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Liste des Abréviations

AMC: Amoxicilline-clavulanate

BLSE : Béta-Lactamases a Spectre Etendu

CAZ: Ceftazidime

CTAB: Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide

CTX: Ceéfotaxime

DD-test : Double Disc synergie test

EDTA : Ethyléne Diamine Tétra-Acétique

EUCAST : European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
EPC : Entérobactéries productrice de carbapénémase
ERT : Ertapéneme

FEP: Céfépime

IMP: Imipénéme

KPC : Klebsiella pneumoniae Carbapenemase

MBL: Métallo-B-Lactamases

MAC : Mac Conkey

MH : Mueller Hinton

NDM : New Delhi Metallo-B-lactamases

OXA : Oxacilline
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La découverte des antibiotiques fut un réel tournant pour la thérapeutique des
maladies infectieuses humaines et animales. Cependant, trés rapidement apres le
début de leur utilisation, des phénomenes de résistance ont été détectés chez les

bactéries pathogénes (Giguere et al., 2007).

Les bactéries isolées chez les animaux et 'Homme partagent les mémes
mécanismes de  résistance. De plus, les familles d’antibiotiques utilisées
couramment en thérapeutique sont les mémes en médecine humaine et vétérinaire
(Leite-Martins et al.,, 2014). Ainsi, il est facile d’imaginer que les résistances
développées par des bactéries rencontrées en médecine vétérinaire peuvent se

retrouver chez des bactéries rencontrées en médecine humaine (Wu et al., 2013).

L’évaluation de la multirésistance chez les animaux de compagnie est difficile,
car il ya peu de programmes de surveillance en comparaison aux données
disponibles pour les animaux d’élevage, et les données disponibles proviennent
généralement d’études rétrospectives d’isolats cliniques (Weese, 2008). C’est un
domaine important, en particulier en raison du potentiel bidirectionnel de I'infection
avec les humains, et de 'émergence de la résistance dans les cliniques vétérinaires

(Scott, 2008).

En médecine vétérinaire, les [(-lactamines sont sans doute la classe
d’antibiotique la plus largement utilisée pour le traitement des infections
bactériennes, y compris celles causées par les entérobactéries (Trott, 2013). La
résistance aux B-lactamines est le plus souvent due a la production de B-lactamases
qui inactivent les [(-lactamines par hydrolyse. Parmi les B-lactamases les plus

importantes identifiées chez les entérobactéries, on trouve les B-lactamases a



spectre étendu (BLSE) et les carbapénemases (Jacoby et Munoz-Price,

2005 ; Nordmann et al., 2011).

Alors que I'émergence et la diffusion de BLSE est une grave menace pour
l'avenir des B-lactamines, la définition de BLSE demeure quelque peu
ambigué. Classiquement, les BLSE sont définis comme étant des enzymes ayant
évolué a partir d'enzymes meres a spectre étroit (TEM-1, SHV-1), qui ont une activité
hydrolytique contre les céphalosporines a large spectre (ceftazidime ou céfotaxime)
les pénicillines et l'aztréonam mais n'ont aucune activité apparente sur les
céphamycines ou les carbapénemes, et sont inhibées par les inhibiteurs de [3-
lactamases tels que l'acide clavulanique (Rubin et al.,, 2014 ). Les entérobactéries
productrices de BLSE (EBLSE) sont isolées avec une fréquence croissante a partir
de prélevements humains et animaux, et de nombreuses études décrivent également
des isolats d’entérobactéries productrices de BLSE dans les aliments (Carattoli,

2008).

L'émergence de la résistance aux carbapénemes par production de
carbapénémases représente une étape supplémentaire vers la résistance aux
antibiotiques chez les entérobactéries (Livermore, 2009). Ces carbapénémases sont
de différents types : les métallo-bétalactamases (IMP, VIMP), les carbapénémases
de classe A (KPC, GES, etc.) et les oxacillinases (Poirel et al., 2007). La présence
d’isolats producteurs de carbapénemases chez les animaux de compagnie
représente un probléme émergent et peut constituer une menace grave pour la santé

publique.

La résistance aux antibiotiques peut-étre inhérente a une espéce ou a un genre

bactérien (résistance naturelle ou intrinseque). Par contre, la résistance peut étre



acquise par certaines souches chez une espéce habituellement sensible a
'antibiotique considéré. Cette acquisition peut-étre liée a une mutation d’'un géene
déja présent chez la bactérie ou a I'acquisition de matériel génétique porté par un
élément mobile, plasmide ou transposon. Le risque de transfert de génes de
résistance de bactéries vivantes (ou méme mortes) présentes chez I'animal ou dans
'alimentation, a des bactéries pathogénes pour I'Homme est lié en partie aux bases
génétiques de la résistance. La résistance intrinseque et la résistance par mutations
sont supposées présenter un risque minimum de dissémination de genes, alors que
les résistances acquises portées par des éléments génétiques mobiles sont

considérées comme ayant un fort potentiel de dissémination (Afssa, 2002).

En d’autres termes, les résistances portées par des éléments mobiles peuvent
intégrer le génome d’'une espece bactérienne qui en était dépourvu auparavant, s'y
stabiliser et contribuer ainsi a I'adaptation de cette espece a son environnement.
Ainsi, I'échange d’ADN entre bactéries, méme éloignées sur le plan génétique, grace
a la conjugaison, la transposition et la transformation est un phénomeéne naturel qui

fait partie probablement des mécanismes d’évolution du vivant (Afssa, 2002).

Les chiens et les chats peuvent étre un réservoir important, mais actuellement
sous-estimé, de genes de résistance aux antibiotiques. Ainsi la transmission de
'Homme a l'animal d’agents pathogénes et/ou de leurs genes de résistance peut
aussi étre importante sur le plan épidémiologique. Jusqu'a présent, les animaux de
compagnie n'ont pas été considérés comme des réservoirs potentiels de bactéries
résistantes aux antibiotiques importants en meédecine humaine. Cependant,
'émergence d’infections nosocomiales due aux bactéries multi- résistantes dans les
cliniques vétérinaires a attiré I'attention sur ces animaux ayant un contact étroit avec

leurs propriétaires. La diffusion de bactéries résistantes aux antibiotiques de I'animal



a 'Homme est possible et de nombreux arguments attestent de sa réalité. Les
bactéries qui inquiétent le plus les experts dans le cadre de la transmission de
résistances animal-Homme sont les bactéries zoonotiques et les bactéries de la flore

commensale (Belas, 2015).

La chaine alimentaire peut faire office de vecteur de transmission de bactéries
et de genes de résistance aux animaux de compagnie. Des études scientifiques
soutiennent I'hypothese d’'un lien entre l'utilisation d’antibiotiques dans le secteur de
lagriculture et de I'élevage et I'émergence de souches résistantes avec
lalimentation comme moyen de transmission chez les animaux de compagnie
(Zirakzadeh et patel, 2005 ; Mayrhofer et al., 2006 ; Stine et al., 2007 ; Carattoli,

2008 ; Silbergeld et al., 2008 ; Srinivasan et al., 2008).

Plusieurs travaux de recherche sur la caractérisation des mécanismes de
résistance aux antibiotigues des souches d’entérobactéries isolées de différentes
sources (clinique, vétérinaire, environnement, alimentaire,...) on été initiées au
niveau du laboratoire d’écologie microbienne depuis une décennie. Notre travalil
rentre dans cette thématique et a pour objectifs d’évaluer le taux de portage fécal
des souches d’entérobactéries résistantes au [p-lactamines isolées a partir
d’animaux de compagnie, et d'étudier le rble potentiel de la nourriture dans la

transmission.
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1. Prélevements

Au cours de notre étude (mars a mai 2016), des prélevements fécaux par
ecouvillonnage rectal ont été obtenus a partir d’'animaux de compagnie (chien et
chat) chez des propriétaires privés, ainsi que des prélévements de leur Aliments. Les
échantillons ont été transportés dans une glaciere et acheminés au laboratoire
d’écologie microbienne de l'université de Bejaia pour étre analysés. Le tableau I
montre le nombre prélévements de nourriture par type d’animal.

Tableau | : Nombre de prélevements de nourriture par type d’animal.

Nourriture Chien Chat Total
Animal
Nourriture ménagere 18 06 24
Nourriture industrielle 02 04 06
Total 20 10 30

2. Isolement et identification

Un pré-enrichissement a été réalisé dans 1ml du Bouillon Trypticase Soja
(TSB) (Institut pasteur, Alger) pour les écouvillons rectaux et dans 5ml de Tryptone
Sel Eau (TSE) (Institut pasteur, Alger) pour les aliments destinée aux animaux
préleves.

Apres incubation d’'une heure a 37°C, un enrichissement a été réalisé par
ensemencement de 50 pl des pré-enrichissements dans 180 pl de TSB additionné de
vancomycine (32ug) et de céfotaxime (2ug) pour la recherche des EBLSE, et dans
180 ul de TSB additionnés de vancomycine (32ug) et d’ertapénéme (0,5 ug ) pour la
recherche des EPC.

Apres incubation a 37°C/24h, des ensemencements ont été réalisés avec 200
pl des bouillons d’enrichissement sur une gélose Mac-Conckey (Liofilchem, Italie)

additionnée de céfotaxime ou d’ertapénéme avec des concentrations finales de 1



pug/ml et 0.5 pg/ml respectivement. Apres 24h d’incubation a 37°C, 1 a 2 colonies ont
été prélevées et purifiées. (Laboratoire d’écologie microbienne)
L’identification des souches d’entérobactéries a été obtenue en utilisant une

galerie API 20E (Bio-Mérieux, France)

3. Détermination des phénotypes de résistance
3.1. Recherche de la production d’une B-lactamase a Spectre

Etendu

La présence d'une BLSE a été détectée par le test de synergie (DD-test) qui
consiste a déposer des disques de céftazidime (CAZ, 30ug), céfotaxime (CTX, 30
Mg), et céfépime (FEP, 30ug) a une distance de 20 mm (centre a centre) d’'un disque
d’amoxicilline/acide clavulanique (AMC, 20/10 ug) sur une gélose de Mueller Hinton.
L’'apparition d’'une image de synergie entre le disque d’augmentin et les disques de
céftazidime, céfotaxime, et céfépime indique la production d’'une BLSE (Jarlier et al.,

1988).

3.2. Recherche de la production d’une carbapénemase

3.2.1. Test de Hodge

Un disque d'imipénéme (IMP, 10 ug) a été appligué au centre d'une gélose de
Mueller Hinton préalablement ensemencée avec une souche de référence
d’Escherichia coli ATCC 25922. Ensuite les souches a tester ont été ensemencées
sur la gélose sous forme de stries déposées a partir du disque d’imipénéme jusqu’a
la périphérie de la boite en présence d’un témoin positif et d'un autre négatif. Aprés
24h d’incubation a 37°C, la production d’'une carbapénémase a été traduit par une

distorsion de la zone d’inhibition autour du disque d'imipénéme (Lee et al., 2001).

3.2.2. Carba NP test modifié



Le principe de ce test repose sur la mise en évidence d’'une acidification du
milieu lors de I'hydrolyse de lI'imipénéme par une carbapénémase. Nous avons utilisé
le protocol du Carba NP test modifié (Bakour et al. 2015).

Un volume de 200ul du tampon de lyse (CTAB 0.02 %) a été dispensé dans un
tube Eppendorf. Nous avons dissocié une 0Ose calibrée (10ul) de colonies
bactériennes dans le tampon de lyse, ensuite on vortex 1 a 2 min. Nous avons
répartit 100pl du lysa bactériens dans 2 tubes Eppendorf numérotés "A” et "B". 100
puL d’une solution de rouge de phénol additionnée de ZnSO, a 0.1M a pH ajusté a 7.5
ont été ajoutés au tube «A», et 100uL de la méme solution additionnée
d’'imipéneme a 6mg/mL ont été ajoutés au tube « B ». vortexé ensuite incubé a 37°C
pendant un maximum de 2h. La lecture visuelle de la couleur a été réalisée dans
chaque tube Eppendorf. Un résultat positif se traduit par I'apparition d’une couleur
orange/jaune dans le tube "B", tandis que la couleur du tube "A", reste inchangée
(Bakour et al. 2015).

3.2.3. Recherche de la production de métallo-B-lactamases (MBL)

» Méthode des disques combinés

Deux disques d’imipéneme (IMP, 10ug) ont été déposés séparément sur la
gélose Mueller Hinton préalablement ensemencée avec la souche a tester. Un
volume de 5ul d’'une solution d’EDTA (0.5 M, pH 8) a été ajouté a I'un des disques.
De plus, un disque vierge imbibé de 5ul d’EDTA a été ajouté (Témoin). Aprés 18h
d’incubation & 37°C, les souches dont le diametre d’inhibition autour du disque IMP-
EDTA été supérieur a celui obtenu avec le disque d’'IMP seul, d’au moins 6 mm, ont
été considérées comme souches productrices de MBL (Yong et al., 2002).

» Recherche de synergie par le DD-test



Un DD-test a été réalisé avec un disque d’'imipénéme (IMP, 10ug) déposé a 15
mm d’un disque vierge imbibé de 10 pl de la solution I’EDTA (0,5 M, pH8). La
présence d'une MBL a été détectée par visualisation d’'une image de synergie entre

le disque d’'IMP et celui d’EDTA (Jeong et al., 2006).

4. Etude statistique

Deux tests statistiques ont été effectués, le test de y? et le test exact de Fisher
pour veérifier la significativité entre les taux de portage des animaux de compagnie et
les taux de contamination de la nourriture. La différence entre les fréquences ont été

considérée comme significative lorsque p < 5%.



Résultats



1. souches bactériennes

Au cours de notre étude, un total de 185 prélévements rectaux effectués sur
185 animaux de compagnie (122 chiens et 63 chats) ainsi que 30 échantillons de
nourriture dont 24 nourriture meénagere, et 06 nourriture industrielle ont été
analysée.

L’isolement sur gélose de sélection a permis de sélectionner 37 souches
d’entérobactéries résistantes, dont 23 souches sur gélose MAC+CTX et 14 souches
sur gélose MAC+ERT.

L’identification par galeries API20E a permis d’identifier 29 souches d’E. coli, 03
souches de Kluyvera sp, 02 souches de Serratia odorifera, 02 souches d’E. cloacae
ainsi qu’'une souche de K. pneumoniae. Parmi elles 27 souches ont été isolées chez

le chien contre 07 souches chez le chat et 03 souches dans la nourriture.

2. Analyse des phénotypes de résistance

2.1. DD-test

Le DD-test effectué sur gélose Mueller —Hinton a montré une image de synergie
chez 21 souches d’entérobactéries isolées d’animaux de compagnie ainsi que 02
souches d’entérobactéries isolées de la nourriture, traduisant ainsi la production

probable d’une BLSE chez ces souches.

Image de synergie

Figure 1: Image de synergie obtenue dans
le DD-test pour la souche CT29/168



2.2. Hodge test et carba NP test modifié

Le test de Hodge et le carba NP test modifié ont été positif pour 13 souches
d’entérobactéries isolées d’animaux de compagnie et une souche d’entérobactéries
isoléees de la nourriture, traduisant ainsi la production probable dune
carbapénémase. Cette derniere n’a pas été inhibée par 'EDTA, indiquant I'absence

d’'une carbapénémase de type métallo-B-lactamase.

CN21/97

Distorsion

CN21/96

T+

T-

Figure 2 : Résultat du test de Hodge pour les
souches CN21/97 et CN21/96.

Temoin (+) Temoin (-) souche CN27/134

Figure 3 : Résultat du Carba NP test modifié pour la souche CN27/134



3. Portage fécal des souches d’ d’entérobactéries productrices de

BLSE et de carbapénémases

Le taux de portage fécal des souches d’EBLSE est de 11.35% (21/185), dont
un taux de 11.47% (14/122) observeé chez les chiens contre 11.11% (07/63) chez les
chats.

e L’analyse statistique des taux de portage des souches d’EBLSE n’'a montré
aucune différence significative observée chez les animaux de compagnie (p-
valeur = 0.067).

Concernant le portage des souches d’EPC, nous avons observé un taux de
portage de 7.02% (13/185) dont 10.65% (13/122) pour les chiens contre 00% (0/63)
pour les chats.

e Concernant le taux de portage des souches d’EPC chez les animaux de
compagnie l'analyse statistique n’a montré aucune différence significative (p-

valeur = 0,007).

5. Taux de contamination de la nourriture par les EBLSE et d’EPC

Le taux de contamination des souches d’EBLSE dans la nourriture est de
6.89% (02/29), dont un taux de contamination de 3.44% (01/29) observé dans la
nourriture ménagere contre 3.44% (01/29) dans la nourriture industrielle.

e L’analyse statistique des taux de contamination de la nourriture par les souches
d’EBLSE n’a montré aucune différence significative (p-valeur de 0.115).

Pour les souches d’entérobactéries productrices de carbapénémases, nous

avons observé un taux de contamination de 3.44% (01/29), cette contamination a

été observée uniqguement dans la nourriture industrielle.



7. Etude de Ila transmission des souches d’entérobactéries
productrices de B-lactamase de la nourriture vers les animaux de
compaghnie

Dans notre étude uniqguement un cas de transmission de souche
d’entérobactérie a été observé sur les 30 échantillons de nourriture correspondant a

un taux de 3.44%. Ce taux a été statistiqguement significatif avec une p-valeur <

0.0001.



Discussion
el
Conclusion



Les entérobactéries peuvent facilement diffuser dans les différents
écosystemes par le biais de la chaine alimentaire et de l'eau. L'’émergence et la
diffusion de la résistance chez les entérobactéries représentent une sérieuse
menace pour la santé publique (Santos et al., 2013). Plusieurs études ont rapporté
des souches d’entérobactéries productrices de BLSE, et de carbapénémases isolées

d’animaux de compagnie.

Chez les animaux de compagnie étudiés dans notre étude, nous avons observé
un taux de portage fécal moyen de 15% (incluant les souches productrices de BLSE,
et de carbapénémases). Murphy et al., 2009 ont rapporté dans deux régions du
Canada une prévalence de 0% chez 227 animaux de compagnie étudiés (chat : n=39
et chien : n=188). Costa et al., 2008 rapportent dans leur étude sur un échantillon de
75 animaux de compagnie (chat : n=36 et chien : n=39) une prévalence globale de

2.6%.

Le taux de portage fécal de nos souches productrices de BLSE est de 56.75%.
Nos résultats sont inférieurs a ceux rapporté par Hordijk et al., 2013 en Hollande qui
ont montré un taux de portage fécal de souches d’entérobactéries productrices de
BLSE de 31.25% (chiens : n=40 et chats : n=40) et par Rocha-Gracia et al., 2015 au
Mexique avec une prévalence de 17% chez les chiens, n=53. Cependant nos
résultats sont supérieurs a ceux rapporté par Dierickx et al.,, 2012 avec une
prévalence globale de souches productrices de BLSE de 2,11%, et a ceux rapporté

par Yousfi et al ., 2016 en Algérie avec une prévalence globale de 37,45%.

Concernant les carbapénemes, le taux de portage fécal observé dans notre
étude est de 35.13%. Deux publications ont été retrouvées sur PubMed. Des

souches d’E. coli productrices de NDM-1 isolées a partir d’animaux de compagnie



ont été décrites aux USA (Shaheen et al., 2013). Stolle et al., 2013 ont rapporté des
souches d’E. coli et de K. pneumoniae isolées de chiens productrices de
carbapénémases de type OXA-48 en Allemagne. Et uniguement deux rapports sur
ont été publiés par Yousfi et al., 2016 sur les carbapénémases chez les animaux de

compagnie en Algérie.

La résistance aux [(-lactamines est trés fréquente chez les souches
d’entérobactéries isolées a partir d’animaux ou d’aliments (Srinvasan et al., 2007 ;
Van et al., 2008). Dans notre étude, les souches d’entérobactéries ont montré un
taux de résistance de 10% dans la nourriture. Concernant la présence de souches
d’entérobactéries productrice de BLSE ainsi que de carbapénémases dans la
nourriture pour animaux de compagnie, aucun article n’a été retrouvé sur pubmed et
uniquement un seul article a été rapporté par Daniel et al., en 2011 sur la présence

des souches de BLSE dans la nourriture nom cuite des animaux de compagnie.

La présence croissante des BLSE et de carbapénémases chez les
entérobactéries dans les aliments constitue une menace importante pour la santé
publique, car ces génes peuvent étre transférés par la suite aux humains et aux

animaux de compagnie via la chaine alimentaire.

Un taux de 3.44% des nourritures étudiées ont été contaminé par les souches
d’entérobactéries productrices de BLSE et de carbapénemase. Tous les animaux de
compagnie ayant prit cette nourriture ont été également retrouvés porteurs des
souches de BLSE et de carbapénémase, ce qui conclut une transmission probable

de ces souches.

En conclusion, il est connu que les chiens et les chats sont des compagnons

qui partagent la vie des humains de différentes facons. lls peuvent partager leurs



maisons et leurs lieux de travail et, malheureusement, cela devient une voie
potentielle zoonotique pour la transmission de différentes maladies. Il est rapporté
gue l'utilisation d’antibiotigue dans la production primaire agricole est considérée
comme la cause principale de sélection de l'antibioresistance chez des bactéries
susceptible de se retrouver ensuite sur les denrées alimentaire, cette résistance peut
étre transféré aux animaux de compagnie et a 'lHomme via la chaine alimentaire. La
détection de ces souches résistantes aux antibiotigues chez les animaux de
compagnie ainsi que dans leurs denrées alimentaire peut étre une source de
préoccupation, et cela pourraient avoir un impact de santé publique. Il est donc

recommandé par conséquent de faire un usage raisonnable des antibiotiques.
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Résumé

Notre étude a porté sur I'évaluation du taux de transmission des souches d’entérobactéries
résistantes aux B-lactamines isolées d’animaux de compagnie (chiens et chats) et de leur nourriture
dans la ville de Bejaia.

Un total de 185 prélevements rectaux effectués sur des animaux de compagnie et 30
prélevements de nourriture ont été obtenues chez des propriétaires privés. L'identification des
souches a été obtenue par galeries API20E. La production d’une B-lactamase a Spectre Etendu a été
détecté par le test de synergie, et la production d’'une carbapénémase par le test de Hodge, le Carba
NP test modifié, et le test de 'inhibition & 'EDTA.

Au total 37 souches d’entérobactéries résistantes aux B-lactamines ont été sélectionnées et un
taux de portage fécale de 20% a été observé chez les animaux de compagnie, ainsi qu'un taux de
contamination de 6.66% dans la nourriture. La caractérisation phénotypique a montré que 23
(79,31%) souches étaient productrices de BLSE, et 14 souches (48,27%) produisaient des

carbapénémases.

Les aliments peuvent représenter un réservoir important de souches d’entérobactéries
multiresistantes et peuvent étre considérés comme une voie de transmission pour les animaux de

compagnie pouvant ainsi constituer un sérieux probléme pour la santé humaine.

Mots-clés : Animaux de compagnie, nourriture, résistance aux B-lactamines, portage fécal,

transmission.
Abstract

The aim of our study was to evaluate the rate fecal carriage of Enterobacteriaceae strains
resistant to B-lactams isolated from companion animals.

A total of 185 rectal swabs from companion animals and 30 food samples were obtained from
private owners. The identification of the strains was obtained by API20E strips. The production of
ESBL has been detected by the synergy test and the production of a carbapenemase by the Hodge
test, modified Carba NP test, and EDTA inhibition test.

A total of 37 strains of Enterobacteriaceae resistant to p-lactams were selected and a fecal
carriage rates of 20% was observed in companion animals. In addition, contamination rate of food was
6.6%. Phenotypic characterization showed that 23 (79.31%) of isolates were ESBL producers, and 14
strains (48.27%) were carbapenemase-producers

Enterobacteriaceae strains and can be considered as a transmission resource for companion

animals,that can constitute a serious problem for the human health.

Key words: Companion animals, food, B-lactams resistance, faecal carriage, transmission.






