1988). Ainsi, les couvoirs peuvent devenir des sources de contamination si les
conditions d'hygiene sont défectueuses dans les éclosoirs et dans les incubateurs. En plus, les
élevages sont des sites privilégiés d'inter contamination lorsque plusieurs parametres peuvent
apparaitre potentiellement favorables (salmonelles résidentes, vecteurs animés, aliment, ...)
(Colin, 1988).

Enfin les opérations ultérieures d'abattage et de transformation constituent aussi des
étapes a risque pour l'introduction ou la diffusion des germes, notamment ceux résistants aux
antibiotiques (Lahellec, 1988 ; Cardinale et al ., 2000).

6-Sensibilité des souches aux carbapénémes :

Les résultats de test de sensibilité aux deux carbapénémes : imipéneme et
ertapénéme, ont permis de répartir les souches dans les trois catégories R, S, et I selon les
pourcentages indiqués dans la Figure 27. Le comportement des 75 souches isolées vis-a-vis
des carbapénemes est présenté dans le tableau D (Voir annexe 04).

70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00% -
10,00% -
0,00% -

u |MP
mETP

R | S

Résistante Intermédiaire Sensible |

Figure 27 : Histogramme représentatif de la sensibilité aux carbapénemes des
souches isolées
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NB : Parmi 75 souches, seulement 62 souches ont éte testées a 1’ertapénéme vu le manque des
disques d’antibiotique.

La figure 27 montre que les souches étudiées dans notre travail, expriment un taux de
résistance élevé a I’ertapénéme (58,06 %) et un taux de résistance modéré a I’imipenéme
(26,67 %). Ceci peut étre expliqué par la capacité évidente des entérobactéries d'acquérir et
d'échanger des genes porteurs de facteurs de resistance et beaucoup des membres les plus
importants de cette famille sont devenus de plus en plus résistants aux antibiotiques

actuellement disponibles (Yulistiani et al., 2017).

Tableau 07 : Pourcentage de résistance aux carbapénemes selon le genre

Escherichia | Salmonella | Citrobacter | Serratia Kluyvera Enterobacter | Klebsiella

Effectif 2 4 1 10 2 0 0

(%) dES 0 0 0 0, 0, 0, 0
résistants (18,18%) (66,67%) (33,33%) (26,31%) (20%) (00%) (00%)

a I’'IMI

Effectif 6 5 1 18 5 0 2

(%) dES 0 0 0 0, 0, 0, 0
résistants (75%) (83,33%) (33,33%) (58,06%) (50%) (00%) (50%)
al’ETP

Dans la présente étude, les souches de Citrobacter ont présente un taux de résistance
égale a 33,33% a I’imipeneme (Tableau 09). Cette valeur est inférieure a celle rapportée par
(Shrestha et al., 2017) qui était 32,6%.

Concernant les souches des d’Escherichia, elles ont présenté une résistance a
I’imipéneme de 18,18% et de 75% pour I’ertapénéme. Ces résultats different de ceux
rapportés dans deux études similaires (Shrestha et al., 2017; Randall et al., 2017) ou des
souches isolées a partir de viande de poulet n’ont présenté aucune résistance aux
carbapénemes. Une autre étude sur les E. coli productrices de BLSE isolées chez les volailles
vendues au détail (Egea et al ., 2012) a montré la sensibilité totale des souches vis-a-vis au

carbapénémes.

Pour les souches de Salmonella qui présente une résistante de 66,67% a I’imipenéme
et de 83,33% a ’ertapénéme. Ces résultats différent de ceux rapportés par (Shrestha et al .,

2017) dont aucune souche n’a présenté une résistante a I’imipéneme.

D’aprés le tableau 09, on remarque que Salmonella, Escherichia et Serratia
présentent les taux de résistance les plus éleves aux carbapénemes. Ceci est possible en raison
de Salmonella et E. coli sont les deux espéces dominantes de bactéries trouvées dans la
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viande de poulet, ainsi les bactéries sont les plus exposées aux antibiotiques et peuvent
survivre avoir la plus haute résistance (Yulistiani et al ., 2017) Ainsi, les souches

d’Enterobacter et Klebsiella n’ont présenté aucune résistance a I’imipéneme.

Il a été rapporté dans une autre étude concernant 1’épidémiologie des
Entérobacteriaceae résistantes aux carbapénemes (ERC) de 2000 a 2012 en Asie, que la
prévalence des ERC était encore faible pendant la période d'étude avec des taux moyens de
résistance de 0,6- 0,8% a I’imipénéme. Dans la méme étude, Serratia spp a représenté la plus
grande proportion (1,8%) parmi les isolats résistants a I’imipénéme. Ce résultat se concorde
avec celui trouvé dans notre travail ou Serratia spp a présenté la plus grande proportion (50%)

des souches résistantes a I’imipéneme (Xu et al., 2015)
7- Détection des EPC :

Dans notre étude, nous avons utilisé deux méthodes pour détecter la production de
carbapénémases a savoir: le test biochimique Carba NP et le test de Hodge modifié. Il faut
signaler que ce dernier test n’a été réalisé que pour les souches Carba NP positives. Il ne
s’agit pas d’un test confirmatif, mais il a été réalisé dans le but de démontrer la sensibilité¢ de

test Carba NP par rapport au test de Hodge modifié.

7-1Test Carba NP :

Le test de carba NP a été positif pour 6 souches parmi 75 souches étudiées (Tableau
10). Le taux des EPC parmi les entérobactéries totales est donc de 8%. Ce résultat est
inférieur a celui rapporté par (Abdallah et al., 2015) qui était 11,32%. Quelques
photographies des résultats du test carba NP sont présentées dans les figures 28.

Tableau 08 : Résultats du test Carba NP

Reésultats | Positif Négatif Non interprétable Total
Nombre de 6 48 21 75
souches
Pourcentage | 8% 64% 28% 100%

38



Chapitre 3 | Reésultats et discussion

(h)

Figure 28 : Quelques exemples de résultats du test Carba NP
1 : Solution A, 2: Solution A + imipenéme, (a), (b), (c), (d), (e) : résultats positifs, (), (g) :
résultats négatifs, (h) : résultat non interprétable.
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7-1-1 Répartition des EPC en fonction des espéces :

| Serratia odorifera
| Escherichia coli

i Salmonella arizonea

Figure 29 : Repartition des EPC en fonction des espéces
Serratia odorifera a occupeé la premiére position parmi les EPC, E. coli et Salmonella

arizonae occupent la deuxiéme position avec des pourcentages égaux (16,67%).
Ces résultats différents de ceux rapportés par (Randall et al., 2017).

Les souches d’E.coli isolée a partir des différents types de viande (volaille, porc...) ne

produire aucune type de carbapénemase.

La dissémination rapide des genes de carbapénemases au sein des entérobactéries peut
étre due a plusieurs facteurs. D’une part, les Entérobactériaceae sont des habitants de la flore
intestinale et des pathogenes importants dans les milieux nosocomial et communautaire et
elles se propagent facilement entre les humains par les mains, de méme que par les aliments et
l'eau contaminée. D’une autre part, elles ont également une propension a acquérir du mateériel
génétique par transfert horizontal de genes, principalement par des plasmides et des
transposons et parmi les principaux meécanismes responsables de la résistance aux
carbapénémes chez les Entérobactériaceae, lI'acquisition de génes spécifiques codant pour les
carbapénémases joue le role le plus important. En effet, de nombreux travaux de recherche
ont montre que les génes codant pour les carbapénemases sont principalement localisés dans
les plasmides et associés a diverses structures genétiques mobiles, telles que les transposons
ou les intégrons, une telle caractéristique accélére certainement la dissémination inter / intra

spécifique des génes des carbapénémases.
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Ainsi, la prévalence élevée des bactéries productrices des BLSE et les options
thérapeutiques limitées pour les infections dues aux souches multi résistances, augmentent la
consommation de carbapénemes. Donc les entérobactéries résistantes aux carbapénemes sont

les résultats de la pression sélective des antibiotiques (Xu et al., 2015).

7-2 Test de Hodge modifieé :

Le test de Hodge effectué sur les souches Carba NP positives s’est révélé négatif (Figure 30)

Figure 30: Résultats du test de Hodge modifié.

Ce résultat peut indiquer des cas de faux négatifs qui peuvent étre observés avec des
souches produisant une NDM.

8 -L’utilisation des antibiotiques en médecine vétérinaire et la diffusion des souches

multi résistantes :

La présente étude a montré un taux élevé des ERC, ainsi qu’un pourcentage non
négligeable des EPC dans les viandes de volailles commercialisées a Tébessa. Ces résultats

pourraient étre justifies par 1’utilisation abusive des antibiotiques chez le poulet de chair.

Depuis les années 1950, chez I'animal, les agents antibactériens sont utilisés, soit
comme médicaments destinés a la prévention et au traitement d'infections bactériennes, soit

en tant qu'additifs alimentaires comme facteurs de croissance.

Les molécules utilisees pour traiter les infections bactériennes appartiennent aux
mémes familles d'antibiotiques que celles qui sont utilisées en médecine humaine. Les
antibiotiques sont aussi utilisés de facon préventive, notamment dans les élevages industriels

ou sont rassemblés un trés grand nombre d'animaux dans des espaces restreints. Cette
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utilisation est fréquente dans les grands élevages, devant une circonstance pouvant
occasionner un «stress » avec un risque infectieux élevé. Certains antibiotiques a spectre
étroit ont été utilisés comme promoteurs de croissance, apres la découverte fortuite de leur
effet zootechnique a des doses infra-thérapeutiques. Ces additifs augmentent la vitesse de
croissance des animaux de 3 a 7 %. La supplémentassions des aliments avec un facteur de
croissance concerne 96 % des dindons, 68 % des poulets de chair, 81 % des pintades et 20 %

des poules pondeuses.

Dans les années 1960, une commission mixte sur l'usage des antibiotiques en élevage
et en médecine humaine reconnaissait déja que l'administration d'antibiotiques,
particulierement a doses infra-thérapeutiques, présentait un risque pour la santé animale et
humaine. Ces différentes utilisations des antibiotiques en élevage ont amélioré I'état sanitaire
des animaux, mais leur utilisation importante a eu pour conséquence la sélection de bactéries
résistantes au sein des especes qui composent la flore intestinale des animaux (Carole et al .,
2003).

La fréquence de l'antibiorésistance aussi bien parmi les germes pathogenes que
saprophytes, qui constituent les flores de l'animal, pose des problemes thérapeutiques et

hygiéniques que ce soit pour I’animal ou I’Homme.

Premierement chez 1’animal, la résistance chez les agents pathogenes des animaux
varie grandement de 0 a 90% selon l'antibiotique testé, les espéces hotes de l'animal et
I'emplacement géographique. L'antibiorésistance est une préoccupation pour la santé animale,
lorsque les antibiotiques perdent leur efficacité pour le traitement ou la prophylaxie des
infections bactériennes, entrainant ainsi une morbidité et une mortalité accrues chez les
animaux. Ceci conduit a l'utilisation de médicaments plus colteux, augmentant les colts de

soins de santé des animaux (Tancrede ,1983 ; Jouy et al ., 2002).

Chez I’Homme, le transfert de bactéries résistantes des animaux a I'nomme est bien
documenté dans la littérature. L'homme peut acquérir des bactéries résistantes suite a une
exposition directe, en élevages. Des enquétes récentes montrent que les fréquences de portage
intestinal  d'entérobactéries résistantes a différentes classes d'antibiotiques sont
significativement plus grandes chez les personnes travaillant dans des élevages que chez des
sujets vivant en zone urbaine. Les bactéries du tube digestif des animaux peuvent contaminer
le sol souillé par les matiéres fécales, ce qui peut favoriser la dissemination des bactéries

résistantes dans I'eau et chez les plantes. De plus, les bactéries résistantes sélectionnées dans
aqz
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les elevages peuvent entrer dans la chaine alimentaire et contaminer I'nomme. La flore fécale
des animaux peut contaminer les denrées alimentaires et contribuer a la flore microbienne de
nombreux aliments. L'ensemble de la chaine de production n'est pas stérile et de nombreuses

voies permettent le transfert de ces bactéries tout au long de la chaine.

Un autre facteur d'apparition de résistance chez I'homme est lié aux antibiotiques eux-
mémes et non plus aux bactéries. lls peuvent en effet laisser des résidus dans la viande ou le
lait. Avec les additifs, il n'y a pas de résidus, car les antibiotiques autorisés sont utilisés a
faible dose dans l'alimentation des animaux et ont une faible biodisponibilité par voie orale.
En revanche, dans les traitements vétérinaires, la dose thérapeutique est plus forte et certains
antibiotiques ont une bonne biodisponibilité par voie orale. Si on abat I'animal sans respecter
le délai d'attente Iégal avant abattage, des résidus d'antibiotiques peuvent étre présents dans la
viande. Bien que ces résidus antibiotiques ne semblent pas favoriser la sélection des bactéries
résistantes dans l'intestin de I'homme, ils peuvent faire courir un risque allergique chez les

consommateurs.

De plus, I'aliment médicamenteux, sous forme de poudre ou de granulés, pourrait étre
inhalé du fait de poussiéres en suspension dans les locaux de stockage et a I'occasion de la
distribution de I'aliment. Il exercerait ainsi une pression sélective sur la flore des personnes

manipulant ces produits.

Le véritable danger de I'utilisation des antibiotiques dans I'alimentation des animaux ne
provient pas des résidus ingérés par le consommateur mais plutdt de la sélection, dans le tube
digestif de I'animal, de bactéries résistantes aux antibiotiques susceptibles de se transmettre a
I'hnomme a travers les aliments ou de transmettre leur géne de résistance. Le premier risque est
lié a la sélection de bactéries pathogénes pour I'homme résistantes a des antibiotiques utilisés
en thérapeutique humaine (Carole et al ., 2003).

Face a l'augmentation de la prévalence des bactéries pathogenes résistantes aux
antibiotiques, aussi bien en médecine humaine que vétérinaire, la mise en place de réseaux qui
permettent de suivre cette évolution est indispensable (agence francaise de sécurité
alimentaire, 2000; Jouy et al ., 2002).

Ces réseaux permettent la détection de nouveaux phénotypes de résistance et I'étude
des mécanismes correspondants, ainsi qu'une meilleure connaissance globale de

I'antibiorésistance dans les élevages et donc une meilleure orientation thérapeutique.
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La comparaison des souches résistantes isolées dans les élevages d’animaux, les
laboratoires de diagnostic vétérinaires, d'industrie alimentaire, d'hygiéne, de bactériologie
médicale devrait permettre de mieux définir la pratique d'emploi des antibiotiques (Tancrede
,1983) Ces études épidémiologiques pourraient étre entreprises avec la participation des
pouvoirs publics et des fabricants d'antibiotiques. Des reseaux de surveillance de
I'antibiorésistance ont vu le jour dans de nombreux pays, a la fois en médecine vétérinaire et

humaine.

Enfin, on peut dire que la résistance des bactéries pathogénes aux antibiotiques n'est
pas un phénomeéne nouveau dans la pratique de la médecine humaine et vétérinaire, mais c'est
un probléme qui devient de plus en plus dangereux et doit étre contenu pour protéger et
prolonger l'efficacité et la durée de conservation des antibiotiques disponibles. Ceci est tres
important en raison de la lenteur de la recherche et du développement de nouveaux
antibiotiques et d'autres antimicrobiens capables d'apaiser efficacement le probléme de
résistance que les bactéries pathogénes expriment in vivo contre les antibiotiques (Chinwe et
al ., 2014).
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Conclusion et perspectives

L'objectif de notre travail a été d'évaluer la contamination des viandes de volailles
commercialisées dans la région de Tébessa, par les entérobactéries productrices des carbapénemases

(EPC) qui constituent un probléme pour la santé animale et humaine.

Au cours de notre étude, 75 souches d’entérobactéries ont été identifiées, révélant une
certaine diversité des genres et des especes. Les genres les plus fréquents sont : Serratia (50,67%),
Escherichia (14,67%) et Kluyvera (13,33%). Les genres Salmonella, Klebsiella, Citrobacter et
Enterobacter ont présenté des fréquences plus faibles : 8%, 6,67%, 4% et 2,67 % respectivement.
L’espéce prédominante a été Serratia odoriferal (49,33%), suivie par Escherichia coli 1 (14,67%)
et Kluyvera spp (13,34%).

L’étude de la sensibilité aux carbapénémes nous a permis de constater un taux de résistance

important a I’ertapénéme (58,06%) et un taux moindre vis-a-vis de I’imipénéme (26,76%).

Les résultats du test Carba NP nous ont permis de cribler 6 souches d’EPC soit 8% parmi les
entérobactéries totales, avec une prédominance de I'espéce Serratia odoriferal (66,67%).

Escherichia coli et Salmonella arizonae ont présenté des pourcentages égaux (16,67 %).

Les taux élevés de résistance aux carbapénemes marqués dans notre travail reflete I'usage
antérieur des antibiotiques dans les élevages de poulets de chair a titre curatif ou prophylactique.
Cette situation alarmante souléve un sérieux probléme de santé publique, puisque les EPC peuvent
étre transmises a ’homme via la chaine alimentaire. Par conséquent la colonisation de ’intestin ou
I’infection par ces bactéries pourrait poser des difficultés thérapeutiques. Un meilleur controle de
I'évolution de la résistance des bactéries aux antibiotiques n'est donc possible qu'en disciplinant

I'usage de ces produits simultanément chez I'nomme et chez I'animal.

Donc quelques propositions peuvent étre retenues dans ce contexte et elles concernent I'homme

et I'animal:

v" Lutter contre la contamination des viandes de volailles par les entérobactéries, en se basant
sur I'hygiene irremplagable a tous les maillons de la chaine alimentaire.
v Suivre l'utilisation des antibiotiques en élevages, comme facteur de croissance, a titre
préventif ou curatif, ce qui devrait permettre de promouvoir un recours raisonné des antibiotiques.
v" Surveiller I'évolution de la résistance des bactéries aux antibiotiques de facon coordonnée

chez I'nomme et chez I'animal.
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Notre travail ouvre de nombreuses perspectives :

> Etudier les genes responsables de ces résistances pour mieux comprendre les mécanismes de
résistance aux carbapénemes.
> ldentifier le support génétique de ces génes afin de voir les possibilités de transfert entre les
bactéries.
> Etudier la relation clonale entre les EPC d’origine aviaire (animaux) et celles d’origine

cliniques (patients).

Il faut signaler que notre travail constitue la premiére étude faite sur I’investigation de la

présence des EPC dans les viandes de volailles commercialisées & Tébessa.
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Annexes

Annexe 01 :

Tableau A: Béta-lactamines actuellement disponibles sur le marché classées par noyaux et sous-famille

noyau Famille Molécule
pénames pénicillines g et v pénicilline g pénicilline v (po)
ampicilline (po), amoxicilline (po) pivmecillinam (po)
pénicillines a
pénicillines m oxacilline (po), cloxacilline (po)
carboxypénicillines ticarcilline, temocilline
uréidopénicillines mezlocilline,
inhibiteurs de béta- acide clavulanique (+ amoxicilline (po)+ ticarcilline)
lactamases sulbactam (seul ou + ampicilline)
tazobactam (+ pipéracilline)
avibactam (+ ceftazidime)
pénémes Carbapénemes Imipénem (associé a la cilastatine, inhibiteur de la déhydropeptidase rénale), Méropénéme, Ertapéneme
monobactames Monobactame Aztréonam
céphemes clg (1ére génération) céfalotine, céfalexine (po), céfapirine, céfazoline, céfadroxil (po), céfaclor(po), céfatrizine (po),

céfradine (po)

€29 (2éme génération)

céfamandole, céfuroxime (po), céfoxitine, céfotétan

c3g (3eme génération)

céfotaxime,ceftizoxime, céfopérazone, ceftriaxone, ceftazidime, cefsulodine
céfixime (po), cefpodoxime proxétyl(po), céfotiam hexétil (po)

c4g (4éme génération)

cefépime, cefpirome

c5g (5éme génération)

ceftaroline, ceftobiprole, ceftolozane

Po : molécules administrées par voie orale
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Annexe 02

Tableau B : Classification des p-lactamases d' apres Bush-Jacoby-Medeiros (Bush et al., 1995)

i Gronpes Bactéries TANIt b par Inhibition par
moléculaire fonctionnels | Type de B-lactamase et exemples repreésentatifs impliquées acide EDT AP p-lactamines hydrolysées p-lactamines stables
(Ambler) (Bush & al.) q clavulanique
’a Pénicillinases Bactenes'a' Gram o Pénicillines sauf pénicillines Pemcxllme§ I‘VI, C1G,
positif M carbapénémes
o g 5 s : i Céphamyecines, C3G,
2 B -lactamase a lgrge spectre TEM-I.& 2, SHV-1 | Bacténes a Gram r ) Am.tnq-,. c;uboxv— et uréido- moxalactam, carbapénéms
plasmidiques et chromosomiques négatif pénicillines, C1G, C2G e 2
B -lactamases a spectre élargi aux C3G et a Entérobactéries, ; ;
2be l'aztreonam SHV-2 4 9, TEM-3 4 29, VEB-1, Pseudomonas + : fdem 7h+ CIG ef sefreonia| =P sAYCIES, wioxklactar,
i ; carbapénémes
plasmidiques aeruginosa
p-lactamases a B -lactamases a large spectre résistant a I'ac L
sérine active 2br clavulanique TRI : dérivé TEM-30 a -41, Entérobactéries - - Idem ZbE Raeisons s Idem 2b
57 inhibiteurs de p- lactamases
Classe A plasmidiques
2 Carbénicillases PSE-1, PSE-3, PSE-4 plasmidiques B"“:;;saz fG"’m + Idem 2b Idem 2b
Céphalosporinases chromosomiques Bactéries a Gram Amino-, carboxy- et uréido- = ; :
2e inhibées par l'acide clavulanique - Cefuroximase | négatif (surtout ++ - pénicillines, C1G, C2G, Ceﬁanl g cﬁ:@g:: ’
Cum A (P.vulgaris), - L2 (S.maltophilia) entérobactéries) certames C3G i =
Carbapénémases a site actif sérine et Idem 2b + aztreonam,
2f inhibées par l'acide clavulanique Ex : IMI-1, NMC-| Entérobactéries + carbapénémes et certaines Certaines C3G
A, chromosomiques C3G
Céphalosporinase AmpC chromosomiques s i G .
Classe C 1 (Entérobactéries*, Pseudomonas spp., Acinetobacter Bacte:l';es :if - - Toutelseiez aﬂr;):ac. éme:S B Carbapénémes
spp.) et plasmidiques (CMY, FOX, MOX, MIR-1..) & pen
Oxacillinases OXA-1 a -20 plasmidiques et Bacilles a Gram Idem 2b (+ parfois C3G, .
—— = chromosomiques négatif A B aztreonam ou carbapénéme) .
Pas de classe Enzymes indéterminées Ex : enzymes ; 7 ; :
attribuée . chromosomiques de C. jejuni, C. cepacia... B tes ot ) Ve e
p-lactamases Meétallo-B-lactamases IMB-1/3 chromosomiques ou
Zinc- 3 plasmidiques, enzymes chromosomiques de Bactéries a Gram ) e Large profil de substrats Variable
dépendances Aeromonas spp., Flavobacterium spp., S.maltophilia négatif dont les carbapénémes
Classe B L1

Inhibition : inhibiteur fort++, inhibiteur modéré+, négligeable -, V : variable
* E. coli (bas niveau), E. cloacae, E. aerogenes, M. morganii, S. marcescens, H. alvei, P. stuartii, P. retigeri




Annexes

Annexe 03 :

Tableau C : Résultats des tests de I’identification biochimique réalisée par I'API 20 E.

01 s+ l+ 1+ - 1+1+ !+ !-1-1+1+!+!-1+1+ 1+ 1+ 1- 1+ |- [|Salmonellaarizonae
02 e lex el e les sl o s les el s l+l+!l+1- 1+ |- |Salmonellaarizonae
03 SN ISP PR I U U PR U I N IV PO U (Y NPUR I U IS I IS O Salmonella arizonae
04 sl l+l+ o+ l+l+ ol l+l+ !+l l+sl+ 1+ 1+ 1+ |+ |- |Salmonellaarizonae
05 sl e+l I+ o+ l+ o l+l+lo 1+ l+!l+1l+ |- |+ |- |Salmonellaarizonae
06 sl lele e el I el e e lele 4o e+ 4+ l+ 1+ |- |Serratiaodoriferal
07 sl l+ 1+l I oo d+ o+ l+ 1+l 1+ 1+ !+ |1+ |+ |+ |- |Serratiaodoriferal
08 sl l+l+ 0000+ l-0+ 1+ !+ -1+ 1+ !+ |+ |+ |+ |- |Serratiaodoriferal
09 sl l+l+ e e+l sl l+sl+sl+ -1+ 1+ !+ |+ |+ |+ |- |Serratiaodoriferal
10 sl e le el oo el e le el lele e+ |+ |+ |- |Serratiaodoriferal
11 w4 |+ |+ |- - ==+ - -+ + - |+ |+ |+ |+ |+ |+ |- |Kluyveraspp

12 + 04 |+ |+ |- |- |- |- |+ |- -]+ |+]|- |+ |+ |+ |+ ]|+ |+ |- |Kluyveraspp

13 e Tl e o e e e e I e+ -+ l+ 1+ l+ - |+ | - |EscherichiacoliOl
14 SN (PR U I I N I U (PR U I (PO S (PR U IO I I Serratia odorifera 1
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La suite de tableau C :

Isola-l;eSt % é § é E § %J IE—[ 2 = g c39 E 2 5, é % § % é % § ESPECE
15 + 0o I+ 1+ 1+l -0 0+ 101+ 1+ 1+ 1+ !+ |+ |- |+ |- |EscherichiacoliOl
16 + 0+ l+ 1+l 1 oo d+ -0+ l+ 1+ -1+ 1+ !+ !+ |+ |+ |- |Serratiaodoriferal
17 wle et o e e e e I e+l e+ 1+ !+ - |+ |- |EscherichiacoliOl
18 ol |+ [+ - [+ |- |- |+ - -+ |+ |- ]+ ]+ |+ ]|+ |+ |+ |- |Kluyveraspp
19 +l+ |+ |+ [+ |+ |- |- |+ |- |-+ |+ |- |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ |- |Kluyeraspp
20 sl l+l+ 1+ 1+ 0-0+l-0+ 1+ !+ -1+ 1+ !+ |+ |+ |+ |- |Serratiaodoriferal
21 + 4 |+ |+ [+ [+ (- |- |+ - |- |+ |+ |- |+ |+ |+ |+ |+ |+ |- |Kluyveraspp
29 s+ l+l+ 1+ 1+ !-0-0+!-0+!+ !+ !-1+1+ !+ |+ |+ |+ |- |Serratiaodoriferal
23 sl e+l ool l+s oo+ l+ -1+ 1+ 1= 1+ 1+ |+ |- |Escherichiacoli01
24 sl e e e l+ o o l+s o e+l l+ 1+ !l+ 1+ |- |+ |- |Citrobacter frendii
25 sl e+l oo o l+s oo l+sl+ -1+ 1+ 1+ |+ |- |+ |- |Escherichiacoli0l
26 + - |+ |+ |+ |- |- |- |+ |- -]+ |+]|- |+ |+ |+ |+ ]|+ |+ |- |Kluyveraspp
27 el el le o o e el o e+l e+l 1+ 1< I+ |- |Salmonellaarizonae
28 SN (PR U I U N I U (PR U I (PO S (PR U I I I Serratia odorifera 1
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La suite de tableau C :

29 ol | [+ e e e e e [+ e - |+ |+ |+ |+ |+ |- |Kluyveraspp

30 + 0+ [+ 1+ - 1 1o T+l 0+ 1+ 1+l 1+ 1+ !+ !+ !+ 1+ |+ |- |Serratiaodoriferal

31 sl e el 1o o e leslelelele el 4+ l+ |+ |+ |- |Serratiaodoriferal

32 sl e e sl 1o o lx e el le e e+ l+ 1+ |+ |+ |- |Serratiaodoriferal

33 +l+ l+l+xl+ 1+ 1+ 1+l 0o dxl+ -1+ 1+ 1+ |+ |+ |- |Klebsiellaornithinolytica
34 + 0+ [+ |+ |+ [+ |- |-+ - |- |+ |+ |- |+ |+ |+ |+ |+ |+ |- |Kluyveraspp

35 ol [+ |+ e e e e e - e+ - |+ |+ |+ |+ |+ |+ |- |Kluyveraspp

36 ol I+ e+l T+l sl I I+ l+ -1+ 1+ 1+ l+ |+ |+ |- |Klebsiellaornithinolytica
37 sl e e e le e 1o Tl e le el |+l e+ 4+ |+ |- |Serratiaodoriferal

38 w04 [+ |+ |+ |- |- |-+ - |- |+ |+ |- |+ ]|+ |+ |+ |+ ]|+ |- |Kluyveraspp

39 el e el o oo e b e e e e e le 1+ ls |4 |4+ |4 |. [Serratiaodoriferal

40 e+ [+ l+ - - - [+ e+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |- |Serratiaodoriferal

41 e I S S B B e A A I S I S S I S S S B B I A _ | Serratia odorifera 1

42 ele el talo ol T e Te le la e T lelels lele | Serratia odorifera 1
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La suite de tableau C:

Test | O |z | oo r|lwlw|<]|a Jlo|lz|lolel<c]lol 2> < |Suw .
o = o >

ot~ | 2123|868 |C|Z|5|2|2|>|8|a|S|2|8 |2 |5 |58|2|%|5% ESPECE

43 + | + + + |- - + + + + + + + |- + + + + + + - Serratia odorifera 1

44 o+ l+ -0 0000+ 1+ 1+ 1+ 1+ |+ |+ |+ |+ |- |[Serratiafonticola

45 sl e T+l I o o+ o+ 1+l 1+ 1+ 1+ |1+ |+ |+ |- |Citrobacter koseri/ farmeri
46 + + + + - - - - + + + + + - + + + + + + - Serl’atia Odorifera 1

47 S0 I PR U (U T IO (PR U N IR U (PO I U (SRR IS U ISP IS Serratia odorifera 1

48 o+ l+ oot l+s o+ l+l+ -1+ 1+ !+ |+ |+ |+ |- |Serratiaodoriferal

49 + I I ple e e le e lelela e lelelels Klebsiella ornithinolytica
50 e Tx el ot e e+l l+l-l+ |+ 1+ !+ |+ |+ |- |Serratiaodoriferal

51 N I I O + |4 N P R N Escherichia coli 01

59 R P N 4 I P P O I O + 4 Enterobacter cloacae

53 ol e+ l+s sl oo+l I+l l+sl+l+ 1+ |+ |+ |+ |- |Klebsiellaornithinolytica
54 + |- + + |- - + + + |- + + + |- + + + + _ + _ Escherichia coli 01

55 + + - + - - + + + - + + + - + + + + - + - ESCheriChia COIi 01

56 S I T S I A A S I S I A s I S S U A S I A A S Serratia odorifera 1
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La suite de tableau C:

Isola-l;eSt % é § é E § %J IE—[ 2 = g c39 E 2 5, é % § % é % § ESPECE
57 + 0+ |+ |+ |+ |+ |- |- |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ |+ |+ ]|+ |+ ]|+ |+ |- |Serratiaodoriferal
58 + 0+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ |- |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ ]|+ |+ |- |Serratiaodoriferal
59 s+ l+l+ 1+ 1+ |- 1-1+1+!-1+!+1!-1+1+ 1+ 1+ |+ |+ |- [|Enterobactersakazakii
60 o+ l+l+l+l+l+!l+!-1+l+ !+ !-1+1+ !+ |+ |+ |+ |- |Serratiaodoriferal
61 + 0+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |- |+ |+ |+ |- |+ |+ |+ |+ |+ |+ |- |Serratiaodoriferal
62 sl l+l+l+ -0+ l+l+l-l+l+ !+ -1+ 1+ !+ |+ |+ |+ |- |Serratiaodoriferal
63 el T e le e e te e o Tole e e lalelelslels |. Serratia odorifera 1
64 +l+ |+ [+ [+ |- |+ |+ |+ |- |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ ]|+ ]|+ |+ |- |Serratiaodoriferal
65 +l+ |+ [+ [+ |- |+ |+ |+ |- |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ ]|+ ]|+ |+ |- |Serratiaodoriferal
66 sl l+l+l+ -0+ l-0+!l+!-1+!l+ !+ !-1+1+ !+ |+ |+ |+ |- |Serratiaodoriferal
67 o oo o+ o o+ o+ l+l+ -1+ 1+ |+ |+ |- |+ |- |Citrobacter freundii
68 sl el I+ o l+ 0o l+l+ - 1+ 1+ !+ 1+ |- |+ |- |EscherichiacoliOl
69 ol o sl o o+ s+ l+l+l+l+ 1+ !+ 1+ |+ |+ |- |Serratiaodoriferal
70 el lelale e Tl el o e lelalalslelels el Klebsiella ornithinolytica
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La suite de tableau C:

Test | O |z | o | o0 | k| lwl|l<|a Jlo|lz|lole|l<c]lol 22| < |Suw .
a = a >
ot~ | 212/ 2|8|C|Z|5|2|2|>|8|a|S|Z2|8|&|3|5|2|%|5% ESPECE
71 + 1+ |+ |+ |- - + |- + |- + |+ |+ |- + |+ |+ |+ |+ | + _ Serratia odorifera 1
72 + |- + + + | + - + + |- + + | + + + + + + + + _ Serratia odorifera 1
73 sl e+l o e e o+ o l+l+ -1+ |+ |+ |+ |- |+ |- |EscherichiacoliOl
74 sl el o e o+ - o l+l+ - 1+ |+ |+ 1+ |- |+ |- |EscherichiacoliOl
75 + | + + + + - + + + - + + + + + + + + + + - Serratia odorifera 1
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Annexe 04 :

Tableau D : Résultats de test de sensibilité aux carbapénémes, test Carba NP et test de
Hodge modifié.

N° de Imipénéme | Ertapéneme | Test Carba NP | Test de Hodge modifié
souche
S1 I R Négatif NT
S2 I R Négatif NT
S3 R R Négatif NT
S4 R R Positif NT
S5 R R Négatif NT
S6 I R Non interprétable NT
S7 I R Non interprétable NT
S8 R R Non interprétable NT
S9 R R Non interprétable NT
S10 R R Non interprétable NT
S11 S I Non interprétable NT
512 S R Non interprétable NT
S13 S R Non interprétable NT
S14 R R Positif Négatif
S15 S R Non interprétable NT
S16 S R Non interprétable NT
S17 I I Négatif NT
S18 I I Négatif NT
S19 R R Négatif NT
S20 I R Négatif NT
S21 I R Négatif NT
S22 I R Non interprétable NT
S23 I R Non interprétable NT
S24 R R Négatif NT
25 | R Négatif NT
S26 R R Non interprétable NT
S27 R I Non interprétable NT
S28 R R Positif Négatif
$29 | | Négatif NT
S30 R R Positif NT
S31 R R Négatif Négatif
S32 I R Négatif NT
S33 I I Négatif NT
S34 I I Négatif NT
S35 S S Négatif NT
S36 S R Négatif NT
S37 S I Négatif Négatif
S38 S R Négatif NT
S39 I R Négatif NT
S40 I R Négatif Négatif
S41 S S Négatif NT
S42 I S Négatif NT
S43 S S Négatif NT
S44 | S Négatif NT
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La suite de tableau D

N° de souche Imipéneme Ertapénéme Test Carba NP | Test de Hodge
modifié
S45 I S Non interprétable NT
S46 I R Négative NT
S47 I S Non interprétable NT
S48 I S Non interprétable NT
S49 I S Non interprétable NT
S50 R S Non interprétable NT
S51 R S Négatif NT
S52 I I Négatif NT
S53 I R Négatif NT
S54 I R Négatif NT
S55 R R Positif NT
S56 I R Positif Négatif
S57 S R Négatif Négatif
S58 S I Négatif NT
S59 S S Non interprétable NT
S60 I S Négatif NT
S61 I S Négatif NT
S62 I S Négatif NT
S63 S NT Négatif NT
S64 | NT Négatif NT
S65 R NT Négatif NT
S66 I I Négatif NT
S67 I I Non interprétable NT
S68 S NT Négatif NT
S69 S NT Négatif NT
S70 S NT Négatif NT
S71 I NT Négatif NT
S72 S NT Négatif NT
S73 S NT Négatif NT
S74 S NT Négatif NT
S75 R NT Négatif NT

NT : Non Tester.
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Annexe : 05

Milieux de culture utilisés

Les compositions sont données pour un litre de milieu.
1) Gélose Mac Conkey
Composition

Peptone: 20,0 g

Lactose: 10,0 ¢

Sels biliaires : 5,0 g
Rouge neutre : 0,075 g
Chlorure de sodium : 5,0 ¢
Agar:12,0g

PH final 7,4 £ 0,2

Préparation

Suspendre 529 dans 1 litre d'eau distillée. Porter a ébullition pour dissoudre completement.

Stériliser a l'autoclave a 121°C pour 15 minutes. Verser dans des boites de Pétri stériles.
2) Gélose Nutritive (GN)

Composition

Extrait de viande : 1,0g
Extrait de levure : 2,5¢
Peptone : 5,09

Chlorure de sodium : 5,0 ¢
Agar 115040

PH:7,0

Préparation

Mettre en suspension 20,0 g dans 1 litre d’eau distillée ou déminéralisée. Porter lentement le

milieu a ébullition sous agitation constante et 1’y maintenir durant le temps necessaire a sa

dissolution. Répartir en tubes ou en flacons. Stériliser a I’autoclave a 121°C pendant 15

minutes.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Levure
https://fr.wikipedia.org/wiki/Peptone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorure_de_sodium
http://fr.wikipedia.org/wiki/Lactose
http://fr.wikipedia.org/wiki/Rouge_neutre
https://fr.wikipedia.org/wiki/Agar-agar
http://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorure_de_sodium
https://fr.wikipedia.org/wiki/Extrait_de_viande
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3) Gélose Mueller-Hinton (MH)

Composition

e Infusion de viande de beeuf : 300 g
e Peptone de caséine : 17,5 ¢

e Amidondemais:15¢g

e Agar:170g

pH =74

Préparation

Mettre en suspension 38 g de poudre dans 1 litre d’eau distillée. Homogénéiser puis chauffer
en agitant. Porter & ébullition pendant environ une minute. Stériliser la gélose a 1’autoclave
durant 15 minutes a 121,1°C.

4) Bouillon nutritif :

Composition
e peptone 5¢g
e Extrait de viande 3 g
PH=6,8
Préparation
Suspendre 8 g de milieu dans un litre d'eau distillée. Bien mélanger et dissoudre en chauffant
avec agitation. Faire bouillir pendant une minute jusqu'a dissolution compléte. Mettre dans

des flacons ou des tubes et stériliser a ’autoclave a 121 ° C pendant 15 minutes.
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