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Résumé

L’objectif de cette étude était l’évaluation et la caractérisation de la résistance aux antibiotiques
chez des bactéries à Gram négatif isolées à partir de poissons marins ayant différents types
d’habitat écologiques (Sardina pilchardus, Mullus surmuletus et Mugil céphalus), capturés dans la
baie d’Alger.

L’étude de la résistance aux antibiotiques chez les bactéries de la flore totale a révélé la présence de
taux de résistance assez importants pour l’amoxicilline, suivi des céphalosporines de 3ème

génération puis la ciprofloxacine et les tétracyclines. Des faibles taux ont été observés pour
l’imipénème et la gentamicine. Par ailleurs, les résultats obtenus chez les coliformes ont montré la
présence d’un taux de résistance élevée à l’amoxicilline et une sensibilité aux autres molécules à
l’exception des coliformes isolés du M. cephalus qui ont présenté des taux de résistance moyens
pour l’imipénème, la gentamicine, les tetracyclines et la ciprofloxacine. Bien que nous avons noté
quelques différences dans les taux de résistance obtenus dans chaque poisson, l’analyse statistique
a révélé qu’il n’ya pas une différence significative entre ces taux de résistance en fonction des
habitats écologiques des différents poissons.

L’identification de 62 souches résistantes nous a permis de les assigner aux Enterobactereaceae,
Aeromonadaceae, Vibrionaceae et Pseudomonadaceae. Ces souches ont présenté des taux de
résistance élevé à l’amoxicilline, la  céftazidime et le céfoxitine, des taux moyens pour la
tetracyclines, pipéracilline, acide nalidixique et des taux faibles pour la gentamicine, l’amikacine et
la kanamycine. Ces souches présentaient des profils de multi-résistance allant de 2 à 11
antibiotiques. La caractérisation génétique des mécanismes enzymatique de la résistance aux béta-
lactamines a permis de détecté la présence du gène d’une béta-lactamase à spectre élargi de type
blaCTX-M du groupe 1 non transférable chez une K. pneumoniae isolée du mulet, du gène blaTEM

chez 4 E.coli et 1 R. aqualitis et 1 K. pneumoniae, du gène blaSHV chez  2 K. pneumoniae et le gène
d’une céphalosporinase blaCIT chez 2C. freundii.

Les résultats de la présente étude suggère que les poissons marins commerciaux provenant de la
baie d’Alger, pourraient jouer un rôle en tant que support et/ou réservoir de bactéries résistantes
aux antibiotiques, ce qui peut avoir un impact écologique et sanitaire.

Mot clés : antibiorésistance, bactéries, poissons marins, gènes de résistance aux antibiotiques,



Abstract

The aim of this study was to evaluate and characterize antibiotic resistance in Gram-

negative bacteria isolated from marine fishes with different ecological habitats (Sardina

pilchardus, Mullus surmuletus and Mugil cephalus), captured in the Bay of Algiers.

The study of antibiotic resistance in bacteria of the total flora revealed the presence of

fairly high resistance levels for amoxicillin, followed by cephalosporins, 3rd generation

followed by ciprofloxacin and tetracycline. Low levels were observed for imipenem and

gentamicin. Furthermore, the results obtained in coliforms showed the presence of a high

resistance to amoxicillin and sensitivity to other molecules with the exception of coliforms

isolated from M. cephalus, which showed average resistance levels to Imipenem,

gentamicin, tetracycline and ciprofloxacin, Although, we noted some differences in the

resistance rates obtained in each fish, statistical analysis revealed that there is no

significant difference between these resistance rates depending on the ecological habitats

of the different fish.

The identification of 62 resistant strains belonged to Enterobactereaceae,

Aeromonadaceae, Vibrionaceae and Pseudomonadaceae. These strains showed high

incidence of resistance to amoxicillin, ceftazidime and cefoxitin, mean incidence for

tetracycline, piperacillin, nalidixic acid and low levels for gentamicin, amikacin and

kanamycin.

These strains showed multi-resistance profiles ranging from 2 to 11 antibiotics. The

genetic characterization of the enzymatic mechanisms of beta-lactam resistance detected

the presence of the non-transferable beta-lactamase, blaCTX-M gene group 1 in a K.

pneumoniae isolated from M.céphalus, gene blaTEM in 4 E.coli and 1 R. aqualitis and 1 K.

pneumoniae, the blaSHV gene in 2 K. pneumoniae and the blaCIT cephalosporinase gene in 2

C. freundii.

These results suggest that commercial marine fish cath in the Bay of Algiers might play a

role as carrier/reservoir of antibiotic resistant bacteria, creating a health risk to public

health for fish consumers.

Key words : Antibiotic resistance, bacteria, marine fish, antibiotic resistance genes,
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Introduction

Les antibiotiques sont  utilisés en médecine humaine et  vétérinaire, l’agriculture et

l’aquaculture à titre curatif, prophylactique et métaphylactique, ainsi que comme additifs

alimentaires pour la promotion de croissance des animaux d'élevage (Kümmerer, 2004 ;

Kemper, 2008 ; Sapkota et al., 2008; Du et Liu, 2012 ; Cabello et al., 2013 ). Cette

utilisation massive et inopportune conduit à l'émergence  de bactéries multi-résistantes par

pression de sélection et par échanges et recombinaisons génétiques.

La présence des bactéries résistantes aux antibiotiques dans le milieu marin est une réalité

préoccupante, elle est inhérente à l’augmentation des résistances acquises dans les

communautés microbiennes (McDaniel et al., 2010). L’environnement  marin, notamment

la frange côtière, est le réceptacle final des rejets traités ou non traités d’origine

domestique, industrielle ou agricole. Ces derniers véhiculent des xénobiotiques tels que les

antimicrobiens et des bactéries résistantes dont l'impact sur l’écosystème marin est

considérable.

Ainsi, le rejet d'antimicrobiens dans l’eau de mer souvent véhiculés par les eaux usées

urbaines,  génère une pression de sélection, qui conduit  à l’émergence et le maintien des

bactéries résistantes dans les eaux côtières et chez les animaux qui y vivent, avec un risque

écologique de déséquilibre de l'écosystème et santé publique par  la consommation de

poissons (Miranda et Zemelman, 2001 ; Matyar et al., 2004 ; Smaldone et al., 2014 et

Matyar, 2016 ). En plus de la pression sélection, les gènes de résistance peuvent circuler et

être amplifiés dans l’environnement aquatique (Witte, 2000).

L’acquisition de la résistance aux antibiotiques dans les poissons d’élevage est bien

documentée (Aoki et Equasa,  1971 ; Waltman et Shotts, 1986 ; Smith et al., 1994, Jin Jun

et al., 2004 et García-Aljaro et al., 2014), alors que peu d’études ont été réalisées sur la

résistance aux antibiotiques parmi la flore bactérienne des poissons vivant à l’état sauvage

(Alves de Lima et Hofer, 1993 ;  Miranda et Zemelman, 2001 ; Matyar et al., 2004 ;Ghosh

et Mandal, 2010 ;Smaldone et al., 2014).

Jusqu'à l'heure actuelle, peu d’études ont été effectuées en Algérie sur l’état de la

résistance aux antibiotiques dans les poissons marins, alors que ces derniers sont une

composante du régime alimentaire de la population algérienne.
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Dans notre travail, on s’est attelé à l’étude de la résistance aux antibiotiques chez des

bactéries de trois espèces de poissons, Sardina pilchardus, Mullus surmuletus et Mugil

cephalus, au niveau de la baie d’Alger, caractérisés chacun par un habitat écologique

spécifique, pélagique,benthique et bentho-pélagique, respectivement. La baie d'Alger est

fortement contaminée par les eaux usées non traitées contenant des quantités significatives

d’antibiotiques et de bactéries résistantes qui peuvent s’établir dans la flore microbienne de

poisson. Donc,  il  est important de vérifier la possibilité que les poissons provenant  de

cette baie pourraient constituer un réservoir de bactéries résistantes ainsi estimer le risque

de transmission à l’homme de la résistance aux antibiotiques à travers la chaine

alimentaire.

Les principaux objectifs de ce travail sont:

 L’évaluation de la résistance de la flore mésophile aérobie totale et des coliformes

totaux à différentes familles d’antibiotiques.

 L’étude de l’influence de l’habitat sur la prévalence de la résistance aux

antibiotiques retrouvés dans les poissons.

 L’identification phénotypique et génotypique des mécanismes de résistance aux béta-

lactamines.
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I. Résistance aux antibiotiques dans l’environnement marin

L'utilisation d'antimicrobiens en médecine humaine et vétérinaire entraine la libération de

déchets contenant à la fois des antibiotiques et des bactéries résistantes aux antibiotiques

(Silbergeld et al., 2008). Probablement, ces derniers peuvent atteindre l’environnement

marin par le biais des égouts, les eaux de ruissèlement, des stations d’épuration et par

l’épandage du lisier sur les champs (Pallecchi et al., 2008, Bartoloni et al., 2009). De plus,

les fermes aquacoles (piscicultures), où les antibiotiques sont directement introduits dans

l’eau via l’alimentation des poissons, sont impliquées dans la persistance de gènes de

résistance et, plus globalement, dans l’augmentation de l’antibiorésistance dans les

sédiments (Agersø et Petersen, 2007; Ndi et Barton, 2011; Tamminen et al., 2011; Gao et

al., 2012)(Fig.1). L’existence de liens entre ces différents compartiments écologiques nous

incite à nous intéresser aux émissions des antibiotiques, des bactéries résistantes et des

gènes de résistance dans l’environnement pour étudier leur maintien et leur dispersion chez

la communauté bactérienne autochtone, et ainsi estimer le risque d’évolution et de

dissémination de la résistance aux antibiotiques vers l’homme via la chaîne alimentaire .

Les antibiotiques et leurs métabolites  déversés dans les milieux aquatiques, peuvent subir

une transformation biotique et abiotique (dégradation), s’adsorber sur les particules en

suspension et les sédiments et dans certains cas s’accumuler dans les tissus des organismes

aquatiques (Ramirez et al., 2009).Par exemple, l’ampicilline et le sulfaméthoxasole sont

peu biodégradables. D'autres se dégradent plus rapidement mais sont aussi considérés

comme des polluants persistants car ils sont introduits en continu dans l'environnement, en

raison de leur forte consommation (Pan, 2008).

Ces dernières années, de plus en plus d'antibiotiques ont été utilisés et leur présence dans le

milieu aquatique est considérée comme un problème environnemental émergent. Une étude

récente a par exemple mis en évidence que l'antibiotique amoxicilline induisait une

diminution de la photosynthèse chez la cyanobactérie Synechocystis sp. Des modifications

de la diversité et/ou de l’abondance des  microalgues et des cyanobactéries pourraient avoir

un effet indirect sur le reste des organismes de la chaîne trophique (Pan, 2008).

De nombreuses études, ont ainsi démontré que les antibiotiques qui se trouvent disséminés

dans l’environnement peuvent potentiellement exercer une pression importante sur les

microorganismes autochtones (Pruden et al., 2006). Il peuvent être considérées comme des

polluants importants voir dangereux, puisqu’ils peuvent permettre la sélection de bactéries

résistantes et favoriser le transfert de gènes de résistances aux antibiotiques (Martinez et
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al., 2009). L’échange naturel de gènes entre bactéries dans l’environnement est un fait

connu (Bertolla et al., 2000). Les trois mécanismes de transfert horizontal de gènes

identifiés (la conjugaison, la transduction et la transformation) ont été largement étudiés

(Demanèche et al., 2000).

Les bactéries résistantes aux antibiotiques sont  largement retrouvées dans l’environnement

aquatique (Baquero et al., 2008 ; Xi et al., 2009). Comme les entérobactéries (E.coli,

Enterobacter, Salmonella et Klebsiella), Pseudomonas, Vibrio, Aeromonas et

Acinetobacter retrouvés dansles lacs (Lobova et al., 2008 ; Pontes et al., 2009 ; Poté et al.,

2012 ), les rivières (Ozgumus et al., 2009 ; Servais et al., 2009), les eaux marines

(Bouhaddioui et al., 2002 ; Zhang et al., 2006 ; Harakeh et al., 2006), le sédiment marin

(Matyar et al., 2008) et les sites aquacoles d’eau douce (Miranda et Zemelman, 2002 ; Iliev

et al., 2015 ) et d’eau marine (Sarter et al., 2007 ; Dang et al., 2009. Scarano1 et al., 2014).

Donc, l'environnement aquatique constitue un réservoir potentiel pour les bactéries

résistantes aux antibiotiques (Nonaka et al., 2000 ; Seyfried et al., 2010).

L’incidence élevée des bactéries résistantes aux antibiotiques dans les organismes marins

est une préoccupation importante, liée à l’utilisation inadéquate de ces médicaments et aux

activités anthropiques (Matyar et al., 2004). En effet, ces dernières années, des études ont

été consacrées pour évaluer la présence des  substances antimicrobiennes et des bactéries

résistantes dans les animaux marins (Ryu et al., 2012 ; Smaldone et al., 2014).

La résistance aux antibiotiques a été signalée chez les poissons, les mammifères marins et

les oiseaux de mer vivant dans les eaux côtières (Rose et al., 2009). Une prévalence élevée

de souches résistantes aux antimicrobiens a été détectée pour les poissons marins exposées

aux eaux usées (antibiotiques, bactéries résistantes), avec des possibilités de transfert de

leurs déterminants de résistances à des bactéries pathogènes pour l’homme. Par

conséquent, le nombre élevé de bactéries résistantes dans les poissons peut créer des

conséquences écologiques et sanitaires (Miranda et Zemelman, 2001; Matyar et al., 2004 ;

Ghosh et Mandal, 2010 et Smaldone et al., 2014 ; Brahmi, 2016 ; Moremi et al., 2016).

Les bactéries résistantes des animaux peuvent alors se transmettre à l‘homme à travers les

aliments ou transmettre leurs gènes de résistance à la flore microbienne humaine causant

des échecs thérapeutiques (Moubareck et al., 2003).
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Figure 1 : Les différentes sources de contamination de l’environnement par les

médicaments y compris les antibiotiques ainsi que les bactéries résistantes (Collette-

Bregand et al., 2009 ; modifié).

II. Présentation des espèces cibles

II.1. La sardine commune : Sardina pilchardus

La sardine appartient à la famille des Clupéidés comme le hareng, le sprat et l’alose. C’est

un poisson pélagiques c’est-à-dire vivant en plein eau et  libre de tout contact avec le fond

(Filleul, 2004). En Algérie, le genre Sardina comprend qu’une seule espèce, Sardina

pilchardus (Darley, 1992 ; Djabali et al., 1993).

II.1.1. Position systématique

Pour définir la position systématique des espèces étudiées, nous avons consulté différents

ouvrages où l’on peut observer une diagnose exhaustive (Bauchot et Pras, 1980), (Ficher et

al., 1987) et ceux plus récents de (Lecointre et Guyader,  2001).
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Règne : Eukaryota.

Sous-règne : Métazoa.

Phylum : Chordata.

Sous-phylum : Craniata.

Embrenchement : Vertebrata.

Super-classe : Gnathostoma.

Classe : Osteichthyens.

Sous-classe : Actinoptérygii.

Super-ordre : Teleosteei.

Ordre : Clupeiformes.

Sous-ordre : Clupéoidés.

Famille : Clupeidae.

Genre : Sardina Antipa 1904.

Espèce : pilchardus Walbaum, 1792.

II.1.2. Description de l’espèce

Corps élancé de section ovale ; une série de scutelles sur la face ventrale ; un opercule

présentant des stries bien marquées. Les nageoires pelviennes implantées nettement en

arrière de l’origine de la nageoire dorsale. Les deux derniers rayons de sa nageoire anale

sont plus allongés que les autres. Coloration bleu sombre sur le dos avec des reflets

verdâtres ; flancs dorés devenant blanc argenté sur le ventre ; une série de points sombres

alignés le long du dos ; avec parfois une deuxième rangée au-dessus. Elle possède une

taille maximale de  25cm, mais plus commune de 15 à 20cm (Fischer et al., 1987 ; Louisy,

2002) (Fig.2).

 Noms vernaculaires

Noms FAO : Sardine commune (France).

Noms locaux : Serdine.

Figure 2 : Photo de la sardine commune : Sardina pilchardus Walbaum, 1792.

1 cm
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II.1.3. Confusions possibles

La sardine peut être confondue avec un petit hareng, un gros sprat ou les jeunes aloses. Elle

s’en distingue par : l’opercule strié, les écailles proportionnellement plus grosses et

facilement détachables et le plus grand allongement des deux derniers rayons de sa

nageoire anale. (Quéro et vayne, 1997 ; Filleul, 2004).

II.1.4. Répartition géographique et bathymétrique

S. pilchardus vit dans les eaux européennes depuis la Manche, le long des côtes de France,

d’Espagne et de là  jusqu’aux iles Canaries. On la croise aussi près des côtes d’Afrique du

Nord, et en Méditerranée, dans l’Adriatique et, exceptionnellement, dans la mer Noire.

(Whitehead et al., 1984 ; Stanislav, 1997) (Fig.3).

Figure 3 : Répartition spatiale de Sardina pilchardus (Froese et Pauly, 2015).

La sardine est un poisson pélagique côtier jusqu'à 180 m de profondeur (Fischer et al.,

1987). Elle effectue des migrations soit journalières : elle est plutôt dispersée pendant la

nuit entre la surface et 35 m de profondeur, et le jour forme des bancs très denses entre le

fond et la surface (25-55m) ; soit des migrations saisonniers de faible amplitude,

commandés par la nutrition, la reproduction et les conditions thermiques. Elle migre en

automne vers le large et se rapproche de la cote au printemps. Selon la saison, l’âge des

individus et leur état sexuel, elle réalise également des déplacements le long de la côte

(Lee, 1961; Quéro et vayne, 1997).

N
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II. I.5. Alimentation et reproduction

Les jeunes se nourrissent de phytoplancton ainsi que d’œufs et de larves de petits

crustacés. Les adultes sont zooplancophages consomment surtout des crustacés

planctoniques (copépodes) (Jemaa et al., 2015), mais également différentes larves

présentes dans le zooplancton (crabes, ophiures,..) (Quéro et vayne, 1997).

La période de reproduction varie suivant les régions. Elle a lieu d’avril à novembre en

Manche et en Atlantique, de décembre à mai dans le golfe de Gascogne et presque toute

l’année en Méditerranée (Stanislav, 1997; Atlas, 2006). Elle  se fait entre  20-25 m de

profondeur, près du rivage (Whitehead et al., 1984).

II.2.  Rouget barbet de roche : Mullus surmuletus

Le rouget barbet de roche appartient à la famille des Mullides. C’est un poisson benthique

c’est-à-dire vivant à proximité du fond. D’après Djabali et al. (1993), il existe deux

espèces en Algérie, le rouget barbet de roche (M. surmuletus Linnaeus, 1758) et le rouget

barbet de vase (M. barbatus Linnaeus, 1758).

II.2.1. Position systématique

Règne : Eukaryota.

Sous-règne : Métazoa.

Phylum : Chordata.

Sous-phylum : Craniata.

Embrenchement : Vertebrata.

Super-classe : Gnathostoma.

Classe : Osteichthyens.

Sous-classe : Actinoptérygii.

Super-ordre : Teleosteei.

Ordre : Perciformes.

Sous-ordre : percoidés

Famille : Mullidae.

Genre : Mullus Linnaeus, 1758.

Espèce : surmelutus Linnaeus, 1758.
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II.2.2. Description de l’espèce

Son corps est modérément comprimé. Tête à-profil moins abrupt ; une paire de barbillons

sous le menton plus longs que les nageoires pectorales. La première nageoire dorsale

marquée de bandes jaunes ou brunes. Coloration du dos est rougeâtre avec une bande

longitudinale rouge foncé de l’œil à la caudale ; les flancs sont argentés portant trois

bandes jaunes horizontales. Sa taille maximale est de 40 cm mais la plus commune est de

10 à 25 cm (Fischer et al., 1987 ; Louisy, 2002) (Fig.4).

 Noms vernaculaires:

Les noms FAO: Rouget barbet de roche (France).

Les noms locaux : Rouget ou rougis, Rocca(Ouest), Soltane el houte, Mlal el Hadjra

(Centre) ; El kadi, Boulahya (Est).

Figure 4 : Photo de rouget barbet de roche : Mullus surmuletus Linnaeus, 1758.

II.2.3. Confusions possibles

Avec le rouget barbet de vase. Il existe trois critères principaux de différenciation entre ces

deux espèces (Mamuris et al., 1998) : chez M.barbatus, le profil de la tête est presque

vertical avec absence de bandes jaunes, la première nageoire dorsale incolore et présence

de 3 écailles sous l’œil. (Quéro et Vayne, 1997).

1 cm
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II.2.4. Répartition géographique et bathymétrique

Le rouget barbet de roche est rencontré le long des côtes européennes depuis le sud de la

Norvège et du suède, le nord de l’Ecosse incluant les îles Féroé  jusqu’au détroit de

Gibraltar, mais également dans la partie nord- Ouest de l’Afrique, dans le bassin

méditerranéen et en mer Noire (Stanislav, 1997). (Fig.5).

Figure 5 : Répartition spatiale de M. surmuletus (Froese et Pauly, 2015).

C’est un poisson benthique et de nature grégaire (vivant en bancs). Il fréquente les fonds

sableux, graveleux et rocheux de la côte jusqu'au bord du talus à 300m de profondeur

(Djabali et al., 1993). Son maximum d’abondance se situe dans des eaux ayant une

profondeur n’excédant pas 100 mètres en Méditerranée, de plus en plus profondément avec

l’âge en Atlantique (Bauchot et Pras, 1980 ; Quéro et Vayne, 1997).

II.2.5. Alimentation et reproduction

Le rouget barbet de roche est un poisson carnivore (Cherif et al., 2008). Il se nourrit

uniquement d’organismes benthiques (crustacés, surtout crevettes et amphipodes, vers

polychètes, mollusques, échinodermes et petits poissons); pendant leur vie pélagique, de

larves de crustacés et copépodes (Fisher et al., 1987).

Le régime alimentaire de cette espèce varie avec les saisons et la taille de Poisson mais

aucune influence de la sexualité n’a été démontrée (Cherif et al., 2008). En automne et en

hiver, l’activité alimentaire du rouget coïncide avec la période de repos sexuel (Cherif et

al., 2007). Au printemps, le poisson réduit son alimentation pour laisser la place dans sa

cavité abdominale à ses gonades qui devenaient plus volumineuses (Dadzie et al., 2000).

N
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En Méditerranée, la période de  ponte de cette espèce a lieu d’avril à juin. Les œufs et les

larves sont pélagiques (Quero et Vayne, 1997). En Tunisie,  elle est comprise entre le mois

d’avril et le mois de  juillet (Cherif et al., 2007). En Algérie, elle s’étale de mars à juin

avec un pic durant le mois d’avril (Kherraz, 2015).

II.3. Mulet cabot : Mugil cephalus

M. cephalus appartient à la famille des Mugilidés. C’est un poisson bento-pélagiquue

(semi-pélagique) c’est-à-dire il est à la fois benthique et pélagique (Froses et Pauly, 2015).

Il existe sept variétés de mulets  en Algérie :

1. Mugil cepalus Linnaeus, 1758 : Mulet cabot ou Mulet à grosse tête.

2. Mugil auratus ou Liza aurata (Risso, 1826) : Mulet doré.

3. mugil saliens ou liza saliens (Risso, 1810) : Mulet sauteur.

4. Mugil capito ou Liza ramada (Risso, 1827) : Mulet capiton ou mulet-porc.

5. Mugil chelo ou Chelon labrosus (Risso, 1827) : Mulet lippu ou à grosses lèvres.

6. Mugil capurrii (Perugia, 1892) : Mulet sauteur d’Afrique.

7. Oedalechilus labeo (Cuvier, 1829) : Mulet labéon.

II.3.1. Position systématique

Règne : Eukaryota.

Sous-règne : Métazoa.

Phylum : Chordata.

Sous-phylum : Craniata.

Embrenchement : Vertebrata.

Super-classe : Gnathostoma.

Classe : Osteichthyens.

Sous-classe : Actinoptérygii.

Super-ordre : Teleosteei.

Ordre : Mugiliformes.

Sous-Ordre : Mugiloides.

Famille : Mugilidae.

Genre : Mugil Linnaeus, 1758.

Espèce : cephalus Linnaeus, 1758.
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II.3. 2. Description de l’espèce

Le mulet cabot a le corps cylindrique et robuste. Il a une  tête  aplati et large  dont la

largeur dépasse celle de la  fente buccale, un museau arrondi. La bouche est petite avec une

lèvre supérieure fine. .Les yeux sont protégés par une paupière adipeuse bien développée.

Deux nageoires dorsales : la  première à la moitié du corps, il porte 4 épines ; la seconde,

large, est un peu plus longue, avec 8-9 épines ; la nageoire caudale est assez  large et

fourchue. Il possède une  tache noire à la base des pectorales et jaunâtre de l’opercule peu

apparente. Sa robe est grise plus ou moins sombre sur le dos et claire sur les flancs

(argentée), avec des lignes (6-7) longitudinales grisâtres plus ou moins marquées (Louisy,

2002 ; Atlas, 2006). Le mulet cabot  est le plus gros de tous les mulets et il peut atteindre

120 cm (Quéro et vayne, 1997). (Fig.6).

 Noms vernaculaires

Noms FAO : Mulet à grosse tête (France).

Noms locaux : Bouri ; mulet.

Figure 6 : Photo de Mulet cabot : Mugil cepalus Linnaeus, 1758.

II.3. 3. Confusions possibles

Le mulet cabot peut être confondu avec les autres mulets. Le mulet doré (Liza aurata)

présente une tache dorée sur l’opercule, le mulet lippu (Chelon labrosus) possède une

lèvre supérieure très charnue, le mulet porc (Liza ramada) montre une tache noire sur

l’opercule (Filleul, 2004) et le mulet sauteur (Liza saliens) présente plusieurs petites taches

dorées sur l’opercule (Bauchot et Pras, 1980).

1 cm
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II.3.4. Répartition géographique et bathymétrique

M. cephalus est très bien représenté en Méditerranée aussi en Atlantique, en Manche et en

mer du Nord (Atlas, 2006). Du golfe de Gascogne à  l’Afrique de l’ouest et en mer Noire.

(Quéro et vayne, 1997). C’est une espèce cosmopolite qui existe dans les mers tropicales et

subtropicales, il est introduit dans la mer Caspienne (Whitehead et al., 1986) (Fig.7).

Figure 7: Répartition spatiale de Mugil cephalus (Froese et Pauly, 2015).

Il vit surtout dans les zones côtières à forte charge organique (ports, lagunes), et remonte

dans les estuaires jusqu’en eau douce (Louisy, 2002). Il préfère les zones peu profondes à

fonds sableux ou vaseux, généralement entre 0 et 5 m de profondeur mais il peut atteindre

jusqu’au 120 m de profondeur (Louisy, 2002).

Le mulet cabot est de nature grégaire, il vit en banc et se déplace continuellement près des

côtes. Il se tient souvent à l’embouchure des rivières ou à l’entrée des ports, ou il pénètre

parfois et reste un bon moment ; il va aussi  jusque dans les lagunes. C’est un  poisson

euryhalin c’est-à-dire qui supporte les fortes variations de salinité ce qui lui permet de

trouver refuge dans les eaux douces quand de fortes tempêtes font rage en mer (Atlas,

2006).

II.3.5. Alimentation et reproduction

Le mulet à grosse tête est un poisson à alimentation diurne, qui se nourrit uniquement

pendant la journée, consommant principalement du zooplancton, des plantes mortes, et des

détritus (Cardona, 2000).

Poisson omnivore, il se nourrit à la fois de végétaux et d’animaux: Annélides marins

(gravette et arénicole) et verre de terre, crustacés, petits mollusques, alevins, larves, algues

N
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(Atlas, 2006). Il est  généralement considéré comme détritivore, car il ingère la pellicule de

surface des sédiments où se mêle débris végétaux, matière organique et petits organismes.

Il se nourrit  aussi à la surface  de la mer où se concentrent insectes et fragments végétaux

entrainés par le vent (Harmelin-Vivien et Harmelin ,1991). Il filtre la vase et absorbe les

bactéries, les mycéliums et de champignons à chaque fois que  sa bouche s’ouvre (Muus et

al., 1998).Leurs contenus stomacaux renferment, mélangées à du sable et à de la vase, de

nombreuses diatomées, également des cyanophycées, des dinophycées et des

chlorophycées (Quéro et Vayne, 1997).

Le mulet à grosse tête est catadrome c’est à dire il passe la plupart du temps dans l’eau

douce et se reproduit en milieu marin. En Méditerranée, la période de ponte va de juillet à

octobre (Quéro et Vayne, 1997) ; alors les adultes forment des gros bancs, ils redescendent

des eaux douces et saumâtres et rejoignent la mer pour le frai (Atlas, 2006). Les  juvéniles

reviennent  dans les estuaires pour effectuer leur croissance (Filleul, 2004).

III. Les antibiotiques

III.1. Qu’est-ce qu’un antibiotique ?

Un antibiotique est une substance chimique naturelle produite essentiellement par des

bactéries et certains champignons présents dans l'environnement. Il y a aussi des agents

antibactériens synthétisés chimiquement au laboratoire. Les antibiotiques ont le pouvoir de

détruire (effet bactéricide) ou de ralentir (effet bactériostatique) la croissance des bactéries.

(Walsh, 2003). Leur action s’exerce sur des sites spécifiques au niveau d’une ou plusieurs

étapes métaboliques indispensable à la vie des bactéries. Cette caractéristique leur permet

d’être efficaces à de faibles concentrations sans être toxiques pour l’homme : c’est le

principe de la toxicité sélective, (Bryskier, 1999).
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III.2. Classification et mode d’action

La classification des antibiotiques repose sur plusieurs critères : L’origine, la structure

chimique, le mode d’action et  le spectre d’activité (Yala et al., 2001) (Fig.8).

Figure 8 : Classification des antibiotiques.

Antibiotiques

Origine

Structure
chimique
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Tableau1: Principales classes d'antibiotiques et quelques exemples (Coates et al., 2002).

Classe Exemples

Béta-lactamines

Pénicillines

Céphalosporines

Carbapénèmes

Monobactames

Inhibiteurs des béta-lactamases

Aminoglycosides

Tetracyclines

Rifamycines

Macrolides

Lincosamides

Glycopeptides

Streptogramines

Sulphonamides

Oxazolidinones

Quinolones

Autres

Pénicilline G, pénicilline V, méthicilline, Oxacilline,

Ampicilline, Amoxicilline

Céphalotine, Céphapirine, Céfamandole, Céfuroxime,

Cefotaxime, Ceftizoxime, Cefpirome, Céfépime

Imipénème, Méropénème

Aztréonam

Clavulanate, Sulbactame

Streptomycine, Néomycine, Kanamycine, Gentamicine

Tetracycline, Chlortétracycline,  Déméclocycline

Rifampicine, Rifapentine, Rifaximine

Erythromycine, Azithromycine, Clarithromycine

Lincomycine, Clindamycine

Vancomycine, Téicoplanine

Quinupristine, Dalfopristine

Sulfanilamide, Sulfadiazine, Sulfisoxazole

Linézolide

Acide nalidixique, Acide oxolinique, Norfloxacine

Metronidazole, Polymyxine, Triméthoprime
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Selon le mode d’action, cinq mécanismes qui peuvent toucher soit la structure bactérienne,

soit une fonction métabolique (Tenover, 2006 ; Dzidic et al., 2008) (Fig.9) :

1. Action sur la paroi bactérienne : Béta-lactamines et glycopeptides.

2. Action sur la structure de la membrane plasmique : Polymixines.

3. Action sur la synthèse protéique (action sur les sous-unités ribosomales 30S et 50S) :

Macrolides, Tétracyclines, aminoglycosides.

4. Action sur les acides nucléiques (ADN et ARN) : Fluoroquinolones, Rifampicine.

5. Interférence avec le métabolisme de la bactérie (blocage de certaines étapes du

métabolisme énergétique) : Sulfamides.

Figure 9 : Modes d’action des antibiotiques sur une bactérie (Chardon et Bruger, 2014).

CCCC

 Conditions d’actions des antibiotiques

Pour qu'un antibiotique soit efficace contre des bactéries, trois conditions doivent être

disponibles (Dzidic et al., 2008) :

 Existence d’une cible spécifique à cet antibiotique dans la cellule bactérienne ;

 Etre en concentration suffisante au niveau de la cible ;

 Ne pas être inactivé ou modifié.
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III.3. Résistance des bactéries aux antibiotiques

III.3.1.Qu’est-ce que la résistance aux antibiotiques ?

D'un point de vue bactériologique, on dit qu'une souche est résistante lorsqu'elle peut

croître en présence d'une concentration d'antibiotique plus élevée que la concentration qui

inhibe la majorité des souches de la même espèce (Davison et al., 2000).

III.3.2. Mécanismes de résistance aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques peut être provoquée par quatre mécanismes

généraux (Wright, 2005) (Fig. 10) :

 L'inactivation enzymatique ou la modification de l'antibiotique ;

 La modification génétique de la cible de l'antibiotique (ou la surproduction de la

cible) ;

 La diminution de la perméabilité membranaire en limitant l'entrée de l'antibiotique à

l'intérieur de la bactérie ;

 La sur-activation de pompes à efflux permettant d'expulser l'antibiotique à l'extérieur

de la bactérie.

Figure  10: Présentation des mécanismes de résistance aux antibiotiques par les bactéries.

(D’après Schmieder et Edwards 2012, modifié).



Revue bibliographique

32

III.3.3.Types de résistances

La résistance des bactéries aux antibiotiques résulte soit d'une résistance naturelle ou soit

d'une résistance acquise.

III.3.3.1.Résistance naturelle

La résistance naturelle, dont le support génétique est le chromosome bactérien, est une

caractéristique qui est présente de façon intrinsèque chez toutes les souches d'une même

espèce à un antibiotique. Elle est stable, transmise à la descendance. Elle permet de définir

le spectre d'activité des antibiotiques. À titre d'exemples, les entérobactéries et

Pseudomonas aeruginosa sont naturellement résistants aux macrolides car ceux-ci ne

peuvent pas traverser la membrane externe de la paroi de ces bactéries à Gram négatif

(Normark et Normark, 2002). Klebsiella pneumoniae est naturellement résistante à

l'amoxicilline, ampicilline et à la ticarcilline, grâce à une β-lactamase chromosomique

naturelle (Pina et al., 2000).

III.3.3.2.Résistance acquise

La résistance acquise n’est présente que chez certaines souches de la même espèce ou du

même genre bactérien. Elle est moins stable (Davies, 1994). Elle résulte soit d’une

mutation de gènes existants (évolution verticale) (Martinez et Baquero, 2000), soit d’une

acquisition de nouveaux gènes provenant d'autres souches ou espèces par transfert

horizontal des éléments mobiles y compris les phages, les plasmides,  les transposons ou

les intégrons (Palmer et al., 2010). la présence de faibles concentrations de l'antibiotique

dans l'environnement est le signal clé qui favorise le transfert de gènes (Jeters et al., 2009).

III.3.4.Supports génétiques de la résistance

Le potentiel génétique d’une bactérie est constitué d’une part d’un génophore obligatoire,

le chromosome qui définit la résistance chromosomique et d’autre part de un ou de

plusieurs génophores facultatifs et extra- chromosomiques tels que : les plasmides, les

transposons ou les intégrons qui sont le support génétique de la résistance extra-

chromosomique (Davison et al., 2000 ).
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III.3.4.1. Le chromosome

Le chromosome bactérien est porteur des informations génétiques nécessaires à l’existence

même de la bactérie et contient aussi les gènes responsables de sa résistance naturelle. La

résistance chromosomique acquise résulte d’une mutation qui est  stable et transmissible à

la descendance (Davison et al., 2000 ).

III.3.4.2.Les éléments génétiques mobiles (extra-chromosomiques)

La résistance aux antibiotiques acquise par les bactéries est principalement due à la

présence de trois types d'éléments extra-chromosomiques portant des gènes de résistance :

les plasmides, les transposons et des cassettes de résistances insérées sur un intégrons

(Walsh, 2006 ; Bennett, 2008 ; Martinez, 2009).

 Les plasmides

Les plasmides sont des molécules d’ADN bi-caténaire et généralement circulaires, d’une

taille pouvant varier de moins de 2 kb à plus de 100 kb. Ce sont des structures stables,

capables de réplication autonome, constituées de quatre modules génétiques. Ils ont une

fonction essentielle dans le transfert horizontal car ils peuvent former des coïntégrats avec

d’autres plasmides, être intégrés, en totalité ou partiellement, au chromosome bactérien

mais surtout peuvent servir de vecteurs de mobilité pour les transposons et les intégrons

(Norman et al., 2009). Ce type de résistance est le plus fréquent et il est de plus en plus

répandu. Il concerne tous les types d'antibiotiques et peut même se transmettre entre

bactéries d'espèces ou de genres différents (Bennett, 2008).

Une bactérie peut acquérir plusieurs plasmides portant chacun un ou plusieurs gènes de

résistance à différents types d'antibiotiques. Les plasmides porteurs de résistance multiples

sont ainsi transférés à de nombreuses populations (Harbottle et al., 2006 ; Bennett, 2008).

 Les transposons

Les transposons sont des segments d'ADN qui ont la capacité de se déplacer et de s'insérer

à divers endroits sur un chromosome ou un plasmide par transposition. Ils sont aussi

nombreux que diversifiés. Les éléments transposables les plus simples sont les séquences

d'insertion (ou séquences IS) (Bennett, 2008).
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 Les intégrons

De découverte relativement récente (fin des années 1980), les intégrons sont des éléments

génétiques complexes. Ils forment un système de recombinaison spécifique de site pouvant

capturer des gènes et les réorganiser sous forme de cassettes. Ils sont généralement portés

par les plasmides et les chromosomes bactériens. Les intégrons possèdent deux segments

conservés, séparés par une région variable, capable d’inclure des gènes de résistance ou

d’autres gènes cassettes (Fig.11) (Lévesque et al., 1995). Les trois constituants

fondamentaux de l’intégron sont le gène intl codant pour une intégrase, le site de

recombinaison attl et un promoteur P permettant la transcription des gènes capturés ou

cassettes (Skurnik, 2009).

Les intégrons jouent donc probablement un rôle important dans la dissémination des gènes

de résistance aux antibiotiques au sein du monde bactérien (Skurnik, 2009).

Figure 11 : Structure générale des intégrons de classe 1. Le carré noir rayé représente une

cassette intégrée (Lévesque et al., 1995).

III.3.5. Mécanismes de transfert d’ADN

Les gènes de résistance sont échangés dans l'environnement entre des souches bactériennes

provenant de la même espèce ou de genres phylogénétiquement éloignés par différents

modes de transferts génétiques horizontaux tels que la transformation, la transduction ou la

conjugaison (Tenover, 2006):
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 Transformation : La transformation correspond à la pénétration et l’incorporation

d’un ADN libre extracellulaire, linéaire ou circulaire, que la bactérie compétente

internalise à partir de son environnement proche (Dubnau, 1999).

 Transduction : Elle consiste en l’acquisition de séquences d’ADN par une autre

bactérie suite à son infection par un bactériophage (Kelly et al., 2009).

 Conjugaison : Les plasmides peuvent se transmettre d'une bactérie donneuse à une

bactérie receveuse par l'intermédiaire de pili (Thomas et Nielsen, 2005).

IV. Les grandes familles d’antibiotiques

IV.1. Les béta-lactamines

Les ß-lactamines représentent la plus importante famille d’antibiotiques, aussi bien par le

nombre de molécules disponibles et la diversité des molécules utilisables, que par leurs

indications en thérapeutique. Cette utilisation importante est due à leur large spectre

d’action, à leur efficacité, à leur faible toxicité et à leur faible coût pour de nombreuses

molécules (Cavallo et al., 2004).

La pharmacocinétique des antibiotiques de cette famille indique que ces derniers sont

sécrétés majoritairement dans les urines et sous une forme chimique encore active.

Cependant, l’hydrolyse chimique rapide du noyau bêta-lactame, caractérisant les

antibiotiques de cette famille, rend difficile leur détectabilité dans l’environnement

aquatique (Corvaglia, 2006).

IV.1.1. Classification

Ces molécules contiennent toutes un noyau bêta-lactame (Fig.12) dans leur structure

moléculaire, qui est indispensable à l’activité antibiotique. La structure du noyau permet de

répartir ces produits en trois grands groupes : (Cavallo et al., 2004)

 Les dérivés de l’acide 6-amino-pénicillanique : Les Pénames,  les Carbapénèmes et

les Clavames ou Oxapénames. ;

 Les dérivés de l’acide 7-amino-céphalosporanique : les Céphalosporines,  les

Céphamycines et les Oxacéphèmes ;

 Monobactames : L’aztréonam est le seul produit utilisé actuellement.

Figure 12: Structure du cycle béta-lactame (Cavallo et al., 2004).
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IV.1.2.Mode d’action des béta-lactamines

Les bêta-lactamines possèdent un effet bactéricide (Kohanski etal., 2007). Ils inhibent la

synthèse de la paroi bactérienne (Fig.13). Les cibles des ß-lactamines sont les PLP

(protéines de liaison à la pénicilline) qui interviennent dans la synthèse et le remodelage du

peptidoglycane, constituant principal de la paroi bactérienne (Tipper, 1985). Ils sont

insérés dans la partie externe de la membrane cytoplasmique bactérienne (Cavallo et al.,

2004). Les ß-lactamines bloquent la biosynthèse du peptidoglycane (muréine) en inhibant

l'activité transpeptidase et carboxypeptidases des PLP. Il s'ensuit un affaiblissement du

peptidoglycane et une lyse osmotique qui mène à la mort bactérienne (Wilke et al., 2005).

Les carbapénèmes se fixent principalement aux PLP 1 et PLP 2 contrairement aux

céphalosporines et aux amino-pénicillines qui se fixent à la PLP 3 (Wolff et al., 2008).

Figure 13: Représentation schématique de la paroi des bactéries à Gram négatif (Cavallo

et al., 2004). LPS : Lipopolysaccharide ; PLP : Protéines de liaison aux pénicillines
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IV.1.3. résistance aux β-lactamines

Les mécanismes de résistance aux β-lactamines peuvent être de nature enzymatique ou non

enzymatique :

IV.1.3.1. Mécanismes non enzymatiques

Ces mécanismes peuvent résulter d’un défaut de perméabilité des membranes externes,

d’une hyper-expression de systèmes d’efflux actif ou d’une modification de la cible.

IV.1.3.1.1. Imperméabilité membranaire

La résistance par diminution de perméabilité de la membrane externe empêche la

pénétration de l’antibiotique ou limite fortement sa concentration dans l’espace péri-

plasmique. La diminution de la perméabilité d’une bactérie à un antibiotique peut résulter

de la diminution du nombre de porines et/ou de l’altération de leur structure suite à des

mutations touchant les gènes de structure ou de régulation des porines (Phillipon et al.,

1993). Ce mécanisme de résistance n'est présent que chez les bactéries à Gram négatif

IV.1.3.1.2. Système d’efflux

Le mécanisme consiste à expulser les antibiotiques à l’extérieur de la cellule via des

transporteurs membranaires appelés pompes d’efflux (Aires, 2011). Pour fonctionner, les

pompes d’efflux utilisent l’énergie fournie par dissipation d’un gradient de protons et ou

d’ions sodium ou encore par hydrolyse d’ATP. Les pompes les plus fréquemment

rencontrées sont de type RND comme AcrB chez Escherichia coli ou MexB chez

Pseudomonas aeruginosa (Cattoir, 2004). Ce type de résistance peut affecter plusieurs

classes d’antibiotiques y compris les béta-lactamines  et peut aussi être impliqué dans le

phénotype de Multi-Drug-Resistance (MDR) (Mesaros et al., 2005).

IV.1.3.1.3.Modification de la cible des béta-lactamines

Les cibles des antibiotiques sont majoritairement des protéines. Leur mutation peut

conduire à une perte de reconnaissance de l’antibiotique qui devient alors inactif. C’est le

cas des PLP qui sont ciblées par les β-lactames. La mutation des PLP provoque une

diminution de l’affinité pour ces antibiotiques (Hakenbeck et Coyette, 1998).Chez les

entérobactéries, des souches de Proteus mirabilis résistantes à l’imipénème et au
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mécillinam ont été observées suite à une perte d’affinité de la PLP2 et à une diminution de

la quantité de PLP1a (Grall et al., 2011).

IV.1.3.2. Mécanisme enzymatique

La destruction des β-lactamines par les β-lactamases est le mécanisme de résistance majeur

des bactéries à Gram négatif. Ces enzymes bactériennes qui hydrolysent la fonction amine

du cycle β-lactamine, ce qui rend l’antibiotique inactif avant qu’il n’atteigne sa cible (la

PLP) (Fig.14). Elles peuvent être chromosomiques ou plasmidiques (Livermore, 1995).

Figure 14: Schéma réactionnel de l’ouverture du cycle bêta-lactame (Lagha, 2015).

IV.1.3.2.1.Classification des β-lactamases

La classification des β-lactamases est de deux types :

Une classification moléculaire basée sur la structure primaire des β- lactamases.

(Ambler, 1980). Elle propose quatre classes : A, C et D de type sérine active et classe

B de métalloenzymes dont l’activité nécessite des ions métalliques, le zinc (Zn2+)

(Cavallo et al., 2004) ;

Une classification fonctionnelle reposant sur l’activité hydrolytique et la sensibilité des

β-lactamases aux inhibiteurs comme l’acide clavulanique et l’EDTA (Bush et al.,

1995). Elle répartit les β-lactamases en trois groupes. C’est la classification la plus

récente et la plus complète (Bush et Jacoby, 2010).
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IV.1.3.2.2.Diversité de béta-lactamases

En fonction de la nature du substrat ainsi que le spectre d’activité, les β-lactamases peuvent

être regroupées comme suit :

IV.1.3.2.2.1. Les pénicillinases

Elles hydrolysent préférentiellement les pénicillines. En cas de production à haut niveau de

ces enzymes (BLS), les céphalosporines de première et deuxième génération peuvent être

hydrolysées à l’exception des céphamycines (Fox). Elles sont inhibées par l’acide

clavulanique ou tazobactam (Cavallo et al., 2004 ; Bush et al., 2010). Elles sont le plus

souvent portées par des plasmides, mais elles peuvent parfois se situer sur le chromosome

et sont alors constitutives dans l’espèce K. pneumoniae (SHV-1). (Cavallo et al., 2004).

Ces β-lactamases à large spectre (BLS), en particulier les enzymes de type TEM (TEM-1,

TEM-2) ou SHV (SHV-1) sont les principales responsables de la résistance acquise aux

pénicillines et aux céphalosporines de première génération chez les entérobactéries.

(Cavallo et al., 2004).

IV.1.3.2.2.2. Les céphalosporinases

Les cephalosporinases appartiennent à la classe C de la classification d’Ambler. Elles sont

codées par le gène AmpC. Elles   hydrolysent préférentiellement les céphalosporines dont

les céphamycines, mais aussi les pénicillines et qui résistent à l’action de l’acide

clavulanique et du sulbactam ; toutefois certaines sont faiblement inhibées par le

tazobactam (Doi et al., 2004). Elles sont décrites chez différentes espèces de bacilles à

Gram négatif (Cavallo et al., 2004).  On distingue :

 Les céphalosporinases chromosomiques constitutives exprimées à très bas niveau chez

E. coli ou Shigellas pp. De ce fait, elles ne contribuent pas de façon significative à la

résistance aux béta-lactamines chez ces espèces ; les souches restent sensibles aux

aminopénicillines et aux céphalosporines de première, deuxième et troisième génération

(Cavallo et al., 2004).

 Les céphalosporinases chromosomiques inductibles décrites chez de nombreuses

espèces d’entérobactéries (Enterobacter cloacae, Enterobacter. aerogenes, Citrobacter

freundii, Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa) ; le caractère inductible est

défini par le fait que la synthèse des béta-lactamases est augmentée temporairement en
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présence d’une béta-lactamine inductrice (Céfoxitine ou Imipénème) et disparaît avec

l’arrêt de l’exposition (Hanson, 2003; Cavallo et al., 2004).

 Les céphalosporinases plasmidiques ont été plus récemment individualisées chez des

entérobactéries comme E. coli, K. pneumoniae, K.oxytoca, P. mirabilis ou Salmonella

spp. Ces enzymes résultent d’un transfert des gènes chromosomiques ampC inductibles

aux plasmides. (Cavallo et al., 2004). Elles confèrent à des entérobactéries dépourvues

du gène chromosomique ampC, un large spectre de résistance aux β-lactamaines,

notamment les C3G (Philippon et  Arlet, 2006). Les principales céphalosporinases

plasmidiques : MIR, ACT, BIL, CMY, LAT, DHA, ACC, FOX, MOX, CFE (Philippon

et Arlet, 2006).

IV.1.3.2.2.3. Les carbapénèmases

Les Carbapénèmases sont des ß-lactamases avec des capacités hydrolytiques polyvalentes.

Elles ont la capacité d'hydrolyser les pénicillines, les céphalosporines, les carbapénèmes et

les monobactames. Elles appartiennent à la  classe A (PME, IMI, NMC, GES et KPC),

classe D (OXA-23, OXA-24, OXA-48, OXA- 58, OXA-143), classe B (VIM, IMP, SPM,

GIM, NDM, SIM, DIM, AIM) (Queenan et Bush, 2007 ; Bedenić et al., 2014). Les

carbapénèmases de la classe A et D sont inhibées par l’acide clavulanique et le tazobactam

(Rasmussen et al., 1996), mais la classe B par l’EDTA (Frere et al., 2005).

Le support peut être chromosomique comme celles retrouvées chez Serratia marcescens et

Enterobacter sp. (SME-1, NMC-A et IMI-1) (Naas et al., 1994) ou plasmidiques  détectées

chez K. pneumoniae (KPC-1) (Nordmann et Carrer, 2010), Acinetobacter baumannii

(OXA-23) (Scaife et al., 1995) et dans Pseudomonas aeruginosa (IMP-1) (Watanabe et al.,

1991). Plus récemment des blaNDM-1 ont été détectées chez : Enterobacter cloacae,

Escherichia coli, Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae, oxytoca Klebsiella, et

Morganella morganii (Wang et al., 2015).

IV.1.3.2.2.4.Les béta-lactamase à spectre élargi (BLSE)

les BLSE sont définies comme des enzymes appartenant à la classe A ou D de la

classification d’Ambler, capables d’hydrolyser les pénicillines, céphalosporines de

première, deuxième, troisième et quatrième génération (C1G, C2G, C3G et C4G) et

l’aztréonam. Elles n’hydrolysent pas les carbapénèmes (IMP) et les cyphamycines (FOX).



Revue bibliographique

41

Elles  sont inhibées in vitro par les inhibiteurs des β- lactamases (acide clavulanique,

tazobactam et sulbactam) (Livermore, 1995 ; Livermore, 2008).

La majorité des BLSE sont dérivées de mutations ponctuelles dans la séquence génétique

codant pour le site actif des β-lactamases (Bradford, 2001).

 Type TEM : La majorité des BLSE de ce type dérivent par quatre à sept mutations

ponctuelles de l’enzyme originale (TEM-1 ou TEM-2). Ces mutations rendent l’enzyme

capable d’hydrolyser les céphalosporines de 3ème génération, mais aussi plus vulnérable à

l’action des inhibiteurs (acide clavulanique). Ces enzymes sont retrouvées chez E. coli, K.

pneumoniae, E. aerogenes, M. morganii, P. mirabilis et Salmonella. A noter que certains

dérivés de TEM ne sont pas des BLSE mais présentent une diminution de sensibilité aux

inhibiteurs, ce sont les TRI (pour TEM Résistantes aux Inhibiteurs) (Bradford et al., 2001).

 Type SHV : Les enzymes de type SHV dérivent par mutations ponctuelles de

l’enzyme originale SHV-1. Elles ont été détectées parmi de nombreuses entérobactéries

(notamment K.pneumoniae) mais aussi chez P. aeruginosa et Acinetobacter spp(Bradford

et al., 2001).

 Type  CTX-M : Les CTX-M, principales enzymes des céfotaximases, sont

capables d’hydrolyser le céfotaxime et l’aztréonam avec une sensibilité relativement

conservée à la ceftazidime. Elles sont inhibées par le tazobactam et l’acide clavulanique

(Bonnet, 2004). Ces BLSE ont été retrouvées majoritairement chez E.coli et Salmonella

enterica. Leur émergence parmi d’autres espèces et genres d’entérobactéries est rapide

(Bonnet, 2004). La dissémination horizontale des gènes codant pour les enzymes CTX-M

s’effectue via des plasmides conjugatifs mais aussi via d’autres éléments génétiques

comme les intégrons et les séquences d’insertion IEScp1 (Bradford et al., 2001 ; Bonnet,

2004).

 Type  OXA : Ces enzymes possèdent une grande activité catalytique pour la

cloxacilline, l’oxacilline et la méticilline. Elles  ne sont pas inhibées par l’acide

clavulanique. En général, elles hydrolysent mieux la ceftazidime que le céfotaxime. Ces

enzymes ont été fréquemment observés chez Pseudomonas aeruginosa mais aussi chez les

entérobactéries. Les BLSE de type OXA sont codées par de gènes portés par des éléments

mobiles comme les transposons et les intégrons (Naas et Nordmann, 2005).
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 Autres BLSE : D’autres types plus rares de BLSE, appartenant à la classe A,

incluent BES, GES–IBC, VEB, SFO, TLA et PER. Elles sont inhibées par l’acide

clavulanique et en général ont le même substrat que TEM et SHV (Bradford et al., 2001).

A l’exemple, les enzymes du type GES et PER, VEB et IBC-2, ont été largement

retrouvées chez P. aeruginosa, A.baumannii mais aussi chez les entérobactéries. Les

enzymes du type VEB hydrolysent de préférence la ceftazidime et l’aztréonam et ont été

retrouvées chez les entérobactéries et chez A. baumannii en France (Poirel et al., 2003).

IV.2. Les quinolones

Les quinolones sont des antibiotiques bactéricides très largement utilisés en médecine

humaine et vétérinaire. Ces molécules sont généralement classées en générations en

fonction de leur spectre d'activité (Cattoir, 2012):

 Quinolones de 1ère génération: acide nalidixique, acide oxolinique, acide

pipémidique ;

 Quinolones de 2ème génération: norfioxacine, ofloxacine, péfloxacine,

ciprofloxacine;

 Quinolones de 3ème génération: sparfloxacine, lévofloxacine, moxifloxacine ;

 Quinolones de 4ème génération: trovafloxacine, gatifloxacine.

Figure 15: Structure commune des quinolones (https://pharmacomedicale.org).

Les antibiotiques de cette famille sont sécrétés sous une forme chimique inchangée, stable

et active et sont parmi les substances antimicrobiennes les plus persistantes dans

l’environnement (Goñi-Urriza et al., 2000 ; Corvaglia, 2006).
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IV.2.1. Mode d’action

Les quinolones inhibent certaines enzymes du métabolisme de l’ADN. Ils agissent par

formation d’un complexe ternaire entre ADN et l'ADN gyrase (topoisomérases II) ou les

topoisomérases IV. Ces enzymes sont directement impliquées dans les mécanismes de

désenroulement et de superenroulement de l'ADN au cours de la réplication afin de

faciliter l'action de l'ADN polymérase (Nordmann et Mammeri, 2007).

IV.2.2. Mécanismes de résistances aux quinolones

Plusieurs mécanismes de résistance aux quinolones ont été décrits à ce jour. Ils sont de

médiation chromosomique ou plasmidique.

IV.2.2.1. Mécanismes de résistance chromosomiques

Trois mécanismes chromosomiques de résistance aux quinolones ont été rapportés. Il s’agit

de (Jacoby, 2005 ; Alouache, 2012):

 modifications de la cible des quinolones ;

 diminution de l'accumulation des quinolones due à l'imperméabilité de la membrane ;

 surexpression des systèmes à efflux.

IV.2.2.2. Mécanismes de résistance plasmidique (PMQR)

La résistance aux quinolones à médiation plasmidique (PMQR, Plasmid-Mediated

Quinolones Resistance) est représentée par (Alouache, 2012):

 la production de protéines Qnr (A, B, S, C, et B) protégeant les topoisomérases

contre l’effet des quinolones ;

 l'inactivation enzymatique de certaines quinolones (aac-6’-Ib-cr);

 et plus récemment par la production d’une pompe à efflux codée par le gène qepA.

IV.3. Les aminosides

Les aminosides ou aminoglycosides sont des molécules de petite taille, présentent un large

spectre, bactéricide, constituées de plusieurs cycles sucrés substitués par des fonctions

amines. Ils sont classés d'après la formule chimique du noyau central en trois groupes :

streptomycines, désoxystreptamines et fortimicines (Mingeot-Leclercq et al., 1999).
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IV.3.1. Mode d’action

Ces antibiotiques sont des inhibiteurs bactéricides de la synthèse protéique. Ils se fixent sur

la sous-unité 30S du ribosome et inhibent l'étape d'initiation donnant des protéines

tronquées et aberrantes (Mingeot-Leclercq et al., 1999).

IV.3.2. Mécanismes de résistances aux aminosides

Trois mécanismes de résistance ont été identifiés:

 l'altération de la cible ribosomale ;

 la modification du transport ;

 l'inactivation enzymatique des aminosides qui est le mécanisme le plus fréquent

(ex : phosphotransférase, nucléotidyltransférase, acétyltransférase) (Mingeot-

Leclercq et al., 1999).

IV.4. Les tétracyclines

Les tétracyclines ou les cyclines sont des antibiotiques bactériostatiques à large spectre,

largement utilisés en médecine humaine et vétérinaires comme promoteur de croissance.

Ce sont des composés de structure  polycyclique complexe, lipophiles, substitués par des

groupements plus ou moins hydrophiles qui forment des chélates avec les cations divalents

(Chopra et Roberts, 2000).

Ces molécules comprennent un noyau naphtacène ou tétracène (4 noyaux benzéniques)

(fig. 16) dans leur structure moléculaire. Ils sont subdivisés en (Chopra et Roberts, 2000 et

N’Guyen, et Baumard, 2012):

 Composés naturels : chlortétracycline et oxytetracycline;

 Composés semi-synthétique (glycylcycline):doxycycline, minocycline,

déméclocycline, méhtacyclines et tigecyclines.

Figure 16 : Structure commune des tétracyclines (Chopra et Roberts, 2000).



Revue bibliographique

45

IV.4.1. Mode d’action

Les tétracyclines inhibent la synthèse protéique de la cellule bactérienne. Ils  pénètrent

dans la bactérie par diffusion passive, s’y accumulent selon un gradient de pH

transmembranaire et par complexation avec les ions Mg2+ se fixent sur les sous-unités

ribosomales 30S, en inhibant la phase d’élongation de la traduction de l’ARN messager en

protéines (Chopra et Roberts, 2000).

IV.4.2. Mécanismes de résistances aux tétracyclines

Les principaux mécanismes de résistance des bactéries aux tétracyclines sont (Chopra

Roberts, 2000 ; N’Guyen et baumard, 2012):

 la résistance par efflux actif (ex : gène tet (A), tet (B)……..) ;

 l'inhibition de leur fixation sur leur site ribosomal (on parle de protection

ribosomale) (gène tet(O) / gène tet (M)) ;

 L'inactivation enzymatique de la tétracycline (gène tet (X)).



Matériel et
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I. Présentation de la zone d’étude

Pour réaliser ce travail, nous nous sommes intéressées à l’étude de trois espèces de

poissons vivant au niveau de la baie d’Alger.

Cette baie est située dans la région centre de la côte algérienne, de forme semi-circulaire,

elle s’inscrit vers le sud en creux dans la plaine de la Mitidja. Sa  superficie est

approximativement de l’ordre de 180 Km2.

La baie d’Alger est délimitée par deux caps (Fig. 17): la Pointe Pescade (également appelé

Rais Hamidou) à l’ouest, et le cap Matifou (Bordj El- Bahri) à l’est. Elle est limitée au

Nord par la mer Méditerranée avec une longitude Est 03°.14’.50 à 03°.00’.40 et une

latitude nord 36°.49’.35 à 36°.49.50 (Leclaire, 1972).

Figure 17 : Situation géographique de la baie d’Alger (Global MapAlgeria modifié)

(www.worldatlas.com)

I.1. Choix de la zone d’étude

Le choix  de la baie d’Alger comme zone d'étude n’est pas fortuit, c'est en rapport avec son

potentiel halieutique (production des petits métiers, senneurs et chalutiers). En effet, le port

de pêche d’Alger fournit l’essentiel de l’effort de pêche de la wilaya et reçoit la quasi-

totalité des débarquements. Cette production halieutique a été estimée à 280 tonnes en

2010,  avec une répartition relativement égale entre les petits poissons démersaux du port
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(34%), les crustacés (30%) et les petits pélagiques (26%) (CAR/ASP – PNUE/PAM,

2013). Cependant, cette baie  est le réceptacle de divers rejets traités ou non traités

d’origine urbaine, industrielle et agricole qui menacent cette activité (Fig.18). Les

principales sources de pollution de cette baie sont :

 Les émissaires urbains

Une multitude d’égouts d'eaux usées domestiques et industrielles aboutissent au port ou

dans divers endroits de la baie d'Alger, environ soixante-dix points de rejet ont été recensés

(Fig. 18). Le port reçoit entre 500.000 et 700.000 m3/jour (PAC, 2005). Les autres

émissaires urbains les plus importants sont ceux de Bab El Oued, Hussein Dey et Bordj El

Kiffan (Bakalem, 2008).

 Les oueds  d’El Harrach et d’El Hamiz

Ils traversent la plaine de Mitidja, lieu d’une intense activité agricole. Ils drainent vers la

mer toutes les eaux usées domestiques, agricoles et industrielles des zones qu'elles

traversent. Ces eaux usées chargées sont génératrices d'une pollution organique (Bakalem,

2008).

Figure 18 : Carte de la côte algéroise montrant les principales sources de rejets d’eaux

usées dans la baie d'Alger (Houma, 2009).
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II. Matériel

II.1. Choix des espèces

Le travail a été réalisé sur trois espèces de poisson, un poisson benthique: Mullus

surmuletus (rouget de roche), un poisson pélagique : Sardina pilchardus (sardine) et un

poisson bentho-pélagique : Mugil cephalus (mulet).

Le choix de ces espèces a été motivé par les critères suivants :

 Leur habitat (benthique, pélagique et bentho-pélagique).

 Leur disponibilité tout au long de l’année.

 Leur consommation par la population.

Dans notre recherche, la taille, le sexe et l’âge des poissons n’ont pas été pris en

considération.

II.2. Echantillonnage des poissons

Les échantillons ichtyologiques ont été récoltés au niveau de la pêcherie d’Alger une fois

par quinzaine ou par mois, durant une période de 5 mois,  allant de Mai à Octobre 2015

(Tab.2). Un kilogramme de chaque espèce de poisson a été prélevé aléatoirement, déposé

séparément dans des sachets en plastique à usage unique. Les échantillons ont été

transportés au laboratoire dans une glacière et traités dans les 6 heures au maximum qui

ont suivi le prélèvement.

Tableau 2 : Dates et type de prélèvement.

Dates de prélèvement Espèces

03.05.2015 Sardine-Rouget-Mulet

19.05.2015 Sardine-Rouget

31.05.2015 Sardine-Rouget-Mulet

09.06.2015 Sardine-Rouget-Mulet

26.08.2015 Sardine-Rouget-Mulet

14.09.2015 Sardine-Rouget-Mulet

12.10.2015 Sardine-Rouget-Mulet
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II.3. Les antibiotiques

Les antibiotiques en poudre ont été utilisés dans deux types d’expérimentation:

La détermination des concentrations minimales inhibitrices des antibiotiques (CMI),

amoxicilline, céfotaxime, ceftazidime, imipénème, ciprofloxacine, gentamicine et

tétracycline

La sélection des transconjugants dans des essais de transfert génétique par conjugaison

bactérienne.

Les antibiotiques en disques (bio-analyse) (Tab. 3) ont été utilisés pour la réalisation de

l'antibiogramme, le test de synergie et le test d’antagonisme.

Tableau 3 : Liste des antibiotiques en disques utilisés.

Famille Nom de l’antibiotique Abréviation Charge

Béta-lactamines

Amoxicilline AMX 25 µg

Amoxicilline + acide clavulanique AMC 10/20 µg

Pipéracilline PIP 75 µg

Céfoxitine FOX 30 µg

Céfotaxime CTX 30 µg

Céftazidime CAZ 30 µg

Céfpirome CPO 30 µg

Aztréoname ATM 30 µg

Imipénème IMP 10 µg

Aminosides

Kanamycine K 30 UI

Gentamicine GM 10 UI

Amikacine AN 30 µg

Tétracyclines Tétracycline TE 30 UI

Phénicolés Chloramphénicol C 30 µg

Triméthoprimes Triméthoprime TMP 5 µg

Sulfamides et
associations Triméthoprime +Sulfamethoxazole SXT 1,25 /23,75 µg

Quinolones
Acide nalidixique NA 30 µg

Ciprofloxacine CIP 5 µg
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II.4. Les souches de référence

Deux souches de référence ont été utilisées:

 E. coli ATCC 25922 pour le contrôle de l'antibiogramme et des CMIs.

 E. coli K12 BM21 résistante à l'acide nalidixique et à l'azide de sodium (NARAZR)

comme réceptrice dans les transferts génétiques par conjugaison.

III. Méthodes

III.1.Préparation des échantillons de poissons pour l’analyse microbiologique

Les échantillons ont été lavés à l’extérieur avec de l’eau distillée stérile pour réduire la

contamination potentielle extérieure. La préparation des échantillons a été faite selon les

recommandations d’EAS, (2008).

Dans le cas de la sardine et du rouget, 25g du broyat obtenu à partir de 4 à 5 individus ont

été dilués dans 225 ml d’Eau Peptonée Tamponnée (EPT). Les suspensions ainsi préparées

sont maintenues à température ambiante durant 15-20 min afin de permettre la

revivification des microorganismes présents. Chaque suspension correspond à une solution

mère (1/10) à partir de laquelle des dilutions décimales successives sont préparées.

Dans le cas du mulet, en raison de son poids qui peut atteindre 1 Kg (gros espèce), nous

avons travaillé sur un ou deux individus en procédant à un échantillonnage représentatif

(chair, peau, intestin, branchies…). La même procédure utilisée pour la sardine et le mulet

a été adoptée pour la préparation de la suspension mère du mulet.

III.2. Dénombrement de la flore mésophile aérobie totale et des coliformes totaux

dans les poissons

Le dénombrement de la flore mésophile aérobie totale et des coliformes totaux contenus

dans les poissons a été effectué par la méthode d’ensemencement en surface en utilisant la

gélose Mueller Hinton pour la flore mésophile aérobie totale et la gélose Mac Conkey les

coliformes totaux (Miranda et Zemelman, 2001 ; Matyar et al., 2004).
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III.2.1. Dénombrement de la flore mésophile aérobie totale

Un volume de 100 µl de la suspension mère et de chaque dilution a été étalé à la surface de

la gélose Mueller Hinton. L’opération a été réalisée en duplicata et les boites ont été

incubées à 37°C pendant 24 heures.

On retient les deux boites de la dilution donnant un nombre compris entre 30 et 300

colonies. Le nombre de colonies trouvées sera exprimé en Unité Formant une Colonie par

gramme de poisson (UFC/g).

III.2.2. Dénombrement des coliformes totaux et thermo-tolérants

Un volume de 100 µl de la suspension mère et de chaque dilution a été étalé à la surface de

la gélose Mc Conkey. L’opération a été réalisée en duplicata et les boites ont été incubées

pendant 24 heures à 37°C pour les coliformes totaux et à 44°C pour les coliformes

thermotolérants (fécaux). Le dénombrement des coliformes totaux et thermotolérants se

fait par comptage des colonies rouges (lactose positives) entourées d’un halo opaque

(précipitation des sels biliaires).

L’expression des résultats se fait de la même manière que pour la flore mésophile aérobie

totale.

( )  ∗ ∗
III.2.3. Détection et prévalence de la résistance aux antibiotiques

Des aliquotes  de 0,1 ml de la suspension mère et des dilutions ont été étalés à la surface

des géloses Mueller Hinton (FMAT) et Mac Conkey (CT) additionnées de l’un des

antibiotiques suivants: amoxicilline (AMX), céfotaxime (CTX), ceftazidime (CAZ),

imipénème (IMP), ciprofloxacine (CIP), gentamicine (GM) et tétracycline (TE). Les

concentrations critiques d'antibiotiques utilisées sont mentionnées dans le tableau 4.

=  ∗ ∗
d : facteur de la dilution retenue
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Tableau 4: Les concentrations critiques d’antibiotiques utilisées pour la sélection des

bactéries résistantes (CA-SFM, 2015).

Antibiotiques Concentration μg/ml
Amoxicilline (AMX) 8
Céfotaxime (CTX) 2
Céftazidime (CAZ) 4
Imipénème (IMP) 8
Ciprofloxacine (CIP) 1
Gentamicine (GM) 4
Tétracycline (TE) 2

Le taux de bactéries résistantes a été déterminée par le rapport du nombre de bactéries

obtenues sur gélose Mac Conkey et Mueller Hinton additionnée d’antibiotique sur le

nombre de de coliformes totaux et de bactéries mésophiles aérobies totales  obtenus sur

milieu sans antibiotique, respectivement (Miranda et Zemelman, 2001; Alouache et al.,

2012).

III.3. Identification des bactéries résistantes

Les souches ayant présenté une résistance aux antibiotiques AMX, CTX, CAZ, IMP, CIP,

GM et TE ont fait l’objet d’un ré-isolement sur une gélose Mueller-Hinton supplémenté de

l’antibiotique approprié afin de confirmer leur résistance, d’une identification par galeries

API 20E (Bio Mérieux) et d’une conservation en gélose de conservation en tube.

Le système API 20E d’identification des entérobactéries et autres bacilles à Gram négatif

comporte 20 tests biochimiques standardisés et miniaturisés.

Les milieux déshydratés sont reconstitués avec une suspension bactérienne préparée dans 5

ml d’eau physiologique (0.9% NaCl) à partir de 1 à 3 colonies pures d'une culture jeune

(18h). Les réactions produites pendant la durée d’incubation (24-48 h à 35 ± 2°C) se

traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par l’addition de réactifs. La

codification des réactions en un profil numérique permet, en se référant à un catalogue

analytique fourni par le fabriquant, de déterminer l’identification des souches bactériennes.

é é % = éé ∗
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Le test de l'oxydase a été réalisé en déposant quelques colonies de la bactérie à identifier

sur un disque contenant l’oxalate de dimethyl-paraphenylène-diamine qui est incolore

(commercialisé prêt à l’emploi). L’apparition d'une coloration violette est indicative de la

présence de l'oxydase.

III.4. Etude  de la sensibilité aux autres  antibiotiques par antibiogramme

 Principe

L’étude de la sensibilité des souches aux antibiotiques est réalisée selon la méthode de

diffusion des antibiotiques en disques en milieu gélose (Courvalin et al., 1985; CA-SFM,

2015). Celle-ci est basée sur l’observation de la croissance bactérienne en présence d’un

gradient de concentration d’antibiotique obtenu par diffusion des antibiotiques à partir des

disques. Ce gradient est inversement proportionnel à la distance par rapport aux disques.

La croissance bactérienne s’arrête lorsque les bactéries sont en contact avec une

concentration inhibitrice autour du disque d’antibiotique.

 Technique

A partir d’une culture de 18-24 h sur milieu gélosé non sélectif (Mueller Hinton), une

suspension bactérienne en eau physiologique (0.9% NaCl) est réalisée afin d’atteindre une

turbidité équivalente à celle de l’étalon 0,5 de la gamme de Mc Farland. Cet inoculum est

ensemencé par écouvillonnage sur la surface d’une gélose de Mueller-Hinton

préalablement séchée. Après une pré-diffusion des antibiotiques à température ambiante

pendant 15 min et incubation pendant 18-24 h à 35±2°C, la lecture des boites de culture est

faite en mesurant avec précision les diamètres d’inhibition à l’aide d’un pied à coulisse.

Les résultats sont interprétés selon les diamètres d’inhibitions indiquées dans les

communiqués du Comité de l’Antibiogramme de la Société Française de Microbiologie de

2013 et 2015.
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Figure 19 : Schéma de la disposition des disques d'antibiotiques.

III.5. Détection des céphalosporinases inductibles: test d’antagonisme

La production des céphalosporinases inductibles est mise en évidence par l’apparition

d’une image d’antagonisme entre un antibiotique inducteur (céfoxitine ou imipénème) et

un antibiotique actif (céphalosporines de 3ème ou 4ème génération), qui se traduit par la

diminution de l’activité de la béta-lactamine initialement active (Vedel, 1997).

Un inoculum de 108 cellule/ml est utilisé pour l’ensemencement d’une gélose de Mueller-

Hinton préalablement  séchée. Les disques de CAZ ou CTX sont déposés à 3 cm d’un

inducteur de céphalosporinase (IMP ou FOX). Après une pré-diffusion des antibiotiques à

température ambiante pendant 15 min, les boites sont incubées à 35±2°C pendant 18 à 24

h. Une souche est dite productrice de céphalosporinase inductible s’il y a une diminution

significative du rayon d’inhibition de l’antibiotique indicateur du côté du disque de

l’inducteur.
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III.6. Détection des béta-lactamases à spectre élargi (BLSE)

La production d’une BLSE peut être détectée par la mise en évidence d'une synergie entre

des céphalosporines de 3ème ou 4ème génération  (céfotaxime, ceftazidime, céfépime) et un

inhibiteur de cette enzyme  tel que l’acide clavulanique. Les disques des antibiotiques

indicateurs et celui de l'inhibiteur (ex. amoxilline+clavulanate, AMC)  sont déposés à une

distance de 30 mm. La présence d’une BLSE se traduit par l’apparition d’une image de

synergie du côté de l’inhibiteur. Toutefois, si les isolats testés sont aussi producteurs

d’autres mécanismes de résistance aux β-lactamines comme l’hyperproduction de

céphalosporinase, la détection de l’image de synergie peut être facilitée par la réalisation

du test en présence de la cloxacilline (250 mg/l) qui est un inhibiteur de la

céphalosporinase (Jarlieret al., 1988; Vedel, 1997).

III.7. Transfert génétique par conjugaison bactérienne en milieu solide

A partir de cultures de 18 heures sur bouillon Brain Heart Infusion Agar (BHIB), un

volume de la souche donatrice et deux volumes de la souche réceptrice sont mélangés et

centrifugés à 12000 rpm pendant 2 minutes.  Le culot est remis en suspension dans 100 µl

d’eau physiologique stérile, lesquelles sont utilisées pour l'ensemencement d'une gélose

Mueller Hinton à l'aide de spot de 20 µl. Après une incubation de 24 h à 37°C, la culture

mixte est mise en suspension dans de l’eau physiologique stérile et ensemencé sur une

gélose de Mueller Hinton supplémentée  d'Azide de Sodium (250 μg/ml) et de l'un des

antibiotiques, céfotaxime (2 μg/ml) ou amoxicilline (8 μg/ml), ou céfoxitine (8 μg/ml) ou

imipénème (8 μg/ml). Après incubation à 37°C pendant 24 h, les souches réceptrices ayant

acquis le caractère de résistance à l'un des antibiotiques (clones transconjugants) sont

réisolées à partir des boîtes de sélection. Les transconjugants sont analysés par

antibiogramme pour déterminer leur profils de résistance (Bakour et al., 1983; Courvalin et

al., 1985).

III.8. Extraction de l'ADN total  bactérien

L'ADN a été extrait selon la méthode de Feria et al. (2002). A partir d'une culture de 18h

sur gélose MH, 4 à 5 colonies bactériennes sont mises en suspension dans 200 μl d'eau

distillée stérile qui sont porté à ébullition pendant 10 min. Le lysat obtenu est ensuite

centrifugé à 12000 tours/minute à 4°C pendant 2 min et le surnagent contenant l'ADN est
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récupéré dans un eppendorf stérile et conservé à -20°C. Cet  extrait a été utilisé comme

matrice pour la réalisation des PCR.

III.9. Recherche de gènes de résistance par PCR

 Principe

La Réaction de Polymérisation en Chaine (de l’anglais Polymerase Chain Reaction ou

PCR) est une technique d’amplification de l’ADN in vitro. Elle permet d’obtenir un très

grand nombre de copies d’une séquence d’ADN choisie. Chaque cycle de PCR est

constitué de trois étapes : une dénaturation de l’ADN par chauffage pour séparer les deux

brins qui le composent, une hybridation des amorces aux extrémités de la séquence

recherchée, puis une élongation grâce à l’action d’une ADN polymérase thermophile

(Markoulatos et al., 2002).

III.9.1.Recherche des gènes de béta-lactamases et béta-lactamases à spectre élargi par

PCR Simplex

La PCR simplex a été programmée pour la recherche Les gènes de béta-lactamases et

béta_lactamases à spectre élargi (blaTEM, blaSHV, blaCTX-M, blaVEB, blaPER et blaGES) ont été

recherchés par PCR. Les réactions ont été réalisées dans un volume final de 12.5 µl

comprenant :

PCR master Mix (2X)……………6.25μl.

Amorce forward 0.25 μM ….........0.25μl.

Amorce reverse 0.25μM ………...0.25μl.

H2O………………………………3.25μl.

ADN……………………………....2.5μl.

Les séquences des amorces et les programmes utilisés sont décrits dans le tableau 5.

Les produits d’amplification ont été séparés par électrophorèse sur gel d’agarose à 1%.
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III.9.2. Recherche de gènes de céphalosporinases

La PCR multiplex utilise des paires multiples d’amorces pour amplifier simultanément un

grand nombre de séquences contrairement à une PCR simplex où une paire d’amorces est

utilisée. Elle a été utilisée dans l’identification des gènes de céphalosporinases

plasmidiques telles que : MOX, FOX, CIT, EBC, ACC et DHA. Les réactions ont été

réalisées dans un volume final de 25 μl comprenant:

PCR master Mix (2X)…………...12.5µl.

FOX-MF 0.4 μM …………………0.4μl.

FOX-MR 0.4 μM …………………0.4μl.

MOX-MF 0.6 μM ………………...0.6μl.

MOX-MR 0.6 μM ………………..0.6μl.

CIT-MF 0.6 μM …………………..0.6μl.

CIT-MR 0.6 μM ………………….0.6μl.

DHA-MF 0.6 μM ………………..0.6μl.

DHA-MR 0.6 μM ………………..0.6μl.

ACC-MF 0.5 μM …………………0.5μl.

ACC-MR 0.5 μM ………………..0.5μl.

EBC-MF 0.5 μM ………………...0.5μl.

EBC-MR 0.5 μM …………………0.5μl.

H2O………………………………..1.1μl.

ADN ………………………………..5μl.

Les séquences des amorces et les programmes utilisés sont décrits dans le tableau 5.

Les produits d’amplification ont été soumis à une électrophorèse sur gel d’agarose à 2%.
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Tableau 5: Les séquences des amorces utilisées pour la recherche des béta-lactamases.

Gène Séquences des amorces  5’-3’ Taille
(pb) Programme Référence

blaTEM Up : ATGAGTATTCAACATTTCCG

Low : CCAATGCTTAATCAGTGAGG
858

94°C/10min

30 cycles :

94°C/40sec

52°C/30sec

72°C/40sec

72°C/10min

Yates et al.,

2003.

blaSHV Up : TTATCTCCCTGTTAGCCACC

Low : GATTTGCTGATTTCGCTCGG 795

94°C/10min

30 cycles :

94°C/40sec

50°C/30sec

72°C/40sec

72°C/10min

Weill  et al.,

2004.

blaCTX-M
Up : GGTTAAAAAATCACTGCGTC

Low : TTGGTGACGATTTTAGCCGC 550

94°C/10min

30 cycles :

94°C/40sec

55°C/30sec

72°C/40sec

72°C/10min

Kim et al., 2004.

blaCTX-M-1
Up : GGTTAAAAAATCACTGCGTC

Low : TTGGTGACGATTTTAGCCGC 863

blaPER
PER F : AATTTGGGCTTAGGGCAGAA

PER B : ATGAATGTCATTATAAAAGC 925

blaVEB
VEB-F : CGACTTCCATTTCCCGATGC

VEB-B : GGACTCTGCAACAAATACGC 643

blaGES
Up : ATGCGCTTCATTCACGCAC

Low :CTATTTGTCCGTGCTCAGG 846

ampCMOX
MOX-MF : GCTGCTCAAGGAGCACAGGAT

MOX-MR: CACATTGACATAGGTGTGGTGC
520

94°C/3min

25 cycles :

94°C/30sec

64°C/30sec

72°C/1min

72°C/7min

Pérez-Pérez  et

Hanson, 2002.

ampCCIT
CIT-MF :TGGCCAGAACTGACAGGCAAA

CIT-MR:TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC
462

ampCDHA
DHA-MF : AACTTTCACAGGTGTGCTGGG T

DHA-MR: CCGTACGCATACTGGCTTTGC
405

ampCACC
ACC-MF : AACAGCCTCAGCAGCCGGTTA

ACC-MR : TTCGCCGCAATCATCCCTAGC
346

ampCEBC
EBC-MF : TCGGTAAAGCCGATGTTGCGG

EBC-MR : CTTCCACTGCGGCTGCCAGTT
302

ampCFOX
FOX-MF : AACATGGGGTATCAGGGAGAT G

FOX-MR: CAAAGCGCGTAACCGGATTGG
190
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III.10. Electrophorèse sur gel d’agarose

L’électrophorèse sur gel d’agarose est une technique qui permet de séparer les molécules

chargées selon leur taille respective. Sous l'action d'un champ électrique, les acides

nucléiques étant chargés négativement, vont migrer vers l’anode plus ou moins rapidement

en fonction de leur poids moléculaire et leur conformation (Sambrook et al., 1989).

Les produits des PCR ont été séparés par électrophorèse sur gel d’agarose  (12x20 cm) à

1% pour les produits des PCR simplex et 2% pour ceux des PCR multiplex, additionné de

de bromure d’éthidium à 0,5µg/ml, dans le tampon TBE 1X, sous un voltage de 50V

pendant 1h.

Les amplifiâts sont additionnés d’une solution de dépôt (Glycérol 50%, EDTA-Na2

100mM, pH=8, et bleu de bromophénol 0.2%, SDS 3%.) à raison de 1μl pour 5μl d’ADN.

Après l’électrophorèse, les bandes d’ADN sont visualisées à l’aide d’un transilluminateur à

UV. La taille des produits d’amplification a été déterminée en utilisant le marqueur 100pb

DNA Ladder (Proméga).

- Tampon TBE 10X (pH: 8.3): 890 mM de Tris Base, 890 mM d’acide borique, 19mM

d’EDTA.

IV. Analyse statistique

L’analyse de variance (ANOVA) à l’aide du logiciel STATISTICA 5.1 a été utilisée, pour

étudier l’effet de l’habitat sur les taux de résistance,  ainsi que la variation des taux de

résistance selon les molécules d’antibiotiques.

Cette méthode d’analyse consiste à chercher les moyennes qui diffèrent significativement

les unes des autres. Les différences sont  considérées comme significatives lorsque la

probabilité calculée P est inférieure à  la probabilité théorique P= 0.05 (P<0.05). La

comparaison des moyennes a été effectuée à l’aide du test de la différence significative

(HSD) de  Tukey.
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I. Analyse microbiologique des différents échantillons de poissons

Les résultats de l’analyse microbiologique de la flore mésophile aérobie totale, et des

coliformes totaux  et thermo-tolérants sont représentés dans le tableau 6.

Tableau 6 : Flores microbiennes dénombrées dans les échantillons de poissons (UFC/g).

Type de

poisson

Type de

flore

Echant.

du

03/05/15

Echant.

du

19/05/15

Echant.

du

31/05/15

Echant.

du

09/06/15

Echant.

du

26/08/ 15

Echant.

du

14/09/15

Echant.

du

12/10/15

Moyenne

Sardine

FMT 75000 30650 42000 144000 340000 400000 15000
1.5*105

CT 40 2300 2310 2840 7900 7000 1000 0.33*104

CF 30 215 1335 110 1080 80 20 0.41*103

Rouget

FMT 26000 75500 18800 47300 107500 400000 19000 0.99*105

CT 0 100 3330 1600 800 20000 3000 0.41*104

CF 0 10 2540 0 10 450 50 0.44*103

Mulet

FMT 18700 / 77000 100000 210000 350000 35500 1.32*105

CT 1900 / 19000 80000 150000 300000 9000 9.33*104

CF 105 / 9120 3050 1500 10000 4000 4.63*103

FMT : flore mésophile aérobie totale,  CT : coliformes totaux, CF : coliformes fécaux ou

thermotolérants, / : non déterminé.

 La flore mésophile aérobie totale correspond à des bactéries indicatrices de l’état

d’hygiène, son dénombrement permet d’apprécier la qualité microbiologique du poisson et

l’application des bonnes pratiques d’hygiène (Anihouvi et al., 2009).

La flore mésophile totale va de 1.5*104 UFC/g en mois d’Octobre à 4*105 UFC/g en mois

de Septembre pour la sardine, avec une plus grande charge en période d’été (Juin à

Septembre). Les mêmes constations ont été notées pour la FMT du rouget, les valeurs vont

de 1.88*104 à 4*105 UFC/g avec une grande charge en périodes en Aout et Septembre.

Pour le mulet, les valeurs de 1.87*104 UFC/g au mois de Mai à 3.5*105 UFC/g au mois de

Septembre ont été retrouvées, avec une charge élevée entre les mois de Juin et Septembre.

 Les coliformes sont des bactéries commensales de l’intestin de l’homme et des animaux.

Elles sont témoins d’une contamination fécale. Leur recherche permet d’apprécier l’état de

l’environnement des poissons et de suivre l’hygiène observée par les manipulateurs

(Bornert, 2000). Les résultats des coliformes totaux montrent des valeurs allant de 40 à

7900 UFC/g pour la sardine avec un maximum en période d’été (Aout –Septembre), de 0 à

2.104 UFC/g pour le rouget avec un maximum au mois de Septembre et de 1900 à 3*105

UFC/g pour le mulet avec un maximum en période d’été (Aout –Septembre). Pour les

coliformes thermotolérants qui sont des indicateurs encore plus spécifique d’une
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contamination fécale, des valeurs allant de 20 à 1335 UFC/g ont été retrouvées pour la

sardine avec un maximum au mois de Mai (S3), de 0 à 2540 UFC/g pour le rouget avec un

maximum toujours au mois de Mai (S3) et de 105 à 105 UFC/g pour le mulet avec un

maximum aux mois de Mai (S3) et Septembre.

La concentration moyenne en coliformes totaux et thermotolérants est faible chez  le

rouget (0.41*104 UFC/g et 0.44*103 UFC/g) et la sardine (0.33*104 UFC/g, 0.41*103

UFC/g). Par contre, elle est plus élevée chez le mulet (9.33*104 UFC/g et 63*103 UFC/g)

(Tab. 6). Ceci peut s’expliquer par le fait que ce poisson vit à proximité des zones polluées

par les eaux usées riches en matières fécales (embouchure, port).

La forte contamination des poissons par les coliformes themotolérants peut constituer un

risque sanitaire par la production d’histamine, une amine biogène résistante à la chaleur et

toxique pour l’homme (Sitti, 2001). L’autre risque sanitaire tient au fait que ces bactéries

sont prédictives de la présence associées à des bactéries pathogènes comme les

salmonelles, shigelles et vibrio (Guiraud, 1998).

II. Prévalence de la résistance aux antibiotiques dans les poissons

Les poissons qu’on a récolté au niveau de la pêcherie d’Alger (à savoir la sardine

commune, le rouget de roche et le mulet cabot), ont fait l’objet : d’une étude de la

prévalence de la résistance aux antibiotiques parmi la flore mésophile aérobie totale et des

coliformes totaux vis-à-vis de sept molécules d’antibiotiques: amoxicilline, céfotaxime,

céftazidime, imipénème, ciprofloxacine, gentamicine et tétracycline.

II.I. Prévalence de la résistance aux antibiotiques chez la flore mésophile aérobie

totale

L’évaluation de la résistance aux antibiotiques chez la flore mésophile aérobie totale isolée

des poissons  a été effectuée sur des échantillons collectés entre les mois de Mai et Octobre

2015. Les résultats sont représentés dans les figures 20, 21 et 22.
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Figure 20 : Taux de résistance aux antibiotiques de la flore mésophile aérobie totale chez
Sardina pilchardus (la sardine commune).

AMX: amoxicilline ; CTX :céfotaxime ; CAZ: céftazidime; IMP: imipénème; CIP: ciproflaxacine;
GM: gentamicine; TE: tétracycline

Figure 21: Taux de résistance aux antibiotiques de la flore mésophile aérobie  totale chez
Mullus surmuletus (le rouget de roche).

AMX: amoxicilline ; CTX :céfotaxime ; CAZ: céftazidime; IMP: imipénème; CIP: ciproflaxacine;
GM: gentamicine; TE: tétracycline

Figure 22: Taux de résistance aux antibiotiques de la flore mésophile aérobie  totale chez
Mugil céphalus (le mulet).

AMX: amoxicilline ; CTX : céfotaxime ; CAZ: céftazidime; IMP: imipénème; CIP: ciproflaxacine;
GM: gentamicine; TE: tétracycline.
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 Taux de résistance de la flore mésophile aérobie totale chez la sardine commune

Les résultats représentés dans la figure 20 montrent des taux de résistance élevés de la flore

mésophile aérobie totale vis-à-vis de l’amoxicilline notamment aux mois de Mai et

Octobre avec 51,9% et 73,3%, respectivement. Des pourcentages moyens ont été observés

pour le céfotaxime, céftazidime et ciprofloxacine  pour les échantillons prélevés au cours

des 7 sorties (CTX : 22.7%,  13.7%, 21.4%, 17.8%, 17.4%, 0% et 30% ), (CAZ : 21.2%,

17.3%, 36.7%, 21.9%, 13.4%, 5% et 10%) et (CIP : 26.7%, 26,7%, 8.8%, 1.5%, 3.8%, 0%

et 33.3%). L’imipénème,  la gentamicine et la tétracycline  ont été actifs sur la majorité des

souches (IMP : 5.8%, 10.5%, 2.5%, 13.4%, 0%, et 0%), (GM : 4.7%, 8.5%, 10%, 16.3%,

18.1%, 6.23% et 8%) et  (TE : 4.8%,  19.6%, 9%, 11%, 0% et 6.7%), à l’exception du mois

de  Mai  où les taux de résistance à l’imipénème et à la tétracycline ont été moyens  (IMP :

21.9% et TE : 35.7%).

 Taux de résistance de la flore mésophile aérobie totale chez le rouget de roche

Les taux de résistance de la flore mésophile aérobie totale isolée du rouget de roche au

cours des sept sorties sont représentés dans la figure 21. Ils ont été élevés vis-à-vis de

l’amoxicilline (32.7%, 40.8%, 31.9%, 86.7%, 74.4%, 20%, 52.6%), suivi de ceux de la

ceftazidime avec 33.9%, 51%, 21.3%, 63.4%, 69.8%, 13%, 14.7% et du céfotaxime avec

23.1%, 4.8%, 31.9%, 41.9%, 46,5%, 4.6%, 58.4%. Des taux moyens (38.5%, 42.4%,

34.2%) à faibles (13.1%, 6.7%, 6.1%) ont été enregistrés pour la ciprofloxacine.

Par contre, Les taux ont été globalement faibles pour l’imipénème (IMP : 7.69%, 1.32%,

9.6%, 3.8%, 65.12%, 1.88% et 0.53%), la tétracycline (TE : 7.69%, 1.19%, 13.3%, 61.3%,

11.8%, 13.3% et 0.53) et la gentamicine (GM : 3.5%, 0.8%, 10.6%, 43.6%, 13.1%, 12.9%

et 5.3%), à l’exception des échantillons S5 pour l’IMP et S4 pour TE et GM pour les

lesquels des taux de résistance élevés ont été observé pour l'IMP ainsi que pour TE et GM

dans les échantillons S5 et S4, respectivement.

Taux de résistance de la flore mésophile aérobie totale chez le mulet cabot

La figure 22 représente les taux de résistance de la flore mésophile aérobie totale chez  le

mulet  cabot pour les six échantillonnages.

Les taux de résistance ont été globalement assez importants pour l’amoxicilline (AMX :

69.5%, 52%, 60%, 13.5%, 14.3% et 84.5%). Pour le céfotaxime, la céftazidime, la
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ciprofloxacine et la tétracycline, les taux ont été significativement importants (56.3% ,

94,7; 73,8%; 70% ), moyens CTX (25,7%; 30%; 45,5%), CAZ (29%; 34%), CIP (40%;

32,4%) et TE (48,3%) ou faibles : CTX (7,1%; 11,7%), CAZ (6,1%; 8,8%; 5,9%), CIP

(8,31%; 19,1%; 4.3%) et TE (14,9%; 17,3%; 5,7%; 15,8%).

Des prévalences moyens à faibles ont été observés pour l’imipénème (IMP: 23%; 27,4%;

33,8%; 17,7%; 19,1%; 4,9%) et faibles pour la gentamicine (GM : 8,6%; 0,78%; 16,8;

8,6%;  4,5%),  à l’exception du  mois de Juin où un taux de 50% a été observé.

II.2. Prévalence de la résistance aux antibiotiques chez les coliformes

La résistance des coliformes totaux aux antibiotiques a été aussi investiguée. Ce  groupe

bactérien est utilisé comme indicateur de la qualité microbienne parce qu’ils peuvent être

indirectement associés à une pollution d’origine fécale (Bornert, 2000). Les coliformes

sont caractérisés par  leur acquisition fréquente de mécanismes de résistance aux

antibiotiques et ils sont les plus souvent impliquées en pathologie infectieuse humaine

surtout en milieu hospitalier (Cohen et al., 2016).

Les taux de résistance aux antibiotiques chez les coliformes totaux sont représentés pour

chaque type de poisson dans les figures 23, 24 et 25.

 Taux de résistance des coliformes totaux chez la sardine commune

La figure 23 montre que les coliformes isolés à partir de la sardine ont présenté des

sensibilités à la plupart des antibiotiques utilisés à l’exception de l’amoxicilline (S2: 100%;

S4: 28,2%; et S5: 25,3%), et l’imipénème et la tétracycline pour l’échantillon du mois de

Septembre S5 (IMP: 7,59%; TE: 12,7%).

 Taux de résistance des coliformes totaux chez le rouget de roche

Les taux de résistance chez les coliformes isolés à partir du rouget de roche ont été

globalement élevés vis-à-vis de l’amoxicilline, à l’exception des échantillons S1, S3 et S6

(0%, 100%, 12.01%, 100%, 100%, 0%, 100%). Une sensibilité a été observée pour le reste

des molécules testées (céfotaxime,  céftazidime, imipénème, gentamicine, tétracycline et

ciprofloxacine), à l’exception des deux mois de Mai (S3) et Septembre  (S6) pour lesquels

la ciprofloxacine a présenté des taux relativement faibles, de l’ordre de 15% et 1%,

respectivement (fig. 24).
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Figure 23: Taux de résistance aux antibiotiques des coliformes totaux  chez Sardina
pilchardus (sardine commune).

AMX: amoxicilline; CTX :céfotaxime; CAZ: céftazidime; IMP: imipénème; CIP: ciprofloxacine;
GM: gentamicine; TE: tétracycline.

Figure 24: Taux de résistance aux antibiotiques des coliformes totaux  chez Mullus
surmuletus (rouget de roche).

AMX: amoxicilline ; CTX : céfotaxime ; CAZ: céftazidime; IMP: imipénème; CIP: ciprofloxacine;
GM: gentamicine; TE: tétracycline.

Figure 25: Taux de résistance aux antibiotiques des coliformes totaux chez Mugil cephalus
(mulet).

AMX: amoxicilline ; CTX : céfotaxime ; CAZ: céftazidime; IMP: imipénème; CIP: ciproflaxacine;
GM: gentamicine; TE: tétracycline.
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 Taux de résistance des coliformes totaux chez le mulet cabot

Les  résultats obtenus chez les coliformes isolés du M. cephalus ont montré des taux de

résistance majoritairement élevés pour l’amoxicilline (100%, 100%, 37,5%; 0%, 0,3%;

100% , 100%), suivi de ceux pour  la ciprofloxacine (0%, 68.9%, 20.5%, 1.2%, 1.2%, 0%),

la gentamicine (0%, 1.05%, 32.3%, 6.4%, 0%, 53.3%) et la tétracycline (0%, 41.1%,

47.9%, 2%, 2.3%, 0%). Des taux faibles ont été observés pour la ceftazidime (0%, 15.3%,

26,3%, 4.9%, 0.03%, 0%) et nuls pour le céfotaxime (à l’exception de S5 : 1.5%) et

l’imipénème (à l’exception de S3: 78.9%) (fig. 25).

En résumé, l'évaluation de la résistance aux antibiotiques parmi la flore mésophile aérobie

totale a révélé la présence de taux de résistance assez importants pour l’amoxicilline, suivi

des céphalosporines de 3ème génération, la ciprofloxacine et enfin la tétracycline. De faibles

taux ont été observés pour l’imipénème et la gentamicine. Pour les coliformes, on a noté un

taux de résistance élevé à l’amoxicilline et une sensibilité aux autres molécules, à

l’exception des coliformes isolés du M. cephalus qui ont présenté des taux de résistance

moyens à faibles à l’imipénème, la gentamicine, la tétracycline et la ciprofloxacine.

Des fluctuations des taux de résistances selon les périodes d'échantillonnage ont été

observées,  cela est probablement aux conditions météorologiques qui redistribuent la

répartition des microorganismes par les effets de décantation et de remise en suspension.

Des résistances à la tétracycline, au chloramphénicol et aux aminosides (streptomycine)

dans les poissons vivant à l’état sauvage ont  été rapportées (Miranda et Zemelman, 2001;

Matyar et al., 2004; Ghosh et Mandal, 2010). Ces antibiotiques sont  largement utilisés en

élevage et en aquaculture. Hormis l'ampicilline, la résistance aux bêta-lactamines,

notamment à large spectre (céfotaxime, céftazidime et imipénème),  a été très peu étudiée

(Moremi et al., 2016). Dans notre étude, nous avons axé sur cette famille d'antibiotiques,

car c'est la classe majeure en clinique, elle peut nous orienter vers une pollution

anthropique et  des mécanismes de résistance acquise.

Les taux de résistance élevés observés chez la flore des poissons sont en accord avec ceux

rapportés par Alves de Lima et Hofer (1993); Miranda et Zemelman (2001); Matyar et al.

(2004) et Ghosh et Mandal (2010), qui, en même temps,  ont établi une corrélation entre la

pollution et la résistance aux antibiotiques dans les poissons marins. Ghosh et Mandal.

(2010) ont signalé des taux de résistance élevés vis-à-vis de l’ampicilline et la
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streptomycine chez des entérobactéries isolées des branchies et des viscères de poissons

dans la baie de Bengale (Inde). Matyar et al. (2004) ont aussi trouvé des taux élevés de

résistance à l’ampicilline, la streptomycine et la tétracycline dans les branchies de Mullus

barbatus (21,1%; 11,4% et 12,8%)  et  de Liza ramada (22%; 6,5% et 14,1%) à Adana en

Turquie où l’influence des apports anthropiques a été établi.

Les eaux usées non traitées véhiculent des bactéries commensales et saprophytes, mais

aussi des pathogènes pour l'homme et l'animal, et font généralement émerger par la

pression de sélection des germes résistants aux antibiotiques (Miranda et Zemelman, 2001;

Cabello, 2003; Sorum, 2006; Alouache et al., 2014). Smaldone et al. (2014) ont montré

que des poissons  sauvages capturés dans le golfe de Salerne en Italie, contenaient des

bactéries résistantes aux antibiotiques provenant des effluents hospitaliers et qu’ils

pourraient être une source de dissémination vers l'homme de la résistance aux

antibiotiques.

La présence de bactéries résistantes aux antibiotiques dans nos échantillons de poissons

soulève  la question de leur origine. Elles peuvent être exogènes, comme aussi endogènes

aux poissons (Matyar et al., 2004). La pression de sélection et les échanges génétiques

horizontaux in-situ sous l’influence de facteurs biotiques et abiotiques, favorisent la

dissémination de la résistance aux antibiotiques (Bushman, 2002 ; Agersø et Guardabassi,

2005 et Casas et al, 2005). Il a été démontré que la résistance des bactéries aux

antibiotiques dans les sédiments marins augmente avec l’augmentation de la contamination

par des apports anthropiques de métaux lourds (Mc Arthur et Tukfield, 2000).

III. Comparaison des taux de résistance selon l'habitat

Il est connu que la sardine, le  rouget et  le mulet occupent  évoluent dans des espaces

écologiques marins qui leurs sont propres, pélagique, benthique et bentho-pélagique,

respectivement.  Ceci nous a conduit à analyser les résultats selon l’habitat des espèces, à

l'aide de la méthode ANOVA en utilisant le logiciel STATISTICA 5.1. (Tab. 7 et  8)
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Tableau 7 : Taux de résistance moyens de la flore mésophile aérobie totale et probabilités
calculées en fonction de l’habitat.

Habitat Pélagique Benthique Bentho-pélagique

Espèce Sardina
pilchardus

Mullus
surmuletus Mugil cephalus

Nombre total de
bactéries x105 (UFC/g) 1,5 0,99 1,32 Probabilité

calculée
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Amoxicilline
(8 µg/mL) 34,24 48,45 48,97 0,49

Céfotaxime
(2µg/mL) 17,58 30,16 29,39 0,33

Ceftazidime
(4 µg/mL) 17,93 38,15 29,74 0,31

Imipénème
(8 µg/mL) 7,73 12,85 20,97 0,33

Ciprofloxacine
(1 µg/mL) 14,34 12,51 29,64 0,36

Gentamicyne
(4 µg/mL) 10,25 12,82 14,86 0,82

Tétracycline
(2 µg/mL) 12,50 15,59 28,77 0,32

Tableau 8: Taux de résistance moyens des coliformes totaux et probabilités calculées en

fonction de l’habitat.

Habitat Pélagique Benthique Bentho-pélagique

Espèce Sardina
pilchardus

Mullus
surmuletus Mugil cephalus

Nombre total de
bactéries x104 (UFC/g) 0,33 0,41 9,33 Probabilité

calculée
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Amoxicilline
(8 µg/mL) 21,93 58,86 56,31 0,28

Céfotaxime
(2µg/mL) 0 0 0,26 0,32

Ceftazidime
(4 µg/mL) 0 0 7,75 0,06

Imipénème
(8 µg/mL) 1,08 0 13,16 0,35

Ciprofloxacine
(1µg/mL) 0 2,29 15,3 0,18

Gentamicyne
(4 µg/mL) 0 0 15,51 0,06

Tétracycline
(2 µg/mL) 1,81 0,07 15,54 0,08

L’analyse montre que  les probabilités calculées pour la flore totale et les coliformes totaux

et pour chaque antibiotique chez les trois types de poissons, sont supérieures au seuil de P=

0,05, ce qui indique l’absence d’une différence significative  entre les taux de résistance

selon les poissons. Par conséquent, l’habitat  n'a pas d'influence sur la prévalence des

bactéries résistantes. Dans le même sens,  Miranda et Zemelman (2001) sont arrivés à la

même conclusion dans une étude sur la résistance des bactéries (ampicilline,
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streptomycine, tétracycline et chloramphénicol) chez les poissons démersaux et pélagiques

(Sarda chilensis, Engraulis ringens, Merluccius gayi….) de la baie du chili.

IV. Comparaison des taux de résistance selon les antibiotiques

Une étude statistique a été réalisée pour montrer la différence entre les taux de résistance

enregistrés parmi la flore mésophile aérobie totale et les coliformes totaux  vis-à-vis des

différents antibiotiques. Les résultats sont présentés dans les tableaux 9 et 10 pour la flore

mésophile aérobie totale et les tableaux 11 et 12 pour les coliformes totaux.

La probabilité calculée des taux de résistance de la flore mésophile aérobie totale vis-à-vis

est inférieur au seuil de signification α=0,05, donc la différence est significative (Tab.9).

De ce fait, un autre test est recommandé afin de chercher  l’antibiotique qui est à l’origine

de cette différence, il s’agit du test post-hoc de Tukey. Les résultats dans le tableau 10

montrent que l’amoxicilline présente une différence significative (Pcal<0.05) par rapport

aux autres antibiotiques (IMP, CTX, CIP, GM, TE et CAZ).

Tableau 9 : Analyse de variance des taux de résistance de la flore mésophile aérobie totale

au seuil de signification α= 0,05.

Tableau 10 : Test de la différence significative (HSD) de Tukey.

Antibiotiques AMX IMP CTX CIP GM TE CAZ

AMX
IMP 0.00004
CTX 0.04732 0.43268
CIP 0.00513 0.85124 0.99420
GM 0.00003 0.67795 0.99902 0.90711
TE 0.00075 0.98357 0.90999 0.99902 0.92243

CAZ 0.00008 0.17119 0.99892 0.90711 0.08133 0.64765

La même démarche a été adoptée pour les taux de résistance parmi les coliformes  totaux.

L’analyse a montré une différence significative (α= 0,05) (tab. 11). Le test post-hoc de

Tukey a montré que l’amoxicilline présente une différence significative (Pcal<0.05) par

rapport aux autres aux antibiotiques (IMP, CTX, CIP, GM, TE et CAZ) (tab. 12).

Effets significatifs marqués à P < .05000

Source de  la
fluctuation Effet SC Effet

dl Effet MC Erreur SC Erreur
dl

Erreur
MC F P

Antibiotiques 14098.32 6 2349.72 49512.29 133 372.27 6.31 0.000007



Résultats et discussion

72

Tableau 11 : Analyse de variance des taux de résistance des coliformes totaux au seuil de

signification α= 0,05.

Tableau 12 : Test de la différence significative (HSD) de Tukey.

Antibiotiques AMX IMP CTX CIP GM TE CAZ

AMX
IMP 0.000026
CTX 0.000026 0.99591
CIP 0.000026 0.99999 0.986371
GM 0.000026 1 0.993882 1
TE 0.000026 0.99999 0.98729 1 1

CAZ 0.000026 0.99995 0.99989 0.99935 0.99987 0.99943

La différence des taux de résistance entre l’amoxicilline et les autres antibiotiques parmi la

flore mésophile aérobie totale et les coliformes totaux peut s'expliquer  par sa très large

utilisation en thérapeutique en milieu hospitalier et en communauté, et par la résistance

naturelle de nombreuses bactéries de l'environnement, en particulier les bacilles à Gram

négatif non-fermentaires  (Barthelot et al., 2005; Vedel, 2005).

V. Identification bactérienne

L’identification biochimique par galerie API 20E a concerné 62 souches à Gram négatif

prises au hasard dont 43 résistantes à l’amoxicilline, 16 résistantes au céfotaxime et 3

résistantes à la ciprofloxacine. Il est à noter que 10 souches ont été isolées de la sardine, 8

du rouget et 44  du mulet (Tab. 13).

Effets significatifs marqués à p < .05000

Source de  la
fluctuation

Effet
SC

Effet
dl

Effet
MC

Erreur
SC

Erreur
dl

Erreur
MC F p

Antibiotiques 29938.58 6 4989.76 60838.8 133 457.43 10.91 0.000007
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Tableau 13 : Identification des bactéries  à Gram négatif résistantes isolées à partir des
trois espèces de poisson (n=60).

Poisson Espèces bactériennes (n)
Enterobacteriaceae Vibrio

fluvialis
Pseudomonas

aeruginosa
Aeromonas
hydrophila

N.I Total

Sardine 5 2 0 3 0 10
Rouget 6 0 0 2 0 8
Mulet 27 0 1 7 9 44
Total 38 2 1 12 9 62

Pourcentage
%

61 3 2 19 15 100

N.I : bactéries non identifiées.

Les résultats de l’identification bactérienne (Tab. 13) ont révélé l’appartenance de la

plupart des bactéries résistantes à la famille des Enterobacteriaceae (61%), suivi de des

espèces Aeromonas hydrophila (19%), Vibrio fluvialis (3%) et de Pseudomonas

aeruginosa (2%). Miranda et Zemelman. (2001) et Matyar et al. (2004) ont rapporté que la

plupart  des bactéries résistantes isolées à partir des poissons marins étaient des

Enterobacteriaceae et des Vibrionaceae, avec une faible proportion de  bactéries non

fermentaires. Sugita et al. (1985) ont montré que le groupe Vibrio-Aeromonas était la

principale composante du tractus intestinal de la carpe, alors que d’autres études ont

montré que les Vibrionaceae étaient les bactéries intestinales dominantes dans divers

poissons (Newman et al., 1998). Silvia et al. (1987) ont rapporté que E. coli, Aeromonas

hydrophila et Pseudomonas fluorescens étaient les bactéries résistantes aux antibiotiques

les plus fréquemment retrouvées dans l’eau de mer et les crustacés dans la baie du chili.

L'identification des bactéries selon l’antibiotique de sélection a montré: (i) Amoxicilline :

E. coli (n=7), Citrobacter braakii (n=6), Aeromonas hydrophila (n=6), Klebsiella oxytoca

(n=3), Enterobacter cloacae (n=3), Raoutella terrigena (n=2) et Vibrio fluvialis (n=2). Les

espèces Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Enterobacter amnigenus,

Enterobacter cancerogenus, Enterobacter asburiae, Raoutella ornithinolytica, Serratia

odorifera, Serratia fonticola, Moellerella wisconsensis, Leclercia adecarboxylata,

Pasteurella pneumotropica et Pseudomonas aeruginosa sont représentées chacune par une

seule souche; (ii) Céfotaxime : Aeromonas hydrophila (n=6), Citrobacer freundii (n=2),

Klebsiella pneumoniae (n=1); (iii) Ciprofloxacine: E. coli (n= 2) et Klebsiella

pneumoniae (n= 1) (fig. 26).



Résultats et discussion

74

Figure 26 : Résultat de l’identification bactérienne selon l’antibiotique de sélection.

VI. Etude de la résistance à d'autres antibiotiques par la méthode de l'antibiogramme

Trente-sept (37) souches résistantes sélectionnées sur trois antibiotiques: l’amoxicilline

(AMX), céfotaxime (CTX) et ciprofloxacine (CIP) ont fait l’objet d’une évaluation globale

de leur sensibilité vis-à-vis de 17antibiotiques dont 8 β-lactamines. Parmi ces souches, 6

ont été isolées de la sardine, 5 du rouget et 26 du mulet. Les résultats illustrés par la figure

27 montrent que pour:
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Figure 27 : Prévalence de la résistance aux antibiotiques de 37souches résistantes isolées à

partir de poissons.
PIP : pipéracilline ; AX: amoxicilline ; ATM: aztreonam ; CTX: céfotaxime ; CAZ : céftazidime ; CPO :
cefpirome ; FOX: céfoxitine ; IMP: imipénème ; NA: acide nalidixique ; CIP: ciproflaxacine; AN:
amikacine ; K: kanamycine; GM: gentamicine ; TE : tétracycline ; TMP: triméthoprime ; SXT: Co-
trimoxazole ; C : Chloramphénicol.

 Les béta-lactamines :

La totalité des souches a été résistante à l’amoxicilline, des taux de  résistance significatifs

à la céftazidime, céfoxitine, et pipéracilline avec 48.6%, 37.8% et 27%,  respectivement;

alors que le céfotaxime, l’aztréoname, le cefpirome et l’imipénème ont été très actif avec

des proportions de résistance faibles, 16.2%, 11%, 10.8% et 2.7%, respectivement.

Des études ont également rapporté l’isolement de bactéries résistantes aux béta-lactamines

et aux non béta-lactamines chez des bacilles à Gram négatif isolés de poissons marins

(Miranda et Zemelman, 2001 ; Matyar et al., 2004 ; Ghosh et Mandal, 2010 ; Smaldone et

al., 2014; Matyar, 2016).

Parmi les non béta-lactamines, la résistance à la tétracycline est la plus étudiée, cet

antibiotique est massivement utilisé en médecine vétérinaire et comme additif pour la

promotion de la croissance animale (Chopra et Roberts, 2001).
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VII. Profils d’antibiorésistance

VII.1. Profils d’antibiorésistance des souches sélectionnées sur amoxicilline

L’évaluation de la sensibilité de  29 souches sélectionnées sur amoxicilline vis-à-vis de 17

antibiotiques a été effectuée par antibiogramme. Les résultats sont représentés dans la

figure 28 et le tableau 14.

Figure 28: Résistance des souches sélectionnées sur amoxicilline vis-à-vis des
antibiotiques.

 Les béta-lactamines

Parmi les 29 souches sélectionnées sur amoxicilline, 10 souches ont été résistantes à la

céftazidime, 9 à la céfoxitine et 3 à la  pipéracilline. La résistance  au céfotaxime, le

cefpirome et l’imipénème n’a concerné qu’une souche. L’aztréoname a montré une activité

totale sur ces souches.

 Les non béta-lactames :

La plupart des antibiotiques non béta-lactames ont été actifs sur ces souches (CIP, AN, K,

GM, SXT, et C), quatre souches ont été résistantes à la tétracycline et deux à l’acide

nalidixique et au triméthoprime.

Un total de 21/29 souches  sélectionnées sur amoxicilline ont été multirésistantes (Tab.

14), avec 10 profils différents comprenant 2 à 9 antibiotiques. La lecture interprétative des

profils de résistance  nous oriente vers une résistance naturelle à la céfoxitine et à

l’amoxicilline chez la plupart des souches à l’exception d’E. coli et V. fluvialis (Vedel,

1997).
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Tableau 14: Antibiotypes des souches sélectionnées sur amoxicilline.

Souches Identification Origine Antibiotypes Nombre
de

résistance
AX1 A. hydrophila Sardine

AMX 1

AX4 L. adecarboxylata Sardine

AX12 E. amnigenus Rouget

AX16 R. ornithinolytica Mulet

AX19
AX21

E. coli Mulet

AX24 K. oxytoca Mulet

AX25 M. wisconsensis Mulet

AX3 S. fonticola Sardine
AMX-FOX

2

AX5 C. braakii Sardine

AX14 P. aeruginosa Mulet

AX22 E. cloacae Mulet

AX8 C. braaki
Rouget

AMX-CAZ

AX9 Rouget

AX10 K. pneumonaie Rouget

AX11 S. odorefira Rouget

AX15 R. terrigena Mulet

AX17 K. oxytoca Mulet

AX20 E. coli Mulet
AX23 K. oxytoca Mulet AMX-TMP
AX26
AX28
AX29

E.coli Mulet AMX-TE

AX2 C.braakii Sardine AMX-CAZ-FOX

3

AX7 A. hydrophila Sardine AMX-PIP-FOX
AX13 E.cloacae Mulet AMX-FOX-NA

Mulet
AX27 E. coli Mulet AMX PIP- -TE
AX18 E. aerogenès Mulet AMX-CAZ-FOX-NA 4

AX6 V. fluvialis Sardine AMX-PIP-ATM-CTX
CAZ-CPO-FOX-IMP-TMP 9
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VII.2. Profil d’antibiorésistance des souches sélectionnées sur céfotaxime

La résistance des 5 souches sélectionnées sur céfotaxime est représentée dans la figure 29

et le tableau 15.

 Les béta-lactamines :

Les aminopenicillines (AMX), les uréidopénicillines (PIP) et les céphalosporinases de 3ème

génération  (CTX et CAZ) ont été inactives sur ces souches. Il y avait présence de la

résistance vis-à-vis de l’ATM (n=4) et de CPO et FOX (n=3). Aucune résistance à l’IMP

n'a été observée.

 Les non béta-lactames

Trois souches sur les cinq ont été résistantes vis-à-vis de l’acide nalidixique, la tétracycline

et le Co-trimoxazole. La résistance à la ciprofloxacine, la gentamicine, le triméthoprime et

le chloramphénicol n’a concerné qu’une seule souche. Les 5 souches ont été sensibles à

l’amikacine et la kanamycine.

Figure 29 : Résistance des 5 souches sélectionnées sur céfotaxime vis-à-vis des
antibiotiques.

Les antibiotypes des souches sélectionnées sur céfotaxime sont décrits dans le tableau 15,

ils couvrent 6 molécules pour les béta-lactamines et de 1 à 5 pour les non béta-lactames.

Ces profils de résistance nous orientent vers des mécanismes de résistance acquis

principalement pour K. pneumoniae et C. freundii.
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Tableau 15: Antibiotypes des souches sélectionnées sur céfotaxime (n=5).

Souches Identification Origine Profil d'antibiorésistance Nombre de
résistances

CTX4
CTX5

C.  freundii

Mulet

PIP-AMX-ATM-CTX-CAZ-FOX-NA
7

CTX1 A. hydrophila PIP-AMX-CTX-CAZ-CPO-FOX-TE-SXT 8

CTX2 A. hydrophila PIP-AMX-ATM-CTX-CAZ-CPO-NA-TE-
SXT-C 10

CTX3 K. pneumoniae PIP-AMX-ATM-CTX-CAZ-CPO-CIP-GM-
TE-TMP-SXT 11

VII.3. Profil d’antibiorésistance des souches sélectionnées sur ciprofloxacine

La figure  30 représente la résistance des souches sélectionnées sur ciprofloxacine vis-à-vis

des antibiotiques.

Figure 30 : Résistance des 3 souches sélectionnées sur ciprofloxacine.

 Les béta-lactamines :

Les 3 souches étaient sensibles aux céphalosporines (CTX et CPO),  monobactames

(ATM) et carbapénèmes (IMP). Par contre, une souche a été résistante vis-à-vis de la

pipéracilline, l’amoxicilline, la céftazidime et la céfoxitine.

 Les non béta-lactames :

Les quinolones (NA et CIP) et les tétracyclines (TE) et la gentamicine ont été inactives

sur nos souches. Deux souches ont été résistantes à K et C et une souche à AN, TMP et

SXT.
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Les profils de résistance de trois souches sont récapitulés dans le tableau 16. Les souches

ont présenté 2 à 4 résistances aux béta-lactamines et 5 à 6 résistances aux non béta-

lactames. Ces résistances sont de type acquis.

Tableau 16: Antibiotypes des souches sélectionnées sur ciprofloxacine (n=3).

Souche Identification Origine Antibiotypes Nombre de
résistances

CIP2 E. coli

Mulet

AMX-CAZ-NA-CIP-TE-TMP-SXT 7

CIP1 E. coli AMX-PIP-CAZ-FOX-NA-CIP-K-TE-C 9

CIP3 K.pneumonaie AMX-PIP-CAZ-FOX-NA-CIP-AN-K-TE-C 10

Les profils de multi-résistance observés couvraient 2 à 11 antibiotiques (Tab. 14, 15, 16).

Le même constat de multirésistance  sur les poissons marins a été fait par plusieurs auteurs

(Miranda et Zemelman, 2001; Matyar et al., 2004; Ghosh et Mandal, 2010 ).

Les bactéries isolées de l'espèce Mugil cephalus ont montré des niveaux de multi-

résistance plus élevés que celles isolées de Sardina pilchardus et Mullus surmuletus. Cette

différence peut être attribuée à son biotope et son comportement trophique qui l'exposent

plus aux bactéries et aux xénobiotiques (Miranda et Zemelman, 2001).

L’utilisation massive des antibiotiques dans les hôpitaux d’Alger et en communauté

pourrait être la raison de l’émergence de bactéries multirésistantes dans les poissons

résidant dans les eaux  réceptacles des rejets anthropiques. Ce phénomène de multi-

résistance pourrait être aussi le résultat d’apports de bactéries résistantes allochtones à

l’écosystème marin (Miranda et Zemelman, 2001), celles-ci hébergeant des plasmides de

résistance aux antimicrobiens (Chandrasekarn et al., 1998), pourraient interagir avec les

bactéries autochtones en transférant des gènes de résistance (Zhang et al., 2009).

Dans une étude effectuée sur les poissons et les mollusques marins du golfe de Salerne en

Italie, Smaldone et al. (2014) ont rapporté que des Vibrio sp. étaient résistants à une

gamme de 4 à 9 antibiotiques, Shewanella putrefaciens à 6 antibiotiques et Aeromonas spp.

à 4 antibiotiques. Kumar et al. (2005) ont signalé aussi cette multi-résistance au sein de

souches d’E. coli isolées de fruits de mer à Mangalore en inde.
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VIII. Détection de la production de céphalosporinases inductibles

Nous avons recherché chez les trente-sept souches étudiées, la présence de

céphalosporinases chromosomiques AmpC inductibles en utilisant l’imipénème ou la

céfoxitine comme inducteurs.

Aucune image d’antagonisme n’a été constatée sur nos souches. Ceci pourrait s’expliquer

soit par l’absence connue d’une céphalosporinase inductible chez certaines souches (E.

coli, Klebsiella pneumoniae…), soit par l’hyperexpression de celle-ci surtout chez les

souches présentant la résistance à la céfoxitine (Citrobacter, Enterobacter, Aeromonas)

(Vedel, 2005 ; Mérens et al., 2011).

Cependant, l’activité des béta-lactamines (CAZ et FOX) a été restaurée en présence de la

cloxacilline, un inhibiteur de céphalosporinase, chez 2 souches de C. freundii et une souche

de Klebsiella pneumoniae (CIP3), ce qui suggère une hyperproduction de cette enzyme

chez ces souches.

Figure 31 : Résultat du test à la cloxacilline pour C. freundii (A) et K. pneumoniae (B).

A gauche : antibiogramme sans cloxacilline/ Adroite : antibiogramme avec cloxacilline.
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VIII. Détection de la production de béta-lactamases à spectre élargi

Le test de synergie a été positif pour une souche sur les 37 testées. Il s’agit de Klebsiella

pneumoniae (CTX3) résistante au céfotaxime et isolée du mulet (Fig. 32). Ce résultat

augure de la production d’une béta-lactamase à spectre élargi. Ce résultat conforte les

conclusions de la première partie qui dit que le mulet est contaminé par des apports

anthropiques car ce mécanisme est un mécanisme acquis retrouvé principalement chez les

bactéries cliniques (Messai et al., 2008). Il a été cependant décrit dans des eaux de

baignade à Ain chrob (Alouache et al., 2012) et au port d’Alger (Alouache, 2012).

Figure 32: Détection de la production d’une béta-lactamase à spectre élargi par le test de
synergie chez Klebsiella pneumoniae (CTX3) isolée du mulet.

Les flèches indiquent l’augmentation de la zone d’inhibition des disques de céfotaxime (CTX) et ceftazidime
(CAZ) du côté du disque contenant l’inhibiteur de béta-lactamase (acide clavulanique).

IX. Détermination du support génétique de la résistance

Des essais de transfert génétique par conjugaison des phénotypes de résistance  vers

souche E. coli K12 BM21 ont été réalisés pour les souches décrites dans le tableau 17. Il

est à noter que ces souches possèdent des profils de résistance représentatifs des

antibiotiques testés.
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Tableau 17 : Résultats du transfert génétique par conjugaison.

Souches Identification Antibiotypes Transfert

AX19 E .coli
AMX

négatif

AX21 E .coli
AX23 K. oxytoca
AX20 E .coli AMX-CAZ
AX26 E .coli

AMX-TEAX28 E .coli
AX29 E .coli
AX27 E.coli AMX-PIP-TE
CTX1 A. hydrophila AMX-PIP -CTX-CAZ-CPO-FOX-TE-SXT
CTX3 K. pneumoniae AMX-PIP-ATM-CTX-CAZ-CPO-CIP-GM-TE-

TMP-SXT
CTX4 C.  freundii AMX-PIP-ATM-CTX-CAZ-FOX-NACTX5
CIP1 E. coli AMX-PIP-CAZ-FOX-NA-CIP-K-TE-C

CIP2 E. coli AMX-PIP-CAZ-NA-CIP-TE-TMP-SXT

CIP3 K. pneumoniae AMX-PIP-CAZ-FOX-NA-CIP-AN-K-TE-C

Le transfert génétique réalisé sur 15 souches isolées du mulet n’a pas été concluant (Tab.

17), ce qui suggère soit une résistance plasmidique non transférable, ce qui est le cas pour

K. pneumoniae BLSE+ en raison de la localisation  des  BLSEs sur de petits plasmides

non-autotransférables,  ou  de grands plasmides déficients en opéron de transfert. (Messai

et al., 2006), soit une résistance chromosomique qui reste la plus plausible pour les autres

espèces testées.

X. Recherche des gènes  de résistance par PCR

X.1. Recherche des béta-lactamases

La recherche des gènes codants pour la résistance aux béta-lactamines  (blaTEM, blaSHV,

blaCTXM, blaCTXM-1, blaVEB, blaGES et blaPER) a été effectuée par PCR simplex chez les

souches présentant des profils de résistance potentiellement acquis. Il est a noter que ces

souches ont été isolées à partir de l’espèce Mugil cephalus.

L’examen des profils d’amplification après électrophorèse sur gel d’agarose a permis de

noter la présence du gène blaTEM chez 6/15 souches, blaSHV chez 2 souches et blaCTXM du

groupe 1 uniquement chez K. pneumoniae (CTX3) (Tab. 18 et Fig. 32). Les gènes blaVEB,

blaGES et blaPER n’ont pas été détectés.
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Tableau 18 : Résultats de la recherche des béta-lactamases

Souches Identification TEM SHV CTX-M
CTX-M

du groupe 1
VEB GES PER

AX19 E. coli - -

AX20 E. coli - -

AX21 E. coli - -

AX23 K. oxytoca - -

AX26 E. coli + -

AX27 E. coli + -

AX28 E. coli + -

AX29 E. coli + -

CTX1 A. hydrophila - - - - - - -

CTX3 K. pneumoniae + + + + - - -

CTX4 C. freundii - -

CTX5 C.  freundii + - - - -

CIP1 E. coli - - - - -

CIP2 E. coli - -

CIP3 K. pneumoniae - + - - -

X.2. Recherche de  céphalosporinases plasmidiques

Les souches présentant une résistance à la céfoxitine et positives au test de la cloxacilline

et donc suspectées d’être productrices de céphalosporinases ont été analysées par PCR

multiplex pour la recherche des gènes codant les céphalosporinases plasmidiques de type

MOX, FOX, CIT, EBC, ACC et DHA.

Les résultats ont montré l’absence des céphalosporinases plasmidiques MOX, DHA, ACC,

EBC et FOX; tandis que le gène blaCIT a été détecté chez deux souches de C. freundii.

Tableau 19 : Résultats de la recherche des céphalosporinases plasmidiques.

souches Identification MOX DHA ACC EBC FOX CIT

CIP3 K. pneumoniae - - - - - -

CIP1 E. coli - - - - - -

CTX4
C. freundii

- - - - - +

CTX5 - - - - - +

CTX1 A. hydrophila - - - - - -



Résultats et discussion

85

(A)                                                    (B)

Figure 33: Illustration de la détection du gène blaCTX-M (550pb)  (A) et blaCTX-M du

groupe 1 (863pb)  (B) chez la souche K. pneumoniae CTX3.

M : marqueur 100 pb, C- : contrôle négatif, C+: contrôle positif, 1 : K. pneumoniae.

(C) (D)

Figure 34 : Illustration de la détection du gène blaSHV (925 pb) (C) et blaTEM (858 pb) (D).

M : marqueur 100 pb, C- : contrôle négatif, C+: contrôle positif, 1 : K. pneumoniae

(CTX3), 2 : E. coli (AX26), 3: K. pneumoniae (CIP3), 4: E. coli (AX27), 5: E. coli (AX28),

6: E. coli (AX29), 7 : C. freundii (CTX5).

Figure 35: Illustration de la détection du gène blaCIT (462pb).

M : marqueur 100pb, C- : contrôle négatif, C+: contrôle positif, 3 : K.pneumonaie (CIP3),

7 : C. freundii (CTX5), 8 : C. freundii (CTX4).

M C- C+     1M        C- C+ 1
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La caractérisation moléculaire par PCR de la résistance a permis de mettre en évidence la

présence de gènes de  béta-lactamases chez des souches d'entérobactéries, ce mécanisme

est généralement de nature "acquis" (Cohen et al., 2016).

Quatre souches d'E. coli, une de C. freundii et une de K. pneumoniae étaient porteuses du

gène blaTEM. Celui-ci confère une résistance à bas niveau aux béta-lactamines, qui peut

devenir de haut niveau  suite à une hyperproduction ou à la survenue de mutations

ponctuelles (Cavallo et al., 2004). Ce type d’enzyme est fréquemment retrouvées chez E.

coli et K. pneumoniae (Sinha et al., 2007; Nasehi et al., 2010).

Deux souches de K. pneumoniae ont été positives pour le gène blaSHV. C’est une enzyme

naturelle chez cette espèce, elle lui confère une résistance naturelle à bas niveau aux

pénicillines. Par ailleurs, cette enzyme peut conférer des résistances de haut niveau par

hyperproduction ou mutation (Bradford et al., 2001). Ces enzymes sont couramment

décrites en milieu hospitalier et dans l’environnement, parfois en association avec TEM

(Bradford, 2001).

Une souche de  K .pneumoniae, isolée du mulet, a été trouvée productrice d’une béta-

lactamase à spectre élargi du groupe 1 de la famille CTX-M, non transférable par

conjugaison. Ce type d’enzymes est prédominant en Algérie et de par le monde (Canton et

Coque, 2006). Il a été retrouvé chez K. pneumoniae d’origine clinique à Alger (Messai et

al., 2008) et d’origine environnementale au niveau des eaux usées et des eaux traitées

d’une station d’épuration des eaux usées (Boumerdes) (Alouache et al., 2014). Il a

également été rapporté chez E. coli isolée des eaux de baignades à Ain Chrob (Alger)

(Alouache et al., 2012). Peu d’études ont concerné l’environnement et le poisson sauvage,

Moremi et al. (2016) ont rapporté une première étude sur l’épidémiologie et la

prédominance de CTX-M-15 dans l’environnement et les poissons du lac Victoria

(Tanzanie). La présence  du gène TEM chez cette même souche est en accord avec les très

nombreux travaux en clinique qui ont signalé la coexpression de CTX-M et TEM, ainsi

que d’autres phénotypes de résistance, telle que la résistance aux aminosides, quinolones et

sulfamides (Peirano and Pitout, 2010; Amaya et al., 2011). Les enzymes CTX-M sont

caractérisées par une prédominance et une dissémination massive chez les entérobactéries

(Canton et Coque, 2006). Actuellement, c’est le type de BLSE le plus distribué chez E. coli

d’origine clinique (Brigante et al., 2005 ; Hopkins et al., 2006 ; Fam et El-Damarawy,

2008 ; Song et al., 2009 ; Isaiah et al., 2011) et  animale (Li et al., 2007; Machado et al.,

2008). La présence de ce mécanisme de résistance chez une entérobactérie isolée du mulet
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conforte l’hypothèse d’une contamination du milieu aquatique par des apports

anthropiques domestiques ou hospitaliers (Alouache et al., 2012 ; Moremi et al., 2016)

ainsi qu’un probable transfert horizontal des gènes de résistance à partir de souches

cliniques vers des souches autochtones chez les poissons qui se trouvent dans les eaux qui

reçoivent des eaux usées traitées ou non (Kümmerer, 2009; Blaak et al., 2014) cela semble

être le cas pour le mulet qui vit près des embouchures.

Deux souches de C. freundii contenaient le gène ampC de type CIT, associé au gène

blaTEM chez une souche. Les  céphalosporinases de type CIT ont été détectées chez C.

freundii en milieu clinique (Kao et al., 2010),  ainsi que dans les effluents hospitaliers en

Algérie (Anssour et al., 2014).

La présence de gènes de résistance aux antibiotiques chez des bactéries isolées à partir des

poissons d’élevage a été rapportée, souvent associés à l’utilisation d'antimicrobiens

(Furushita et al., 2003; Jin Jun et al., 2004 ). Dans ce sens, des souches de Vibrio spp.

isolées à partir de poissons de fermes marines en Espagne,  étaient porteuses d’un élément

mobile SXT (Rodríguez-Blanco et al., 2012; García-Aljaroet al., 2014). Chez les poissons

sauvages, Moremi et al. (2016), ont montré que le Tilapia du Nil (Oreochromis niloticus)

provenant du lac Victoria (Tanzanie) avait le gène CTX-M-15, ainsi que d'autres gènes

codant la résistance aux tétracyclines, sulfamides, aminoglycosides, fluoroquinolones et

triméthoprime. Brahmi et al (2015), ont détecté le méme géne chez des souches d’E. coli,

isolées à partir de poissons du golf de Bejaia. Une autre étude, qui a été faite dans la même

zone, sur Pagellus acarne, des souches d’Acinobacter baumannii avaient le gène OXA 23

(Brahmi et al., 2016).

Bien que l’étude statistique ait révélé une différence non significative quant à l’influence

de l’habitat sur la prévalence  de la résistance aux antibiotiques, nous remarquons que le

mulet a été contaminé par des souches qui comportent des gènes de résistance acquis dont

l'origine peut être clinique, ce qui souligne le rôle des apports anthropiques dans

l'émergence de la résistance dans les réceptacles environnementaux naturels (Alouache et

al., 2012; Brahmi et al., 2015 ; Brahmi et al., 2016 ; Moremi et al., 2016). La détection des

gènes de résistance tels que TEM, SHV, CTX-M et CIT dans nos poissons peut être

révélateur d’un risque écologique et/ou sanitaire. La présence de ces gènes de résistance en

milieu aquatique peut être prédictive de difficultés thérapeutiques dans la prise en charge

d'éventuelles zoonoses.
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Conclusion

L’objectif du travail était l’évaluation et la caractérisation de la résistance aux antibiotiques

des bactéries isolées à partir de poissons marins (la sardine commune, le rouget de roche et

le mulet cabot) caractérisés par des biotopes spécifiques. Ces poissons ont été pêchés au

niveau de la baie d’Alger qui est le réceptacle de rejets anthropiques importants.

Les résultats de l'étude ont montré :

 Des  taux de résistance aux antibiotiques élevés parmi la flore mésophile aérobie

totale et les coliformes totaux isolés des différents poissons.

 L’analyse statistique des taux de résistance de la flore mésophile aérobie totale et

des coliformes totaux, en fonction des espèces étudiées, suggère que l'habitat

écologique n’influait pas sur la prévalence de cette résistance.

 Les souches résistantes sont majoritairement des entérobactéries, puis on retrouve à

une moindre fréquence les genres Aeromonas, Vibrio et Pseudomonas. La

résistance était multiple avec des profils de 2 à 11 antibiotiques. Les mécanismes

mis en jeu sont aussi bien naturels chromosomiques que acquis. La caractérisation

génétique de la résistance aux béta-lactamines chez des souches isolées de Mugil

cephalus a révélé la présence des gènes blaTEM, blaSHV, blaCTX-M du groupe 1 et

blaCIT.

Cette étude a mis en évidence l'impact des apports pollués (xénobiotiques et bactéries,

notamment résistantes) dans l'émergence et l'établissement de la résistance aux

antibiotiques dans l'environnement marin. La colonisation  des poissons, notamment

commerciaux, par des bactéries résistantes allochtones, et la possibilité de transfert de cette

résistance vers des bactéries autochtones et endogènes des poissons posent un double

problème, d'abord sanitaire et ensuite écologique.

En perspective à ce travail :

 Elargir l’étude à d’autres poissons pour mieux cerner l’effet de l’habitat ;

 Etendre l’étude à d’autres zones de pêche ;

 Compléter la caractérisation des mécanismes de résistance des autres familles

d’antibiotiques en dehors des béta-lactamines.
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Tableau 1 : Résultats d’antibiogramme des souches isolées à partir de Sardina pilchardus.

Tableau 2: Résultats d’antibiogramme des souches isolées à partir de Mullus surmelutus.

Souches PIP AMX ATM CTX CAZ Cfp FOX IMP NA CIP AN K GM TE TMP SXT C

AX7
A.hydrophila

14
R

0
R

36
S

40
S

32
S

40
S

0
R

42
S

46
S

S 32
S

46
S

30
S

38
S

30
S

24
S

40
S

AX8
C.braakii

25
S

9
R

36
S

38
S

20
R

31
S

25
S

36
S

26
S

46
S

28
S

27
S

26
S

23
S

28
S

25
S

29
S

AX9
C.braaki

26
S

0
R

36
S

38
S

19
R

30
S

22
S

32
S

28
S

41
S

23
S

21
S

21
S

28
S

30
S

27
S

27
S

AX10
K.pneumoniae

24
S

0
R

32
S

34
S

20
R

30
S

23
S

30
S

25
S

30
S

20
S

28
S

20
S

25
S

29
S

25
S

30
S

AX11
Ser.odorifera

20
S

0
R

35
S

38
S

20
R

25
S

21
S

35
S

24
S

35
S

23
S

30
S

21
S

27
S

29
S

26
S

25
S

Souches PIP AMX ATM CTX CAZ CPO FOX IMP NA CIP AN K GM TE TMP SXT C

AX1
A.hydrophila

24 0
R

48
S

44
S

27
S

35
S

26
S

36
S

39
S

40
S

28
S

37
S

26
S

30
S

27
S

22
S

35
S

AX2
C.braakii

26
S

0
R

36
S

36
S

18
R

29
S

0
R

29
S

23
S

31
S

25
S

34
S

24
S

20
S

28
S

25
S

25
S

AX3
Ser.fonticola

28
S

0
R

36
S

36
S

23
I

30
S

0
R

31
S

28
S

42
S

23
S

31
S

24
S

25
S

31
S

25
S

27
S

AX4
Led.adecarboxylata

32
S

15
R

40
S

38
S

26
S

32
S

23
S

30
S

29
S

38
S

22
S

30
S

20
S

28
S

29
S

26
S

31
S

AX5
C.braakii

26
S

0
R

32
S

32
S

22
I

30
S

7
R

29
S

28
S

36
S

23
S

32
S

20
S

25
S

29
S

25
S

27
S

AX6
V.fluvialis

0
R

0
R

0
R

0
R

0
R

0
R

0
R

11
R

28
S

30
S

30
S

31
S

27
S

22
S

10
R

19
S

21
S
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Souches PIP AMX ATM CTX CAZ CPO FOX IMP NA CIP AN K GM TE TMP SXT C

AX12
E.amnigenus

20
S

0
R

42
S

36
S

26
S

30
S

24
S

38
S

31
S

46
S

24
S

32
S

31
S

29
S

36
S

30
S

31
S

AX13
E.cloacae

18
I

0
R

37
S

36
S

23
I

26
S

0
R

27
S

0
R

23
S

24
S

30
S

24
S

25
S

32
S

25
S

27
S

AX14
P.aeruginosa

26
S

0
R S

35
S

26
S

45
S

10
R

42
S S S S S S S

38
S

28
S

40
S

AX15
R.terrigena

24
S

0
R

36
S

36
S

20
R

32
S

20
S

30
S

30
S

34
S

25
S

32
S

22
S

28
S

30
S

20
S

28
S

AX16
R.ornithinolytica

25
S

10
R

36
S

36
S

23
I

30
S

20
S

31
S

26
S

38
S

24
S

34
S

25
S

20
S

24
S

24
S

30
S

AX17
K.oxytoca

21
S

0
R

33
S

37
S

17
R

29
S

21
S

31
S

26
S

36
S

25
S

32
S

22
S

27
S

30
S

27
S

30
S

AX18
E.aerogenès

25
S

0
R

33
S

36
S

20
R

30
S

0
R

26
S

0
R

27
S

26
S

36
S

25
S

21
S

28
S

25
S

23
S

AX19
E.coli

26
S

0
R

36
S

42
S

22
I

30
S

26
S

35
S

29
S

36
S

23
S

30
S

21
S

27
S

32
S

27
S

30
S

AX20
E.coli

27
S

0
R

34
S

36
S

20
R

29
S

24
S

31
S

25
S

36
S

23
S

30
S

21
S

25
S

30
S

27
S

26
S

AX21
E.coli

30
S

16
R

38
S

40
S

25
I

32
S

25
S

35
S

29
S

40
S

25
S

34
S

24
S

26
S

31
S

27
S

27
S

AX22
E.cloacae

26
S

0
R

35
S

35
S

24
I

29
S

0
R

30
S

27
S

40
S

24
S

32
S

25
S

23
S

33
S

30
S

25
S

AX23
K.oxytoca

20
S

0
R

44
S

36
S

36
S

32
S

22
S

30
S

24
S

32
S

22
S

30
S

21
S

20
S

0
R

26
S

20
S

AX24
K.oxytoca

22
S

0
R

35
S

36
S

25
I

32
S

26
S

30
S

26
S

36
S

22
S

27
S

21
S

26
S

34
S

28
S

32
S

AX25
Moell.wisconsensis

34
S

16
R

40
S

40
S

26
S

32
S

26
S

28
S

28
S

35
S

28
S

32
S

26
S

26
S

36
S

32
S

30
S

AX26
E.coli

17
I

0
R

38
S

32
S

22
I

30
S

25
S

34
S

26
S

36
S

24
S

30
S

23
S

0
R

25
S

21
S

26
S

AX27
E.coli

16
R

0
R

38
S

32
S

24
I

29
S

21
S

32
S

26
S

36
S

20
S

28
S

21
S

0
R

20
S

20
S

27
S

AX28
E.coli

17
I

0
R

32
S

34
S

22
I

30
S

19
S

30
S

26
S

36
S

21
S

28
S

20
S

0
R

21
S

20
S

27
S

AX29
E.coli

17
I

0
R

32
S

35
S

23
I

27
S

22
S

32
S

27
S

38
S

20
S

28
S

22
S

0
R

21
S

20
S

27
S

Tableau 3: Résultats d’antibiogramme des souches isolées à partir de Mugil cephalus.
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Mulet

Tableau 4 : Antibiogramme avec cloxacilline.

Souches FOX CTX CAZ
CTX4
C.freundii

0 18 0
20 38 22

CIP3
K.pneumoniae

0 26 0
13 35 15

Souches PIP AMX ATM CTX CAZ CPO FOX IMP NA CIP AN K GM TE TMP SXT C

CTX1
A.hydrophila

16
R

0
R

28
S

0
R

0
R

14
R

0
R

33
S

39
S

45
S

27
S

34
S

17
S

11
R

17
I

11
R

32
S

CTX2
A.hydrophila

13
R

0
R

0
R

0
R

0
R

10
R

20
S

31
S

0
R

21
S

25
S

23
S

20
S

14
R

20
S

9
R

15
R

CTX3
K.pneumoniae

0
R

0
R

18
R

13
R

0
R

0
R

23
S

30
S

17
I

17
R

20
S

24
S

8
R

0
R

0
R

0
R

27
S

CTX4
C.freundii

11
R

0
R

20
R

18
R

0
R

20
I

0
R

28
S

0
R

30
S

22
S

30
S

21
S

28
S

28
S

24
S

26
S

CTX5
C.freundii

11
R

0
R

20
R

18
R

0
R

20
I

0
R

28
S

0
R

26
S

26
S

35
S

24
S

27
S

33
S

28
S

30
S

CIP1
E.coli

14
R

0
R

25
S

28
S

11
R

22
I

0
R

28
S

0
R

0
R

22
S

14
R

20
S

0
R

20
S

17
S

14
R

CIP2
E.coli

17
I

0
R

32
S

34
S

20
R

28
S

24
S

32
S

0
R

13
R

22
S

30
S

22
S

0
R

0
R

0
R

29
S

CIP3
K.pneumoniae

14
R

0
R

26
S

26
S

0
R

21
I

0
R

27
S

0
R

0
R

21
R

12
R

20
S

0
R

20
S

17
S

14
R
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