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I ntroduction

Les B-lactamines constituent la famille d’antibiotique la plus importante, aussi bien
par la diversité des molécules utilisables, leur large spectre d’activité antibactérien et leur
faible toxicité que par leurs indications en thérapeutique et en prophylaxie des infections
bactériennes (Cavallo et al., 2004 ; Ferech et Coenen, 2006). Depuis leur découverte en
1928 par Alexander Fleming et dés leur utilisation durant la seconde guerre mondiae, les
B-lactamines ont éé confrontées a I’émergence de la résistance. Celle-ci apparut
rapidement, des 1942, avec la premiére souche de Saphylococcus aureus résistante a la

pénicilline par production de pénicillinase (Cavallo et al.,2004).

L’émergence des entérobactéries résistantes aux R-lactamines a large spectre est le
plus souvent le résultat d’un mécanisme en deux temps qui associe d’abord la sélection des
bactéries commensales résistantes puis le transfert horizontal de résistance entre diverses
especes bactériennes dont certaines peuvent étre pathogenes (Skurnik et Andremont,
2006). Le mécanisme le plus important est lié a la production des 3-lactamases de type -
lactamase a spectre éendu (BLSE) (Bush et Jacoby, 2010). Ces enzymes transférables
coexistent souvent avec d'autres déterminants de la résistance aux antibiotiques et peuvent
également étre associés a des transposons et a des intégrons, en augmentant
I'enrichissement potentiel des bactéries multi-résistantes pour de multiples agents
antimicrobiens ainsi que la diffusion des déterminants de la résistance parmi les espéces
bactériennes (Poeta et al.,2009). Une véritable pandémie mondiale est maintenant observée
avec ladiffusion préférentielle des BLSE de type CTX-M (Philippon, 2013).

Les entérobactéries productrices de BLSE ont émergé dans la derniere décennie et
représentent une menace mondiale pour la santé humaine et sont non seulement isolées du
milieu hospitalier, communautaire et vétérinaire, mais elles ont également diffusées dans
d'autres environnements comme les animaux de ferme, animaux sauvages, eaux Usees, les

végétaux et d'autres sources (Ben et al., 2015).

L'utilisation massive d'antibiotiques en médecine humaine, vétérinaire, production
animale, I’aquaculture et en agriculture est un facteur majeur de la dissémination et de
I’évolution de résistance aux antibiotiques (Da Costa et al., 2013). Chez les animaux
d’élevages, la colonisation par des bactéries productrices de BLSE peut étre considérée
comme un probléme de santé publigue, puisgue la transmission a I'homme ne peut étre
ignorée. Parmi les raisons de cette colonisation inhabituelle, I'utilisation des antibiotiques

comme traitements prophylactiques pour prévenir les infections bactériennes pourrait étre
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considérées comme un facteur de risque important (Dos Santos et al., 2013). A cet égard,
les souches d’E. coli productrices de BLSE de type CTX-M, TEM et SHV ont é&éisolées a
partir d'animaux de ferme (volaille, porc, bétail, poulet) dans différents pays (Meunier et
al.,2006 ; Ramos et al.,2013).

Les animaux de compagnie représentent également des sources potentielles pour la
propagation des entérobactéries productrices de BLSE (Dos Santos et al.,2013). Cela est
d( en partie a la prescription croissante pour les animaux de substances antimicrobiennes
qui sont essentielles ala médecine humaine. Des souches d’entérobactéries productrices de
BLSE de type SHV, TEM et CTX-M ont été rapportées chez les animaux de compagnies
(Rubin et Pitout, 2014).

Ces souches ont été egalement isolées a partir d'une variété de sources naturelles de
I'environnement tels que les eaux usées (Ojer-Usoz et al., 2014), eaux douces polluées
(Taca™o et al., 2012), eaux d’irrigation (Ben et al., 2015), eaux de surfaces (Tissera et Mae
Lee, 2013), plages publiques (Alouache et al., 2011 ; Maravic et al., 2014), lacs et rivieres
(Zurfluh et al., 2013) , sols et végétaux (Ben et al., 2015). Le réservoir de genes de
résistance dans I'environnement est constitué d’un mélange de déterminants de la
résistance naturelle, ceux apportés par les rejets d’animaux et humains et les effets sélectifs
de polluants, qui peuvent co-sélectionner des éléments génétiques mobiles portants de
multiples genes de résistance (Wellington et al., 2013).

Ainsi, I’Homme peut étre exposeé a ces bactéries résistantes, soit par
I'approvisionnement alimentaire a partir des animaux d’élevages traités et des poissons
exposés aux produits pharmaceutiques rejetés dans les eaux, soit intentionnellement
(traitements de I'aguaculture) ou non intentionnellement, le contact direct avec des
animaux ou plus indirectement, par des voies environnementales comme la contamination
de I’eau et du sol par les résidus d’antibiotiques (Da Costa et al.,2013; Wellington et
al.,2013).

Habituellement, la faune sauvage n’est pas exposée aux antibiotiques, mais peut
acquérir des bactéries résistantes aux antimicrobiens par le contact avec les humains, les
animaux et I'environnement, incluant I'eau polluée par des matiéres fécales qui semble étre
le vecteur le plus important de contamination (Radhouani et al., 2014). La résistance aux
antibiotiques chez les bactéries d'origine animale et son potentiel zoonotique a attiré une
attention considérable dans le monde entier (Allen et al., 2010 ; Loncaric et al., 2013).
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Toutes les études publiées sur la faune sauvage ont identifié que les BLSE de type
CTX-M sont les plus importantes, avec une prédominance des CTX-M du groupe 1 et du
groupe 9, suivis par les BLSE du groupe 2. Outre lafamille des CTX-M, les BLSE de type
SHV-like (-5,-12) , TEM-like (-20,-52) ont été également détectées (Guenther et al., 2011).
Les données actuelles sur les entérobactéries productrices de BLSE chez les animaux
sauvages réveélent gque le portage de ces souches multi-résistantes est tres répandu chez
plusieurs populations sauvages comme la sauvagine, les oiseaux de proie et les
rongeurs...etc.. et cela méme si elles n’ont jamais été exposées en permanence aux
antibiotiques. Cela contre dit clairement la présomption que la résistance pourrait tendre
vers une valeur nulle avec l'absence de traitement d’antibiotique seul (Guenther et al.,
2011). Par conséguent, ces animaux peuvent constituer un serieux probleme pour la santé
humaine (Radhouani et al., 2014).

D’apres les études publiees, il semble que les oiseaux sauvages soient les principaux
réservoirs des souches d’E. coli productrices de BLSE. En raison de leurs diversités dans
les niches écologiques, et leurs facilités a véhiculer des bactéries humaines et
environnementales, les oiseaux sauvages pourraient agir comme des indicateurs d’activités
humaines. Par conséquent, la migration de ces oiseaux pourrait contribuer a la
dissemination des genes de résistance dans le monde entier (Peirano et al., 2011). Deux
groupes d’oiseaux semblent étre les réservoirs principaux de BLSE : les sauvagines (Poeta
et al., 2008; Bonnedahl et al., 2009 ; 2010; Dolegska et al., 2009; Guenther et al., 2010 ;
Hernandez et al., 2010; Literak et al., 2010; Simoes et al., 2010; Garmyn et al., 2011;
Wallensten et al., 2011) du fait de la pollution fécale de I'eau par des sources humaines ou
animales et les oiseaux de proie (Costa et al., 2006; Pinto et al., 2010;.. Radhouani et al.,
2010) qui sont au sommet de la chaine aimentaire. En raison aussi de leur comportements
synanthropique qui sont probablement plus souvent en contact avec des étres humains et
les animaux d'éevage. Un autre hdte important semble étre les rongeurs avec de nombreux
rapports sur la présence de souches productrices de BLSE provenant de différents pays
(Literak et al., 20094 ; Guenther et al., 2010 ; Ho et al., 2011). Ces especes synantropiques
peuvent facilement ramasser les déchets humains et interagissent souvent avec des
excréments humains dans le systeme des eaux usees en milieu urbain et peuvent donc
facilement se contaminer avec des bactéries multi-résistantes. Par conséquent, la présence
de souches d’E. coli productrices de BLSE est influencée par |e type de réservoir (animaux

sauvages) et en outre par leur comportement synanthropique. En d'autres termes, les
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animaux qui vivent dans les zones urbanisées sont plus susceptibles d’étre colonisés par E.

coli que les animaux vivant dans des zones reculées (Allen et al., 2010; Bonnedahl, 2011).

Les entérobactéries ont été isolées un peu partout y compris chez les animaux
sauvages dont I’espéce E. coli est la plus fréquente. En effet, cette souche a été rapportée
chez le sanglier (Poeta et al., 2009) et le singe (Wang et al., 2012). Elles ont été isolées
chez d’autres animaux tels que les oiseaux de proie (Pinto et al., 2010), cerf, hibou, renard
(Costa et al., 2006) et également chez les animaux de ferme tels que les bovins (Schmid et
al., 2013) ains que chez les animaux domestiques (Rubin et Pitout, 2014). En république
tcheque, des souches d’Enterobacter cloacae ont été isolées chez les oiseaux sauvages
(Literak et al., 2014). Zou et al., 2010 ont rapporté la présence des souches de K.

pneumoniae chez le porc.

Ces études ont montré également qu’E. coli est I’espece la plus isolée chez ces
animaux. En effet, cette espéce est une bactérie du tractus intestinal, pouvant étre soit
commensale ou pathogene causant des infections intestinales ou extra-intestinales chez les
humains et les animaux (Johnson et Russo, 2002; Wirth et al., 2006). L'ubiquité d’E. coli
est lié a la colonisation asymptomatique de l'intestin des oiseaux et des mammiféres
(Rwego et al., 2008;. Schierack et al., 2008). Cette bactérie peut facilement acquérir et
transférer des genes de résistance (Radhouani et al., 2014). Par consequent, elle peut étre
utilisée comme indicateur de changements dans la résistance aux antibiotiques (Silvaet al.,
2010).

En Algérie, la plupart des travaux rapportant les souches BLSE concernent des
souches cliniques. En effet, plusieurs BLSE ont été rapportées (Ramdani-Bouguessa et al .,
2006 ; Touati et al., 2006 ; Messai et al., 2008 ; Ramdani-Bouguessa et al., 2011 ; Touati
et al., 2012 ; Lagha et a., 2014). Concernant la résistance chez les animaux sauvages, une
publication a été trouve sur Pub Med sur les poissons (Brahmi et al., 2015). Aucun article

n’a été publié sur le singe Magot et le sanglier.

Le singe magot est un animal protégé et endémique qui vit dans les montagnes des
pays de l'ouest de la Méditerranée, au Nord de I'Algérie. Le magot est omnivore et sa
nourriture est diversifiée (feuilles, fruits, glands, tubercules, graines, arthropodes) (Nel,
2011). Ces especes sont menacés en raison principalement de la dégradation de I'habitat

d'origine anthropique (Menard et al., 2014).
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Le Sanglier et un mammifére endémique, omnivore capable de varier son
alimentation, il consomme un grand nombre de végétaux (tubercules, glands, noix, feuilles,
etc.), de nombreux animaux morts ou vivants (vers, insectes et leurs larves, petits
mammiféres, oiseaux et leurs ceufs) comme il peut s’attaquer aux petits veaux, agneaux et

autres animaux d’élevage lorsque I’occasion se presente (Wickline, 2014).

C’est dans cette optique que nous proposons d’évaluer la sensibilité aux antibiotiques
ainsi que de caractériser les phénotypes de résistance aux B-lactamines chez des souches
d’entérobactéries isolées des matieres fécales du singe magot et sanglier vivant dans les

parcsde Bejaiaet Jijel.

Afin de dével opper cet aspect, nous avons adopté |la méthodol ogie suivante :
Isolement et identification des souches d’entérobactéries résistantes aux C3G a
partir de lamatiére fécale du singe magot et sanglier.

Etude de la sensibilité de ces souches vis-avis des B-lactamines et des autres
familles d’antibiotiques.

Caractérisation phénotypique des mécanismes de résistance aux [3-lactamines.
Détermination des concentrations minimales inhibitrices vis-avis du
céfotaxime et de la céftazidime.

Etude du transfert des génes de résistance par conjugaison.



147

148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159

Syntheése bibliographique

1. Entérobactéries et résistance aux 3-lactamines

1.1. R-lactamines

Les B-lactamines sont les antibiotiques les plus utilisés en pratique clinique courante
(Rodriguez-Villalobos et Struelens, 2006) surtout dans le traitement des infections dues
aux entérobactéries. Ces antibiotiques sont probablement bactéricides et sont caractérises
par la présence constante du cycle (3-lactame associé a des cycles et des chaines latéraes
variables (figure 1) (Cavadlo et al., 2004).

Ces antibiotiques interferent avec les étapes finales de la synthese du peptidoglycane.
Elles présentent une analogie structurale entre le noyau 3-lactame et |e dipeptide terminal
D-alanine-D-aanine du pentapeptide constitutif du peptidoglycane. Leur reconnaissance
par les transpeptidases et les carboxypeptidases (PLP) aboutit a la fixation du cycle 3
lactame sur le site actif de ces enzymes cibles provoquant une inhibition de la synthése du
peptidoglycane et I’arrét de la croissance bactérienne (Cavallo et al., 2004).
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1.2. Les mécanismes derésistance non enzymatique aux [3-lactamines

Les entérobactéries utilisent différents mécanismes pour développer une résistance
aux B-lactamines. Il peut s’agir de troubles de perméabilité par modification des porines,
des systemes d’efflux qui permettent d’expulser les antibiotiques vers I’extérieur, ou de
modification de la cible bactérienne (exemples : les sites de liaison des pénicillines (PLP)

empéchant lafabrication de laparoi de la bactérie) (Bonnet, 2004).

1.3. Résistance aux B-lactamines par production de 3-lactamases

Les entérobactéries produisent naturellement diverses 3-lactamases ce qui permet de
les classées en groupes phénotypiques de résistance (Bonnet, 2004 ; Robin, 2012) . Le
tableau | en annexe | donne les différents phénotypes de résistance naturelle aux (3
lactamines décrites chez les entérobactéries. En plus de la résistance naturelle, les souches

d’entérobactéries peuvent acquérir d’autres résistances.

1.4. LesB-lactamases

La résistance bactérienne aux p-lactamines est due principalement & la production
d’enzymes (B-lactamases) capables d’hydrolyser le noyau B-lactame (Rodriguez-Villalobos
et Struelens, 2006) (Figure 2). Ces enzymes sont localisées au niveau de |’espace

périplasmique chez les bactéries Gram négatives (cavallo et al., 2004).

| Eni Ser-oH > Activation
O// ﬂ“"-x_; Beterlactam:ase f ‘\/

L

COOH SE!I’ COOH CDEIH
| antibidlioue inact
Enzyme + Enz-0OH

Figure 2 : Schéma réactionnel de I’ouverture du cycle B-lactame

Les deux schémas les plus utilisés pour classer les [3-lactamases sont ceux d’Ambler
basés sur I’homologie des séquences des acides aminés (classe A, B, C et D) et celui de
Bush-Jacoby fondé sur les propriétés fonctionnelles des enzymes prenant en compte les
profils de substrat et d’inhibition (Bush et Jacoby, 2010). Le tableau Il en annexe Il donne

la classification de ces enzymes.
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1.4.1. R-lactamases a spectre éendu

Les BLSE ont été décrites pour la premiére fois en 1983, en Allemagne (Knothe et
al.,1983). A I'exception des enzymes de type OXA (classe 2de), les BLSE font partie de la
classe A d’Ambler et du groupe 2be de Bush-Jacoby. Elles sont capables d’hydrolyser les
pénicillines, céphalosporines de 1%¢, 2M 38M génération, 4°™ génération et |'aztréonam.
Par contre, elles restent sensibles aux céphamycines et aux carbapénémes. Enfin elles sont
inhibées par les inhibiteurs de [3-lactamases tels que I’acide clavulanique (Bush et Jacoby,
2010).

a. BLSE detype TEM

De nombreux mutants dérivés de TEM-1/2 (91 variantes, le 03/06/2015) ont été

identifiés avec un phénotype BLSE (www.lahey.org/Studies). Bien que fréquemment

retrouvés chez E. coli et K. pneumoniae, ces BLSE ont été aussi observées parmi d’autres
espéces d’entérobactéries comme E. cloacae, P. mirabilis ains que chez P. aeruginosa.
Les mutations responsables de I’elargissement de spectre ont généralement lieu au niveau
de 4 positions de la protéine (positions 104, 164, 238 et 240) (Philippon, 2013). Enfin, de
rares mutants présentent des substitutions propres aux BLSE et aux inhibiteurs (TRI/IRT),
ont été rapportés et nommés Complex Mutant TEM (CMT) (Bush et Jacoby, 2010).

b. BLSE detypeSHV

Parallélement, des dérivés ou mutants de SHV-1 (Sulfi hydroxyl variable) ont été
décrits chez K. pneumoniae. Les BLSE de type SHV-5 et SHV-12 on été les mutants les
plus fréquemment isolés. Ces BLSE ont été détectées parmi de nombreuses entérobactéries
mais aussi chez P.aeruginosa. Comme les variantes de TEM, les substitutions d’acides
aminés dans SHV-1 ont lieu classiqguement au niveau de quelques résidus, notamment 238
et 240 (Philippon, 2013). En date du 03/06/2015, il y’a 140 variantes de SHV type BLSE
(www.lahey.org/Studies).

c. BLSE detype OXA

Lafamille des BLSE de type OXA groupe 2de, est caractérisée par I'hydrolyse de la
cloxacilline et oxacilline avec un spectre étendu qui comprend les oxyimino-B-lactamines,
mais pas les carbapénémes. Il y’a 21 variantes BLSE en date du 03/06/2015
(www.lahey.org/Studies). La plupart des enzymes sont dérivées des OXA-10 par 1 a 9
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substitutions d'acides aminés et comprennent des enzymes telles que OXA-11 et OXA-15.
Elles sont le plus souvent décrites en Turquie et en France dans les isolats de P.
aeruginosa (Bush et Jacoby, 2010).

d. BLSE DE TYPE GES

Les BLSE de type GES (Guyana Extended-Spectrum Beta-lactamase) sont de plus en
plus rapportées chez les entérobactéries et notamment chez P. aeruginosa. La [3-lactamase
GES-1 a été initialement décrite chez une souche de K. pneumoniae isolée en 1998 en
France puis en Argentine, au Brésil, au Portugal et aux Pays-Bas. Il y’a 26 variantes BLSE
en date du 03/06/2015 (www.lahey.org/Studies). A noter que, contrairement a la plupart
des BLSE, GES-1 n’hydrolyse pas I’aztréonam et par une unique mutation, GES-2 et le
premiére exemple de BLSE avec un élargissement du spectre d’activité aux carbapénémes
(Philippon, 2013).

e. BLSE detypeCTX-M

Actuellement (03/06/2015), le nombre des B-lactamases de type CTX-M identifié est
de 169 variantes aléiques (http://www.lahey.org/Studies/other.asp#tablel) qui conferent
des niveaux de résistance plus élevés a la céfotaxime qu’a la ceftazidime et qui peuvent
étre classées en sept  groupes phylogéniques majeurs en se basant sur leurs séquences
génétiques (CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9, CTX-M-25, CTX-M-74 et CTX-
M-75) (Lahlaoui et al., 2014).

f. BLSE décriteschez lesanimaux

Les animaux d’élevage et les animaux de compagnie sont de plus en plus reconnus
comme un réservoir pour les souches d’entérobactéries productrices de BLSE notamment
les CTX-M (Mesa et al., 2006). Le tableau Il résume les BLSE rapportées chez les

animaux d’élevage et les animaux de compagnie.



Syntheése bibliographique

247 Tableau |11 : BLSE rapportées chez les animaux de compagnie et d’élevage.
Références [3-lactamase Animal Pays
Carattoli et al., 2005 CTX-M-1; SHV-12 Chien, chat Italie
Meunier et al., 2006 CTX-M-1, CTX-M-15 bovins, porc, volaille | France
Voetal., 2007 CTX-M-1 Chevaux Pays-bas
O’Keefe et al., 2010 CTX-M-14,15; SHV-12 | Chien, chat Etats unis
Dos Santos et al., 2012 CTX-M-15 Poulain Brazil
Sallemet al., 2013 CTX-M-1 Chien, chat Tunisie
Schmid et al., 2013 CTX-M-1,2,9 Bovins Allemagne
Rocha-Graciaet al., 2015 | CTX-M-15 Chien Mexique

248 De méme, plusieurs auteurs ont rapporté également la présence de plusieurs types de

249  BLSE chez les animaux sauvages un peu partout dans le monde avec une prédominance
250 desBLSE detype CTX-M (Figure 3, tableau IV en annexe I11).

10
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Canard colvert, Goéland argenté: CTX-M-1 CTX-M-9,
CTX-M-15, SHV-12 (Pologne)

Oiseaux savages (Larus sp) : CTX-M-1, CTX-M-14, SHV-12

Mouetterieuse : CTX-M-14, CTX-M-15 (Suede)

L esoies sauvages : TEM-52, SHV-
(Belgique)

Goéland leucophée: CTX-M-1,CTX-M-
15, SHV (France)

Rat de norvége : CTX-M-9 (Allem

QOiseaux sauvages (Larus sp) : CTX
CTX-M-9,CTX-M-15,CTX-M-32

Qiseaux de proie (B. buteo) : CTX-
,CTX-M-1

Oiscaux deproie: CTX-M-1, TEM
SHV-5, TEM-20

Sanglier : CTX-M-1

Oiseaux savages (Larus sp) : TEM-&
CTX-M-1, CTX-M-14a, CTX-M-32

Qiseau de proie, cerf, renard , hibo
TEM-52, CTX-M-14, CTX-M-1,SH

Fauvette atéte noire: CTX-M-14, S
12 (Portugal)

Loup ibérigue: TEM-52, SHV-12, CTX- Figure3
M-1, CTX-M-14

Lynx ibérigue: CTX-M-14,SHV-12

Goéland a ailesgrises: CTX-M-14,

CTX-M-15 (Russie)

eurs: CTX-M-9, CTX-M-1

5: CTX-M-3, CTX-M-14,
-15 (Chine)

1, TEM-52b
X-M-1,CTX-M-15,SHV-2

publique Tchéque)

: BLSE rapportées chez les animaux sauvages (Guenther et al., 2011).

11
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1.4.2. Céphalosporinase AmpC

Les céphalosporinases de type AmpC sont des beta-lactamases appartenant a la
classe C d’Ambler et au groupe 1 selon la classification de Bush et Jacoby (Bush et
Jacoby, 2010). Ces enzymes sont principalement chromosomiques chez plusieurs espéeces
d’entérobactéries ou elles conferent une résistance a la plupart des pénicillines et a leurs
associations aux 3-lactamines inhibitrices, C1G, C2G et C3G, aux céphamycines et de
maniére variable a I’aztréonam (Jacoby, 2009). Les inhibiteurs des B-lactamases tels que
I'acide clavulanique, sont faiblement actifs sur ces enzymes, et sont par contre inhibées par
la cloxacilline (Jacoby, 2009). Dans certains cas, ces enzymes peuvent étre hyperproduites

suite a des mutations au niveau du géne ampD (Jacoby, 2009).

Les céphal osporinases plasmidiques transmissibles sont généralement exprimées de
maniére constitutive et ont été observées chez la plupart des entérobactéries, y compris
chez les especes dépourvus du gene blaampc (Jacoby, 2009). Loncaric et al., 2013 et Literak
et al., 2014 ont rapporté la présence des souches d’E. coli productrices de CMY-2 et les

souches d’E. cloacae producteurs d’ACT chez les oiseaux sauvages.

1.4.3. Carbapénemases

Les carbapénemases sont identifiées de facon croissante chez les entérobactéries
dans le monde entier (Nordmann et Carrer, 2010). Ces enzymes sont des 3-lactamases a
large spectre d'hydrolyse qui inactivent presgque toutes les béta-lactamines, y compris les
carbapénemes. Trois classes de carbapénemases ont été retrouvées chez les entérobactéries
. les carbapenemases de classe A (KPC), les carbapenémases de classe D. dont I’enzyme
OXA-48 qui est la seule actuellement décrite chez les entérobactéries et les
carbapénémases de classe B (VIM, IMP, NDM) (Nordmann et Carrer, 2010). En 2008, la
premiere NDM-1 a éé décrite chez K. pneumoniae en Inde. Depuis lors, cette
carbapénemase est le centre dattention en raison de sa diffusion rapide chez les
entérobactéries dans le monde entier (Dortet et al.,2014). Fischer et al., 2013 ont rapporté
la présence des souches de Salmonella enterica hébergeant une NDM-1 chez les oiseaux
sauvages.

12
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1. Prédévements

Des échantillons de selles ont été recueillis, dans des flacons, durant |a période de
janvier a mars 2015. Ces prélevements provenant d’animaux sauvages (singe magot et
sanglier) ont été effectués au niveau du parc national de Gouraya a Bejaia et au niveau du
parc national de TAZA a Jijel puis acheminés au laboratoire d’eécologie microbienne de

I’université de Bejaia pour étre analysés.
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Figure4 : Sites de prélevements
2. |lsolement et identification

A I’aide d’un écouvillon, une 6se de selle a été prélevée. L’écouvillon est ensuite
introduit dans 5ml de bouillon nutritif. Aprés incubation a 37°C pendant 18 a 24h, deux
géloses de Mac Conkey additionnées respectivement de vancomycine (8ug/ml) +
céftazidime (01 pg/ml) et vancomycine (8ug/ml) + imipenéeme (0.5ug/ml) ont éé
ensemencées avec 200ul de culture. Composition des milieux de culture utilisés sont en

annexe IV. Aprés 24h d’incubation a 37°C, 1 a2 colonies ont été préleveées et purifiées.

L’identification des souches d’entérobactéries a été réalisée en effectuant une galerie
biochimique minimale comprenant les milieux suivants : TSI, Urée-Indole, Clark et Lubs,
citrate de Simmons, et eau peptonée exempte d’indole. L’identification des souches a été
confirmée par I’emploi d’une galerie APl 20E (Tableau N°V, annexeV). Lacoloration de
Gram (annexe V) et le test a I’oxydase (annexe V1) ont été également réalisés comme des

tests complémentaires.

13
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3. Etudedela sensibilité aux antibiotiques

La sensibilité des souches aux antibiotiques a é&é déterminée par la méthode de

I’antibiogramme standard par diffusion sur gelose Mueller Hinton selon les

recommandations du Comité Européen de I’antibiogramme (http://www.eucast.org). Les
antibiotiques testés (Oxoid, Angleterre) sont donnés dans le tableau V1.

Tableau VI : Antibiotiques testés (CA-SFM_ EUCAST, 2015).

Diamétres
Antibiotiques Abréviation | Charge du | Famille critiques Marque
disque
(n) S R<
Amoxicillinet clavulanate | AMC 20+10 19 19
Ticarcilline TIC 75 23 23
Céftazidime CAZ 30 s
Céfotaxime CTX 30 20 17
Céfépime FEP 30 Blactamines | 21 | 24
Céfoxitine FOX 30 19 15
Imipénéme IMP 10 22 16
Ertapéneme ETP 10 25 22
*Tétracycline TET 30 Tétracyclines | 19 17
Acide nalidixique NAL 30 Quinolones 19 14
Gentamicine GEN 10 Aminosides | 17 14

*CA-SFM 2013
4. Recherche de la production de [-L actamases a Spectre Etendu

La production d’une B-Lactamase a Spectre Etendu a été détectée par |le DD-test qui
consiste a déposer des disgues de céftazidime (30ug), céfotaxime (30ug), céfépime (30ug) et
d’aztréonam (30ug) a une distance de 20 mm (centre a centre) d'un disque d’amoxicilline-
clavulanate (20/10 pg). La présence d’une BLSE se traduit par I’apparition d’une image de
synergie entre les disques d’oxymino-f-lactamines et le disque d’amoxicilline-clavulanate
(Jarlier et al., 1988).

14
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5. Recherche dela production de car bapénémases

Un disque d’imipénéme est déposé au centre d’une boite de Mac conkey (MC)
préalablement ensemencée avec une souche d’Escherichia coli ATCC 25922. Ensuite, les
souches & tester sont ensemencées sur la gélose sous forme de stries déposées a partir du
disque d’imipénéme jusqu’a la péripherie de la boite en présence d’un témoin positif et
d’un autre négatif (Hodge et al., 1978) . Aprés 24h d’incubation a 37 °C, le test de Hodge
est interprété comme positif par la présence d'une distorsion de la zone dinhibition a
I”intersection entre une strie et la culture d’E.coli. La présence d’une carbapénémase a été

confirmée par I’itilisation du carba NP test modifié (annexeV1lI1).

6. Déermination des Concentrations minimalesinhibitrices

Les CMIs de toutes les souches vis-a-vis du CTX et CAZ ont été déterminées par la
méthode de dilutions en gélose Mueller Hinton selon les recommandations de ’TEUCAST
2000 (EUCAST, 2000).

La solution mére a été préparée a une concentration initiale de 10240 mg/l en
utilisant une poudre pour solution injectable. Le volume du solvant (eau distillée stérile) a

été calculé suivant laformule suivante :

Masse de la poudre d’ATB= Volume du solvant (ml) * la concentration (mg/L)
Pureté de la poudre (Mg/g)
Les différentes concentrations en antibiotiques testées ont été préparées suivant le

tableau V1.
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Tableau VII : Préparation de la gamme d’antibiotiques.

Concentration
Solution Solution mére Volumede Obtenue Finale
initiale (ml) diluant (mg/L) (mg/L)
(mg/L) Dansle
milieu
10240 1 1 5120 256
10240 1 3 2560 128
2560 1 1 1280 64
2560 1 3 640 32
2560 1 7 320 16
320 1 1 160 8
320 1 3 80 4
320 1 7 40 2
40 1 1 20 1

Une série de boites de Pétri a été préparée en additionnant 1ml de chague dilution

d’antibiotique a 19ml de gélose Mueller Hinton en surfusion.

Trois a cing colonies ont été prélevées a partir d’une culture pure afin de préparer
une suspension bactérienne équivalente & 0.5 Mc Farland (108 UFC/ml) et une dilution de
102 a été préparée a partir de cette suspension. Un volume de 10pl de cette dilution (soit un
inoculum de 10*UFC/spot) a été déposé en spot sur la surface des géloses. Aprés séchage
atempérature ambiante, les boites sont incubées a 37°C/18-24H.

La CMI correspond a la plus faible concentration d’antibiotique capable d’inhiber
complétement toute croissance visible a I'eeil nu. La présence d’une colonie dans la zone

inoculée n’est pas prise en considération (EUCAST., 2000).

7. Conjugaison

Le transfert par conjugaison a été réalisé en utilisant la souche d’E. coli J52 résistante

a I’azide de sodium comme souche réceptrice.
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» Lasouche réceptrice et les souches donatrices ont été ensemencées respectivement
sur gélose Luria additionnée de ceftazidime et d’azide de sodium et incubées a
37°C pendant 18h ;

» Les souches donatrices et la souche réceptrice ont éé cultivées dans 10ml de
bouillon Luria et incubées a 37°C pendant 18h sous agitation ;

» Unedilution au 1/50éme a été faite en ensemencant 200pl de la culture dans 10ml
de bouillon Luria neuf puisincubé a 37°C/4h sans agitation ;

» Un volume de 500ul de la culture de la souche donatrice, 2000pl de la culture de la
souche réceptrice et 1ml du bouillon Luria (rapport 1 :4) ont été mélangés dans un
récipient, puisincubés pendant 3h a37°C sans agitation;

> Un volume de 200p! du mélange, de ladilution 10 et de la dilution 102 a é&té étalé
avec un réateau étaleur sur la surface des boites de sélection contenant la gélose
Luria (annexe 1V) additionnée de céftazidime (4pg/ml) et d’azide de sodium
(200pg/ml) puisincubés a 37°C pendant 18h ;

» L’étude de la résistance des transconjugants aux antibiotiques a été réalisée par la

méthode de I’antibiogramme standard.

8. Analyse statistique

Le test Khi-deux a été utilisé pour comparer des données de nature qualitative
(Sensible-Résistant) des deux populations (singe et sanglier) isolées des deux régions
d’étude (Bejaia et Jijel). Les différences sont considérées significatives pour p valeur

inferieure a0,05.
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Résultats

1. Résultatsdes prélévements des populations éudiées

Durant la période de notre étude, 161 prélévements ont é&é étudiés, dont 80
prélévements ont été effectués a Begjaia (Cap Carbon, Les Aiguades, Tichy, Pic des singes,
les Oliviers et Sidi Aissa) et 81 prélévementsréalises a Jijel (Ain djnene, secteur Aftis, Dar
El-Oued). Le tableau VII1 montre le nombre de prélevements effectués par animal a Bgjaia
et Jijel.

Tableau VIII : Nombre de prélévements par animal aBejaiaet Jijel.

Animal Singe magot Sanglier Total
Lieu
Beaia 51 29 80
Jijel 39 42 81
Total 90 71 161

2. Souchesbactériennes

Au total, 37 souches d’entérobactéries ont été isolées sur gelose Mac Conkey
additionnée de céftazidime ou d’imipenéme (36 souches sur gélose CAZ et 1 souche sur
gélose IMP).

L’identification des souches a permis de souligner qu’E. coli est I’espéce la plus
fréqguemment isolée avec un taux de 48,65% (18/37) suivie par K. pneumoniae et E.
cloacae avec des taux de 43,24% (16/37) et 8,11% (3/37) respectivement. Il est anoter que
30 souches ont été isolées du sanglier contre 7 souches chez le singe. Le tableau IX ci-

dessous montre la répartition des souches résistantes par région.

Tableau | X : Répartition des souches par région.

Animal/zon Singe Sanglier Total
souche Begaia Jije Bejaia Jijel
MC +IMP 1 0 0 0 1
MC+ CAZ 1 5 17 13 36
Total 7 30 37
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396 3. Sengbilité des souches aux antibiotiques

397 3.1.Taux derésistance des souches aux antibiotiques
398 Les diameétres des zones d’inhibition (mm), ainsi que les profiles de résistance des

399  souches sont donnés dans le tableau X en annexeVII|.

400 D’aprés la figure 5, on observe des taux de résistance élevés aux différentes [3-
401 lactamines testées, alant de 8,10% pour la céfoxitine a 100% pour la céfotaxime.
402  Cependant aucune résistance n’est observée pour I’'imipénéme. Concernant les autres

403  antibiotiques, on observe des taux de résistance élevés aux trois antibiotiques testés.

Loos,  100% 96,77%4 505, 72,22
90% 29% a0 80% % _ ¢3g9
80% Ao 70% o
70% 60% 43,24
60% 0% %
30% @ 30%
20% ¥ 51‘{‘3’ 10% 20%
10% | B B 0% 10%

0% 0%
& <& vf\@ & v@(’ & Qo"“ K\ NAL GEN TET

Résistance %
Résistance %

Antibioti
Antibiotiques ntibiotiques

404

405 Figure 5 : Taux de résistance des souches aux [3-lactamines (a gauche) et aux autres

406  antibiotiques (adroite).

407 3.2.Taux de résistance des especes d’entérobactéries aux antibiotiques
408 autres que les B-lactamines

409 Concernant la tétracycline, on note que toutes les souches d’E. cloacae sont
410 résistantes, suivie par E. coli (61.11%). Pour la gentamicine, on observe que 97.75%

411  des souches de K. pneumoniae sont résistantes tandis qu’aucune souche d’E. cloacae

412  n’a été retrouvée resistante. Pour I’acide nalidixique, les taux de résistance sont de
413  87.57% pour K. pneumoniae, 64.70% pour E. coli et 33.83% pour E. cloacae.
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415  Figure6: Taux derésistance desespécesd’entérobactéries aux antibiotiques autres que
416  les B-lactamines.

417 < Reéaultatsdel'éude statistique

418 Le test khi-deux conclut une différence significative entre les taux de résistance
419  observéschez :

420 - Lesanglier et lesinge de Bgjaia;

421 - Lesanglier et le singe de Jijd ;

422 - Lesanglier de Begjaiaet Jijd ;

423 - Lesanglier et le singe des deux villes(BgaiatJijel).

424 Tandis que les taux de résistance sont statistiquement équivalent chez le singe entre

425 les deux villes et au niveau des deux villes par rapport au deux animaux (singetsanglier)
426  (Tableau X1).

427  Tableau XI: Résultats de I'étude statistique.

Begaia Sanglier 17 12 p=0,00000
Si nie 2 49

Singe Begaia 2 49 p=0,11828
Jijel 5 34
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430
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434
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437
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439

440
441
442
443
444

445

446

447

Résultats

Jije 18 63

Beaiat+Jije Singe 7 83 P=0,00000
Sanglier 30 41

Singet+Sanglier Begaia 19 61 P=0,81779
Jije 18 63

4. Analyse des phénotypesderésistance
4.1.DD-test

Une image de synergie a été observée chez les 37 souches d’entérobactéries isolées
du sanglier et du sanglier indiquant ainsi la production probable d’une BLSE chez ces

souches (figure?).

Image de synergie

Figure 7 : Image d’un DD-test positif sur gélose Muller Hinton pour la souche BO03.

4.2.Test de Hodge

Au cours de notre étude, aucune souche productrice de carbapénémase n’a été

obtenue.

5. Déermination des concentrations minimalesinhibitrices

Les résultats des CMI sont rapportés dans le tableau XI1I. D’apres le tableau, nous
constatons que les CMI du CTX sont variables alant de 2 & 128ug/ml et 25 souches ont
une CMI >32ug/ml, alors que les CMI de la CAZ sont comprises entre 8 et 32 pug/ml dont
la plupart des souches (19 souches) ont une CMI de 16 pg/ml. Ces résultats indiquent un
phénotype probable de BLSE de type CTX-M.
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448 Tableau Xl : Résultats des CMIs des souches d’entérobactéries testées.

Animal Singe Sanglier Total

Concentrations

_-___-
Q 2
Q _

It

i

_-___-
QQ g*

449 6. Transfert par conjugaison

450 Le transfert par conjugaison a été obtenu pour les souches d’E. cloacae (B001),
451  Escherichia coli (B008, B017) et K. pneumoniae (B016, B024, M032, M034). Les résultats
452  de I’antibiogramme et des CMI réalisés sur les transconjugants obtenus sont résumés dans
453  letableau X1l suivant :

454
455
456
457
458
459
460

461
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462  Tableau XIII : Diamétres des zones d’inhibition obtenus pour les transconjugants, leurs
463  profils derésistance aux antibiotiques ainsi que leurs CMI.
souche Antibiotiques CMI
FEP FOX CAZ CTX ERT NA TE CTX CAZ
BOO1 25 (S) 5(R) | 11(R) | 12(R) | 25(S) | 20(S) | 5(R) 8 16
TC-01 | 34(9 5(R) | 13(R) | 16(R) | 34(S) | 25(9) | 24 (9 32 64
B008 17(R) | 286(9) | 17(R) | 7(R) | 29(S) | 22(S) | 25(9 64 16
TC-08 | 35(S) | 25(S) | 18(R) | I0(R) | 31(S) | 25(9 | 24(S 64 4
B016 | 20(R) | 24(9 20 (1) 5(R) | 29(S) | 18(l) | 26(9 32 16
TC-16 | 17(R) | 22(S) | 17(R) | 6(R) | 35(5) | 24(9 | 29(9 64 20
B017 | 21(R) | 21(9 20 (1) 5(R) | 28 (9 NT 5(R) 64
TC-17 | 4(R) | 23(9 | 17(R) | 9(R) | 29(9 NT 5(R) 32
B024 17(R) | 22(9 | 19(D) OR) | 27(S) | 18(l) | 25(9) 64
TC-24 | 20R) | 23(S) | 20(l) | I0(R) | 38(S) | 27(S | 33(9 64 16
MO032 | 16(R) | 20(S | 18(R) | 1I0(R) | 29(S) | 5(R) 5(R) 64 20
TC-32 | 24(S) | 21(S) | 16(R) | 16(R) | 27(S) | 12(R) | 31 (S 16 20
MO034 | 25(S) | 23(S 21 (1) | 12(R) | 30(S) | 16() | 24(9 64 3
TC-34 | 24(S) | 23(S) | 16(R) | 8(R) | 35(9 | 23(9 | 26 (S 64 20
464  TC:transconjugant, R : résistant, | : Intermédiaire, S: Sensible, NT : Non testé
465 D’apres le tableau ci-dessus, nous remarguons que les déterminants de la résistance
466  aux B-lactamines ont été transférés et ceux de la résistance a I’acide nalidixique (TC-32) et
467 alatéracycline (TC-17).
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Discussion et conclusion

En Algérie, les caractéristiques d’antibiorésistance en général et des BLSE en
particulier des souches bactériennes provenant d’animaux, ont jusqu’a présent, étaient tres
peu décrites (Meguenni et al., 2012) . En effet, concernant la résistance chez le singe
Magot, aucun article n’a été retrouvé sur Pubmed et uniguement deux articles sur la

résistance chez le sanglier ont été rapportés dans e monde.

Les entérobactéries peuvent facilement diffuser dans les différents écosystémes par
le biais de la chaine alimentaire et de I'eau. L’émergence et la diffusion de la résistance
chez |es entérobactéries représentent une sérieuse menace pour la santé publique (Santos et
al., 2013).

Nos résultats ont montré qu’il existe un taux d’antibiorésistance considérable parmi
les souches isolées du sanglier et du singe magot, car ils montrent un niveau de résistance
tres élevé de nos souches vis-avis dantibiotiqgues majeurs (C3G et C4G) méme g, a

priori, ne sont pas sensés avoir regu de traitements antibiotiques.

Dans notre étude, 37 souches d’entérobactéries ont été isolées a partir de 161
prélévements fécaux (22.98%). 25,35% des souches isolées du sanglier sont des
Escherichia coli. Ce taux est supérieur aux 2% rapportés par Literak et al., 2009s en
Républigue tchéque et aux 10,4% rapportés par Poeta et al., 2009 au Portugal. Des souches
de K. pneumoniae et E. cloacae ont également été isolées avec des taux de 12,68% et
4,23% respectivement, cependant aucune de ces souches n’a été décrite dans les deux

études citées ci-dessus.

Pour le singe Magot, nous avons enregistré un taux de 7,78% pour les souches de K.
pneumoniae. Néanmoins, Wang et al., 2012 ont noté des taux de 32% pour les souches
d’E. coli chez quatre espéces de singe étudiés (Macaca arctoides, Macaca mulatta,
Macaca fascicularis, Rhinopithecus roxellana).

Les taux de résistance de nos souches aux B-lactamines sont de 97,30% et 78,38%
pour les C3G et CA4G respectivement. Nos résultats sont proches de ceux rapportés chez les
oiseaux sauvages par Veldman et al., 2013 avec un taux de 98,45% pour les C3G. En
Chine, Wang et al.,2012 ont rapporté un taux de 39,1% pour les C3G chez les 4 espéces de
singes étudiés.

Concernant la famille des carbapénémes, aucune souche résistante a I’imipenéme n’a

été isolée au cours de notre étude. Cependant, un seul rapport de carbapénémase de type
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Discussion et conclusion

NDM-1 produite par salmonella enterica a éé publié par Fischer et al.,2013 chez les
oiseaux sauvages, et aucun autre rapport chez d’autres animaux sauvages n’a été publié a
cejour.

Dans notre étude, la prévalence du portage fécale de souches d’entérobactéries
productrices de BLSE chez le sanglier est de 42.25% (30/71). Nos résultats sont nettement
plus éevés aux 2% rapportés par Literak et al., 2009z en République tcheque et aux 10.4%
rapportés par Poeta et al., 2009.

Concernant le singe, nous avons rapporté une prévalence de 7.78% (7/90) des souches
d’entérobactéries productrices de BLSE. Nos résultats sont inférieurs aux 26.9% retrouves par
Pinto et al., 2010 chez les oiseaux de proie et se rapprochent des 4.2% décrits par Sousa et
al., 2011 chez la dorade royale. Wang et al., 2012 ont rapporté une prévaence de 32% chez
guatre especes de singes en chine.

Maheureusement, seuls les outils de biologie moléculaires pourront déterminer
exactement le type de BLSE exprimé par nos souches résistantes aux C3G. Cependant, les
profils de sensibilité aux R-lactamines de nos souches indiquent probablement que ces
souches seraient productrices de BLSE de type CTX-M du fait que les CMIs du CTX étaient
trés élevées allant jusqu’a 128ug/ml contrairement a celles dela CAZ qui sont <32pg/ml.

Des souches d’entérobactéries productrices de BLSE de type CTX-M-1 et TEM-52 ont
été décrites chez le sanglier (Literak et al., 2009s ; Poeta et al., 2009). Des BLSE de type
CTX-M-3, CTX-M-14, CTX-M-15 ont été trouvees chez quatre especes de singe en chine
rapportées par Wang et al., 2012. D’autres hotes semblent étre un réservoir pour ces bactéries
multi-résistantes. En effet, des souches d’E.coli, et Klebsiella pneumoniae productrices de
BLSE appartenant aux groupes TEM, CTX-M, SHV ont été isolées des oiseaux de proie en
Europe et en Australie (Guenther et al., 2009 ; Pinto et al., 2010; Loncaric et al., 2013;
Bonnedahl et Jarhult, 2014 ). Un autre héte important de ces bactéries semble étre les
rongeurs sauvages. Au Sénégal, des souches d’E. coli productrices de BLSE de type CTX-M-
15 et des souches d’E. cloacae producteurs de BLSE de type TEM-52b ont été isolées du rat
noir (Literak et al., 2009a). Une étude portugaise a révelé la présence des souches d’E. coli
hébergeant les genes blarem-s2 et blacTx-m-14 retrouvés respectivement chez le cerf, renard et
hiboux (Costa et al., 2006 ). Sousa et al., 2011 ont rapporté la présence des souches d’E. coli
productrices de BLSE de type SHV-12 et TEM-52 isolées de |la dorade royae. Les mémes
genes ont été décrits en clinique. En effet, Il a éé rapporté que les CTX-M-15 sont tres
répandues dans les isolats hospitaliers chez les souches de K.pneumoniae, E. coli et
Enterobacter cloacae en Algérie (Touati et al., 2006 ; Touati et al ., 2012 ; Laghaet al., 2014)
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Discussion et conclusion

et dans le monde entier (Edelstein et al., 2003 ; Woodford et al., 2004 ; Jemima et al.,2008 ;
Carvalho-Assef et al., 2014).

Les BLSE ont également été rapportés dans différents environnements comme le sol, les
eaux, plantes...etc. Des souches d’entérobactéries productrices des CTX-M ont été isolées du
sol, des eaux d’irrigation et des légumes de ferme en Tunisie (Ben et al., 2015). D’autres
études ont rapporté la présence de BLSE produite par les entérobactéries des eaux de surface
(Hague et al., 2014) , des plages publiques a Ain Chorb en Algérie (Alouache et al., 2011) et
en Croatie (Maravic et al., 2014), des eaux usées municipales (Korzeniewska et Harnisz,
2013), et desrivieres et lacs (Zurfluh et al., 2013).

La résistance des souches d’entérobactéries aux aminosides est de 63,89% pour la
gentamicine. Ces résultats sont plus élevés que ceux decrits par Veldman et al., 2013 chez les
0iseaux sauvages avec un taux de 21,5%. La résistance acquise a cette famille d’antibiotique a
été rapportée également chez d’autres animaux : singe araignée (5%), singe hurleur (13%),
félidés (24%), tapirs (8%) (Cristobal-Azkarate et al., 2014) et oiseaux sauvages (2,78%, 60%)
(Hassan et al., 2012 ; Poirel et al., 2012) . L’utilisation des aminosides a contribué a la
sélection de souches résistantes par différents mécanismes incluant la modification de la cible
ribosomale par mutation ou la méthylation de I’ARNr 16S, diminution de la perméabilité
membranaire, I’altération structurale de la cible ribosomale et I’expulsion de I’antibiotique par
les systemes d’efflux. Cependant le mécanisme le plus fréquent est la production d’enzymes
modificatrices (Ramirez et Tolmasky, 2010). Il a été noté, qu’en Portugal des genes de
résistances a la gentamycine « aac(3)l1/aac(3)-1V » ont é&é détectés chez les oiseaux de proie
(Pinto et al., 2010).

La resistance a I’acide nalidixique observée dans notre étude est elevée avec un taux de
72,22%. Ces résultats se rapprochent de ceux retrouvés chez les oiseaux de proie (87,5%) par
Pinto et al., 2010. Cependant, nos résultats sont plus élevés que ceux notés par Veldman et
al., 2013 chez les oiseaux sauvages. Actuellement quatre mécanismes de résistances sont
connus: mutations de la cible (gyrA et parC), diminution de I’accumulation intra-
cytoplasmique par diminution de la perméabilité ou augmentation de I’efflux, inactivation
enzymatique et protection des cibles par les protéines QNR (Guan €t al., 2013). Poeta et al.,
2009 ont rapporté un taux de résistance a I’acide nalidixique de 62,5% chez le sanglier due a

des mutations au niveau du gene gyrA.
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Discussion et conclusion

Dans notre étude, la résistance a la tétracycline est de 43,24%. Nos résultats sont plus
importants que ceux retrouvés chez le rat noir et les chauves souris (Literak et al.,20094),
chez les cervidés et sanglier en Europe central (Literak et al.,2009g) et chez le sanglier au
Portugal (Poeta et al.,2009). Cristobal-Azkarate et al.,2014 ont rapporté un taux de 24% chez
les félides, 35% chez le singe araignée et 43% chez le singe hurleur. La résistance a cette
famille d’antibiotique se manifeste par trois mécanismes : réduction des concentrations
intracellulaires de I’antibiotique par augmentation de I’efflux, protection des ribosomes et
inactivation enzymatique (Chopra et Roberts.2001). Literak et al.,2009 ag ont rapporté la
présence des genes tetA et tetB codant pour des pompes efflux chez les animaux cités ci-

dessus.

Ces résultats montrent que I’emploi raisonné des antibiotiques n’est pas I’unique
paramétre susceptible de faire décroitre I’antibiorésistance. Il faut tenir compte d’autres
facteurs liés aux bactéries ellesmémes. En effet, ces dernieres peuvent acquérir des
déterminants de |la résistance sans exposition directe a un antibiotique par transfert horizontal
d’éléments mobiles tels que les plasmides, intégrons et transposons (Radhouani et al., 2014).
Une éude faite par Benavides et al., 2012 sur les babouins sauvages (Papio cynocephalus)
dans le parc national dAmboseli, au Kenya, ont montré que dans de nombreux cas la
résistance était porté par un plasmide et que ce dernier est transférable. Ces données
suggerent que les singes vivant a proximité des lieux touristiques ont une plus grande
proportion de bactéries résistantes aux antibiotiques que ceux qui ne sont pas en contact
fréguent avec les humains. De plus, Il a été noté qu’a Barcelone, des groupes de sangliers se
nourrissent, déféquent dans les parcs publics, des jardins privés et d'autres espaces verts;
boivent dans des fontaines et piscines et sont habitués aux personnes et aux zones urbaines en
raison de I'abondance de la nourriture fournit directement par les gensou indirectement dans
des ordures ménageres et autres déchets non controlés (cahill et al., 2010). Les bactéries
peuvent également étre transmises par les urines infectées et les feces dans les lieux
fréguentés par les humains et les animaux domestiques. Cette hypothése ne peut étre exclue. 1l
a été rapporté par Benavides et al., 2012 a I’Ouganda que la chasse au gibier, I'empietement
des foréts, les visites quotidiennes par les chercheurs et les touristes augmentent les niveaux
de contacts entre les humains et les animaux sauvages (par exemple, la présence du virus
respiratoire humain chez les chimpanzeés et les gorilles). Récemment, il a égaement été
rapporté que les souches d’E. coli isolées de petits mammiferes terrestres sauvages vivants
dans des fermes porcines au Canada ont des taux de résistance plus élevés que les souches
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Discussion et conclusion

d’E. coli isolées d’environnements naturels, qui sont moins impactés par les activités
humaines et agricoles (Kozak et al., 2009).

Nos résultats révelent que le nombre de souches résistantes aux antibiotiques est plus
important chez le sanglier (42.25%). De méme, cette espece a dével oppé une résistance plus
elevée a Bgjaia (58.62%) qu’a Jijel (30.95%). Egalement, les résultats des différents tests de
résistance aux antibiotiques chez le singe et le sanglier au niveau des deux régions
échantillonnées tendent globalement vers le méme résultat (23,75% a Bejaia et 22.22% a
Jijel). Nous supposons que cela est di a I’environnement dans lequel évoluent les animaux
étudiés. Le sanglier, pour son alimentation, fréquente des milieux pollués (décharges, dépots
d’ordures ...). Cependant, il ya eu peu dattention dirigée vers la quantification de la
transmission bactérienne dans les zones a faible impact humain, qui pourrait servir a dlucider
s le motif de la prévaence de pathogénes observés dans |a faune sauvage est expliqué par la

transmission de I'homme (Benavides et al., 2012).

L'utilisation élevée d'antibiotiques non seulement en médecine humaine, mais aussi en
meédecine vétérinaire ou méme dans |'agriculture, pourrait constituer une pression sélective
pour la propagation des bactéries résistantes aux antibiotiques. Ceci est devenu une menace
majeure pour la santé humaine et animale dans le monde. Les animaux sauvages peuvent étre
considérés comme des contributeurs importants a la diffusion généralisée des genes de
résistance aux antibiotiques, et représentent un réservoir considérable des souches
d’entérobactéries multi-résistantes productrices de BLSE. Notre étude souligne que
I’utilisation raisonnée des antibiotiques n’est pas suffisante pour mettre fin & I’existence de
germes résistants. En effet, Les bactéries peuvent acquérir des déterminants de la résistance
sans exposition directe a un antimicrobien a travers le transfert horizontal. Cependant, La
connaissance des origines de la résistance aux antimicrobiens dans la faune sauvage est
importante pour la santé humaine en raison de l'importance croissante des maladies
zoonotiques ainsi, que pour la prédiction de I’émergence des pathogénes résistants. Enfin
d'autres études devraient étre effectuées pour mieux comprendre le réle de ces animaux dans

la propagation de ce type de résistance.
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625 En perspectives, nos résultats obtenus au cours de notre étude restent préliminaires et

626  méritent d’étres exploités et complétés par :

627 v" Une étude épidémiologique pour évauer de fagon précise la distribution de ces [3-
628 lactamases qui pourraient émerger encore plus dans le futur ;

629 v’ Etudier I’évolution des facteurs qui contribuent a la sélection et la propagation des
630 mécanismes de résistance aux antibiotiques ;

631 v Etudier les modes de transmission bactérienne entre les humains, les animaux
632 domestiques et sauvages ;

633 v’ Caractérisation moléculaire de I’environnement génétique des déterminants de la
634 résistance ains que le typage moléculaire des réplicons des plasmides ;

635 v Etudier d’une fagcon approfondie la résistance aux antibiotiques dans différents
636 habitats naturels pour comprendre pleinement |'importance de la faune sauvage dans la
637 propagation de larésistance aux antimicrobiens.
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Annexes

Annexe | « Tableau | : Phénotype de résistance naturelle des entérobactéries ».

Phenotype Espece Antibiotiques
AMX |AMC |TIC |TCC |PIP |PPC |C1G |C2G | FOX | CAZ | CTX | ATM | C4G | ETP | IMP

sensible Salmonella spp S S S S S S S S S S S S S S S
P.mirabilis

céphal osporinase E.coli S gl S S S S gl S S S S S S S S

constitutive de trés bas | Shigella spp

niveau

Pénicillinase K.pneumoniae R S R S SIS S S S S S S S S S

chromosomique K.oxycota R

constitutive a bas niveau C.Koseri  E.hermani

céphal osporinase AmpC E.cloacaeE.aerogenes | R R S S S S R SI/IR | SI/IR | S S S S S S
C.frendii M.morganii

Céphal osporinase Y.enterocalitica R R R S gl |S R SR | S S S S S S S

inductibletenzyme sensible | Sfonticola R

aux inhibiteurs

Céfuroximase inductible P.wlgaris P.penneri | R S S S S S R R S S S S S S S

BLSE de bas niveaw/BLSE | EspecesKluyvera + R S I/R S IR | S R R S S S S S S S
espéces Citrobacter




Annexes

Annexe |l « Tableau II: Classification des B-lactamases ».

Bush- Bush- Classe Substrats Inhibition Enzyme
Jacoby Jacoby- moléculaire préférés représentative
group | Medeiros Clavulanate | EDTA
(2009 group ou
(1995) tazobactam
1 1 C céphal osporines - - E. coli AmpC,P99, ACT-1,
CMY-2 FOX-1, MIR-1
le ND C céphal osporines - - GC1, CMY-37
2a 2a A Pénicillines + - PC1
2b 2b A Pénicillines, + - TEM-1, TEM-2,SHV-1
premiére
céphalosporines
2be 2be A Céphal osporines + - TEM-3, SHV-2,CTX-M-
alarge spectre, 15,PER-1, VEB-1
monobactames
2br 2br A Pénicillines - - TEM-30, SHV-10
2ber ND A céphalosporines - - TEM-50
alarge spectre,
monobactames
2c 2c A Carbénicilline + - PSE-1, CARB-3
2ce ND A Carbénicilline, + - RTG-4
Cefepime
2d 2d D cloxecilline +/- - OXA-1, OXA-10
2de ND D Céphal osporines +/- - OXA-11,0XA-15
alarge spectre
2df ND D Carbapénéme +/- - OXA-23,0XA-48
2e 2e A Céphal osporines + - CepA
alarge spectre
2f 2f A Carbapénémes +/- - KPC-2, IMI-1,SME-1
3a 3 B (B1) Carbapénémes - + IMP-1, VIM-1,CcrA,IND-1,
B (B3) L1, CAU-1,GOB-1, FEZ-1
3b B (B2) Carbapénémes - + CphA, Sfh-1
ND Inconnu
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Annexelll « Tableau IV : Répartition des BL SE chez |les animaux sauvages».

Références Espéces animales Typede BLSE Pays
Costa et al.,2006 Oiseaux de proie, Cerf, | TEM-52, CTX-M-14, CTX-M-1,
Renard, Hibou SHV-12 Portugal
Poeta et al.,2008 Oiseaux sauvages TEM-52, CTX-M-1, CTX-M-143,
(Larus sp) CTX-M32 Portugal
Bonnedahl et a.,2009 Goéland leucrophée CTX-M-1, CTX-M-1, CTX-M-
15, SHV France
Dolejskaet al.,2009 Mouette rieuse CTX-M-1, CTX-M-15, SHV-2 République
tcheque
Literak et al., 20094 Rat noir CTX-M-15 Senegal
Sanglier CTX-M-1, TEM-52b République
tchéque
Literak et al.,2009s
Poeta et al.,2009 Sanglier CTX-M-1, Portugal
Bonnedahl et al.,2010 Mouette rieuse CTX-M-14, CTX-M-15 Suede
Guenther et al.,2010; Merle noir, Oie CTX-M-15 Allemagne
rieuse,Pigeon biset
Guenther et al.,2010; Rat de norvege CTX-M-9 Allemagne
Hernandez et al.,2010 Godland aailesgrises | CTX-M-15, CTX-M-14 Russie
Literak et al.,2010 Canard colvert, Godland | CTX-M-1, CTX-M-9, CTX-
argenté 15,SHV-12 Pologne
Pinto et al.,2010 Oiseauix de proie CTX-M-1, TEM-20,SHV-5,
SHV-5 Portugal
Radhouani et al.,2010 Oiseaux de proie CTX-M-32, CTX-M-1 Portugal
(B.buteo)
Simoes et al.,2010 Oiseaux sauvages CTX-M-1, CTX-M-9, CTX-M-
(Larus sp) 15, CTX-M-32 Portugal
Garmyn et al.,2011 L es oies sauvages TEM-52, SHV-12 Belgique
Ho et al.,2011 Rongeurs CTX-M-9, CTX-M-1 Chine
Silvaet al.,2011 Fauvette a téte noire CTX-M-14+SHV-12
Portugal
Sousa et al.,2011 Dorade royae TEM-52, SHV-12 Océan atlantique
Wallensten et al.,2011 Oiseaux sauvages CTX-M-1, CTX-M-14, SHV12 Suede
Gongalves et al.,2012, Lynx ibérique CTX-M-14,SHV-12 Portugal
Goncalves et al.,2012, Loup ibérique TEM-52, SHV-12, CTX-M-1, Portugal
CTX-M-14
Wang et al., 2012 Singes CTX-M-3, CTX-M-14, CTX-M- Chine
15
Brahmi et al.,2015 Poisson CTX-M-15 Algérie
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AnnexelV

Composition des milieux de cultures (EN g/l)
Bouillon eau peptonée exempte d’indole
Peptone exempte d’indole.............ccocovei i e 0. 10g

Chlorure de SOdiUM ... ....ouii e e 5¢

PEPIONE. .. e 59
GlUCOSE. .. e e 59
Hydrogénophosphate de potassium..........c.veviiiniie i, 59
Baudistillée ... e LD
PH=75
Géose TS
TIYPLONE . bbb 14,0g
Extrait autolytique de leVUre...........ccocoevceceeece e 3,09
Extrait de VIANGE ..... .o 3,09
GIUCOSE ...ttt st nre s 1,09
LABCOSE ...ttt e e 10,09
S O 01 = 10,09
Chlorure de SOIUM.........ccveiieeeciee e ne s 5,09
Thiosulfate de SOTIUM ........ooeiiiiiiee e s 0,39
Citrate ferrique ammoniaCal ...........coceveerieieerieeesee e 0,39
Rouge de Phenol...........cov oo 24,0mg

AT e e e seee s 13, OO
pH du milieua25°C: 7,4+ 0,2.



Gélose Mueller-Hinton (Liofilchem)

Annexes

Infusion deviande de beuf ..........cooii i 300ml
PePtONE 08 CASEINE .. .vue e e vt et e e e et e e e e eae 17.5g
AMIAON A8 MATS. .. et e e e e e e e e 1.59
0 179
PH=7.4
Gélose Mac Conkey (Liofilchem)
PEPIONE. .. e 20g
0 o1 01 PP 10g
SE DIHAITES. . e e e e ——— 1.5g
Cristal VIOIEt... ... 0.001g
ROUGE NBULTE. ... et e e e e eaaee 0.05¢
Chlorure de SOOIUM ... ... e e e e e 5¢
0 - 15g
PH=7.4
Bouillon nutritif (Liofilchem)
PEPIONE . . e 10g

EXTrait de VIANAE. .. ..o e e e e e

NG . . e e

PH73+0,2

Bouillon Luria bertany

PEPIONE. . e 10g
EXIrait de JOVUIES. .. ... e e e e e e e e e e 59
N L 10g
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AnnexeV « Protocol d’identification par une galerie APl 20E »

> L’identification par une galerie API 20E peut étrerésumée en trois étapes:

Primo, la préparation d’une galerie consiste a réunir le fond et le couvercle d’une boite
d’incubation, puis environ 5 ml d’eau distillée sont répartis dans les alvéoles pour créer une

atmosphere humide. Enfin, la galerie est placee dans la boite d’incubation.

Secundo, la préparation d’une suspension bactérienne dense en prélevant quelques

colonies, identiques et bien isolées, et les mettre dans 5ml d’eau physiologique stérile.

Tertio, le remplissage de la galerie: le tube et cupule destests CIT VP et GEL sont

remplis avec la suspension bactérienne, mais pour les autres tests c’est uniquement les tubes
(et non les cupules). Une anaérobiose est réalisée danslestests LDC, ADH, ODC, H2S, URE
en remplissant leur cupule d’huile de paraffine. Enfin, la boite d’incubation est fermée et est
incubée a37°C pendant 18 a24 h.

> Lecturedelagalerie:

Apres incubation, toutes les réactions spontanées sont notées sur la fiche des résultats
puis, la réveélation des tests nécessite I’addition de réactifs (TDA, IND et VP1 VP2). La
lecture de la galerie se référe au tableau de lecture donné ci-dessous. Le test d’oxydase
constitue le 21°™ test d’identification & noté sur la fiche des résultats. L’identification est

obtenue a I’aide d’un logiciel d’identification.



Tableau V : Tableau d’identification de la galerie API20E.

Annexes

Tests Composant actif réaction / enzyme résultats
_ +
ONPG 2-nitrophényl [3-galactosidase Incolore Jaune
3Dgal actopyranoside
ADH 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 de citrate Vert pale/jaune Bleu-vert/bleu
H2S Sodium thiosulfate Production d’H2S Incolore/grisétre | dépbt nair
URE Urée Uréase Jaune Rouge/orangé
TDA L-tryptophane Tryptophane TDA/immédiat
désaminase Jaune
Marron
rougesatre
IND L-tryptophane Production d’indole Kovacs/immeédiat
Incolore ou rose
jaune
VP Pyruvate de sodium Production d’acétoine VPi+VP;
Incolore Rose
GEL Gelatine de Kohn Gelatinase Non diffusion diffusion de
pigment noir
GLU D-glucose Fermentation ou Bleu/bleu vert jaune
oxydation du glucose
ARA L-arabinose Fermentation ou Bleu/bleu vert Jaune
oxydation
MAN Manitol Fermentation ou Bleu/bleu vert Jaune
oxydation
INO Inositole Fermentation ou Bleu/bleu vert Jaune
oxydation
SOR sorhitol Fermentation ou Bleu/bleu vert Jaune
oxydation
RHA rhaminose Fermentation ou Bleu/bleu vert Jaune
oxydation
SAC Saccharose Fermentation ou Bleu/bleu vert Jaune
oxydation
NO. Tubede GLU Production de NO; et NIT1+NIT2/ 285min
NOs réduction au stade N>
Jaune Rouge
Zinc
Rouge jaune
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Annexe VI «coloration de Gram »

Protocol

% Réalisation du frottis:
v Nettoyer unelame al'acoal.
v’ déposer une goutte d'eau stérile (ou directement le prélévement s'il est liquide).
v' Ajouter alagoutte les colonies prélevées.
v’ Etaler et fixer alachaleur.

% Réalisation delacoloration :

v' Coloration par le violet de gentiane ou cristal violet. Laisser agir de 30
secondes a 1 minute, puisrincer al'eau.

v" Mordangage au lugol (solution d'iode iodo-iodurée) : étalez le lugol et laissez
agir 30secondesa 1l min puisrincez al'eau distillée.

v Décoloration al'alcool sur lalame inclinée.

v" Recoloration ala safranine ou a la fuchsine. laisser agir 30 secondes a 1minute
puis rincer a I’eau distillée.

v" Ajouter une goutte d’huile a immersion.

v Observation au microscope optique objectif x 100.

% Resultats:
v’ Bactériesroses : Gram négatives
v Bactériesviolettes : Gram positives

< Explication :
v Les étapes 1 et 2 colorent en violet le contenu de la bactérie. Le violet de
gentiane se fixe sur les composants cytoplasmiques de toutes les bactéries. Le

lugol permet de fixer cette coloration interne.

v L'étape 3 (alcool) sert a décolorer le cytoplasme des bactéries qui seront dites
« Gram négatives ». En effet, celles-ci ont une paroi pauvre en peptidoglycanes
(donc plus fine) qui va laisser passer I'alcool (molécule hydrophile) ou le

mélange alcool-acétone, et qui décolorera le cytoplasme en éiminant le violet
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de gentiane. Au contraire, pour les bactéries dites « Gram positif » la paroi
constitue une barriere imperméable a l'alcool car elle est composée d'une
« couche » de peptidoglycanes plus importante, donc de ce fait plus épaisse.

Elles resteront alors de couleur violette.

L'étape 4 est une contre-coloration ayant pour but de donner aux bactéries Gram
négatives précédemment décolorées une teinte rose permettant de les visualiser
au microscope. Les bactéries a Gram positif restées violettes seront évidemment
insensibles a cette contre-coloration plus pale que le violet imprégnant leur

cytoplasme.
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Annexe VIl «Test a I’oxydase »
Principe

La cytochrome oxydase ou oxydase est une enzyme de la chaine respiratoire bactérienne. En
présence d'oxygene ambiant, cette enzyme peut oxyder un substrat incolore en un produit
coloré. La recherche de I'oxydase est un test fondamenta pour I'identification des bacilles a

Gram négatif.

Technique Résultat

mettre un disque d’oxydase dans un tube | Absence de coloration rose/violette —> Absence
contenant de I’eau distillé stérile. Prélever des | d’oxydation du réactif —» Souche oxydase -

colonies avec une pipette Pasteur boulée et

Vs . Apparition d’une coloration rose/violette —»
I’écraser sur la paroi du tube. Observer PP

immédiatement. Oxydation du réactif —» Souche oxydase +

Remarque: Ne pas prélever les bactéries a lI'anse métallique car le métal de I'anse qui n'est

généralement pas du platine oxyde le réactif.

10
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Annexe VIl « Carba NP test modifié »

Préparation de la solution ‘A’

> Préparer une solution concentrée de rouge de phénol 0.5% poids/volume [0.5g de
poudre dans 100ml d’eau distillée].

» Méanger 2 ml de la solution concentrée de rouge phénol (bien vortexer avant
pipetage) dans 16.6 ml d’eau distillée.

> Ajouter 180 ul d’une solution de ZnS0, 10mM pour obtenir une concentration finale
deZnS0, a 0.1mM.

» Ajuster ie pH a7 avec une solution d” NaOH (N1).

Protocol

» Dans un tube Eppendorf, mettre 200 ul de tampon de lyse: Cetyl Trimethyl
Ammonium Bromide (CTAB 0.02%) [0.02g de poudre dans 100ml d’eau distillée].

» Bien suspendre une ose calibrée de colonies bactériennes, vortexer 1 a2 min.

> Transférer la suspension bactérienne dans 2 tubes Eppendorf ‘a’ et ‘b’ (L00ul dans
chague tube).

» Ajouter 100 ul de solution ‘A’ dans le tube Eppendorf ‘a’ puis 100 ul de solution
‘A’ + imipénéme 6mg/ml dans le tube Eppendorf ‘b’, vortexer 5sec.

> Incuber & 37°C pendant un maximum de 2h.

» Lecture visuelle de la couleur dans chague tube Eppendorf.

Interprétation desrésultats

Tube A Tube B

Pas de carbapénémase Rouge Rouge
Carbapénémase Rouge Orange/Jaune

Non interprétable Jaune Jaune

11
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Annexe | X « Tableau X : Diametres des zones d’inhibition (mm) ainsi que les profils de résistance des souches aux antibiotiques ».

Code| ldentification | origine| Lieu |AMC| FEP | CTX | CAZ | FOX |ATM | ETP| TIC | IMP | TE | GEN | NAL Phénotﬁigzgléeﬂﬂance
BOO1 E.cloacae | Sanglier| LesOliviers |5(R) | 25(S) |12(R)|11(R) |5(R) |21 (1) | 25(S) | 18(R) | 28(S)|5(R) | 19(S) | 20(S) BLSE
BOO2 E.Coli Sanglier | LesOliviers | 5(R) | 16 (R) |10(R) | 13(R) [ 19(S) | 22 (1) |32(S)| 5(R) |29(S) [24(S) | 24(S) | 22(S) BLSE
B003 E.Coli Sanglier | LesOliviers |5(R) | 15(R) | 7(R) | 14(R) [28(S)| NT [28(9)| 11(R) |34(S)|5(R) | 15(1) | 5(R) BLSE
B004 E.Coli Sanglier | LesOliviers |16 (R)| 16 (R) | 5(R) | 16(R) |29 (S) |16 (R)|27(S)| NT [30(9)|5(R)| 16() | 5(R) BLSE
B005 E.Coli Sanglier | LesOliviers |5(R) | 8(R) |8(R)|5(R)[20(9)|16(R)|29(9)| 5(R) |30(9|5(R)[13(R)| 5(R) BLSE
BO06 E.Coli Sanglier | LesOliviers |5(R) | 21(R) | 7(R) | 17(R) |21 (9 |19(R)| 20(R) | 5(R) |28(S)|5(R) [13(R)| 5(R) BLSE
B007 | K.pneumoniae |Sanglier| LesOliviers | 5(R) | 20(R) |10(R)| 17(R) | 19(S) |16 (R) [28(S)| 5(R) | 33(S) [13(R)|10(R) | 11(R) BLSE
BO08 E.Coli Sanglier | LesOliviers [ 22(S) | 17(R) | 7(R) | 17(R) | 28 (S) | 18(R)|29(S)| NT |31(9)|25(9) | 25(S) | 22(S) BLSE
BO09 E.Coli Sanglier | LesOliviers | 24(S) | 17(R) | 9(R) | 18(R) [31(S) |16 (R)[28(S)| NT [31(S)|5(R)|22(9) | 5(R) BLSE
M032| K.pneumoniae | Singe |LesAiguades|15(R)| 16 (R) [10(R)| 18(R) [20(S)[20(S) |29(9| 5(R) |29(S)|5(R) | 9(R) | 5(R) BLSE
B010 E.Coli Sanglier Jijel 7(R)| 13(R) |5(R) | 18(R) |21 (S)|18(R) |31 (9| 5(R) [31(9|25(9|13(R)| 5(R) BLSE
BO11 E.Coli Sanglier | LesOliviers | 8(R) | 11(R) |10(R) | 17(R) | 23(S) |18 (R)| 22(I) | 5(R) | 23(I) |21(9) |13(R) | 8(R) BLSE
B012 E.Coli Sanglier | LesOliviers |10 (R) | 30(S) [20(S) | 19(1) [22(9) | 23(1) | 25(S) | NT |27(9)|21(9) | 22(S) | 25(S) BLSE
B013 E.Coli Sanglier | LesOliviers |13 (R) | 31(S) | 19(1) | 19(1) [19(9) | 23(1) |27(S)| NT |29(S)|24(S) | 22(S) | 25(S) BLSE
B014 E.Coli Sanglier Jijel 18(R)| 20(R) [5(R) | 19(1) |22(S)| NT [28(S)| 5(R) |29(9) |6(R) | 23(S) | 25(S) BLSE
B015 E.Coli Sanglier| SidiAissa |17 (R)| 21(R) |14 (R)| 20(1) |26 (S) |18(R)|27(S)| NT [27(9|5(R)[13(R)| 5(R) BLSE
BO16 | K.pneumoniae |Sanglier Jijel 16 (R)| 20(R) [5(R) | 20(1) |24(S) |17 (R)|29(9)| 5(R) |29(9) |26(9) |12(R)| 18(1) BLSE
M033| K.pneumoniae | Singe Jijel 12(R)| 18(R) |5(R) | 20(1) [20(S)|20(S)|28(S)| 5(R) [28(9) |23(S) |12(R)| 18(l) BLSE
B017 E.Coli Sanglier | LesOliviers [ 22(S) | 21(R) | 5(R) | 20(1) [21(S)| NT [28(S)| 5(R) |31(9)|5(R)|23(S)| NT BLSE
MO034| K.pneunmoniae | Singe |LesAiguades|16(R)| 25(S) |12 (R)| 21(1) |23(S)|20(R)[30(S)| 5(R) |30(S)|24(S)|10(R)| 16(1) BLSE
B018 | K. pneumoniae |Sanglier| LesOliviers | 5(R) | 11(S) |12 (R)| 18(R) [23(S) [20(R)| 22(I) | 5(R) |32(S)|23(S) | 18(S) | 18(l) BLSE
M035| K.pneumoniae | Singe Jijel 18(R)| 19(R) |5(R) | 20(1) [21(S)|20(R)|29(9)| 5(R) [28(9) |26(9) |11 (R)| 18(l) BLSE
B019 E.Coli Sanglier Jijel 19(R)| 25(9) [11(R)|23(9)|19(S)|30(S)| 23(1) | 25(S) |40(S) |24(S) | 27(S) | 26 (S) BLSE
B020 E.cloacae | Sanglier Jijel 13(R)| 29(9) | 18(l) | 12(R) [12(R)|24(S) | 21(R) | 5(R) |29(S)|5(R) | NT | 27(S) BLSE
BO21 E.cloacae | sanglier|  Tichy 22(9)| 22(1) |5(R) | 20() | 5(R) |20(R)[30(S)| 5(R) |33(S)|5(R) | 23(9 | 5(R) BLSE
M036| K.pneumoniae | Singe Jijel 19(1)] 17(R) |9 (R) | 18(R) [23(9 [18(R)[27 (9| 9(R) |33(9|25(S)| 9(R)| 19(S) BLSE
MO037| K.pneumoniae | Singe Jijel 24(S)| 19(R) |11 (R)| 20(1) |21(S)|20(R)| 25(S) | 9(R) |33(S) | 25(S) |10 (R)| 18() BLSE
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B022 | K. pneumoniae | Sanglier Jijel 24(S)| 21(1) |11(R)| 20(I) |20(9) |21 (R)[27(S)| 5(R) |30(S)|23(9) | 8(R) | 15(1) BLSE
B023 | K. pneumoniae |Sanglier Jijel 22(9 | 20R) [12(R)| 21(1) |21(S)|20(R)|27(S)| 5(R) [34(S|24(S)|10(R) | 17(D) BLSE
B024 | K.pneumoniae |Sanglier Jijel 20(9) | 17(R) |9(R) | 19(I) |21(S)|19(R)|27 (S| 10(R) |30(S) |25(S) |13 (R) | 18(l) BLSE
B025 | K. pneumoniae |Sanglier Jijel 22(S)| 25(9 |12(R)|23(5)[26(5)|24(95)|33(9| 5(R) |40(9|28(9) |12(R)| 20(S) BLSE
M038| K.pneumoniae | Singe Jijel 22(S) | 19(R) [9(R) | 19(I) [21(5)|20(R)|28(S)| 9(R) |32(S) |24(S)|10(R)| 17(I) BLSE
BO27| K.pneumoniae | Sanglier Jijel 24(S)| 20(R) |11 (R)| 20(I) |20(9) |21 (R)[26(S)| 9(R) | 35(S) |24 (9|13 (R)| 18(l) BLSE
BO28| K. pneumoniae |Sanglier Jijel 2009 | 20(R) [12(R)| 19(1) |20(S)|20(R)| 25(S) | 7(R) |30(S)|23(S)|11(R) | 18() BLSE
B029 E.Coli Sanglier Jijel 2009 | 23(S) [12(R)| 19(I) |[20(9 |17(R)|26(S)| 5(R) [29(9 |5(R) | 14 (1) | 12(R) BLSE
B030 E.Coli Sanglier Jijel 18(R)| 20(R) |10(R)| 19(1) |26 (S)|18(R)|29(9) | 5(R) |31(9|5(R)| 24(S) | 9(R) BLSE
B0O31 E.Coli Sanglier Jijel 18(R)| 18(R) |9(R) | 18(R) |24 (9 |17 (R)| 25(S) | 5(R) |30(9|5(R)|24(S) | 9(R) BLSE
AMC : Amoxicilline+ acide clavulanique, FEP : Céfépime, CTX : Céfotaxime, CAZ :Ceftazidime, FOX : Céfoxitine, ATM : Aztréonam, ETP:
Ertapéneme, TIC: Ticarcilline, IMP: Imipenéme, TE: Tétracycline, GEN: Gentamicine, NAL : Acide naidixique NT: non testé
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Liste des abréviations

Liste des abréviations

AMC : Amoxicilline + acide clavulanique
AMX : amoxicilline

ATM : Aztréonam

AmpC: Chromosomal located cephal osporinase

bla: beta-lactamase

BL SE : B-lactamase a spectre élargi

C1G : Céphaosporine de lere génération
C2G : Céphalosporine de 2éme génération
C3G : Céphalosporine de 3eme génération
CAG : Céphalosporine de 4éme génération
CAZ : Ceftazidime

CMI1 : Concentration Minimale Inhibitrice
CMY : Cephamycinase

CTX : Céfotaxime

CTX-M: Bétarlactamase, « active on cefotaxime, first isolated at Munich »
ETP: Ertapeneme

EUCAST : European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
FEP : Céfépime

FOX : Céfoxitine

GES: Guiana extended spectrum (3-lactamase
GEN : Gentamicine

| : Intermédiaire

IMP : Imipenéme

KPC : Klebiella pneumoniae carbapénemase
MC : Mac Conkey

MH : Mueller Hinton

NAL : Acide naidixique

NT : non testé

OXA: Oxacillinase

PIP: Pipéracilline

PPC : Pipéracilline + acide clavulanique
PLP : Protéinesde Liaison alaPénicilline

R : Résistant

S: Sensible

SHV : Sulfhydryl reagent variable

IS Séquence d’insertion

TEM : Temoneira

TET : Tétracycline

TIC : Ticarcilline

TCC : Ticarcillinet+ acide clavulanique

TRI : TEM Résistante aux Inhibiteurs

TSI: Tri Suger Iron



Résumé

Notre éude a pour objectif la caractérisation phénotypique des mécanismes de
résistance des souches d’entérobactéries aux R-lactamines. Les phénotypes de résistance
ont été détermineés sur la base des résultats des testes de sensibilité aux antibiotiques et aux
inhibiteurs.

Au cours de notre étude, 37 souches d’entérobactéries, isolées chez des animaux
sauvages au niveau du parc national de Gouraya a Bejaia et du parc national de TAZA a
Jijel ont été sélectionnées sur la base de leur résistance aux [3-lactamines a spectre large. La
résistance aux [3-lactamines est due ala production de 3-lactamases a spectre étendu.

Les animaux sauvages représentent un réservoir considérable des souches
d’entérobactéries multiresistantes pouvant constituer ainsi un sérieux probléeme pour la
santé humaine.

Mots-clés: animaux sauvages, Algérie, entérobactéries, antibiotiques, phénotypes de

résistance, B-lactamases a spectre étendu.

Abstract

The aim of our study is the phenotypic characterization of the résistance mechanisms of
Enterobacteriaceae strains to [3-lactams. Resistances phenotypes were determined on the
basis of susceptibility to B-lactams and -lactams-inhibitor combination.

A total of 37 Enterobacteriaceae strains were isolated from the Gouraya National park
in Bejaia and Taza National Park in Jijel and were found resistant to broad-spectrum f-
lactams. Resistance to [B-lactams was due to the production of extended spectrum [3-
lactamases.

Wild animals represent a considerable reservoir of multidrug resistant Enterobacteriaceae
strains and may constitute a serious problem for humans health.

Keywords: wild animals, Algeria, Enterobacteriaceae, antibiotics, resistance phenotypes,

extended spectrum [3-lactamases.
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