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Introduction

Les blattes sont des insectes ailés primitifs. Parmi plus de 4000 especes recensées a ce
jour, une vingtaine seulement sont inféodées a I’lhomme (Menasria et al.,2006 ; Joffin et Leyral
.2006)

Les Blattes constituent un probléme majeur de santé publique, c’est le cas de la blatte
domestique Blattella germanica, ravageur important des maisons, des restaurants et des
installations commerciales de transformation des aliments a travers le monde (Zurek et al.,
2014).

En effet, les blattes peuvent provoquer des réactions allergiques chez les personnes
sensibles en milieu hospitalier, et elles sont des vecteurs potentiels d'organismes pathogenes
aux humains tels que les virus, bactéries, protozoaires, et helminthes (Carattoli.,2000 ; Yu et
al.,2003).

En raison de leurs habitudes alimentaires et de leurs dépbts aveugles de leurs excréments,
ils peuvent acquerir des bactéries resistantes par des contacts fréquents avec les industries de

I'alimentation humaine, alimentaire ou animale (Zurek et al.,2014).

Parmi ces agents pathogeénes, on cite les enterobactéries hébergées par des cafards
d’origine hospitaliere et des habitations (Naher et al.,2018). Les entérobactéries constituent une
vaste famille de bactéries d’un intérét médical du fait de leurs interventions dans la majorité des
pathologies infectieuses humaines, causant des infections nosocomiales ou communautaires
telles que les infections pulmonaires, urinaires, des septicémies mais ¢galement d’autres

infections intra-abdominales (Gharout-Sait., 2016).

Ces bactéries représentent I’'un des groupes les plus redoutables et le plus frequemment
isolé surtout en milieu hospitalier, car elles sont productrices de bétalactamases et possédent

d'autres mécanismes de résistance a de nombreux antibiotiques (Carattoli.,2000) .

Malheureusement, avec l'utilisation abusive et parfois injustifiée de ces molécules, les
bactéries ont appris a se défendre et a s'adapter et certaines sont devenues résistantes aux
antibiotiques par le développement de nombreux mécanismes que ce soit d’origine

chromosomique ou plasmidique (Aires.,2011) .

A cet égard, nous aimerions mettre en évidence I'importance et le rdle des cafards dans la

transmission des entérobactéries multi résistantes aux antibiotiques.

Nous avons structurés notre mémoire en quatre chapitres interdépendants :



Introduction

Le premier et le second, strictement théoriques, rassemblant d’une part des généralités
sur les cafards, et les entérobactéries, ainsi que leurs mécanismes de résistance aux

antibiotiques.

Le troisieme chapitre est consacré aux matériel et méthodes et aux techniques employées

pour la réalisation de ce travail, la recherche et I’identification des entérobactéries.

Le quatrieme chapitre analytique traite les différents résultats de notre étude pratique

suivis d’une discussion. Et on termine par une conclusion générale.
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Chapitre 1 Blattes et entérobactérie

1.1. Blattes
1.1.1. Généralité

Les blattes sont généralement des insectes assez grands. Leur taille peut varier de
quelques millimetres a prés de 100 mm chez les grosses espéces dites « nuisibles », sont
synanthropes et on les retrouve principalement dans les cuisines, ou elles se nourrissent des

déchets des humains.

La téte porte de longues et fines antennes formées d'un grand nombre darticles. Les
blattes ont de grands yeux composés. Les piéces buccales sont de type broyeur et elles se

retrouvent a l'avant de la téte. (Duvallet.,2017) .

Le thorax est recouvert a l'avant par le pronotum. La majorité des espéces possédent deux
paires d'ailes et certaines especes sont capables de s'envoler trés rapidement. On retrouve aussi
des especes qui n'ont pas d'ailes ou encore des ailes de taille réduite. Chez les especes ailées,
les ailes antérieures, appelées tégmines, sont opaques et coriaces. Elles protegent les ailes

postérieures. Ces derniéres sont plus delicates et transparentes.

Leur corps a une forme ovale, aplatie dorso-ventralement (figure 1). L'abdomen possede
dix segments et a son extrémité, on retrouve les cerques, deux appendices sensoriels. La plupart
des blattes sont de couleur brune ou noire cependant certaines présentent des couleurs vives et
des motifs; jouent parfois un réle dans la propagation de maladies intestinales telles que le

choléra, la dysenterie, la typhoide et la diarrhée. (Roth et Willis.,1960) .

ceil composé ocelle

piéces de
la coxa

trochanter

sternites griffes
abdominaux
(femelle n = 7;
male: 7 = 9)
plaque’ ) 8 : o Smultiarticulé
sur-génitale ! porté par le
tergite

Figure 1: Vue ventrale d'un cafards. (Agnés mourier.,2014)



Chapitre 1 Blattes et entérobactérie

1.1.2. Bactéries associées aux cafards
Le risque direct majeur est associé aux infestations des blattes : la transmission de
microbes pathogénes et vecteurs de genes de résistance aux antibiotiques comme les bactéries

suivantes :

Escherichia coli, Salmonella enterica , Salmonella bongori, Salmonella typhi |,
Salmonella paratyphi , Proteus mirabilis , Proteus penneri , Proteus vulgaris , , Klebsiella
oxytoca, Klebsiella pneumoniae , Klebsiella variicola , Citrobacter diversus , Serratia
marcescens , Morganella , Enterobacter aerogen , Enterobacter cloaceae , Providencia ,
Citrobacter freundii , Yersinia enterolitica , Yersinia pseudotuberculosis , Kluyvera
Edwardsiella , Shigella dysenteriae , Shigella flexneri , Shigella boydii , Shigella sonnei ,
Levinea, Erwinia ( Changlu.,2021) .

1.1.3. Cafards comme un vecteur des maladies infectieuses

Les blattes sont des especes qui vivent la nuit et s’abritent dans les endroits qui leur
fournissent un microclimat convenable et qui leur permettent avoir un accés faciles a la
nourriture. De nombreuses espéces de blattes sont responsables de certaines maladies
transmissibles (Diarrhée — Dysenterie — Choléra — Lepre — Peste - Fievre typhoide — Viroses)
en étant vecteurs d’agents pathogénes comme (Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Citrobacter freundii, Klebseilla pneumoniae, Serratia marcescens). L’hopital qui est
normalement considéré comme un lieu de savoir, d’enseignement médical et d’hygieéne, peut
devenir dans certaines circonstances une source d’infection nosocomiale, ceci soit par
I’utilisation de méthodes invasives, soit dans le cas de plusieurs hopitaux, par défaut d’hygiene,

d’organisation, de conscience professionnelle ou par manque de moyens. (Mehainaoui et

Gacemi.,2010) .

1.1.4. Blattes et résistance bactérienne

Les cafards semblent jouer un réle crucial dans un éventuel échange genétique, causé par
la liaison entre les bactéries qui abritent les tripes des cafards. L'intestin de ces insectes peut
étre considéré comme un modele in vivo efficace pour le transfert naturel de plasmides

antimicrobiens entre les bactéries.

Les cafards permettent I'échange de plasmides antimicrobiens entre les bactéries et
peuvent étre des hotes potentiels pour la dissémination de bactéries résistantes aux antibiotiques

dans différents environnements. (Anacarso et al.,2016) .



Chapitre 1 Blattes et entérobactérie

1.2. Entérobactéries
1.2.1. Généralité

Les entérobactéries sont une famille trés hétérogene pour ce qui est de leur pathogeénie et
de leur écologie. Les espéces qui composent cette famille sont en effet soit parasites (Shigella,
Yersinia pestis), soit commensales (Escherichia coli, Proteus mirabilis, Klebsiella sp), soit
encore saprophytes (Serratia sp, Enterobacter sp). (Pierre et Curie.,2003).

1.2.2. Habitat

Les entérobactéries sont souvent des hdtes normaux ou pathologiques du tube digestif de
I'homme et des animaux, d'ou leur nom. Mais cette caractéristique écologique n'est pas unique,
les Enterobacteriaceae peuvent en effet se multiplier dans le milieu (sol et eau) et participer au
cycle principal de la matiére organique. (Vincent et al.,2016).

1.2.3. Caractéres bactériologies

1.2.3.1. Caracteres morphologiques et structuraux

Toutes les entérobactéries ont une morphologie tres voisine ; ce sont des bacilles Gram
négatif, de 0,5 um sur 3 um en moyenne, généralement polymorphes : on rencontre parfois des
éléments coccoides, mais aussi des formes pseudo-filamenteuses. Lorsqu’elles sont mobiles,
les entérobactéries se déplacent plus ou moins vite grace a leur ciliature péritriche. Les
entérobactéries peuvent étre capsulées (Klebsiella). Elles ne sont jamais sporulees.
(Bakhoum.,2004) .

1.2.3.2. Caractéres culturaux
Les entérobactéries poussent sur milieux ordinaires en 24 heures a 37°C, a pH voisin de

la neutralité, on observe plusieurs types de colonies :

* Colonies S (Smooth) lisses : de 1,5 a 3 mm de diameétre, régulierement arrondies,
limitées par un bord régulier, légérement bombees, de surface lisse, translucides, ayant souvent

des reflets bleutés.

« Colonies R (rough) : rugueuses, de 1,5 a 3 mm de diameétre, limitées par un bord

irrégulier finement dentelé, assez plates, de surfaces rugueuses, translucides et grisatres.

« Colonies M muqueuses : plus volumineuses, arrondies, limitées par un bord régulier,

trés bombées, de surface lisse, brillante, opaques elles réalisent 1’aspect en « coulée de miel ».
« Colonies naines : seulement visibles a la loupe.

* Colonies envahissantes ou nappantes : formation d’un tapis uniforme (Proteus).
(Akel.,2014)
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1.2.3.3. Caractéres enzymatiques et biochimiques

Les caracteres d'identification sont essentiellement "biochimiques" et utilisent des tests
¢tudient le métabolisme protéique (présence d’uréase, production d’indole, dégradation de
tryptophane) ou la fermentation des sucres (glucose, lactose, saccharose etc...), la capacité
d’utiliser la citrate, la présence d’enzymes (décarboxylases, désaminases) la production

d’hydrogéne sulfuré ou la formation de gaz (Pierre et Curie.,2003).

1.2.4.  Pouvoir pathogéne

Chez  I’homme, il convient de distinguer :

Les entérobactéries pathogénes spécifiques que I’on ne trouve pas a 1’état commensal (en
dehors des porteurs sains) et dont la présence dans les milieux extérieurs n’est qu’un phénomene
transitoire. Les maladies qu’elles engendrent sont dues a un défaut d’hygieéne et la
contamination se produit soit par contact direct soit par 1’intermédiaire d’un vecteur
(alimentaires ou animal) citons : La fievre typhoide due a Salmonella typhi, les toxiinfections
alimentaires dues a Salmonella mineures, Shigella et Yersinia. (Tilahun et al .,2012)

Les entérobactéries pathogenes opportunistes peuvent provenir de la flore digestive

commensale normalement résidente ( E. coli, Klebsiella, Enterbacter, Serratia, Proteus...) .

Les infections qu’elles peuvent engendrer ont un point de départ endogene citons a titre
d’exemple : Les infections urinaires ; Les infections intra abdominales (cholécystites,
appendicites.) ; Septicémies a point de départ urinaire ou intra abdominale ; Sur infection

respiratoire.

En milieu hospitalier : Ces bactéries sont au premier plan des infections nosocomiales.
Elles sont manu portée et elles sont capables de surinfecter n’importe quelle lésion préexistante.
La multiplication des actes médico- chirurgicaux (endoscopie, cathéter, sonde a demeure,
drain), I’utilisation d’antiseptiques et d’antibiotiques majore leur role pathogene et leur
résistance aux antibiotiques tel que les entérobactéries productrices de pB-lactamase a spectre

¢largi (BLSE) qui sont responsables d’épidémies, difficiles a gérer. (Delarras.,2014 ).
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Chapitre 2 Antibiotiques et antibiorésistance

2.1. Antibiotiques et modes d’action

Les antibiotiques sont des molécules produites par des micro-organismes ou par synthése
chimique, son activité antibactérienne ou l'effet bactéricide se manifeste a faible dose. Selon la
cible de l'antibiotique, trois principaux modes d'action peuvent étre individualisés :

2.1.1.  Action au niveau de la paroi
Les antibiotiques ciblent les enzymes impliquées dans la synthése de cette paroi par

exemple :

e Une B-lactamine qui inhibe les transpeptidases impliquées dans la synthese de la paroi

cellulaire.
e Glycopeptides qui se lient aux intermédiaires de la synthése des peptidoglycanes.

e La fosfomycine inhibe la synthese des précurseurs de la paroi cellulaire (Prescott et
al.,2010)

2.1.2.  Action sur la membrane plasmique
Certains antibiotiques ciblent la membrane plasmique bactérienne avec un effet
bactéricide .Ces antibiotiques de type polypeptide sont toxiques lorsqu'ils sont administrés. Ce

sont des molécules naturelles produites par des bactéries du genre Bacillus.

Les polymyxines agissent comme détergents cationiques ; Grace a leurs propriétés
amphipathiques, ils pénetrent dans les cellules bactériennes, s'intercalent entre les

phospholipides des parois et interféerent avec la perméabilité membranaire. (Brisson.,2018).

2.1.3.  Action au niveau des processus cytoplasmiques
De nombreux antibiotiques inhibent la synthese des protéines en se liant aux ribosomes
procaryotes (macrolides, lincosamides, streptogramines, phénols, oxazolidinones,

tétracyclines, aminoglycosides) . (Abdolmaleki et al .,2019).

2.1.4. Action sur la synthése des acides aminés
Les antibiotiques qui inhibent la synthese des acides nucléiques agissent en inhibant
I'ADN polymeérase et I'ADN hélicase ou I'ARN polymérase, bloquant ainsi la réplication ou la

transcription (ansamycines, quinolones et fluoroquinolones) (Moroh.,2013).

2.2.  Antibiorésistance des entérobactéries
La résistance aux antibiotiques peut émerger de deux maniéres distinguables : résistance

naturelle (intrinséque) et résistance acquise
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2.2.1. Reésistance naturelle

Résistance naturelle lorsque toutes les souches d'une méme espéce bactérienne sont
résistantes a un antibiotique particulier. Ce sont en fait des bactéries qui ne répondent pas au
mécanisme d'action des antibiotiques. Certaines bactéries sont naturellement résistantes a de
nombreuses molécules. Pour un antibiotique donné, le groupe d'espéces bactériennes qui lui
sont sensibles représente le spectre de son activité. Ces notions de résistance naturelle et de
spectre sont importantes. lls expliquent pourquoi certains antibiotiques ne peuvent pas
combattre certaines bactéries. (Meziani.,2012) , Le tableau ci-dessous représente Différents

groupes des entérobactéries .

Tableau 1:Différents groupes des entérobactéries. (Lagha.,2015)

Groupe de B- Groupe 1 Groupe X Groupe 3 Groupe 4
lactamines
Prinripanx ganres Erscherichia coli Kilebsialla Enterabacrer Yerzinia
d'entérobacteries | Pradens mirabilis Cimobacrer Serratia
IEnConirées an Salmanelia Fazert Meorganeiie
milieu bespitalier. Skigella Previdencia
Cirrabaciar frewmadni
Aminepénicillines 5 34 R R
Carboxypénicilline 5 E 5 E
5
Uréidopénicillinas S 'R 5 'R
Ceaphalasparines 3 5 R
de premiars
génération
S :sensible ; I : intermédiaire ; R : résistant
2.2.2. Reésistance acquise

La résistance est acquise lorsqu'une ou plusieurs souches d'une espéce bactérienne

intrinséquement sensibles aux antibiotiques deviennent résistantes a ceux-ci.

Il s'agit essentiellement d'une mutation dans un géne bactérien qui lui permet d'éviter
partiellement ou complétement les effets des antibiotiques. Certains facteurs de résistance
acquis peuvent également étre transférés entre bactéries d'une méme espéce (ou parfois
d'especes différentes). (Buard.,2013).

2.3. Meécanismes de résistance
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Un apercu général de ces mécanismes peut étre vu dans la Figure 2 :

Lowered permeability Efflux by transporters

Plasmid or genomic origin ]\

&
w ) & \
/ * Target Modification ' o
Enzymatic degradation .
Hr ; - R * /Q
» w @
Enzymatic modification A
Antibiotic ﬁ

Figure 2 : Mecanisme de résistance . (Thomsen.,2016)

2.3.1. Mécanismes enzymatiques
Dans ce cas, les bactéries synthétisent des enzymes (B-lactamases, pénicillinases...) qui

inactivent I’antibiotique ou en modifient la structure ce qui I’empéchera de se fixer sur la cible.

C’est le principal mécanisme de résistance aux Beta-lactamines et aminosides. Cette
résistance est semi-croisée du fait de la variation d’affinit¢ de chaque enzyme pour les

différentes molécules. (Smet et al.,2010 ; Jean-Philippe et al.,2002).

2.3.2.  Mécanismes non-enzymatiques
2.3.2.1. Modification de la cible
Les cibles des antibiotiques peuvent étre modifiées par plusieurs processus. Certains sont

énumérés ci-dessous :

e Une mutation dans le géne codant pour cette cible. Résistance aux quinolones chez les

Enterobacteriaceae. (Minarini et Darini.,2012).

e Modification de cible par des enzymes synthétisees par des bactéries. C'est le cas de la

résistance aux macrolides et aux lincosamides. (Fyfe et al.,2016).

e Cibler la surexpression, c'est le cas de la résistance aux sulfamides et au

triméthoprimes. (Palmer et Kishony.,2014) .

2.3.2.2. Imperméabilité par la modification des porines
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La modification des porines provoque une obstruction du passage et donc un mangue
d'accumulation intracellulaire. Cette résistance peut toucher plusieurs familles a la fois :p-

lactamines, tétracyclines, quinolones hydrophiles, etc. (Fernandez et Hancock.,2012).

2.3.2.3. Mécanisme d'efflux
Mécanismes et génétique de ces systéemes commencent a étre bien précisés. Les

mécanismes s’associent souvent entre eux, mais le mécanisme dominant attribue souvent a la

souche bactérienne un phénotype de résistance qui permet de 1’évoquer. (Gutmann.,1986).
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Notre travail dont ’objectif a porté sur L’étude de la résistance aux antibiotiques des
entérobacteéries isolées des cafards d’origine hospitaliéres, a été effectué au niveau laboratoire

universitaire de el-Hadjeb.

3.1. Zone d'échantillonnage

La collecte des cafards a été réalisée au niveau des hdpitaux de Tolga Ziouchi Mohamed,
Bachir Ben Nacer de Biskra y compris la maternité, salle d'urgence, cliniques meédicales,
cliniques chirurgicales, les chambres des patients, la cuisine, salles de bains et toilettes. En
placant les pieges sur le sol sous des lits, des placards, des étagéres en bois et/ou des bancs et

capturé aussi a la main.

3.2. Collecte d'échantillons

Afin d’empécher les insectes de s’échapper, de la vaseline est placée autour de I’ouverture
des bocaux en verre, préalablement stérilisé, utilisés comme pieges. Chaque bocal comprend
des bouchees de gateaux ou des miettes de pain avec le sucre pour attirer les cafards. (Loucif et
al.,2016).

e Immobilisation des cafards

Les cafards ont été anesthésiés en les transférant dans des pots de laboratoire universitaire
et en les placant a 0°C pendant 5 a 10 minutes pour se stabiliser.

3.3. Préparation de la suspension bactérienne
3.3.1. A partir de la surface externe du cafard

Avec une pince stérile placer chaque cafard dans un tube a vis contient 5 ml de solution
physiologique stérile. Apres avoir fermé le tube, puis ont été agités au vortex a une vitesse
minimale pendant 2 min pour laver les contaminants microbiens sur la surface externe et le
lavage obtenu est considéré comme échantillon d’homogénat corporel externe. (Dehkordi et
al.,2016 ; Solomon et al.,2018).

3.3.2. A partir du tube digestif du cafard
Pour éliminer la contamination corporelle externe des cafards, ont été lavés avec I'eau de

javel pendant 2 min, apres dans le sérum physiologique stérile pendant 2 min, puis dans
I'éthanol & 70%.

Aprés décontamination, ils ont été lavés avec le serum physiologique stérile pendant 2

min pour éliminer les traces d’alcool.

Par la suite, I'insecte a été trempé dans un tube a vis stérile contenant 5 ml de solution de

Tween 80 a 0,05%, puis écrasé a l'intérieur a l'aide d'une tige en verre stérile.

11
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Le triture a été ensuite vigoureusement agité au vortex pendant 2 minutes. La suspension
résultante a été utilisée comme échantillon d'homogénat interne du corps. (Dehkordi et al.,2016
; Solomon et al.,2018).

3.4. Culture et identification des bactéries

3.4.1. Enrichissement
= L’enrichissement est réalisé en mettant 5 ml d'une suspension bactérienne dans chaque tube

contenant 9 ml de bouillant BHI. lls sont incubés a 37°C pendant 24 a 48 heures jusqu'a

I’apparition de culture bactérienne qui se manifeste sous forme de trouble.

3.4.2.  Miseen culture
Des anses stériles ont été utilisées pour inoculer chaque suspension (externe et interne)
sur des géloses de GN, MacConkey , Hektoen, et ChROMagare . Ensuite les boites de Pétri des

différents milieux de culture ont été incubées pendant 24 a 48 h a 37°C.

3.4.3. Purification

Reé-cultiver les colonies isolés et représentatives des entérobactéries I’aide d’une anse de
platine stérile sur des nouvelles boites de Pétri pour obtenir des cultures pures et ont été incubées
a 37°C pendant 18 a 24 heures.

3.4.4. ldentification
3.4.4.1. Examen Microscopique

=  QObservation a I’état frais

C’est une observation entre lame et lamelle a ’objectif x40, elle permet d’observer la

forme, la mobilité et le type de regroupement cellulaire.
= Coloration de Gram

Cette technique a été mise au point en 1884 par Hans Christian Gram ; permet de mettre

en évidence les propriétés de la paroi bactérienne et classifier les bactéries en deux groupes.

3.4.4.2. Examen macroscopique
Afin de déterminer les caractéristiques culturelles des colonies telles que I'aspect et la

morphologie on a opté a I’observation macroscopique a I’ceil nu.

3.4.4.3. ldentification biochimique
= test catalase

Cette enzyme est produite en abondance par les bactéries a métabolisme respiratoire qui
peuvent détruire les peroxydes. La catalase est une enzyme qui catalyse la décomposition du

peroxyde d'hydrogéne (H202) en eau et dioxygéne . (Joffin et Leyral.,2006)
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2 HzOz E—— Hzo +02
v Technique

Sur une lame propre et séche déposer une goutte eau oxygénée, a 1’aide d’une anse de

platine ajouter une souche bactérienne et observer immédiatement.

v Lecture
apparition de bulles, dégagement gazeux de dioxygene : catalase + .
pas de bulles : catalase — .

3.4.5. Test de sensibilité aux antibiotiques
L’antibiogramme consiste a déterminer la sensibilité et la résistance aux antibiotiques

d’une bactérie a ’origine d’un processus infectieux ; par diffusion des disques d’antibiotiques
sur gélose Mueller Hinton pour déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI)
(Jehl.,2015).

Le milieu Mueller- Hinton (MH) doit étre coulé en boite de Pétri sur une épaisseur de 4

mm, les géloses doivent étre séchées avant I’emploi.

= Antibiotiques testés pour les entérobactéries

Le tableau suivant présente les familles et les charges des antibiotiques qui sont utilisés

dans le travail.

Tableau 2: Les antibiotiques testés pour les entérobactéries.

Les familles Les antibiotiques La charge (ng)
Pénicillines Amoxicilline (AML) 25
Amoxicilline+Acide clavaulanique (AMC) 30
. Imipinéme  (IMP) 10
Carbapénéme Ertapénéme (ETP) 10
Monobactame Aztréoname (ATM) 30
.. Gentamycine (CN) 10
Ammosides 1 acine (AK) 20
Céflaxine (CL) 30
Céphalosporines  |Céfepime(FEP) 30
Ceftazdime (CAZ) 30
Fluoroquinolones  |Ofloxacine (OFX) 5
Cotrimoxazole Triméthoprime-sulfaméthoxazole (SXT) 25
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=  Technique

Ensemencer l'isolat (souche pure) en tapis sur le milieu. Les disques antibiotiques sont
ensuite placés dans l'incubateur. Aprés 24 heures, lire les différents diametres d'inhibition et

tirer des conclusions en comparant avec un graphique des lectures.
= Lecture et interprétation

La lecture de I’antibiogramme se fait par la détermination les diamétres des zones

d’inhibition seront mesurés avec une régle graduée.

Les diametres des zones d’inhibition mesurés seront comparés aux diametres critiques
donnés par EUCAST 2022 afin de classer la bactérie dans 1'une des catégories Résistant,

Intermédiaire, Sensible.

Les souches catégorisées S sont celles pour lesquelles la probabilité de succes
thérapeutique est forte dans le cas d’un traitement par voie systémique avec la

posologie recommandée.

Les souches catégorisées R sont celles pour lesquelles il existe une forte probabilité
d’échec thérapeutique quels que soient le type de traitement et la dose d’antibiotique
utilisée.

Les souches categorisees | sont celles pour lesquelles le succes thérapeutique est

imprévisible. Ces souches forment un ensemble hétérogene pour lequel les résultats

obtenus in vitro ne sont pas prédictifs d un succés thérapeutique.
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4, Résultats

Nous avons isolé 15 (43%) entérobactéries de 35 BGN et cela a partir de 15 cafards sur

40 cafards (annexe 1) ; Qui ont été distribués comme suite :

4.1 Isolement des entérobactéries de la suspension externe

L’isolement des souches a partir de différentes suspensions des surfaces externes des
cafards sur milieu gélosé ‘Hektoen’ nous a révélé un total de 26 dont 11 souches ont été

fermentatives de lactose (lactose +) et 15 souches non fermentatives (Lactose-). ( figure.3)

15
16

14
12

11

10

= o

Nombre des souches

Lactose + lactose -

Figure 3: Profil les souches isolées de la surface externe des cafards.

4.2. Isolement des entérobactéries de la suspension interne
L’isolement des souches a partir de différentes suspensions des surfaces internes des
cafards sur milieu gélosé ‘Hektoen’ nous a révélé un total de 9 dont 4 souches ont été

fermentatives de lactose (lactose +) et 5 souches non fermentatives (Lactose-). (figure 4).
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Figure 4 : Profil les souches isolées de les suspension internes des cafards .
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4.3. Identification par des tests d'orientation
4.3.1. Observation macroscopique des colonies

La purification des bactéries Lactose + nous a permis 1’observation des aspects suivants

Les souches 1, 2 apparaissent en colonies trés petites, limitées par un bord irrégulier

finement dentelé, plates.

Les souches 3, 7, 8, 9 apparaissent en colonies petites, séches, bombes, brillante, réguliére.
La souche 4 apparait petite, limitées par un bord irrégulier, lisse, plates, lisse .

La souche 5 apparait sous forme plates, moyenne, circulaire, bord irrégulier .

Les souches 6, 15 apparaissent en colonies tres petites ( ponctiforme) , brillante , convexe,

régulierement arrondies , séche , lisse .

Les souches 10 ,11 apparaissent en colonies de petites taille, bombés , séche , réguliére ,
lisse , brillante , reflétes bleutes .

La souche 12 apparait sous forme plus volumineuses, arrondies, limitées par un bord

régulier, trés bombées, lisse, brillante.

Les souches 13 ,14 apparaissent en colonies de 1,5 a 3 mm ; moyenne ; reflétes bleutes ;

réguliére ; muqueuse, lisse.

4.3.2. lIsolement sur le milieu CHROMagar
Les résultats (figure 5) obtenus sur le milieu CHROMagar ont révélé que :

Les souches 1, 2, 4, 5, 6,7 ,11 représentant un taux de 46 % étant des colonies vertes,

pouvant étre Klebsiella, Serratia .
Les souches 3, 8, 9, 10, 13, 14, étant 40% de colonies bleu vert pouvant étre Enterobacter .
La souche 12 (7%) était une colonie rose foncé indiquant E.coli .

La souche 15 (7 %) était une colonie Halo brun indiguant Proteus .
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Figure 5:Aspet des souches sur milieu CHROMagar .

4.3.3. Observation microscopique des isolats
4.3.3.1. Etat frais

L’observation microscopique nous a montré que :
Les souches 1, 4, 9, 10, 11, 12, 14, 15 sont des coccobacilles mobiles.
Les souches 2,3, 5, 6, 7,8 ,13 sont des bacilles et immobiles.

4.3.3.2. Coloration de Gram
Apres la coloration de Gram les résultats obtenus dans la figure 6 ont montré que toutes
les souches sont des coccobacilles a Gram négatif

Figure 6 : Coccobacilles Gram négatif (coloration de Gram).

4.3.4. Test de catalase
Le contact des colonies avec de ’eau oxygéné a montré un dégagement des bulles d’air

(figure 7) , donc le test catalase était positif.
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Figure 7: Test de catalase positif.

4.4, Résistance aux antibiotiques

Apres ’interprétation des résultats de I’antibiogramme, il a été observé que le taux de
résistance bactérienne aux antibiotiques des entérobactéries isolées des surfaces externes se
différe d’un antibiotique a un autre. La figure ci-dessous représente le profil de la résistance

aux antibiotiques des souches isolées des suspensions externes des cafards.
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Les antibiotiques

Figure 8 : Profil de la résistance aux antibiotiques des souches des isolées suspension
externes des cafards.

Les antibiotiques (Amoxicilline, Ceftazidime, Céflaxine) ont révélé les taux de résistance
bacterienne les plus élevés, estimés a 91,6%. Un taux de résistance estimé de 50% a été observé
vis-a-vis ’antibiotique (Amoxicilline +Acide clavaulanique) Par contre un taux de résistance
modéré de 25% a été revélé vis-a-vis (Aztréoname), D’autre part, un faible rapport de résistance
de 8,33% a €té calculé vis-a-vis les antibiotiques (Céfépime, Amikacine, Gentamycine).
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En revanche, Les antibiotiques (Triméthoprime-sulfaméthoxazole, Imipinéme,

Ertapénéme, Ofloxacine) restent activent sur nos isolats avec 0% de résistance.

Apres ’interprétation des résultats de I’antibiogramme, il a été observé que le taux de
résistance bactérienne aux antibiotiques des entérobactéries isolées des surfaces interne se
différe d’un antibiotique a un autre. La figure ci-dessous représente le profile de la résistance

aux antibiotiques des souches isolées des suspensions internes des cafards.
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Figure 9: Profil de la résistance aux antibiotiques des souches isolées des suspension internes
des cafards .

Lorsque I’antibiotique (Ceftazidime) ont le taux de résistance le plus élevé, qui est estimé
a 33,33%. Par contre un taux de résistance modéré de 25% a été révélé vis-a-vis (Amoxicilline),
D’autre part les antibiotiques (Amoxicilline +Acide clavaulanique, Céflaxine, Triméthoprime-
sulfaméthoxazole, Amikacine, Gentamycine) un taux de résistance estimé 16,66% Assez
modéré, D’autre part, un faible rapport de résistance de 8,33% a été calculé vis-a-vis les

antibiotiques (Aztréoname, Ertapénéme ,Ofloxacine).

En revanche, Les antibiotiques (Imipinéme, Céfépime) restent activent sur nos isolats

avec 0% de résistance.

La figure 10 et I’annexe 2 représentent les résultats des antibiogrammes.
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Figure 10: Résultats de I’antibiogramme.

4.5. Répartition des isolats
4.5.1. Selon I’origine hospitaliere des cafards

Globalement, les cafards hébergeant les entérobactéries qui ont été collectés durant notre
période d’étude ont été plus nombreux a I’hdpital Bachir Ben Nacer avec 8 cafards, par rapport

a 7 cafards de I’hdpital de Tolga Ziouchi Mohamed.

D’un autre ongle, le méme nombre a été isol¢ soit de la cuisine ou la maternité de Bachir
Ben Nacer (50%) la (figure 11) représente ¢a. Alors que nous avons remarqué que la cuisine de
I’hopital de Ziouchi Mohamed a été plus contaminée avec 57%. (figure 12).

W Matérnité ™ Cuisine

Figure 11: Répartition des isolats selon I’Hopital de Bachir Ben Nacer.
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W Matérnite ™ Cuisine

Figure 12 : Répartition des isolats selon I’Hépital de Ziouchi Mohamed.

4.5.2. Selon leurs origines (suspension interne ou externe)
La figure 13 représente les résultats qui nous avons remarqué que le nombre des

Entérobactéries a été plus élevé a la surface externe des cafards (11 souches).
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Nombre des souches

=T N -

Les suspensions

Figure 13 : Répartition des isolats selon leur origine.
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5. Discussion général

Les blattes sont des réservoirs dangereux de souches pathogenes et résistantes aux
antibiotiques notamment en milieu hospitalier pour leur transmission a la population humaine.
De plus, avec un taux considérable des entérobactéries, ils peuvent provoquer une épidémie

bactérienne.

Les bactéries a Gram négatif et lactose positif isolées a partir des cafards ont été
identifiées sur la base de leurs caracteres morphologiques, biochimiques, et leur résistance aux

antibiotiques.

Durant notre période d’étude, nous avons isolé 15 ( 43%) entérobactéries de 35 BGN et
cela a partir de 15 cafards sur 40 ; Nos résultats sont supérieurs a ceux de Loucif et al. (2016)en
Algérie qui ont rapporté un taux de (37 %). Mais ils restent inférieurs aux resultats rapporté
par une étude faite en 2018 dans I’Institut national de médecine préventive et sociale a
Bangladesh, qui ont rapporté un taux global des entérobacteéries de (55,82 %) de 53 cafards Un
travail fait au Burkina Faso par Bassole (2012) rapporte un taux des entérobactéries avec
(79,55% ) de 630 cafards. Alors qu’un taux de (20,15%) a été rapporté par Naher et al. (2018)
de 150 cafards.

Cependant, les cafards ont été plus isolés de la cuisine des hdpitaux avec un taux de
(57%), par rapport a la maternité avec (43% ). nos résultats se concorde avec a ceux retrouvés
par Marinésia et al. (2006) et Pollianna et al.(2013) dont la cuisine des hdpitaux était la plus
contamingé par ces insectes, avec (61 % ) et ( 48 % ) respectivement. Contrairement a une autre
étude de Sasan et al.(2020) réalisée en Iran ou ils ont dénombré environ (57 %) des blattes dans

le service de maternité.

Dans notre travail, les bactéries les plus dominantes sont le groupe des KES « Klebsiella,
Enterobacter, Serratia » avec un taux de ( 46 %) et le pourcentage le plus faible c'est de E.coli
et Proteus (7 % ) . Contrairement aux études de Ahmanach et kaci (2019) dont I’espece E. coli
est prédominante suivie de K. pneumoniae, alors que Proteus mirabilis occupe la troisieme
place suivie de I’espéce E. cloacae avec des taux d’isolement pratiquement proches. En tunisie
et au Maroc, E.coli représentait I’espéce prédominante suivie de K. pneumoniae le résultats de
Péan et al.(2001) et Lahlou et al.(2009).

D’apres le profil de la résistance aux antibiotiques des 11 souches isolées des suspensions

externes des cafards de notre étude, on a révélé un haut niveau de résistance a I’ Amoxicilline
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Ceftazidime, Céflaxine estimés a (91,6%) ce résultats est supérieur a celui retrouvé par
Goossens et Grabein (2005) ( 55 % ) et Hashemi et al. (2013) (67%) .

Aucune résistance vis-a-vis la Céfépime n’a été révélé ; contrairement a Loucif et
al.(2016) 62 % ;Hashemi et al.(2013) qui ont rapporté (45 %) .

Pour la résistance associée aux carbapénémes, on a retrouvé que I’Ertapénéme et
I’Imipinéme restent actives avec (0 %) de résistance mais dans I’etude de Loucif et al.( 2016)

c’est (45% ) et (51 %) respectivement .

Cependant plusieurs auteurs ont rapporté des taux de résistance variables a ces molécules,
dont 55% des souches étaient résistantes a I’ertapénéme dans 1’étude rapportée par Eisner et al.
(2005) et (80%) rapportés par Goossens et Grabein (2005). Cependant, (45 %) des souches ont
¢été résistantes a I’Imipinéme dans 1’étude rapportée par Eisner et al. (2005) et (64 %) rapportés
par Goossens et Grabein (2005).

Pour l'aztréonam, on a détecté 25 % des souches résistantes, notre résultat est trés inférieur

par rapport a ce qu’il a été trouvé par Goossens et Grabein (2005) 80 % .

La résistance aux aminosides observait dans notre étude est faible, pour I’amikacine et
gentamycine on a noté (8.33%) de resistance. Des taux de (35%,54 %) respectivement de

résistance sont rapportés resultats de Loucif et al.(2016) .

Et pour I’association triméthoprime-sulfamethaxazole, aucune résistance n’a été notée.
Selon Qachaou (2011) un taux de (81%) a été enregistré par Eisner et al.(2005).

D'autre part , Hashemi et al.(2013) est montré que le taux de résistance a la oflaxine de la

famille des Quinolone est trés élevé ( 95% ) par rapport a nos résultats, dont (0%) de résistance.

d’aprées le profile de la résistance aux antibiotiques des 4 souches isolées des suspensions
internes des cafards, dans notre étude, on a révélé un taux de résistance de (25%) vis-a-vis
I’ Amoxicilline ; nos résultats reste inférieur a ceux trouves par Baker et al.(2010) (33.1%) ;
Hashemi et al.(2013) (43.8%). Et élevé par rapport a Ferdjani et al.(2010) (10%).

on a rapporté un haut niveau de résistances a la Ceftazidime (33.33%). ce qui est inférieur
a celui rapportés par Ferdjani et al.(2010) ( 86 %) et par Hashemi et al.(2013) qui ont trouvé

(95 %) des souches résistantes.

En revanche, on a noté une sensibilité totale de nos isolats vis-a-vis I'Imipénéme et
Céfépime . Nos résultats sont différents de ceux de Hashemi et al.(2013) avec (25 %) et Brown

et al.(2014) qui ont trouvé( 100% )des souches résistante.



Chapitre 4 Résultats et Discussion

Pour l'aztréonam , Ertapénéme , Ofloxacine on a détecté ( 8.3%) des souches résistantes,
nos résultats sont inferieur a ce qui a été trouvé par Ferdjani et al.(2010) (35.9%) (18%) (65%)

dans ’ordre.

Concernant la résistance a la Triméthoprime-sulfaméthoxazole, Gentamicine et
I’ Amikacine, on a détecté (16.6%) de souches résistantes. Cela est supérieur aux résultats de
Baker et al.(2010) ; Ferdjani et al.(2010) et Hashemi et al.(2013) qui n‘ont signalé aucune
résistance (0%).

Nos résultats suggerent un probleme de santé publique en raison du risque contribué par
les cafards en milieu hospitalier dans la transmission des bactéries multérisistance aux

antibiotiques et causée ainsi des infections nosocomiales.
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Conclusion

Au terme de cette étude, nous pouvons exprimer son importance, surtout que les blattes
sont parmi les insectes les plus courants dans les établissements de santé publique. En raison de
leur association étroite avec ’homme et tout son environnement, ils sont considérés comme

porteurs potentiels et transmetteurs de maladies humaines.

Le but de la présente étude c'est I’étude de la résistance aux antibiotiques des

entérobactéries isolées des cafards d’origine hospitali¢re a Biskra. .

L’identification de nos 15 isolats a été réalisée par I’observation macroscopique
et microscopique, ainsi que les tests d’orientations, dont 7 souches pouvant étre Klebsiella, ,
Serratia, et 6 souches pouvant étre Enterobacter et les deux restantes pouvant étre E.coli et
Proteus.

D’un autre coté, les résultats que nous avons enregistré lors de I’antibiogramme, ont
révelé que la résistance des souches vis-a-vis les antibiotiques est trés élevée, dont presque
la totalité ont été résistantes a I’ Amoxicilline, Ceftazidime et Céfaléxine (91 %) mais aussi
nous avons enregistrés une résistance variables aux autres antibiotigue  Céfépime,
Triméthoprime-sulfaméthoxazole, Ertapenéme ,Ofloxacine , Amoxicilline +Acide
clavaulanique, Amikacine, Gentamycine (8% a 50%) . Alors que I’'Imipinéme reste a 100%

actif.

A la fin de notre étude, nous pouvons conclure que les cafards sont des vecteurs de
nombreuses maladies infectieuses en particulier les infections nosocomiales, tout en
augmentant la propagation des bactéries multi-résistantes aux antibiotiques, spécialement des

Entérobactéries dans les milieux hospitaliers.

En raison du risque microbien pour la santé humaine associé aux blattes, il ne doit pas y
avoir de tolérance a leur présence dans les établissements de santé. De ce fait, des efforts
continus seront déployés en matieére d’hygiene et de suivi épidémiologique nécessaire pour

contréler ce type de libération de germes multi-résistants qui préoccupe de santé publique.
Ainsi, comme perspectives de ce travail, nous proposons de :

Collecter plus de cafard de divers services hospitaliers pour mieux exploiter les bactéries

hébergées par ces insectes et leur résistance aux antibiotiques
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Annexe 1 : Les résultats de I'isolement des entérobactéries

Externe Interne
Cafards | MacConkey | Hektoen | Lactose | MacConkey | Hektoen | Lactose
1 + + Lac + + + Lac +
2 - - - - - -
3 - - - + + Lac +
4 + + Lac + - - -
5 + + Lac + - - -
6 + + Lac + - - -
7 + + Lac + - - -
8 + + Lac - - - -
9 + + Lac + - - -
10 - - - - - -
11 + - - - + -
12 + - - + + Lac -
13 + - - + + Lac -
14 + - - - - R
15 + - - + + Lac +
16 + + Lac + -
17 + + Lac - - - -
18 - - - - - -
19 + + Lac + - - -
20 + + Lac - - - -
21 - + Lac - - - -
22 + - - - + -
23 + + Lac - + + Lac +
24 - - - + + Lac -
25 - : - + + Lac +
26 - - - - - -
27 - - - - - -
28 - - - - - -
29 - - - - - -
30 - - - - - -
31 + + Lac + - - -
32 - - - - - -
33 - - - - - -
34 + + Lac - + + Lac -
35 - - - - - -
36 - - - - + Lac +
37 - - - - -
38 - - - - - -
39 - - - - - -
40 - - - - - -
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Annexe 2: Le profil de résistance/sensibilité pour les souches testées.

OFX

ETP

IPM

SXT

CAL

FEP

ATM

AX

AMC

Anfibiotique

Cafards

10
1

12
13
14
15

I: souche a résistance intermédiaire R: souche résistante

S: souche sensible
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Résumé

Les blattes sont un type d’insecte répandu dans le monde entier et on les trouve méme dans les milieux
hospitaliers. Ainsi, les blattes peuvent étre un réservoir important et un vecteur mécanique des pathogenes, y
compris les Entérobactéries multi-résistantes aux antibiotiques ; Les entérobactéries une des principales
familles de bacilles a Gram négatif responsables des infections nosocomiales ou une intoxication alimentaire.
.Leur présence dans les établissements de santé publics est donc un risque sérieux .Notre objectif est
I’isolement et 1’étude des entérobactéries multi-résistantes aux antibiotiques en milieu hospitalier et la
détermination de leur profil de résistance vis-a-vis de 12 antibiotiques. L’antibiogramme a été réalisé selon
les recommandations du comité de la société francaise de microbiologie par la méthode de la diffusion des
disques sur un milieu Muller Hinton . Les résultats des surface externe des cafards obtenus montrés que les
antibiotiques AMX, CAZ ,CN ont révélé les taux de résistance bactérienne les plus élevés 91,6% , mais les
isolats de I' intérieur des cafards I’antibiotique CAZ ont le taux de résistance le plus élevé 33.3 % ; et pour les
restes antibiotiques ATM , AMC, CEF, AN, GEN , SXT , ETP, OFX la résistance moyenne et variable

.’IMP c'est le seul antibiotique reste active sur nos isolats externes et internes avec 0% de résistance.

Mots-clés : Cafards, Entérobactéries, Résistance, Antibiotiques.

Summary

Cockroaches are a type of insect that is widespread throughout the world, and can even be found in hospital
environments. Thus, cockroaches can be an important reservoir and mechanical vector of pathogens,
including antibiotic-resistant multi-resistant Enterobacteria; Enterobacteria are one of the main families of
Gram-negative bacilli responsible for nosocomial infections or food poisoning. Their presence in public
healthcare establishments is therefore a serious risk. Our aim was to isolate and study Enterobacteriaceae
that are multi-resistant to antibiotics in hospitals, and to determine their resistance profile to 12 antibiotics.
Antibiotic susceptibility testing was carried out in accordance with the recommendations of the French
Microbiology Society Committee, using the disk diffusion method on Muller Hinton medium.

Results from the external surface of the cockroaches obtained showed that the antibiotics AMX, CAZ, CN
revealed the highest rates of bacterial resistance 91.6%, but isolates from the interior of the cockroaches the
antibiotic CAZ had the highest rate of resistance 33.3 %. and for the remaining antibiotics AMC , ATM,
CEF, AK, GN, SXT, ETP, OFX the resistance is average and variable . IMP is the only antibiotic still active
on our external and internal isolates, with 0% resistance.

Keywords : Cockroaches, Enterobacteria, Resistance ,Antibiotics .
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