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Ce travail a pour objectif I’évaluation de la prévalence de la résistance bactérienne aux
antibiotiques et I’influence des apports anthropiques dans cing plages du littoral Algérois.

Les taux de résistance de la flore totale ont été significatifs pour I’amoxicilline et la
ticarcilline, alors qu’ils sont relativement bas pour la ceftazidime, la céfotaxime et
I’imipéneme. Le niveau de résistance est remarquable dans les plages recevant des apports
anthropiques (amoxicilline, 52.2% et 43.1% ; ticarcilline, 47.7% et 19.6% ; céfotaxime, 2.8%
et 8.3%) que dans les plages non polluées (amoxicilline, 9.4% et 1.15% ; ticarcilline, 7.6% et
0.8% ; céfotaxime, 0.1% et 0.6%).

Chez les coliformes totaux, des taux éleves de résistance ont été retrouvés, vis-a-vis de
I’amoxicilline (20.7%, 8.3%, 16.2% et 43.2%) et de la ticarcilline (10.3%, 10.4%, 13.5% et
40.9%). Une résistance a la céfotaxime et I’imipéneme est observée avec 8.3% et 0.4% a
Réghaia.

L’identification biochimique des 59 souches résistantes @ au moins un des antibiotiques
majeurs, imipéneme, céfotaxime, céfoxitine et ceftazidime, a permis de les assigner aux
espéces: Pseudomonas aeruginosa (n=23), Pseudomonas fluorescens (n=10),
Stenotrophomonas maltophilia (n=6), Burkholderia cepacia (n=3), Bordetella spp (n=3),
Aeromonas hydrophila, Chrysiomonas luteola, Ochrobactrum anthropii, Acinetobacter
baumanii, Pontoea spp (n=2), E.coli, Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii et Shigella

SPp.

L’étude de leur antibiorésistance a montré une résistance marquée aux béta-lactamines a
savoir : les pénicillines (amoxicilline, 86.4% et ticarcilline, 84.7%), la céfoxitine (93.2%) et
les céphalosporines de troisieme génération (céfotaxime, 84.7% ; céftriaxone, 84.7% et
cefsulodine, 81.3%). La résistance a la ceftazidime, I’aztréonam et céfépime a été moyenne
(54.2%, 66% et 39%, respectivement), alors que celle vis-a-vis I’imipéneme a été moins
importante (25.4%).

Concernant les non béta-lactamines, une résistance élevée a été observée vis-a-vis de I’acide
nalidixique (84.7%) et le triméthoprime (79.6%) suivis du chloramphénicol (54.2%),
tétracycline (44%), triméthoprime+sulfamides (28.8%), et sulfamides (22%). Une trés faible
résistance a été observée vis-a-vis des aminoglycosides (K, GM), la ciprofloxacine et la
rifampicine (4%, 10% et 15.2%, respectivement).

La production des céphalosporinases chromosomiques AmpC inductibles a été observée chez
32.2% des souches. La synthése de béta-lactamase a spectre élargi, a été retrouvée chez
seulement une souche d’E.coli sélectionnée sur céfotaxime. La caractérisation génétique de
cette enzyme a révélé la présence du géne CTX-M du groupe 1 porté par un plasmide
autotransférable d’environ 50Kb.

Mots clés : BLSE - résistance - béta-lactamines - plage - flore totale - coliformes totaux.
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La pollution marine aussi bien chimique que biologique est un phénomene en perpétuelle
évolution avec de plus en plus d’ampleur. Les rivages marins constituent le réceptacle final de
toutes sortes de déchets des activités humaines, acheminés via les rejets domestiques et
industriels, les effluents d”hépitaux et les stations d’épuration.

Les antibiotiques utilisés en trés grandes quantités en médecine humaine et vétérinaire,
I’agriculture et I’aquaculture pour traiter les maladies infectieuses, ainsi que comme facteurs
de croissance, ont un impact sur I’environnement marin. En effet, les résidus de molécules
actives exercent une pression de sélection sur les bactéries, créant ainsi un déséquilibre de
I’écosysteme marin et favorisent I’apparition de bactéries résistantes aux antibiotiques, qui
pourraient atteindre I’homme par contact direct ou via la chaine alimentaire.

La résistance aux antibiotiques est un phénoméne géneral observé chez de nombreuses
familles bactériennes, notamment les bacilles a Gram négatif. Le principal processus
responsable de sa dissémination est le transfert horizontal des genes de résistance entre les
bactéries d’especes différentes. Ce matériel génétique extra-chromosomique peut leur
conférer aussi une résistance a d’autres agents toxiques, tels que les métaux lourds.

Les béta-lactamines constituent une des principales familles d’antibiotiques, par leur faible
toxicite, leur diversité et leurs indications thérapeutiques. Les mécanismes de résistance a ces
antibiotiques se répartissent en non enzymatiques résultant d’une imperméabilité de la
membrane externe, de systemes d’efflux actif ou de modification de leurs cibles, tandis que la
production d’enzymes d’hydrolyse est la voie la plus courante et ayant évoluée au cours de
ces deux dernieres décennies.

Les béta-lactamases sont subdivisés en plusieurs catégories suivant le type de substrat
hydrolysé : pénicillinases, céphalosporinases, et carbapénemases, ou le spectre de substrats :
béta-lactamases a large spectre (BLLS) et béta-lactamases a spectre élargi (BLSE). Ces
dernieres ont un pouvoir important d’évolution et de diffusion, du fait que les génes codant
pour ces enzymes sont portes sur des eléments génétiques mobiles : plasmides, transposons et
intégrons.

En Algérie, peu est connu sur la résistance aux antibiotiques des bactéries isolées de
I’environnement marin, tandis que le milieu clinique a été I’objet de plusieurs études
épidémiologiques. Le phénomene de résistance aux antibiotiques s’inscrit dans un contexte
écologique dont les conséquences sur la santé publique sont de plus en plus apparentes avec
I’évolution de la multirésistance, I’implication des bactéries marines dans les infections et le
risque que constitue le milieu marin en tant que réservoir de genes de résistance.
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Dans ce cadre, nous nous sommes intéressés a I’évaluation de la prévalence de la résistance
aux antibiotiques des bactéries dans I’environnement marin cOtier représenté par plusieurs
plages soumises a différents niveaux d’apport anthropique.

Ce travail a comporté les étapes suivantes :

- L’analyse physico-chimique et microbiologique des sites d’étude,

- La détermination de la prévalence de la résistance aux béta-lactamines de la flore totale et
des coliformes totaux,

- L’identification des souches sélectionnées et I’évaluation de leur sensibilité aux
antibiotiques par I’antibiogramme,

- La détection des béta-lactamases inductibles et a spectre élargi,

- La détermination du support génétique de la résistance par conjugaison bactérienne et
analyse des profils plasmidiques,

- L’identification des génes codant les béta-lactamases a spectre élargi par PCR.
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REVUE BIBLIOGRAPHIQUE
I. Les antibiotiques
I.1. Définition

Les antibiotiques sont des agents antibactériens naturels produits par des microorganismes
(bactérie ou champignons) qui, a faible concentration, agissent sur d’autres bactéries sans étre
toxiques pour I’homme. lls peuvent étre aussi synthétiques et/ou semi-synthétiques. Leur
action s’exerce sur des sites spécifiques au niveau d’une ou plusieurs étapes métaboliques
indispensable a la vie des bactéries, soit par inhibition de leur croissance (bactériostase) soit
par leur destruction (bactéricidie). Chaque antibiotique est caractérisé par son spectre d’action
qui correspond a I’étendue de son activité antibactérienne (Bryskier, 1999).

1.2. Familles d’antibiotiques et modes d’action

Les antibiotiques peuvent étre classés selon plusieurs critéres : I'origine, la nature chimique, le
mécanisme d'action et enfin le spectre d'action. Selon leur structure chimique plus ou moins
analogue, les antibiotiques sont subdivisés en plusieurs familles : les béta-lactamines, les
aminosides, les phénicolés, les tétracyclines, les glycopeptides, les macrolides, les
lincosamides, les synergistines, les quinolones, les sulfamides, les nitrofuranes, les nitro-
imidazoles, I’acide fusidique, les rifamycines et les polymyxines (Colmen et al., 1994 ; Yala
et al., 2001).

Le succes des antibiotiques en tant qu'agents thérapeutiques est di a la capacité de ces
derniéres molécules a interférer avec des structures et/ou des fonctions de la cellule
bactérienne. Etant donné la plasticité qui caractérisent les bactéries, les mécanismes de
résistance aux antibiotiques sont beaucoup plus diverses que les modes par lesquels un
antibiotique peut inhiber ou détruire une cellule bactérienne (Manaia et al., 2011).

Pour qu'un antibiotique soit efficace contre des bactéries, trois conditions doivent étre
remplies : existence d’une cible susceptible a cet antibiotique dans la cellule bactérienne,
atteindre la cible avec une quantité suffisante, et ne pas étre inactivé ou modifié (Dzidic et al.,
2008).

Les antibiotiques utilisés pour le traitement des infections bactériennes peuvent étre classés
par catégorie selon leur mécanisme principal d'action (Tenover, 2006). Les principaux modes
d’actions sont (Tableau I) :

= Interférence avec la synthese de la paroi bactérienne,
= Inhibition de la synthese protéique,

= Inhibition de la synthése des acides nucléiques,

= Interférence avec le métabolisme intermédiaire,

= Action sur la structure de la membrane plasmique.
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Les antibiotiques inhibant la synthése de la paroi bactérienne, forment des complexes avec les
précurseurs du peptidoglycane, son principal constituant, comme les glycopeptides. Ces
derniers interagissent avec la paroi bactérienne en formation en s’attachant avec les résidus
terminaux de la chaine naissante du peptidyl D-alanyl-D-alanine, empéchant de ce fait
I’enchainement finale requis pour la synthése d’une paroi stable (Dzidic et al., 2008).

Les macrolides, tétracyclines et aminoglycosides, a I’intérieur de la cellule bactérienne, se
fixent sur les sous-unités ribosomales 50 S et 30 S au niveau des sites accepteurs, provogquant
ainsi le blocage des trois phases de synthése proteique : initiation, élongation et terminaison
indispensables a I'assemblage des acides aminés en polypeptides (Tenover, 2006 ; Dzidic et
al., 2008).

Les fluoroquinolones inhibent certaines enzymes du métabolisme de I’ADN. En effet, aprés
avoir pénétré a I’intérieur des cellules bactériennes par diffusion passive via des canaux
protéiques spécifiques, les quinolones hydrophiles inhibent la topoisomérase 11 (ADN gyrase)
et la topoisomerase 1V, qui sont respectivement responsables du surenroulement négatif de la
molécule d’ADN et de la séparation des brins néoformés au cours de la réplication
(Nordmann et Mammeri, 2007). Alors que la rifampicine interfere avec I’ARN polymérase
(Dzidic et al., 2008).

Les sulfamides inhibent les dihydro-synthétase et dihydro-réductase essentielles pour la
synthése folique, enzyme cofacteur impliqué dans la synthese des nucléotides (Yala et al.,
2001 ; Tenover, 2006).

Les polymyxines agissent sur la membrane plasmique des bactéries a Gram negatif en
augmentant sa permeabilité causant ainsi la fuite du contenu bactérien (Dzidic et al., 2008).
L’insertion de lipopeptide cyclique au sein de la membrane plasmique bactérienne cause sa
dépolarisation donc la mort de la cellule bactérienne (Tenover, 2006).

Tableau I : Mécanismes d’action des antibiotiques (Tenover, 2006 ; Dzidic et al., 2008).

Mécanisme d’action Famille d’antibiotique

e Interférence avec la synthese de la
paroi bactérienne

¢ Inhibition de la synthése protéique :

Béta-lactamines, glycopeptides

- fixent sur les sous-unités 50 S Macrolides

- fixent sur les sous-unités 30 S Tétracyclines, aminoglycosides
¢ Inhibition de la synthése des acides

nucléiques :

- ADN Fluoroquinolones

- ARN Rifampicine

e Interférence avec le métabolisme

. e Sulfamides
intermédiaire

e Action sur la structure de la membrane

plasmique Polymyxines




REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

1.3. Les béta-lactamines
1.3.1. Définition

Les béta-lactamines constituent une grande famille d’antibiotiques, la plus importante par le
nombre et la diversité des molécules et par ses indications thérapeutiques (Bryskier, 1999 ;
Handal et Olsen, 2000 ; Livermore et Brown, 2001). Elles sont caractérisées par la présence
d’un cycle béta-lactame (Fig.1) indispensable a I’activité antibactérienne, associé ou pas a des
cycles et des chaines latérales variables. Ces antibiotiques, bactéricides, ont une faible toxicite
associée a un mode d’action fort complexe sur des protéines de la membrane cytoplasmique
dénommeées protéines liant la pénicilline (PLP) (Cavallo et al., 2004).

B |

7/ N
o/

Figure 1 : Structure du cycle béta-lactame (Cavallo et al., 2004).

1.3.2. Classification

La classification des béta-lactamines, selon leur structure chimique en relation avec I’activité
antibactéerienne, permet de distinguer 3 grands groupes (Fig.2) :

= Dérivés de I’acide-6-aminopénicillanique

Leur noyau de base associe un cycle béta-lactame a un cycle thiazolidine, spécifique des
pénicillines. 1l integre le grand groupe des béta-lactamines ayant un noyau péname,
caractéristique des pénicillines. On distingue sept sous-groupes, selon la nature du radical fixé
sur le carbone en position 6 (R6), dont les amino-penicillines (amoxicilline), les ureido-
pénicillines (pipéracilline) et les carboxy-peénicillines (ticarcilline) (Bryskier, 1999).

D’autres béta-lactamines ont un noyau qui dérive du noyau péname par substitution du soufre
en position 1 par :

+ un oxygene qui est a I’origine du noyau clavame ; I’acide clavulanique est la seule
molécule naturelle actuellement commercialisée.

. un atome de carbone (radical CH,) qui est a I’origine du noyau péneme ; les carbapénémes
les plus connus sont : I’imipeneme, le méropeneme et I’ertapéneme (Cavallo et al., 2004).
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Les inhibiteurs des béta-lactamines sont soit des penicillines comme le tazobactam ou le
sulbactam, soit des clavames comme I’acide clavulanique. Ils sont caractérisés par une faible
activité antimicrobienne et une grande affinité aux béta-lactamases. En effet, ils sont souvent
associés a une autre béta-lactamine (amoxicilline, ticarcilline ou pipéracilline) pour restaurer
I’activité antibactérienne perdue du fait de son hydrolyse par des béta-lactamases (BryskKier,
1999 ; Cavallo et al., 2004).

= Dérivés de I’acide-7-amino-céphalosporanique

Leur noyau de base associe un cycle béta-lactame a un cycle dihydrothiazine (hexa-cycle
insaturé) pour former le noyau céphéme, caractéristique des céphalosporines. Suivant I’atome
en position 1 et 7 du noyau céphéme, on distingue trois groupes : les céphalosporines (soufre
et hydrogene), les oxacéphemes (oxygéne et hydrogene) et les céphamycines (soufre et
groupement methoxy) (Cavallo et al, 2004). Les céphalosporines sont traditionnellement
divisées en premiére, deuxiéme, troisieme et quatriéme génération.

= Monobactames

Leur structure est monocyclique (cycle béta-lactame). Les premiers monobactames ont été
isolés de substances naturelles produites par certaines bactéries (Chromobacterium
violaceum), mais les produits récents sont entierement synthétiques. L’aztréonam est le seul
produit utilisé actuellement, il se caractérise par une tres bonne stabilité a I’action des béta-
lactamases.

1.3.3. Mécanismes d’action des béta-lactamines

Les béta-lactamines sont des antibiotiques bactéricides qui agissent de maniére directe sur la
paroi bactérienne en phase de croissance. Cette paroi bactérienne est une enveloppe rigide
constituée principalement du peptidoglycane (ou la muréine) synthétisée lors d’un processus
complexe qui aboutit a la formation d’un polymeére de chaines polyosidiques reliées entre
elles par des ponts inter-peptidiques (Charlier et al., 1998).

Par analogie de structure chimique avec le D-alanyl-D-alanine, les béta-lactamines se fixent
sur le site actif des protéines liant les pénicillines (transpeptidases et carboxypeptidases),
indispensables a la formation du peptidoglycane.

L’inhibition de ces enzymes fait accumuler les précurseurs du peptidoglycane qui activent le
systéme autolytique de la bactérie entrainant ainsi sa lyse (Cavallo et al., 2004). Il est a noter
que I’effet bactériostatique par inhibition de la synthese du peptidoglycane précéde la
bactéricidie qui résulterait de I’activation des enzymes autolytiques de la bactérie (Bryskier,
1999).
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Figure 2 : Classification des béta-lactamines : dérivés de I’acide pénicillanique, dérivés de I’acide
céphalosporanique et monobactames (Cavallo et al., 2004).
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Pour développer au mieux leur action antibiotique, les béta-lactamines doivent :

+ Pénétrer a travers la membrane externe et le peptidoglycane et échapper a I’action des béta-
lactamases pour atteindre leur cible au niveau de la face externe de la membrane
plasmidique. Chez les bactéries a Gram négatif, ces molécules sont obligées de traverser la
membrane externe qui constitue une barriére hydrophobe. Cette pénétration se fait en
fonction de la taille et de la charge de la molécule gréace a des porines hydrophile remplis
d’eau (Omp C et Omp F) (Nikaido, 1992 ; Cavallo et al., 2004).

+ Se lier avec une affinité suffisante aux protéines cibles, les PLPs, insérées dans la partie
externe de la membrane cytoplasmique bactérienne. Le nombre, la taille et la variété des
PLP différent d’une espece a une autre et elles sont numérotées en fonction de leurs masses
moléculaires décroissantes (Cavallo et al., 2004).

I1. Résistance aux antibiotiques

11.1. Définitions

La résistance bactérienne aux antibiotiques est définie comme étant une propriété des bactéries
qui leur confére la capacité d'inactiver ou exclure des antibiotiques, ou un mécanisme qui
blogue les effets inhibiteurs et bactéricides des antibiotiques (Davison et al., 2000). Les
bactéries peuvent avoir une résistance naturelle (intrinseque) et peuvent acquérir la résistance
par des mutations ou acquisition de génes extrinséques (Davies, 1994).

La résistance intrinséque est une propriété stable et héréditaire présente chez toutes les
bactéries de la méme espéce ou du méme genre (Jarlier, 1997 ; Davies, 2010). Le
déterminisme génétique de cette résistance est chromosomique, alors on parle de caractére
sauvage de la souche (Doublet, 2004).

A I’inverse, la résistance acquise n’est présente que chez certaines souches de la méme espéce
ou du méme genre bactérien. Elle résulte soit d’une mutation dans le génome ou des génes
régulateurs, on parlera alors de transmission verticale a la descendance, soit d’une acquisition
d’information génétique étrangere en provenance d’autres bactéries par transfert horizontal
des eléments mobiles tels que: les plasmides, les transposons ou les intégrons (Davies, 1994 ;
Davison et al., 2000 ; Doublet, 2004).

11.2. Support génétique

Le support génétique des mécanismes de résistance est essentiel car il conditionne sa
faculté de propagation et donc la fréquence de la résistance dans une population bactérienne
donnée. Les genes qui codent pour les mécanismes de résistance peuvent faire partie du
patrimoine chromosomique de la bactérie ou appartenir a un élément mobile : plasmide,
transposon ou intégron (Jarlier et al., 1988).

Les plasmides sont constitués de matériel génétique extra-chromosomique variant de quelques
kilobases (2 a 3 kb) a 500 kb, et pouvant conférer un avantage sélectif a la bactérie (Sobecky,
1999). Ce sont des molécules d’ADN doubles brins, circulaires pouvant transporter des genes

8
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de virulence ou de résistance aux antibiotiques (Ploy et al., 2005 ; Skurnik, 2009). Les
plasmides possedent une origine de réplication ori qui leur assure une autonomie de
réplication. La transmission des plasmides d’une bactérie a une autre s’effectue le plus
souvent par conjugaison (Skurnik, 2009).

Certains plasmides portent également des facteurs de virulence, ou des fonctions
métaboliques supplémentaires. Néanmoins, les plasmides ne sont pas nécessaires a la survie
de la bactérie dans des conditions physiologiques, ils deviennent utiles dans certaines
conditions particulieres d’environnement (Doublet, 2004).

Les transposons sont des fragments d’ADN qui peuvent étre mobilisés d’un site a un autre sur
la méme molécule d’ADN, ou sur deux molécules d’ADN différentes. Ce sont habituellement
les transposons eux mémes qui codent leurs protéines de transposition (transposase). On decrit
trois principaux types de transposons : (i) les séquences d’insertions (Sl), (ii) les transposons
non-composites et (iii) les transposons composites (Skurnik, 2009).

En 1989, de nouveaux éléments génetiques plus petits que les transposons et susceptibles
d’acquérir ou de perdre des genes de résistance aux antibiotiques ont été identifies, il s’agit
des intégrons qui sont portés dans des plasmides ou des transposons (Stokes et Hall, 1989).
Cet entité génétique immobile est constituée d’un géne intl codant une intégrase, du site attl
qui est un site spécifique de recombinaison et d’un promoteur Pc (Fig.3) qui sont nécessaires
a la capture et a I’expression d’un ou de plusieurs éléments mobiles appelés genes cassettes
(Recchia et Hall, 1995 ; Ploy et al., 2005).

Pel : promoteur 1 des cassettes.
Pc2 : promoteur 2 des cassettes.

Rl P2 intl1 : géne de I'intégrase |.

région 3' conservée -
ﬂ] attl : site de recombinaison de Mintégrase.

il attC ;o site de recombinaison des cassettes,
int.

l < ) cassette 1
attCl

Pl P2
|i iam' a1

cassette 2 [
-,,_ — 3
s \
il i atiC?

attl attC2 attC1
ﬂ I

Figure 3 : Mécanisme d’intégration des genes cassettes dans I’intégron (Ploy et al., 2005).

L’intégration des cassettes 1 et 2 se fait préférentiellement au site de recombinaison attl situé dans la région 5'.
Différentes cassettes peuvent étre intégrées, chacune possédant un site attC unique. L’excision de la cassette 2 se
fait sous forme circulaire et a lieu par recombinaison antre le site attl et le site attC2.
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11.3. Mécanismes de résistance

Sur le plan biochimique, les bactéries ont développé quatre grands mécanismes d’acquisition
de la résistance qui empéchent I’interaction de I’antibiotique avec sa cible (McKeegan et al.,
2002 ; Wright, 2005) :

- La modification de la cible, qui entraine une perte d’affinité de I’antibiotique pour cette
derniere. Celle-ci touche soit la structure de la cible ou le nombre des sites d’action de
I’antibiotique,

+ Inactivation ou modification enzymatique de I’antibiotique,

+ L’imperméabilité, notamment par diminution du diamétre des porines (pores au niveau de
la membrane externe) chez les bacilles a Gram négatif. Ce mécanisme existe naturellement
chez certaines bactéries comme Pseudomonas aeruginosa.

+ L’efflux des antibiotiques a I’extérieur de la cellule par des pompes énergie dépendantes
qui empéchent son accumulation a I’intérieur de la cellule.

I1.4. Mécanismes de résistance aux béta-lactamines

A chacune des étapes de la traversée des béta-lactamines, depuis la membrane externe
jusqu’aux PLP cibles, la bactérie peut développer un ou plusieurs moyens de défense
(Cavallo et al., 2004), Ces mécanismes de résistance aux béta-lactamines (Fig.4) peuvent étre
de nature non enzymatique comme I’imperméabilité de la membrane externe (A), la
modification des PLP (B) et le systeme d’efflux actif (C), ou enzymatique comme la
production de béta-lactamases (D).

Porine modifiée PLP modifige

% g

Membrane,
PLP/ cytoplasmigue “I

T B-lactamase
Paroi D
Efflux o , '/
.6 .. = .;__ - f__:_ £ ',
PLP Membrane, Xt

cytoplasmigue
Espace peériplasmigue

Figure 4 : Les différents mécanismes de résistances aux béta-lactamines.
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11.4.1. Mécanismes non enzymatique
11.4.1.1. Imperméabilité membranaire

L’ imperméabilité de la membrane externe empéche la pénétration de I’antibiotique et limite
sa concentration dans I’espace périplasmique. Ce défaut de perméabilité résulte de la
diminution dans I’expression des porines (Omp ou Opr), de la diminution de leur nombre
et/ou de leur dysfonctionnement suite a des altérations de leur structure par des mutations ; a
I’exemple de Pseudomonas par perte des porines OprD (résistance a I’imipénéme) et d’E.
Coli par modification de la structure des porines majeures OmpC et OmpF (Livermore,
2001 ; Cavallo et al., 2004 ; Poole, 2005). Cette imperméabilité touche plusieurs familles
d’antibiotiques (Bryskier, 1999).

11.4.1.2. Systeme d’efflux

Les systemes d’efflux sont des mécanismes de transport membranaire qui s’oppose a
I’accumulation intracellulaire des antibiotiques par pompage actif hors de la cellule
bactérienne ; ceci restreint I’inhibition totale de la cible (Dzidic et al., 2008). Chez les
bactéries a Gram positif, le systeme d’efflux n’est constitué que par les transporteurs alors que
chez les bactéries a Gram négatif, il présente une structure tripartite composé d’une pompe
qui fournit I’énergie de capture de la molécule a rejeter via le gradient électrochimique de la
membrane plasmique, le canal protéique dans la membrane externe et la protéine de fusion
périplasmique qui assure la liaison avec les deux autres protéines (Cattoir, 2004 ; Cavallo et
al., 2004 ; Schneiders et al., 2008).

Le systeme d’efflux actif a été décrit chez plusieurs bactéries a savoir E.coli (AcrAB-TolC)
et P. aeruginosa (MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN). L’hyperexpression de la
pompe MexA-MexB-oprM (Fig.5), résultant d’une mutation dans la région régulatrice (géne

MexR), peut conférer des résistances croisées aux béta-lactamines, quinolones,
chloramphenicol et tétracyclines (Cavallo, 2000 ; Webber et Piddock, 2003 ; Poole, 2005).

Membrane nrr |

externa || :| ||- |
Espace périplasmigue

Membrane |

-
[l
interne uu. ||.'

Figure 5 : Systeme d’efflux chez Pseudomonas aeruginosa (Cattoir, 2004).
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11.4.1.3. Modification de la cible des béta-lactamines

Ce mécanisme de résistance acquis est tres largement répandu chez les bactéries a Gram
positif, comme Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, certains Streptococcus
viridans ou Enterococcus faecium (Cavallo et al., 2004), et que I’on retrouve également chez
certaines bactéries a Gram négatif, comme Neisseria meningitidis, Neisseria gonorrhoeae ou
Haemophilus influenzae (Lambert, 2005).

Ces résistances font suite & des mutations dans les génes chromosomiques qui codent pour les
PLP normales ou a I’acquisition de génes étrangers codant pour des PLP ayant peu d’affinité
pour les béta-lactamines. On peut ainsi aboutir a des altérations quantitatives et qualitatives
des PLP, avec diminution d’affinité pour les béta-lactamines, ou a une substitution dans leurs
fonctions des PLP cibles par une autre PLP de moindre affinité (Cavallo et al., 2004).

11.4.2. Mécanisme enzymatique

Il constitue le mécanisme de résistance le plus courant chez les bactéries a Gram négatif par
production de béta-lactamases hydrolysant I’antibiotique (Philippon et al.. 1988). Les béta-
lactamases sont trés nombreuses et variées, il existe plus de 400 enzymes identifiées (Li et al.,
2007). Elles ont été a I’origine des premieres résistances acquises des I’apparition des
antibiotiques au debut des années 1940 (Cavallo et al., 2004).

I1.5. Les béta-lactamases

11.5.1. Définition

Les béta-lactamases forment un groupe hétérogene d’enzymes d’origine bactérienne capables
d’inactiver de maniére efficace et irréversible les béta-lactamines par ouverture du cycle béta-
lactame (Cavallo et al., 2004). Cette dégradation conduit a la production de dérivés inactifs
(acide pénicillanique issu des pénicillines et I’acide céphalosporanique issu des
céphalosporines). A localisation périplasmique, le support génétique des béta-lactamases peut
étre chromosomique ou plasmidique avec une expression inductible ou constitutive
(Livermore, 1995; Charlier et al., 1998 ; Matagne et al., 1998).

11.5.2. Mécanismes d’action des béta-lactamases

L’action des béta-lactamases s’exerce par hydrolyse du cycle béta-lactame effectuée par une
réaction d’acylation entre le groupement hydroxyl de la sérine du site actif des béta-
lactamases et le groupement carboxyle du béta-lactame (Fig.6). La réaction conduit a la
formation d’un complexe acyl-enzyme transitoire qui est rapidement désacylé libérant ainsi la
béta-lactamine inactive et I’enzyme intacte apte a agir sur d’autres molécule béta-lactame
(Frére, 1995 ; Livermore, 1995).
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Figure 6 : Mode d’action des béta-lactamases a serine (Livermore, 1995).

11.5.3. Classification

De nombreuses classifications ont été proposées pour les béta-lactamases prenant en compte
plusieurs caractéristigues comme la nature du site actif, Iorigine, la structure
tridimensionnelle, point isoélectrique et séquence d’acides aminés. Généralement, les béta-
lactamases sont classés suivant deux schémas : la classification structurale d’apres Ambler et
la classification fonctionnelle par groupes en fonction des spectres de substrat d’aprés Bush-
Jacoby-Meideros (Ambler, 1980 ; Bush et al., 1995 ; Livermore, 1995).

11.5.3.1. Classification d’Ambler

Cette classification reflete la structure fondamentale de I’enzyme, en tenant compte des
analogies de séquence peptidique du site enzymatique ou de la séquence totale du géne codant
la béta-lactamase. Elle propose quatre classes ; A, C et D qui font partie des enzymes a serine
active et la classe B des métallo-béta-lactamases dont I’activité nécessite des ions métalliques,
invariablement le zinc (Zn®*) (Livermore, 1998 ; Cavallo et al., 2004).

11.5.3.2. Classification de Bush-Jacoby-Meideros

C’est une classification plus fonctionnelle, plus complete et plus récente. Elle reflete mieux le
spectre d’activité des enzymes, prenant en compte le profil de substrat (pénicilline, oxacilline,
carbénicilline, céphaloridine, céphalosporines de troisieme génération et I’imipénéme) ainsi
que le profil d’inhibition (acide clavulanique et EDTA) (Bush et al., 1995). La
correspondance entre les classifications moléculaire et fonctionnelle des béta-lactamases est
illustrée dans le tableau (I1).
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Tableau Il : Correspondance entre les classifications moléculaire et fonctionnelle des béta-lactamases
(Bush et al., 2010, modifié).

Bush et al Bush et al Inhibées par
(2009) (1995) Ambler Substrats préférentiels Enzymes (exemples)
ACouTZB |EDTA
. : ) E. coli AmpC, P99, ACT-1, CMY-

1 1 C Céphalosporines 2 FOX-1, MIR-1
le NI C Céphalosporines - GC1, CMY-37
2a 2a A Pénicillines + PC1
2b 2h A Penicillines, premiere | TEM-1, TEM-2, SHV-1

céphalosporines

Céphalosporines, TEM-3, SHV-2, CTX-15, PER-1,
2be 2be A monobactames * VEB-1
2br 2br A Pénicillines - TEM-30, SHV-10
2ber NI A Céphalosporines, i TEM-50

monobactames
2c 2c A Carboxypénicillines + PSE-1, CARB-3,
2ce NI A C’ar’quypemcnlmes, N RTG-4

céfépime
2d 2d D Cloxacilline +- OXA-1, OXA-10
2de NI D Céphalosporines +- OXA-11, OXA-15
2df NI D Carbapénémes +- OXA-23, OXA-48
2e 2e A Céphalosporines + CepA
2f 2f A Carbapénémes +- KPC-2, IMI-1, SME-1

B (B1) IMP-1, VIM-1, CcrA, IND-1
3a 3 Carbapénémes - +
B (B3) L1, CAU-1, GOB-1, FEZ-1

3b 3 B (B2) Carbapénémes - + CphA, Sfh-1

AC, acide clavulanique ; TZP, tazobactam
NI : non inclus.

11.5.4. Diversité de béta-lactamases

11.5.4.1. Classe A

Elle regroupe les béta-lactamases a serine de type peénicillinases et céphalosporinases (Amp
A), inhibees par I’acide clavulanique. Les enzymes formant la base de cette classe hydrolysent
I’ampicilline, la ticarcilline et de maniere moindre la céfalotine. Ils sont sans action sur les
C3G, I’aztréonam, la céfoxitine et les carbapénémes. En fonction des supports génétiques, ils
peuvent étre d’origine chromosomique (SHV-1) ou plasmidique (TEM-1). Ces enzymes ont
une tendance importante a évoluer en élargissant leur spectre d’inhibition pour donner des
béta-lactamases a large spectre (BLS) et des béta-lactamases a spectre élargi (BLSE) qui

hydrolysent les céphalosporines a large spectre.
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Il existe également d’autres enzymes appartenant a la classe A mais dont la parenté génétique
est plus éloignée des précédentes (Mainardi et al., 1996 ; Livermore, 1995 ; Livermore et
al., 2001). Les béta-lactamases a spectre élargi qui est un groupe d’enzyme hétérogéne
comprend ceux qui dérivent de TEM ou SHYV et les BLSE dites non TEM non SHV (Arlet et
Philippon, 2003).

11.5.4.1.1. Les pénicillinases

Ces béta-lactamases hydrolysent les pénicillines. En cas de leur production a haut niveau, la
pipéracilline et la céfalotine sont hydrolysées. Elles sont souvent d’origine plasmidique ; les
principales pénicillinases sont TEM-1, TEM-2, SHV-1 (Mainardi et al., 1996). Ces enzymes
sont fréquentes chez les entérobactéries comme E. coli, Klebsiella pneumoniae et Citrobacter
koseri.

11.5.4.1.2. Les béta-lactamases a spectre étendu (BLSE)

Les BLSE constituent un groupe d’enzymes capables d’hydrolyser les pénicillines,
céphalosporines de premiére, deuxiéme, troisieme et quatrieme génération (C1G, C2G, C3G
et C4G) et I’aztréonam, mais non les céphamycines. Elles n’hydrolysent pas les carbapénémes
et sont inhibées in vitro par les inhibiteurs des béta-lactamases (acide clavulanique,
tazobactam et sulbactam). Une co-résistance avec les aminosides, les tétracyclines et les
fluoroquinolones est fréquente (Bush et al., 1995 ; Livermore, 1995 ; Arlet et Philippon,
2003).

= | es BLSE dérivées de TEM et SHV

Les BLSE de cette famille sont dérivées des pénicillinases TEM ou SHV par la présence
d'une a sept mutations ponctuelles qui se traduisent par des substitutions d’acides aminés dans
les séquences polypeptidiques. Ceci a pour resultat I’altération de la configuration du site actif
permettant a la béta-lactamase de se fixer et de catalyser I’hydrolyse de [I’antibiotique
(Jacoby et Medeiros, 1991 ; Bush et al., 1995). Les dérivés TEM sont capables d’hydrolyser
les C3G, mais sont plus vulnérable a I’action des inhibiteurs (acide clavulanigue). Cependant,
d’autres types de TEM peuvent conférer la résistance aux inhibiteurs, ces variantes sont
appelées TRI (TEM résistantes aux inhibiteurs). Ces enzymes sont retrouvées chez P.
aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae, Proteus spp, Providencia spp et autres genres
d’entérobactéries (Bradford, 2001). Les génes codant pour ces mutants sont présents dans
des éléments génétiques mobiles, facilitant ainsi leur propagation dans les pathogenes
nosocomiaux (Cavallo et al., 2004).

= Lesautres BLSE

Aujourd’hui on assiste a une émergence des BLSE non TEM et non SHV incluant les
ceftazidimases comprenant les types PER, VEB, GES et les céfotaximases comprenant SFO,
BES et CTX-M. Ces béta-lactamases ont une capacité de diffusion et d’évolution importante.
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Parmi ces enzymes, les CTX-M sont les plus répandues dans le monde (Poirel et al., 1999).
Les ceftazidimases PER chez P. aeruginosa, GES et VEB chez Klebsiella pneumoniae ont un
haut niveau de résistance a la ceftazidime et parfois a I’aztréonam (Bradford, 2001).

Les CTX-M, principales enzymes des céfotaximases, sont capables d’hydrolyser le
cefotaxime et I’aztreonam avec une sensibilité relativement conservée a la ceftazidime. Elles
sont inhibées par le tazobactam et I’acide clavulanique. Certaines variantes de ces enzymes
(CTX-M-15, 16, 17 ainsi que CTX-M-9) possédant une substitution Gly240Asp et Pro167Ser
respectivement, ont évolué vers un plus haut niveau de resistance a la ceftazidime en
compliquant ainsi leur identification phénotypique (Bonnet, 2004).

Les CTX-M regroupant plus d’une centaine d’enzymes sont classées, selon leur séquence en
acides aminés, en cingq groupes, CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 et CTX-M-25
(Bonnet, 2004). Ces genes plasmidiques ont comme origine des enzymes naturelles
chromosomiques issus de bactéries de I’environnement progéniteurs : Kluyvera ascorbata,
Kluyvera georgiana et Kluyvera cryocresens (Bonnet, 2004). Elles ont été décrites chez
plusieurs souches d’entérobactéries comme E. coli, Salmonella enterica Serovar typhimurium
(Bradford, 2001, Poirel et al., 2002). Les plasmides, de 7kb a 160kb de taille, codant pour
les CTX-M sont souvent conjuguatifs ou mobilisables (Bonnet, 2004).

11.5.4.1.3. Les carbapénémases

Les principales carbapénémases sont SME-1 et SME-2, NMC-A, IMI-1 et KPC-1. Leur
support peut étre chromosomique comme celles retrouvées chez Serratia marcescens et
Enterobacter cloacae (SME-1, NMC-A, et IMI-1) (Naas et al., 1994), ou plasmidique comme
c’est le cas des carbapénémases KPC-1 (Klebsiella pneumoniae carbapenemases) identifiées
pour la premiere fois aux Etats-Unis chez une souche clinique. Ces enzymes ont été
retrouvées par la suite chez d’autres souches d’entérobactéries comme Salmonella et
Klebsiella oxytoca (Babic et al., 2006). Elles hydrolysent en général les céphalosporines de
premiére et deuxiéme génération, I’aztréonam et les carbapénemes et sont inhibées de fagon
variables par I’acide clavulanique, mais pas par I’EDTA (Nordmann et Poirel, 2002 ;
Queenan et Bush., 2007).

11.5.4.2. Classe B

Contrairement aux serine-béta-lactamases, les enzymes de cette classe (IMP, VIM, SPM et
GIM) nécessitent la présence d'un ou deux ions de zinc (Zn®*) pour étre actives et sont
regroupées sous I’appellation de métallo-béta-lactamases (Cavallo et al., 2004).

Cette classe compte plus d’une vingtaine d’enzymes. Les métallo-béta-lactamases possédent un
large profil de substrat incluant les pénicillines, les céphalosporines, mais également les
carbapénémes, qui sont le plus souvent résistants aux sérine-béta-lactamases. Seul I’aztréonam
demeure actif sur ces enzymes. Elles sont insensibles aux inhibiteurs classiques (acide
clavulanique, sulbactame, tazobactam), mais inhibées in vitro en présence de chélateur comme
I’EDTA (Cavallo et al., 2004).
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Elles sont essentiellement d’origine chromosomique et sont observées chez certaines bactéries
de I’environnement dont les phénotypes de résistance sont fort complexes (Zhiyong et al.,
2003 in Philippon et Arlet, 2005). Si la béta-lactamase de Stenotrophomonas maltophilia
(L1) a été identifiée la premiére, d’autres genes de métallo-béta-lactamases ont été découverts
chez Burkholderia cepacia (blaB), Aeromonas hydrophila (CphA), Klebsiella et Escherichia
coli (IMP-2) (Bush et al., 1995, Philippon et Arlet, 2005). Cependant des études récentes ont
rapporté une localisation plasmidique de ces enzymes, d’abord chez Pseudomonas aeruginosa
et Acinetobacter baumanii, puis ensuite chez les entérobactéries et d’autres bacilles a Gram
négatif tel que Pseudomonas putida.

11.5.4.3. Classe C

Dans la classe C, on retrouve les céphalosporinases qui hydrolysent préférentiellement les
céphalosporines dont les céphamycines, mais aussi les pénicillines et qui résistent a I’action de
I’acide clavulanique et du sulbactam ; toutefois certaines sont faiblement inhibées par le
tazobactam (Doi et al., 2004). Ce sont des enzymes retrouvées chez les bactéries a Gram
négatif (Berche et al., 1988 ; Philippon et al., 2002).

Les céphalosporinases, codées par le gene chromosomique AmpC, sont généralement
inductibles et peuvent devenir constitutive. Le caractére inductible est decrit chez de
nombreuses espéeces d’entérobactéries (Enterobacter cloacae, Enterobacter. aerogenes,
Citrobacter freundii, Serratia marcescens, Morganella morganii, Providencia, Haffnia alvei,
Pseudomonas aeruginosa) ; il est défini par le fait que la synthése des béta-lactamases est
augmentée temporairement en présence d’une béta-lactamine inductrice (Céfoxitine ou
Imipéneme) et disparait avec I’arrét de I’exposition (Mainardi et al., 1996 ; Cavallo et al.,
2004). Par contre, les céphalosporinases constitutives sont exprimé a tres bas niveau chez E.
coli ou Shigella spp. De ce fait, elles ne contribuent pas de facon significative a la résistance
aux beta-lactamines chez ces especes ; les souches restent sensibles aux aminopénicillines et
aux céphalosporines de premiere, deuxiéme et troisieme génération, I|’aztréonam et
I’imipéneme (Vedel, 1997 ; Cavallo et al., 2004).

Depuis une vingtaine d’années, on a décrit la production de céphalosporinases plasmidiques
chez Klebsiella pneumoniae (CMY-1 en Coreée et MIR-1 en Amérique) et d’autres
entérobactéries. On note actuellement 43 allele de CMY, 7 variétés de FOX, 4 variétés de
ACC, LAT et MIR, 3 variétés de ACT et MOX et 2 variétes de DHA (Jacoby, 2009).

11.5.4.4. Classe D

Cette classe regroupe les oxacillinases (OXA ; Oxacillin Hydrolysing Abilities) identifiées
principalement chez les entérobactéries et P. aeruginosa (Bush et al., 1995; Naas et
Nordmann, 1999). Elles ont été fonctionnellement décrites comme des pénicillinases capables
d'hydrolyser l'oxacilline et la cloxacilline (Bush, 1988). Ces enzymes sont plus ou moins
résistantes a I’action de I’acide clavulanique et ’EDTA (Bush et Sykes, 1987), mais sont
bien inhibées par le tazobactam (Livermore, 1995). Certaines oxacillinases peuvent étre
inhibées in vitro par les ions CI” (Naas et Nordmann, 1999).
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C’est la classe possédant le moins d’enzymes (40 enzymes) et certainement la plus éloignee
phylogéniquement des 3 autres classes (Cavallo et al., 2004).

I11. Résistance aux antibiotiques dans I’environnement

Les antibiotiques sont employés couramment en médecine humaine et vétérinaire, agriculture,
aquaculture et dans I’alimentation animale comme additif pour promouvoir la croissance des
animaux (Kummerer, 2003 ; Bryan et al ., 2004 ; Kimmerer, 2004). La consommation
mondiale des antibiotiques est estimée a environ 100.000 a 200.000 tonnes par an (Wise,
2002), le domaine vétérinaire représente une part non négligeable de cette consommation
totale en antibiotiques (Faye, 2005).

La majorité de ces antibiotiques sont excrétés dans I'environnement en tant que substances
actives (Zhang et al, 2009). Selon le type d'antibiotique, elles représentent entre 30% et 90%
de la dose administrée (Costanzo et al., 2005). Ainsi, le souci concernant I’impact potentiel
des résidus antibiotiques dans I’environnement aquatique s'éléve ces dernieres années
(Sarmah et al., 2006 ; Wright 2007 ; Kemper 2008).

Dans I’environnement, les antibiotiques subissent I’effet d’adsorption, de photolyse et de
biodégradation, donc leurs concentrations sont basses (Halling-Sorensen et al., 1998), ils
posent peu de risques toxiques, mais le risque de leur présence étant leur potentiel de
sélectionner des bactéries résistantes (Castiglioni et al., 2008). En effet, a des concentrations
sub-inhibitrices les antibiotiques peuvent avoir un impact sur les fonctions des cellules
bactériennes, induire et favoriser la résistance bactérienne et changer I’expression génétique
des facteurs de virulence (Ohlsen et al., 1998 ; Kimmerer, 2003 ; Cabello, 2006). Des
études récentes démontrent clairement que I’utilisation des antibiotiques en agriculture en
particulier animale est censée jouer un réle principal dans la diffusion des genes de résistance
aux antibiotiques parmi les bactéries de I’environnement (Chee-Sanford, 2001 ; McManus
et al., 2002).

L'utilisation excessive et imprudente des antibiotiques est généralement considérée pour étre
la force d'entrainement principale derriere la prédominance croissante de la résistance aux
antibiotiques dans les bactéries cliniques et environnementales (MclIntosh et al., 2008). Ce
phénoméne de résistance bactérienne aux antibiotiques est en perpétuelle croissance dans
I’environnement et concerne de fagon directe la santé publique (Kim et al., 2008 ; Martinez,
2009). Cependant, il est a noter que des agents non antibiotiques, dont les antiseptiques et les
métaux lourds, ont été impliqués dans la cosélection de la résistance aux antibiotiques dans
I’environnement (Alonso et al., 2001 ; Schwarz et al., 2004 ; Baker-Austin et al., 2006).

En plus de I’action des agents antimicrobiens, les bactéries résistantes elles-mémes, qui sont
des bactéries commensales ou pathogénes de I’lhomme ou de I’animal, sont émises dans les
différents compartiments environnementaux, eaux ou sol, via les effluents d’élevages, les
eaux usées provenant d’activités humaines et les rejets domestiques (McPhearson et al.,
1991 ; Witte, 1998 ; Kiimmerer, 2004).
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Les différents rejets aboutissant en mer permettent aux bactéries résistantes d’atteindre
I’écosysteme marin (Miranda et Zemelman, 2001). En outre, par lessivage, les eaux de
ruissellement déplacent plusieurs bactéries terrestres résistantes aux antibiotiques vers les
eaux marines (Chandrasekaran et al., 1998).

Les bactéries hétérotrophes jouent un rdle principal dans la dégradation de la matiere
organique dans le milieu marin (Deming et Baross, 1993 in Chelossi et al., 2002). La
structure des assemblages microbiens est trés sensible aux changements des conditions
environnementales et des niveaux de la chaine trophique (Danovaro et al., 2000). Cette
influence apparait spécialement lorsque les microorganismes de I’environnement sont sujets a
des apports anthropiques (Jensen et al., 1990 ; Hansen et Blackburn, 1992 in Chelossi et
al., 2002).

Dans I’environnement, de nombreuses études réalisées partout dans le monde ont montré que
les bactéries résistantes aux antibiotiqgues comme les entérobactéries (E.coli, Enterobacter,
Salmonella et Klebsiella), Pseudomonas, Vibrio, Aeromonas et Acinetobacter sont largement
retrouvées dans divers compartiments environnementaux, y compris le sol (Kaszab et al.,
2010), les eaux usées (Goni-Urriza et al., 2000 ; Watkinson et al., 2007), les stations
d’épuration (Zhang et al., 2009), les lacs (Lobova et al., 2008 ; Pontes et al., 2009), les
rivieres (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) et d’eau marine (Sarter et al.,
2007 ; Dang et al., 2009).

Elles présentent généralement des taux élevés de résistance aux antibiotiques. Olaniran et al
(2009) ont rapporté que 97.1% et 71.15% de souches d’E. coli isolées, respectivement, des
rivieres Palmiet et Umgeni en Afrique de sud sont multirésistantes. Plus de 90% des bactéries
marines sont résistantes a plus d’un antibiotique et 20% sont résistantes a au moins cing
antibiotiques (Martinez, 2003). Un nombre éleve de bactéries résistantes, particulierement de
nature clinique, a été signalé prés des lieux des rejets hospitaliers et urbains. Une corrélation
entre les bactéries résistantes dans les riviéres et les rejets urbains a été signalée par Goni-
Urizza et al. (2000).

Cette évolution préoccupante de la résistance aux antibiotiques dans I’environnement est le
résultat d’un transfert horizontal des génes de résistance (Wang et al., 2006 ; Ozgumus et al,
2009). Les vecteurs de résistance aux antibiotiques sont le plus souvent des éléments
génétiques mobiles comme notamment les plasmides, les transposons ainsi que les intégrons
(Serum et L’Abeé-Lund, 2002 ; Kemper, 2008). Le passage de ces fragments d’ADN entre
les cellules bactériennes est effectuée par I’intermédiaire de la conjugaison, de la transduction
et de la transformation (Lorenz et Wackernagel, 1994 ; Davison, 1999 ; Thomas et Nielsen,
2005).
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Les premiers genes de résistance proviennent de bactéries d’origine environnementale,
lesquels se sont mobilisées et pénétrées dans des populations bactériennes taxonomiguement
et écologiquement éloignées (Aminov et Mackie, 2007). Le passage des vecteurs de
résistance a I’homme est la résultante d’un contact direct ou indirect avec I’environnement
(Kim et al. 2005). Les bactéries résistantes des animaux peuvent infecter la population
humaine non seulement par le contact direct mais également par I'intermédiaire de la chaine
alimentaire qui constitue un vaste réseau de transfert de la résistance aux antibiotiques (Witte,
2000 ; Teuber, 2001 ; Lateef, 2005 ; Fabrega et al., 2008).

Le transfert des genes de résistance est optimal en présence d’éléments nutritifs ainsi qu’une
densité bactérienne importante ; ces conditions existent généralement dans les stations de
traitement des eaux useées et les biofilms se trouvant au sein des conduites d’eau potable, sol et
sédiment (Castiglioni, 2008 ; Kiimmerer, 2009).

Le biofilm, est un mode de vie normal des bactéries, prédominant dans les écosystéemes
aquatiques (Schwartz et al., 2003 ; Klinger et al., 2005). Sa formation implique dans un
premier temps I’adsorption des bactéries et leur adhésion a une surface biotique ou abiotique,
puis la multiplication et la production d’exopolysaccharides appelée glycocalyx (Head et Yu,
2004 ; Guerrero et al., 2009). La formation de ce biofilm modifie, en effet, le comportement
individuel des cellules bactériennes, en les rendant souvent beaucoup plus résistantes aux
différents stress environnementaux, dont les antibiotiques (Consterton et al., 2005 ; Kvist et
al., 2008 ; Mérens et al., 2011), ceci est possible via de nombreux mécanismes a savoir la
difficulté de pénétration des antibiotiques, croissance ralentie d’une partie du biofilm et
hétérogénéité des populations présentes et diversités génétiques (Stewart et Consterton,
2001).

Plusieurs bactéries pathogénes opportunistes ont la capacité de former des biofilms comme
Pseudomonas aeruginosa (Mérens et al., 2011). En hébergeant les traits de résistance aux
antibiotiques, ces biofilms participent a la réintroduction de cette résistance dans les eaux de
surface apres sa disparition au bout d’un certain temps (Knapp et al., 2010).

La dissémination de la résistance via le transfert horizontal est extrémement efficace et
contribue de maniére significative a I’évolution des bactéries ainsi qu’a leur adaptation dans
des écosystémes hostiles (McArthur et Tuckfield, 2000 ; Dennis, 2005 ; Hawkey et Jones,
2009). Le changement génétique au sein des bactéries de I’environnement peut provoquer des
changements de leur fonction, donc de leur réle écologique ce qui influence directement la
stabilité de I’écosysteme (Castiglioni et al., 2008).

L’ environnement aquatique peut servir donc de réservoir de résistance aux antibiotiques
(Biyela et al., 2004 ; Seyfried et al., 2010), (Fig.7), et les bactéries résistantes marines
représentent une contamination biotique sérieuse et des moyens pour la diffusion et
I'évolution des génes de résistance et de leurs vecteurs (Young, 1993). Ces bactéries
résistantes peuvent étre sélectionnées et transmises a I’homme et I’animal.
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De ce fait, la détermination des sources et la quantification d’occurrences relatives aux
bactéries résistantes et des génes impliquées sont d’intérét écologique et sanitaire primordial
(Castiglioni et al., 2008).
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Figure 7 : Parcours de la transmission des bactéries et des genes de résistance aux antibiotiques dans
I’environnement (Witte, 2000, modifié).
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MATERIEL ET METHODES

l. Présentation de la zone d’étude

Lors de cette étude, cing stations ont été choisies (Fig.8), et ce, en fonction de leur niveau
d’anthropisation. Deux stations sont situées dans des zones qui regoivent des apports
anthropiques (la plage de la Fayette et I’embouchure du lac de Réghaia) et trois stations dans
des zones considérées comme non polluées (plage d’ex-Surcouf, Ain Tagourait et Anse de
Kouali).
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Figure 8 : Situation géographique des sites de prélévement.

La plage de la Fayette est localisée au niveau de la commune de Hamammet dans la région de
Bainem. C’est une plage interdite a la baignade et déclarée polluée (Agence de Promotion et
de Protection du Littoral, 2008). Cette plage recoit principalement les effluents de I’hopital
de Bainem. Une petite station de traitement existe au niveau de cet hopital, elle assurait
I’incinération des déchets solides et la chloration des eaux résiduaires de I’hopital,
actuellement elle n’est pas fonctionnelle selon nos derniéres informations.

Le deuxiéme site est I’embouchure du lac de Réghaia ; réserve naturelle qui a bénéficié du
statut sitt RAMSAR en 2002. Ce site correspond a I’estuaire de I’oued de Réghaia. Il est
alimenté par diverses sources : les eaux de ruissellement, les eaux souterraines des nappes et
une grande quantité d’effluents issus de la station d’épuration voisine qui recoit les eaux usées
de la zone industrielle de Rouiba-Réghaia (Rouibah et al., 2005).
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Le troisieme site est la plage d’ex-Surcouf (Ain Chrob), située au niveau de la commune
d’Ain Taya wilaya d’Alger. C’est une plage autorisée a la baignade, ouverte et soumise a des
renouvellements d’eau (Chebab, 1996). Il est a signaler I’existence d’une agglomération
abritant une société conchylicole off-shore.

L’Anse de Kouali se situe au niveau de la baie de Bou-Ismail a Tipaza, a environ 70 km a
I’ouest d’Alger. Il est classé réserve naturelle et considéré comme étant I’une des plus
importantes criques de la région. Il n’est soumis qu’a des rejets sporadiques, essentiellement
en période estivale (Boumaza, 2002).

Le site d’Ain Tagourait (ex-Bérard) est représenté par la plage Mehieddine Abdelkader (dite
plage suisse) située dans la baie de Bou-Ismail a environ 2 km de la ville de Bouharoun et 50
km a I’ouest d’Alger. C’est une zone caractérisée par une activité agricole traditionnelle sans
engrais chimiques (agriculteurs de la région, communication personnelle) et une activité
conchylicole. Des rejets urbains issue des quelques maisons du douar Mehieddine se
déversent directement en mer (PAC, 2005). Ces deux derniéres stations (Ain Tagourait et
Anse de Kouali) sont considérees des stations de référence (Boumaza, 2002).

I1. Echantillonnage

Les différents échantillons d’eau, 3 litres a chaque point de prélevement, ont été collectés
dans des flacons stériles a 20 cm de profondeur et a une distance d’environ 1m du bord, lors
de plusieurs sorties sur terrain effectuées entre le 7 et le 12 mars 2009. Des mesures
physicochimiques ont été réalisées in situ a I’aide d’appareillages de terrain a savoir : la
salinité, le pH, I’oxygéne dissous et la température. Les prélévements ont été transportés au
laboratoire dans une glaciére (10°C) et les analyses ont été effectuées dans les 24h qui ont
suivi le prélevement. Le tableau Il résume les dates et lieux des prélevements ponctuels
effectués.

Tableau I11 : Dates et lieux des prélévements.

Dates Lieux

e (07.03.2009 | Plage de la Fayette

e 10.03.2009 | Embouchure du lac de Réghaia, plage d’ex-Surcouf
e 12.03.2009 | Anse de Kouéli, Ain Tagourait

111. Matériel

I11.1. Les antibiotiques en poudre

Ils ont été utilisés soit pour I’évaluation de la résistance aux antibiotiques : amoxicilline,
ticarcilline, céfoxitine, céfotaxime, ceftazidime et imipéneme, soit pour la sélection des
transconjugants lors du transfert génétique par conjugaison bactérienne : acide nalidixique et
rifampicine. Les solutions méres des antibiotiques sont & une concentration de 10* ug/ml.
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Les disques imprégnés d’antibiotiques utilisés pour I’antibiogramme sont représentés dans le

tableau IV.

Tableau 1V : Antibiotiques utilisés pour I’antibiogramme.

Famille
Aminopénicillines

Carboxypénicillines
Uréidopénicillines

Amidinopénicillines
Monobactames

Céphalosporines de 1°® génération
2éme

Céphalosporines de génération

Céphalosporines de 3°™ génération

Céphalosporines de 4™ génération
Carbapénemes

Inhibiteur de B-Lactamases

Aminosides

Tétracyclines
Phénicoles

Sulfamides

Quinolones

Rifamycines

Antibiotiques
Amoxicilline

Ticarcilline

Mezlocilline

Pipéracilline

Mécillinam

Aztréonam

Céfalotine

Céfoxitine

Céfotaxime

Ceftazidime

Céftriaxone

Cefsulodine

Céfépime

Imipénéme

Amoxicilline + A. clavulanique
Ticarcilline + A. clavulanique
Pipéracilline+Tazobactam
Kanamycine

Gentamicine

Tétracycline
Chloramphénicol

Sulfamide

Triméthoprime
Triméthoprime + Sulfamethoxazole

Acide nalidixique
Ciprofloxacine

Rifampicine
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Abréviation Charge

AMX 25 ug
TIC 75 ug
MZ 75 pg
PIP 75 pg
MEC 10 g
ATM 30 pug
CF 30 pg
FOX 30 pg
CTX 30 pg
CAZ 30 pg
CRO 30 pg
CFS 30 ug
FEP 30 ug
IMP 10 g
AMC 20/10 pg
TCC 75/10 pg
PTZ 75/10 pg
K 30 UI
GM 10 UI
TE 30Ul

C 30 ug
SSS 200 pg
TMP 5 g
SXT 1,25/23,75 ug
NA 30 pg
CIP S5 g

RA 30 pug
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V. Méthodes

IV.1. Détermination des parameétres physico-chimiques
IV.1.1. Salinité

La salinité represente la proportion des sels minéraux dissous dans I’eau de mer, elle n’est pas
accessible par une méthode de mesure directe, mais elle est déduite de la chlorinité ou de la
conductimétrie (Aminot et Chausspied, 1983). L’ appareil utilisé est un conductimétre de
marque Wissenschaftlich Technische Werkstatten « WTW pH315i », qui est réglé pour
donner la conductivité correspondant a la chlorinité de I’eau de mer normale. Les résultats
sont exprimés en psu.

IV.1.2. Oxygene dissous

L’oxygene dissous est mesuré in situ également par la méthode électrochimique en raison de
sa simplicité et sa rapidité, a I’aide d’un oxymeétre portable de marque WTW type Oxi 330
i/Set. La sonde électrolytique est plongée immédiatement dans I’eau prélevée dans un flacon.

IV.1.3. Potentiel hydrogéne

Le pH est mesuré par la méthode électrochimique avec électrode en verre, en utilisant un pH-
meétre portable de marque WTW pH315i/SET doté d’une deuxiéme électrode pour la mesure
de la tempeérature. L’électrode en verre est immediatement plongée dans le flacon
d’échantillon. A chaque utilisation, elle est rincee a I’eau distillée et délicatement essuyee.

IV.1.4. La température

La température, un des descripteurs de base pour la connaissance du milieu marin, a été
mesurée en paralléle avec les trois appareillages précédents. Elle est calculée a partir des trois
valeurs obtenues.

IV.1.5. Demande biologique en oxygene (DBOs)

La demande biologique en oxygeéne est représentée par la quantité d’oxygeéne nécessaire aux
microorganismes pour dégrader la matiére organique dans I’eau (Aminot et Chausspied,
1983). La DBOs a été mesurée a I’aide d’un DBO-métre de marque Wissenschaftlich
Technische Werkstatten « WTW ». C’est une méthode manométrique avec un manometre de
marque Oxi Top a affichage numérique qui se fixe directement sur le flacon de la DBO.

Technique

Un volume de 250 ml d’échantillon est introduit dans un flacon brun en verre contenant un
aimant d’agitation magnétique. Une capsule contenant deux pastilles de soude (NaOH) est
ajoutée a la bouteille qui va étre ferme a moitié pendant 15mn, puis fermés completement.

La bouteille est mise dans un dispositif adéquat avec un thermostat reglé a 20°C et une
agitation automatique. La consommation d’oxygene induit une production de CO, absorbé par
un piege a soude créant ainsi une dépression enregistrée par le manometre. Cette dépression
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est liée par corrélation a la DBO en fonction du volume de I’échantillon. La lecture est faite
apres cing jours d’incubation (Rodier et al., 2009).

IV.1.6. Matieres en suspension (MES)

La méthode consiste a faire passer de I’eau a travers un filtre afin de retenir toutes les
particules de taille supérieure a 0,45 um. Le filtre est séché et pesé avant et aprés filtration
sous faible pression. La différence de poids entre les deux pesees permet de connaitre la
masse seche totale de MES dans le volume d’eau correspondant (Aminot et Chaussepied,
1983).

Le dispositif de filtration est composé d’un erlenmayer, d’un support filtre, d’un entonnoir
gradué et d’une pompe a vide. Pour chaque station, on a filtré un volume de 100 ml d’eau de
mer a travers un filtre Wattman de porosité 0,45um. Le poids des matieres retenues est
déterminé par la pesee différentielle du filtre avant et apres passage a I’étuve a 105°C pendant 2
heures (Rodier et al., 2009).

IVV.2. Analyse microbiologique par filtration sur membrane

La qualité microbiologique de I’eau a été évaluée par I’estimation de la flore totale, des
coliformes totaux et des coliformes thermotolérants. Cette méthode consiste a la filtration de
100 ml de I’échantillon ou de ses dilutions sur une membrane en ester de cellulose, de
porosité 0,45 um, placée dans une rampe de filtration en inox de six postes dans des
conditions stériles (Rodier et al., 2009). La membrane est déposée a la surface d’un milieu de
culture choisi selon la recherche.

Technique

Dans des conditions stériles, la membrane est déposée sur la plaque poreuse. Un volume de
100 ml d’échantillon agité soigneusement est filtré. Apres filtration, la membrane est déposée
a la surface d’une gélose de Mueller Hinton pour la recherche de la flore totale et a la surface
d’une gélose au Tergitol pour la recherche des coliformes totaux et thermotolérants.
L’incubation du milieu est effectuée a 35+2°C pendant 24-48h pour la flore totale et les
coliformes totaux, alors pour les coliformes thermotolérants, elle est effectuée a 44°C.

IV.3. Prévalence de la résistance aux antibiotiques

L’evaluation de la résistance a six molécules de béta-lactamines a été realisee pour la flore
totale et les coliformes totaux. Apres filtration de 100 ml d’échantillon ou de ses dilutions, les
membranes ont été déposees sur gélose Mueller Hinton (flore totale) ou au Tergitol
(coliformes) additionné de I’un des antibiotiques suivants : amoxicilline (AMX), ticarcilline
(TIC), céfoxitine (FOX), céfotaxime (CTX), ceftazidime (CAZ) et imipénéme (IMP) a des
concentrations de 32, 64, 64, 64, 64 et 16ug/ml, respectivement.

La prévalence de la résistance aux antibiotiques vis-a-vis de ces six béta-lactamines a été
déterminée par le rapport du nombre de bactéries résistantes obtenues sur gélose au Tergitol et
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Mueller Hinton sur le nombre de bactéries de coliformes totaux et de la flore totale,
respectivement (Guardabassi et al., 2002).

1V.4. Isolement et identification bactérienne

Les souches ayant présentées une résistance aux antibiotiques IMP, CTX, FOX et CAZ ont
fait I’objet d’un réisolement sur Mueller Hinton supplémenté de I’antibiotique approprié, afin
de confirmer leur résistance. Les bactéries isolées et conservées ont été identifiées par galeries
API 20E (Bio Mérieux).

Ce systeme d’identification des entérobactéries et autres bacilles a 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% NacCl)
contenant 1 a 3 colonies pures de culture jeune (18h). Les réactions produites pendant la durée
d’incubation (24-48 h a 35+2°C) se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés
par I’addition de réactifs. La codification des réactions en un profil numérique permet, en se
référant a un catalogue analytique fourni par le fabriquant, de déterminer I’identité des
souches bactériennes.

Le test d’oxydase est réalise a part en déposant quelques colonies de la bactérie a identifier
sur un disque contenant I’oxalate de dimethyl-paraphenyléne-diamine qui est incolore.
L apparition de coloration violette indique la présence d’oxydase.

IV.5. Etude de la sensibilité aux antibiotiques par antibiogramme

La sensibilité des souches vis-a-vis des antibiotiques a été réalisée in vitro par la méthode de
diffusion en milieu gélosé (Courvalin et al., 1985 ; CA-SFM, 2008). Cette technique est
basée sur I’observation de la croissance bactérienne en présence d’un gradient de
concentration d’antibiotiques obtenu par diffusion a partir des disques d’antibiotiques dans un
milieu gélosé (Muller-Hinton). Ce gradient est inversement proportionnel a la distance par
rapport aux disques. La croissance s’arréte lorsque les bactéries sont en contact avec leur
concentration minimale d’inhibition dessinant ainsi des halos d’inhibition 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 équivalente a 108 cellule/ml (DO=0.08-0.10 & 625nm) a été préparée
dans de I’eau physiologique stérile. La suspension inoculum est diluée au 1/10 puis utilisée
pour I’ensemencement par écouvillonnage de la surface d’une gélose Mueller-Hinton
préalablement séchée. Les disques d’antibiotiques a tester sont déposés a I’aide d’un
distributeur stérile suivant la disposition de Vedel (1997) pour les béta-lactamines (Fig.9).
Apres incubation pendant 18-24 h a 35+2°C, la lecture des boites de culture est faite en
mesurant avec precision les diamétres d’inhibition & I’aide d’une régle.
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Les résultats sont interprétés selon les diamétres d’inhibitions indiquées dans le communiqué
de Comité de I’Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie (2008).
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Figure 9 : Schéma de la disposition des béta-lactamines (Vedel, 1997).

IV.6. Détection des béeta-lactamases inductibles : test d’antagonisme

La disposition de Vedel (1997) a permis d’avoir a la fois la résistance aux antibiotiques ainsi
que de détecter la production de certaines enzymes tels que les céphalosporinases inductibles.
Elles sont mises en évidence par I’apparition d’une image d’antagonisme entre un antibiotique
inducteur (Céfoxitine ou Imipénéme) et un antibiotique actif (Céfépime, Cefsulodine), qui se
traduit par la diminution de I’activité de la béta-lactamine initialement active (Vedel, 2005).

IV.7. Détection des béta-lactamases a spectre élargi (BLSE) : test de synergie

Le phénotype BLSE est mis en évidence par le test de synergie (Double Disk Synergy Test,
DDST) (Jarlier et al., 1988) réalise de maniéere systématique lors de I’antibiogramme.
L apparition d’une image de synergie entre au moins une céphalosporine de 3eme génération
(C3G) et/ou I’Aztréonam et un inhibiteur de béta-lactamines tel que I’acide clavulanique,
déposés a 3 cm de distance centre a centre, indique la production de béta-lactamase a spectre
élargi. La synergie se traduit par une apparition ou une augmentation de sensibilité vis-a-vis
d’une céphalosporine de 3°™ génération et/ou I’aztréonam du coté de I’inhibiteur, I’acide
clavulanique (Jarlier et al., 1988 ; Vedel, 2005).

IV.8. Transfert genetique par conjugaison en milieu solide

A partir de cultures de 18 heures sur BHIB, les souches donatrices (un volume) et
réceptrices (deux volumes) sont mises en contact sur une gélose Mueller-Hinton apres
centrifugation du mélange & 12000 rpm pendant 2mn et remise en suspension du culot dans de
I’eau physiologique stérile. Les souches réceptrices utilisées sont E. coli J-53 résistante a la
rifampicine (RA®) ou E.coli K12 résistante a I’acide nalidixique (NAF). Elles sont
dépourvues de plasmides et possédant dans ce cas un caractere de résistance chromosomique
a la Rifampicine ou a I’Acide Nalidixique auxquels la donatrice est sensible. Aprés une nuit
de contact entre les souches parentales, la culture mixte est mise en suspension dans de I’eau
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physiologique stérile et ensemencée sur boite de sélection, ce qui permet de sélectionner les
souches réceptrices ayant acquis le (s) caractéere (s) transférable (s) de résistance aux
antibiotiques (Bakour et al., 1983 ; Courvalin et al., 1985). Ces dernieres sont testées par
antibiogramme pour déterminer leur profil d’antibiorésistance.

Les boites de sélection sont préparées par I’ajout a la gélose Mueller-Hinton (en surfusion a
55°C) du Céfotaxime avec une concentration finale de 4ug/ml et de la Rifampicine
(250pug/ml) ou de I’Acide Nalidixique (50pg/ml).

IVV.9. Recherche de genes de résistance par PCR

La PCR est une technique basée sur I’amplification itérative d’un fragment d’ADN défini
par I’hybridation spécifique d’amorces. Les réactions PCR sont réalisées dans un volume de
12,5 ul; les concentrations finales utilisées sont : PCR master Mix 2X (Tampon PCR 2X,
MgCl,, dNTPS) : 6.25 ul, Amorce sens et reverse : 0.25 ul chacune, ADN : 2.5 ul et eau : 3.25

ul.

L’ADN utilisé pour les réactions PCR a été extrait par chauffage a 100°C pendant 10 min. 3 a
4 colonies bactériennes sur gelose Mueller-Hinton supplémentée de 4ug/ml de céfotaxime
sont mises en suspension dans 50 pl d’ecau distillée stérile. Aprés chauffage, I’inoculum
bactérien a subi une centrifugation a 12000 rpm pendant 2 min dans le but d’éliminer les
débris cellulaires.

Les genes de béta-lactamases blatgm et blacrx.m ont été recherchés dans ces conditions : 1
cycle de dénaturation de 5 min a 94°C, 30 cycles de 94°C/40sec, 55°C/30sec, et 72°C/40sec
et une élongation finale de 10 min a 72°C (Kim et al, 2004). Les séquences des amorces
utilisees est donnée dans le tableau V.

Tableau V : Les séquences des amorces des génes recherchés par PCR.

Taille du Température
Geénes Amorces (5°- 37) o Références
fragment  d’hybridation

blargy  UP : ATGAGTATTCAACATTTCCG 858pb 55°C Yates et al., 2003
Low : CCAATGCTTAATCAGTGAGG

blacryy UP : GGTTAAAAAATCACTGCGTC 550pb 55°C Kim et al., 2004
Low : TTGGTGACGATTTTAGCCGC
blacrxms Up : GGTTAAAAAATCACTGCGTC 863pb 55°C Kim et al., 2004

Low : TTGGTGACGATTTTAGCCGC
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I1VV.10. Electrophorése sur gel d’agarose

C’est une methode standardisée qui assure la séparation, I’identification et la purification des
fragments d’ADN chargé négativement. La migration de I’ADN dans le gel d’agarose, soumis
a un champ électrique, dépend des parametres suivants : le poids moléculaire, la concentration
d’agarose dans le gel, la conformation de I’ADN, le voltage appliqué et la composition du
tampon d’électrophoréese (Sambrook et al., 1989).

Dans le cas des produits d’amplification des PCR, un gel d’agarose a 1% a été préparé dans
un tampon TBE 1X additionné de bromure d’éthidium (0.5ug/ml). Les amplifiats additionnés
de la solution de dépo6t a raison de 1ul pour 5ul d’ADN ont été mis a migrer dans un champ
électrique a un voltage de 5V/cm. Un marqueur de poids moléculaire 100pb DNA ladder
(Promega) a été utilisé pour déterminer la taille des d’amplifiats.

Solutions employées

+ Tampon TBE 10X (pH=8.3, autoclavé) : 890 mM de Tris Base, 890 mM d’acide borique,
et 19 MM d’EDTA.

+ Solution de dépot (aliquotée et conservée a 4°C) : Glycérol 50%, EDTA-NA, 100mM,
pH=8, et Bleu de bromophénol 0.2% ; SDS 3%.

IV.11. Extraction d’ADN plasmidique par lyse alcaline

L’ADN plasmidique des souches sauvages et des transconjugants a été extrait des cultures
en phase exponentielle par la méthode de Kado et Liu (1981). L’extraction de L’ADN
plasmidique est réalisée sur 3 ml de culture bactérienne dans du bouillon BHIB.

Le culot bactérien obtenu dans un microtube Eppendorf a 12000 rpm pendant 2 min est repris
dans 100 ul de Tampon TE (Tris 50 mM, EDTA 10mM) ; celui-ci permet de fragiliser la
paroi bactérienne et d’empécher la dégradation de I’ADN par les nucléases via la présence de
chélateur d’ions. Cette suspension est mise en contact avec 200 pl de solution de lyse alcaline
(3% SDS dans du Tris 50 mM, pH : 12,6). Le mélange obtenu par inversion du microtube est
mis a chauffer a 60°C pendant 25 min. Un volume de 600 pl de phénol est ajouté a la
suspension bactérienne afin d’éliminer les contaminants majeurs de I’ADN plasmidique
(protéines, ADN chromosomique et ARN de haut poids moléculaire). Le surnageant aqueux
contenant I’ADN plasmidique prét a étre analyse est récupéré aprés 15 min de centrifugation
a 12000 rpm.

Apres électrophorese sur gel d’agarose a 0.7%, le gel est mis dans une solution de bromure
d’éthidium a 0.5pg/ml pendant 40 min et I’ADN plasmidique est visualisé sous UV
(Sambrook et al., 1989). La taille des plasmides est estimée par comparaison avec des
plasmides standards pRK2013 (54 kb), pIP113 (48 kb) et pBR322 (4.36 kb) et de la souche
d’E. coli V517 (54, 35, 5.6, 5.1, 3.9, 3, 2.7 et 2.1 kb).
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I. Paramétres physico-chimiques et microbiologiques

Afin de déterminer la qualité de I’eau de mer dans les stations retenues, une étude des
parametres physico-chimiques et microbiologiques a été effectuee. Le récapitulatif de cette
étude est donné dans le tableau VI. Il faut signaler que les dénominations plage de la Fayette,
embouchure du lac de Réghaia et plage d’ex-Surcouf sont ramenées a la Fayette, Réghaia et
Surcouf, respectivement.

Tableau VI : Parametres physico-chimiques et microbiologiques des eaux des stations d’étude.

Parametres Stations

La Fayette Réghaia Surcouf Ain Tagourait  Anse de Kouali
S (psu) 35.1 322 36.8 36.8 36.7
pH 8.2 8.1 8.3 8.3 8.5
T(°C) 13.3 13.6 14.3 145 14.3
OD (mg I') 7.4 71(76%) 7.2 (76%) 8.3 (81%) 10.6 (104%)
MES (mg I") 327.4 157.9 216.1 174.4 153.6
DBOs (mg 1) 15 5 5 0 0
FT (100 mI™) ND 18000 2040 860 3510
CT (100 mI™) ND 8700 240 37 44
CF (100 ml) ND 400 1 25 19

S, salinité ; pH, potentiel d’hydrogene ; T, température ; OD, oxygéne dissous ; MES, matiere en
suspension ; DBOs, demande biochimique en oxygene ; FT, flore totale ; CT, coliformes totaux ; CF,
coliformes fécaux ; ND, non déterminée.

Les résultats montrent que :

+ Le taux de salinité varie de 36.7 a 36.8 psu pour les stations de Surcouf, Ain Tagourait et
Anse de Kouali. Des valeurs plus faibles ont été enregistrées pour Réghaia et la Fayette
avec 32.2 et 35.1 psu, respectivement, traduisant un mélange de I’eau de mer avec de I’eau
douce.

+ Le pH mesuré dans I'ensemble des stations varie de 8.1 a Réghaia a 8.5 a I’Anse de Kouali,
sachant que la valeur moyenne dans les eaux méditerranéennes est de 8.2. Il est admis que
le pH d'eau de mer est en général peu variable en raison de I'effet tampon des sels dissous.
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+ L’oxygéne dissous varie de 7.1 a 10.6 mg/l. Les teneurs minimales enregistrées, allant de
7.1 a 7.4 mg/l, ont été enregistrées au niveau des stations de Réghaia, Surcouf et la Fayette.
Alors que les fortes teneurs ont été retrouvées au niveau des deux stations de référence
(Ain Tagourait et Anse de Koudali) avec 8.3 et 10.6 mg/l, respectivement. Ceci
s’expliquerait par un brassage des eaux, I’augmentation de la solubilité d’oxygene avec la
diminution de la température et la production primaire importante de la région.

+ Les valeurs moyennes de la température sont comprises entre 13.3°C et 14.5°C; les
fluctuations entre les stations sont mineures. D’une facon générale, les temperatures
enregistrées refletent les conditions météorologiques des périodes saisonniéres
printanieres.

+ Pour les parametres MES et DBO:s, le site de la Fayette a présenté les valeurs les plus
élevées avec 327.4 mg/l et 15 mg/l, respectivement. Tandis que dans les sites d’Ain
Tagourait et Anse de Kouali, les eaux sont plutot claires et aucune demande biologique en
oxygene n’a été enregistrée. Une faible activité biologique est observée au niveau des sites
de Réghaia et de Surcouf (5mg/l).

+ La flore totale a été tres importante au niveau de Réghaia avec 18000 UFC/100ml. Tandis
que les valeurs enregistrees au niveau des autres stations ont été variables, 2040
UFC/100ml a Surcouf, 860 UFC/100ml a Ain Tagourait et 3510 UFC/100ml a I’Anse de
Kouali.

+ Les valeurs des coliformes totaux et féecaux obtenues dans les plages de Surcouf, Ain
Tagourait et Anse de Kouali ont été inférieures aux valeurs guides (500 CT/ 100ml et 100
CF/ 100ml). Par contre, a Réghaia, les valeurs ont été supérieures aux valeurs guides avec
8700 CT et 400 CF, mais elles restent toujours loin des valeurs limites (10000CT/ 100ml
et 2000 CF/ 100ml).

Le dénombrement de la flore totale et des coliformes totaux et fécaux n’ont pas pu étre réalisé
a la station de la Fayette en raison d’une surcharge microbienne qui a entrainé une confluence
sur les milieux de culture, méme apres dilution.

I1. Prévalence de la résistance aux antibiotiques

Nos préléevements collectés durant le mois de mars 2009 des quatre stations, Réghaia,
Surcouf, Ain Tagourait et Anse de Kouali, ont fait I’objet d’une étude de la prévalence de la
résistance aux antibiotiques sur la flore totale et les coliformes totaux vis-a-vis de six
antibiotiques : amoxicilline (AMX), ticarcilline (TIC), céfotaxime (CTX), céfoxitine (FOX),
ceftazidime (CAZ), et imipeneme (IMP).
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11.1. Prévalence de la résistance aux béta-lactamines de la flore totale

Les taux de résistance les plus élevés de la flore totale ont été vis-a-vis I’AMX au niveau des
quatre stations avec 52.2%, 43.1%, 9.4% et 1.5%, pour Réghaia, Surcouf, Ain Tagourait et
Anse de Kouéli, respectivement (Fig.10).

Une résistance marqueée a été aussi observee vis-a-vis de TIC (47.7%, 19.6% et 7.6%), FOX
(50%, 10.3% et 3.6%) et CAZ (7.2%, 11.3% et 4.5%) a Réghaia, Surcouf et Ain Tagourait.
On a noté aussi des taux de résistance élevés pour CTX (2,8% et 8,3%) et IMP (2,2% et 5,4%)
a Réghaia et Surcouf, respectivement.

Les stations Ain Tagourait et Anse de Kouali ont présenté des taux de résistance presque nuls
(0,1% et 0,6%) pour CTX, alors que le taux de résistance a I’lMP a été de 0,3% pour Ain
Tagourait et nul pour Anse de Kouali.

Cette derniere station est marqué aussi par une faible résistance pour CAZ (1%) et une
résistance presque nulle pour TIC et FOX avec 0.8% et 0.1%, respectivement.

Pourcentage de la résistance (%)

Stations

Antibiotiques

Figure 10 : Prévalence de la résistance de la flore totale aux béta-lactamines.

S2, Surcouf ; S3, Réghaia; S4, Ain Tagourait; S5, Anse de Kouali; AMX,
amoxicilline ; TIC, ticarcilline ; CTX, céfotaxime ; CAZ, ceftazidime ; FOX,
céfoxitine ; IMP, imipénéme.
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11.2. Prévalence de la résistance aux béta-lactamines des coliformes totaux

Sur les six antibiotiques testés, les coliformes totaux ont montré les taux les plus élevés de
résistance vis-a-vis I’amoxicilline avec 20.7%, 8.3%, 16.2%, 43.2% et la ticarcilline avec
10.3%, 10.4%, 13.5%, 40.9% pour Réghaia, Surcouf, Ain Tagourait et Anse de Kouali,
respectivement (Fig.11).

Les taux de résistance a la céfoxitine (antibiotique a usage hospitalier) sont faibles et varient
de 2.3 % a 5.7% en allant de I’Anse de Kouéli a Réghaia. Pour la ceftazidime, I’Anse de
Kouéli a présenté un taux de résistance élevé avec 43.2%, par contre un taux faible est
enregistré a Réghaia (4.6%). Tandis qu’on n’a enregistré aucune résistance au niveau des
plages de Surcouf et Ain Tagourait.

En ce qui concerne la résistance au céfotaxime qui est trés utilisé en clinique, de faibles taux
ont été observés au niveau de Surcouf (8.3%) et Anse de Kouali (6.8%) ; alors que la
résistance est nulle pour les deux autres stations.

Pour I’imipéneme, antibiotique tres actif et efficace utilise comme derniere ligne en clinique,
aucune résistance n’a été observé dans les stations, a I’exception de Surcouf qui a montré un
tres faible taux (0.4%).

Pourcentage de la résistance (%)

Stations

Antibiotiques

Figure 11 : Prévalence de la résistance des coliformes totaux aux béta-lactamines.

S2, Surcouf ; S3, Réghaia; S4, Ain Tagourait; S5, Anse de Kouéli; AMX,
amoxicilline ; TIC, ticarcilline; CTX, céfotaxime ; CAZ, ceftazidime ; FOX,
céfoxitine ; IMP, imipénéme.
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I11. Résultats d’identification bactérienne

L’identification biochimique par galerie APl 20E a concerné 59 souches résistantes a au
moins un antibiotique isolées des stations : La Fayette, Réghaia, Surcouf, Ain Tagourait et
Anse de Kouali. Les résultats d’identification selon I’antibiotique de sélection sont illustrés
dans la figure 12.

Il en est ressorti une prédominance des especes de I’environnement a savoir Pseudomonas
aeruginosa (n=23) et Pseudomonas fluorescens (n=10) suivi de Stenotrophomonas maltophilia (n=6),
Burkholderia cepacia (n=3), Bordetella spp (n=3) et Pontoea spp (n=2). Les especes Aeromonas
hydrophila, Chrysiomonas luteola, Ochrobactrum anthropii et Acinetobacter baumanii sont
représentées chacune par une seule souche. L’identification a aussi révélée la présence de 4
entérobactéries : Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii, Escherichia coli et Shigella spp. Ces
souches résistantes proviennent, en grande partie, des plages de La Fayette et Surcouf et de
I’embouchure du lac de Réghaia (Fig.13).

Non identifiée
Shigella spp
Citrobacter freundii
Enterobacter cloacae = IMIPENEME

Escherichia coli
B CEFOTAXIME

Pontoea spp
Acinetobacter baumanii CEFOXITINE
Ochrobactrum anthropii m CEFTAZIDIME

Chrysiomonas luteola
Aeromonas hydrophila
Bordetella spp

Burkholderia cepacia
Stenotrophomonas maltophilia
Pseudomonas fluorescens

P eU oM ONas Gerugin0s ) @ L

T T T T T T 1

0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24

Nombre de souches isolées

Figure 12 : Résultats de I’identification bactérienne.
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Anse de kouali [ ® IMIPENEME
1 W CEFOTAXIME
Ain Tagourait S I8 CEETITINE

m CEFTAZIDIME

Surcoul L
Réghaia

A —
La Fayette

0 4 8 12 16 20

Nombre de souches isolées

Figure 13 : Provenance des souches isolées.

IV. Profils d’antibiorésistance
IV.1. Profils d’antibiorésistance des souches sélectionnées sur imipénéeme

L’evaluation de la sensibilite de 18 souches sélectionnées sur imipéneme vis-a-vis de 24
antibiotiques comprenant 14 béta-lactamines a été effectuee par antibiogramme. Les résultats
sont représentés dans les figures 14 et 15.

Il en est ressorti une résistance marquée aux pénicillines, aux céphalosporines de 2°™, 3%™ et
4*™  génération, & I’aztréonam et a I'imipénéme. L’association du tazobactam & la
pipéracilline a été sans effet sur I’activité de cette derniere. Tandis que I’acide clavulanique a
restauré I’activité de I’amoxicilline chez une Burkholderia cepacia (I3) et celle de la
ticarcilline chez quatre souches comprenant 2 Stenotrophomonas maltophilia (19 et 113), 1
Pseudomonas aeruginosa (12) et 1 Burkholderia cepacia (112).

Concernant les molécules non béta-lactames, on a observé une sensibilité des souches aux
aminosides (GM et K), un faible taux de résistance vis-a-vis des fluoroquinolones (n=2),
sulfamides et I’association sulfamides/triméthoprime (n=1 et 2, respectivement) et une
résistance marquee a I’acide nalidixique (n=16) suivi du triméthoprime (n=15),
chloramphénicol (n=13), tétracycline (n=12), et rifampicine (n=6).

Les souches étudiées sont caractérisées par une multirésistance vis-a-vis de 4 a 14 béta-
lactamines et de 1 & 7 molécules non béta-lactames, 15 profils d’antibiorésistance ont été
définis par rapport aux antibiotiques testés (Tableau VII).
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Figurel4 : Résistance aux béta-lactamines des souches sélectionnées sur IMP.

AMX, amoxicilline; TIC, ticarcilline; PIP, pipéracilline; CFS, cefsulodine; CRO, céftriaxone;
CTX, céfotaxime; CAZ, ceftazidime; ATM, aztréonam ; FEP, céfépime ; Fox, céfoxitine ; IMP,

imipénéme ; PTZ,
ticarcilline/clavulanate.
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Figurel5 : Résistance aux non béta-lactamines des souches sélectionnées sur IMP.

K, kanamycine; GM, gentamicine;

SSS,

sulfamides ;

TMP,

triméthoprime ;  SXT,

Triméthoprime/Sulfamethoxazole ; TE, tétracycline ; CIP, ciprofloxacine ; NA, acide nalidixique ;

C, chloramphénicol ; RA, rifampicine.
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Tableau VI : Profils d’antibiorésistance des souches sélectionnées sur IMP.

Souches

11

110

111

112

113

114

115
116
117

118

Identification

P. fluorescens

o

. fluorescens

B. cepacia

P. aeruginosa

P. aeruginosa

P. aeruginosa

P. aeruginosa

S. maltophilia

S. maltophilia

S. maltophilia

B. cepacia

S. maltophilia

w

. maltophilia

. maltophilia
. aeruginosa
. cepacia

W T w

Pontoea spp

Profils d’antibiorésistance

AMX-TIC-CFS-FOX-IMP-TCC-TMP-NA-RA

AMX-CTX-FOX-AMC-TMP-SXT-TE-CIP-NA-C

AMX-TIC-CFS-CRO-CTX-ATM-FOX-TCC-TMP-C

AMX-TIC-CFS-FOX IMP-TCC-TMP-TE-NA-C-RA

AMX-TIC-CFS-CTX-FOX-TCC-TMP-TE-NA-C-RA

AMX-TIC-CFS-CRO-CTX -FOX-AMC-TCC-TMP-SXT-NA-C

AMX-TIC-CFS-CRO-CTX-FOX-TCC-TMP-TE-NA-C-RA

AMX-TIC-PIP-TZP-CFS-CRO-CTX-FEP-ATM-FOX-IMP-AMC-
NA

AMX-TIC-PIP-TZP-CFS-CRO-CTX-CAZ-ATM-FEP-FOX-IMP-
AMC-TCC-TMP

AMX-TIC-PIP-TZP-CFS-CRO-CTX-CAZ-ATM-FEP-FOX IMP-
AMC-TCC-TE-NA

AMX-TIC-PIP- TZP-CFS-CRO-CTX-CAZ-ATM-FEP-FOX-IMP
AMC-TMP-TE-NA

AMX-TIC-PIP- TZP-CFS-CRO-CTX-CAZ-ATM-FEP-FOX-IMP
AMC-TCC-NA-C

AMX-TIC-PIP-TZP-CFS-CRO-CTX-CAZ-ATM-FEP-FOX IMP-
AMC-TMP-TE-NA-C

AMX-TIC-PIP-TZP-CFS-CRO-CTX-CAZ-ATM-FEP-FOX IMP-
AMC-TCC-TMP-TE-NA-C

AMX-TIC-PIP-TZP-CFS-CRO-CTX-CAZ-ATM-FEP-FOX IMP-
TCC-SSS-TMP-TE-CIP-NA-C-RA

Nbre de R : nombre de résistances.
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1V.2. Profils d’antibiorésistance des souches sélectionnées sur céfotaxime

Les souches sélectionnées sur CTX au nombre de 27 ont présenté une résistance marquée
aux aminopénicillines (AMX, AMC), aux carboxypénicillines (TIC, TCC), aux C2G
(FOX) et a certaines C3G (CTX, CRO et CFS), avec des taux variant de 74% a 96,3%.
Une résistance relativement moindre a été observée pour la ceftazidime (48.1%) et la
céfépime (25.9%) (Fig.16).

L’addition de I’acide clavulanique a I’amoxicilline a été sans effet sur son activité, tandis
qu’un effet a été constatée sur 4 (16%) souches résistantes a la ticarcilline incluant E.coli
(CE10), Acinetobacter baumanii (CE27) et Pseudomonas aeruginosa (CE18 et CE23). La
résistance aux ureidopénicillines a été faible avec seulement 7.4% de souches et I’activité de
cette peénicilline a été restaurée chez la moitié de ces souches par le tazobactam. Pour
I’imipéneme, il y a eu seulement 7.4% de souches qui ont été resistantes.

Concernant les antibiotiques non béta-lactames, les souches ont présenté une résistance élevée
pour le triméthoprime et I’acide nalidixique (85,2%). Plus de la moitié des souches ont été
résistantes au chloramphénicol (51.8%), tandis que 22.2% et 37% I’ont été aux sulfamides
(SSS et SXT) et tétracycline. La kanamycine et la gentamicine ont eu une activité presque
absolue sur nos souches ; en effet, il N’y a que 7.4% qui résistent a la gentamicine et 3.7% a la
kanamycine (Fig.17).

Ces souches sélectionnées sur CTX ont été multirésistantes. En effet, 24 profils
d’antibiorésistance ont été définis, illustrant une réesistance diversifiée allant de 0 a 13 béta-
lactamines et de 1 a 7 antibiotiques non béta-lactames. Les différents profils de resistance sont
rapportés dans le tableau VIII.
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Figure 16 : Résistance aux béta-lactamines des souches sélectionnées sur CTX.
AMX, amoxicilline; TIC, ticarcilline; PIP, pipéracilline; CFS, cefsulodine; CRO, céftriaxone;
CTX, céfotaxime; CAZ, ceftazidime; ATM, aztréonam ; FEP, céfépime ; Fox, céfoxitine ; IMP,
imipénéme ; PTZ, pipéracilline/tazobactam; AMC, amoxicilline/clavulanate; TCC,
ticarcilline/clavulanate.
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Figure 17 : Résistance aux non béta-lactamines des souches sélectionnées sur CTX.
K, kanamycine; GM, gentamicine; SSS, sulfamides; TMP, triméthoprime; SXT,
Triméthoprime/Sulfamethoxazole ; TE, tétracycline ; CIP, ciprofloxacine ; NA, acide nalidixique ; C,
chloramphénicol ; RA, rifampicine.
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Tableau VIII : Profils d’antibiorésistance des souches sélectionnées sur CTX.

Souches
CE1
CE2
CE3
CE4
CE5
CE6

CE7

CES8
CE9

CE10
CEl1

CE12

CE13
CE14

CE15
CE16
CE17

CE18

CE19
CE20

CE21
CE22
CE23
CE24
CE25
CE26

CE27

Identification
P. aeruginosa
P. fluorescens
Bordetella. Sp
P. fluorescens
P. fluorescens
P. aeruginosa

. aeruginosa

. luteola
. aeruginosa

m T©TO T

. coli

o

. aeruginosa

. aeruginosa

. aeruginosa
. fluorescens

T TV TV T

. aeruginosa
Bordetella. Sp
P. aeruginosa

P. aeruginosa

P. aeruginosa
P. fluorescens

P. aeruginosa
P. aeruginosa
P. aeruginosa
0. anthropi

P. aeruginosa
Bordetella. Sp

A. baumannii

RESULTATS

Profils d’antibiorésistance
TMP-SXT-TE-C-RA
AMX-TIC-CFS-CRO-CTX-ATM-FOX-AMC-TCC-NA
AMX-TIC-CFS-CRO-CTX-ATM-FOX-AMC-TCC-TMP-NA
AMX-TIC-CFS-CRO-CTX-CAZ-ATM-FOX-AMC-TCC-NA
AMX-TIC-CFS-CRO-CTX-CAZ-ATM-FOX-AMC-TCC-C
AMX-TIC-CRO-CTX-ATM-FOX-AMC-TCC-TMP-NA-C
AMX-TIC-CFS-CRO-CTX-ATM-FEP-FOX-AMC-TCC-NA
AMX-TIC-CFS-CRO-CTX-ATM-FOX-AMC-TCC-TMP-NA
AMX-TIC-CRO-CTX-AMC-MZ-MEC-CF-SSS-TMP-SXT-C
AMX-TIC-CFS-CRO-CTX-CAZ-ATM-FOX-AMC-TCC-TMP-NA
AMX-TIC-CFS-CRO-CTX-ATM-FOX-IMP-AMC-TCC-TMP-NA
AMX-TIC-CFS-CRO-CTX-ATM-FOX-AMC-TCC-TMP-NA-C
AMX-TIC-CFS-CRO-CTX-CAZ-FEP-FOX-AMC-TCC-TMP-NA
CFS-CRO-CTX-CAZ-ATM-FEP-SSS-TMP-SXT-TE-NA-C
AMX-TIC-CFS-CRO-CTX-CAZ-ATM-FOX-AMC-TCC-TMP-NA-C
AMX-TIC-CRO-CTX-FOX-AMC-GM-SSS-TMP-SXT-TE-CIP-NA
AMX TIC-CFS-CRO-CTX-ATM-FOX-AMC-TCC-TMP-TE-NA-C
AMX-TIC-PIP-CRO-CTX-CAZ-ATM-FOX-AMC-TCC-TMP-SXT-TE-NA
AMX-TIC-CRO-CTX-CAZ-ATM-FOX-AMC-TCC-TMP-SXT-TE-NA-RA

AMX-TIC-CRO-CTX-CAZ-FOX-AMC-GM-SSS-TMP-SXT-TE-CIP-NA
AMX-TIC-PIP-TZP-CFS-CRO-CTX-CAZ-ATM-FEP-FOX-AMC-TCC-TMP
-C

AMX-TIC-CFS-CRO-CTX-CAZ-ATM-FEP-FOX-AMC-TCC-TMP-SXT-TE-
NA-C

AMX-TIC-CFS-CRO-CTX-CAZ-FEP-FOX-IMP-AMC-TCC-SSS-TMP-SXT-
NA-C

AMX-TIC-CFS-CRO-CTX-CAZ-ATM-FEP-FOX-AMC-K-SSS-TMP-SXT-TE-

NA-C

Nbre de R : nombre de résistances.
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1V.3. Profils d’antibiorésistance des souches sélectionnées sur céfoxitine

Outre la résistance a la céfoxitine, quatre souches sur les six I’ont été vis a vis de
I’amoxicilline. La résistance a CFS a été observée chez 3 souches et la résistance a CRO,
CAZ, ATM et FEP n’a concerné que 2 souches. Les béta-lactamines PIP, TZP, CTX et I’IMP
ont montré une activité totale sur ces souches (Fig.18).

Les molécules non béta-lactames ont eu une efficacité variable avec deux souches résistantes
a CIP et C, trois souches resistantes a TMP et SXT et quatre souches résistantes a SSS, TE,
NA et RA (Fig.19). Les antibiotypes sont donnés dans le tableau IX, ils comprennent un
nombre de résistances allant de 3 a 6 pour les béta-lactamines et de 1 a 7 pour les non béta-
lactames.

Tableau IX : Profils d’antibiorésistance des souches étudiées sur FOX.

Souche ' Identification Profils d’antibiorésistance Nbg} b
F1 E. cloacae AMX-FOX-AMC-RA 4
F2 P. aeruginosa | AMX-FOX-AMC-TMP-SXT-TE-NA 7
F3 NI CFS-CRO-CAZ-ATM-FEP-FOX-SSS-NA 8
F4 C. freundii AMX-TIC-CFS-FOX-AMC-SSS-TMP-SXT-TE 9
F5 A. hydrophila | AMX-FOX-TCC-SSS-TMP-SXT-TE-CIP-NA-C 10
F6 NI CFS-CAZ-ATM-FEP-FOX-K-SSS-TE-CIP-NA-C 11

NI: non identifiée,
Nbre de R : nombre de résistances.
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Nombre de souches résistantes

AMX TIC PIP CFS CRO CTX CAZ ATM FEP FOX IMP PTZ AMC TCC

Antibiotiques

Figure 18 : Résistance aux béta-lactamines des souches sélectionnées sur FOX.

AMX, amoxicilline; TIC, ticarcilline; PIP, pipéracilline; CFS, cefsulodine; CRO, céftriaxone;
CTX, céfotaxime; CAZ, ceftazidime; ATM, aztréonam ; FEP, céfépime ; Fox, céfoxitine ; IMP,
imipéneme ; PTZ, pipéracilline/tazobactam; AMC, amoxicilline/clavulanate; TCC,
ticarcilline/clavulanate.
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Figure 19 : Résistance aux non béta-lactames des souches sélectionnées sur FOX.

K, kanamycine; GM, gentamicine; SSS, sulfamides; TMP, triméthoprime; SXT,
Triméthoprime/Sulfamethoxazole ; TE, tétracycline ; CIP, ciprofloxacine ; NA, acide nalidixique ;
C, chloramphénicol ; RA, rifampicine.
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1V.4. Profils d’antibiorésistance des souches sélectionnées sur ceftazidime

Les céphalosporines de 3°™ génération (CTX, CRO, CAZ et CFS) ont été inactives sur les
souches. Une résistance importante a été notée vis-a-vis de la ticarcilline seule ou associée au
clavulanate et de la céfoxitine (n=6 et n=7). La moitié des souches ont présenté une résistance
a la pipéracilline, au céfépime, a I’amoxicilline ainsi qu’a I’ATM. En revanche, I’imipénéme
a été tres efficace, seulement une seule souche a été résistante. L’AMC n’a pas été testé sur
toutes les souches (Fig.20).

Les aminosides (GM, K), la tétracycline, la ciprofloxacine et la rifampicine ont été
totalement actifs, aucune résistante n’a été détectée (Fig.21). Par contre, la résistance au
triméthoprime et I’acide nalidixique a été trés importante (n=6 et 7 respectivement). Il est a
signaler aussi une résistance au chloramphenicol (C=3) et aux sulfamides (SSS=2, SXT=2).
Les profils de résistance des huit souches étudiées sont récapitulés dans le tableau X ; elles
présentent 7 a 11 résistances aux béta-lactamines et 1 a 4 résistances aux non béta-lactames.

Tableau X : Antibiotypes des souches sélectionnées sur CAZ.

Souche Espece Antibiotype Nbng e
cz1 Pontoea. Spp = PIP-CFS-CRO-CTX-CAZ-FOX-ATM-SSS-NA 9
CZ2 | P.fluorescens =AMX-TIC-CFS-CRO-CTX-CAZ-FOX-TCC-TMP-C 10
Cz3 | P.aeruginosa AMX-TIC-CFS-CRO-CTX-CAZ-FOX-TCC-TMP-SXT-NA 11
Cz4  P.fluorescens AMX-TIC-CFS-CRO-CTX-CAZ-FOX-TCC-TMP-NA-C 11
Cz5 NI TIC-PIP-TZP-CFS-CRO-CTX-CAZ-ATM-FEP-FOX-TCC-NA 12
Cz6 NI TIC-PIP-TZP-CFS-CRO-CTX-CAZ-ATM-FEP-TCC-TMP-NA 12
c77 Shigella, Spp 'NI'!AC-F’IP-TZP-CFS-CRO-CTX—CAZ-FOX-ATM-FEP-SSS-TMP- 13
c78 | P fluorescens ,SA)IE/IT)_(’-\I'I'A{%CFS-CRO-CTX—CAZ-ATM-FEP-FOX-IMP-TCC-TMP- 15

NI: non identifiée,
Nbre de R : nombre de résistances.
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Figure 20 : Résistance aux béta-lactamines des souches sélectionnées sur CAZ.

AMX, amoxicilline; TIC, ticarcilline; PIP, pipéracilline; CFS, cefsulodine; CRO, céftriaxone;
CTX, céfotaxime; CAZ, ceftazidime; ATM, aztréonam ; FEP, céfépime ; Fox, céfoxitine ; IMP,
imipénéme ; PTZ, pipéracilline/tazobactam; AMC, amoxicilline/clavulanate; TCC,
ticarcilline/clavulanate.
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Figure 21 : Résistance aux non béta-lactames des souches sélectionnées sur CAZ.

K, kanamycine; GM, gentamicine; SSS, sulfamide; TMP, triméthoprime; SXT,
Triméthoprime/Sulfamethoxazole ; TE, tétracycline ; CIP, ciprofloxacine ; NA, acide nalidixique ;
C, chloramphénicol ; RA, rifampicine.
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IV.5. Caractérisation de la résistance globale aux antibiotiques

Les 59 bactéries isolées sur quatre antibiotiques, imipénéme (I), céfotaxime (CE), céfoxitine
(F) et ceftazidime (CZ) ont fait I’objet d’une évaluation globale de leur sensibilité vis-a-vis de
24 antibiotiques. Les résultats sont representés dans les figures 22 et 23.

Il en est ressorti une resistance marquée aux aminopénicillines (AMX), aux
carboxypénicillines (TIC), aux C2G (FOX) et a certaines C3G (CTX, CRO et CFS) avec
un taux de résistance variant de 81,3% a 93,2%. Une résistance relativement moindre est
observée pour TCC (71,2 %), AMC (66%) et ATM (66%).

L’association du tazobactam a la pipéracilline a été sans effet sur I’activité de cette derniére
pour 14 souches, tandis qu’un effet a été constaté sur Pseudomonas aeruginosa (CE21) et
Pontoea spp (CZ1). L’acide clavulanique a restauré I’activité de I’amoxicilline chez une
Burkholderia cepacia (I3) et celle de la ticarcilline chez neuf souches comprenant deux
Stenotrophomonas maltophilia (19 et 113), deux Pseudomonas aeruginosa (CE18 et CE23),
une Burkholderia cepacia (112), un Acinetobacter baumanii (CE27) et une Shigella spp
(Cz7).

Concernant les antibiotiques non béta-lactames, les souches ont présenté une résistance élevée
vis-a-vis de I’acide nalidixique (84,7%) et triméthoprime (79,6%), une résistance marquée au
chloramphénicol (54,2%) suivi de la tétracycline (44%), sulfamides et I’association
sulfamides/triméthoprime (22% et 28,8%, respectivement) et une résistance faible a la
rifampicine (15,2%) et a la ciprofloxacine (10%).
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Figure 22 : Résistance aux béta-lactamines des souches sélectionnées.

AMX, amoxicilline; TIC, ticarcilline; PIP, pipéracilline; CFS, cefsulodine; CRO, céftriaxone; CTX,
céfotaxime; CAZ, ceftazidime; ATM, aztréonam; FEP, céfépime; Fox, céfoxitine; IMP,
imipénéme ; PTZ, pipéracilline/tazobactam; AMC, amoxicilline/clavulanate; TCC,
ticarcilline/clavulanate.
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Figure 23 : Résistance aux non béta-lactamines des souches sélectionnées.

K, kanamycine; GM, gentamicine; SSS, sulfamide; TMP, triméthoprime; SXT,
Triméthoprime/Sulfamethoxazole ; TE, tétracycline; CIP, ciprofloxacine; NA, acide
nalidixique ; C, chloramphénicol ; RA, rifampicine.
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V. Résultats du test d’antagonisme

Nous avons recherché chez toutes les souches résistantes (59 souches), la présence de
céphalosporinases chromosomiques AmpC inductibles, en utilisant I’imipéneme comme
inducteur. Ce dernier est placé sur un milieu gélosé a 3 cm des céphalosporines céfépime et
cefsulodine. Un résultat positif doit se traduire par une image d’antagonisme (Fig.24).

La présence de céphalosporinase inductible a été constatée chez 32.2% des souches (tableau
XI1), elles sont réparties comme suit :

+ Trois Pseudomonas aeruginosa isolées sur IMP, provenant de Surcouf,

+ Dix souches sélectionnées sur CTX, il s’agit de 2 P. aeruginosa isolés de la Fayette, 3
P. aeruginosa et 3 P. fluorescens provenant de Réghaia et 1 P. aeruginosa et une
Bordetella spp qui proviennent de Surcouf,

+ Trois souches isolées sur FOX, Aeromonas hydrophila et P. aeruginosa isolés de la
Fayette et Citrobacter freundii provenant de Surcouf,

+ Trois Pseudomonas fluorescens sélectionnées sur CAZ dont 2 isolés de Réghaia et 1
isolé de Surcouf.

Tableau XI : Souches positives au test d’antagonisme.

Souches Identification Image d'antagonisme
CE3 Bordetella spp IMP, FEP
F4 C. freundii IMP, FEP
F5 A. hydrophila IMP, FEP
CES6, CE21, CE22 P. aeruginosa IMP, CFS, FEP
15,17, 18 CE12, CE15, CE25, F2 P. aeruginosa IMP, FEP
CE2, CE14, CE20 CZ2,CZ4,CZ8 P. fluorescens IMP, FEP
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Figure 24 : Image d’antagonisme chez Pseudomonas aeruginosa (CE21).

V1. Résultats du test de synergie

Le test de synergie (Double Disk Synergy Test, DDST) réalisée de maniére systématique lors
de I’antibiogramme a permis de révéler le phénotype BLSE qui s’est traduit par une
apparition ou une augmentation de sensibilité vis-a-vis d’une céphalosporine de 3°™
génération et/ou I’aztréonam du coté de I’inhibiteur, I’acide clavulanique (Vedel et al., 1997).

Le test DDS a été positif pour quatre souches: 2 Stenotrophomonas maltophilia et une
Burkholderia cepacia sélectionnées sur IMP isolées de Réghaia et de Surcouf (Fig.25 et 26),
ainsi que pour un E. coli isolé sur céfotaxime de I’eau de mer de Surcouf (Fig.27). Les
résultats sont donneés dans le tableau XI1.

Tableau XII : Souches positives au test de synergie.

Souches Identification Synergie
19 S. maltophilia ATM
110 S. maltophilia ATM, TIC

112 Burkholderia cepacia  ATM, FEP, TIC,CAZ, CFS

CE10 E. coli ATM, FEP, CRO, CAZ, CTX, MEC, MZ
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Figr 25 : Image de synergie chez les deux Stenotrophomonas maltophilia (110) a gauche
et (19) a droite.

Figure 26 : Image de synergie chez Burkholderia cepacia (112) par rapport aux
béta-lactamines.

Boite 1

Figure 27 : Images de synergie chez E. coli (CE10).
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VII1. Résultats du transfert génétique par conjugaison

Des essais de transfert génétique par conjugaison en milieu solide ont été réalisés sur les
souches ayant montré une image de synergie, c'est-a-dire sur les souches de
Stenotrophomonas maltophilia (19 et 110), Burkholderia cepacia (112) et E. coli (CE10). Deux
souches multirésistantes : une Shigella spp (CZ7) et une Bordetella spp. (CE26) ont aussi fait
objet d’un transfert génétique par conjugaison vers deux souches receptrices (E.coli K-12
BM21 NAR et E.coli K12 J53 RAR).

Le transfert n’a été positif que pour E.coli. Aprés 20 heures de contact entre les souches
parentales, trois transconjugants d’E. coli (Tcl, Tc2 et Tc3) ont été sélectionnés sur boite MH
contenant CTX (4ug/ml) et NA (50ug/ml). Ces transconjugants, analysés par antibiogramme,
ont été positifs pour le test de synergie, ce qui confirme le transfert du phénotype BLSE. Le
tableau XIIl comprend les profils de résistance de la souche donatrice (E. coli) et de ses
transconjugants.

Tableau XII1 : Les profils de résistance chez E. coli et ses transconjugants.

Phénotype de résistance

Souche sauvage (E. coli) = AMX-TIC-CRO-CTX -AMC-MZ-MEC-CF-SSS-TMP-SXT-C
Tcl  AMX-TIC-CRO-CTX-MZ-MEC-CF-NA
Transconjugants Tc2  AMX-TIC-CRO-CTX-MZ-MEC-CF-NA

Tc3  AMX-TIC-CRO-CTX-MZ-MEC-CF-NA

Le phénotype BLSE présenté par E.coli est donc porté par un plasmide transférable.
Concernant les céphalosporines de 3*™ génération, une hydrolyse préférentielle du céfotaxime
et une sensibilité a la ceftazidime ont été observées. Il est a noter I’absence de co-transfert de
la résistance a la céfoxitine avec celle aux céphalosporines de 3°™ génération, de méme pour
les molécules non béta-lactames : aminosides et sulfamides.

VI11. Résultats de la recherche des génes BLSE(s) par PCR

Les souches ayant présenté des images de synergie ont été analysées par PCR pour la
recherche de la présence d’un ou des génes codant une ou des BLSE(S), en utilisant des
amorces blateym et blactx-.m Spécifiques de famille, ainsi que les amorces spécifiques des 5
groupes de CTX-M.

L’examen des profils d’amplification apres électrophorese sur gel d’agarose a permis de noter

la présence du gene blactx-m du groupe 1 chez E. coli seulement et ses transconjugants
(Fig.28 et 29). Le gene TEM n’a pas été détecte.
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Figure 28 : Résultat de I’amplification des génes blacrx.w et blarem.
E: E.coli (CEL0), S;: S. maltophilia (19), S,: S. maltophilia (110),
T+ : souche témoin positif,

T- : témoin négatif de la PCR,

M : marqueur de taille 100bp DNA Ladder.

Tcd T2 Tel E T- M T T+ E Tcl To2

bla v a bla s

Figure 29 : Détection des genes blacrxw et blacrym-1.
E : E. coli,
Tcl, Tc2, Tc3 : transconjugants 1, 2 et 3.
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IX. Résultats d’analyse des profils plasmidiques

Dans le but de mieux typer la souche BLSE, les contenus plasmiques d’E. coli et ses
transconjugants ont été analysés.

Les profils plasmidiques obtenus ont montré que E. coli possedait 8 bandes plasmidiques de
taille variant de 2.7 kb a environ 54 kb (Fig.30). Le gene blacrx.m-1 €st porté par un plasmide
autotransférable d’environ 50Kb. Le transconjugant 1 (Tc1) possédait aussi deux plasmides.

pBR322 pIP2073 pRK2013 V517

=0T

4 Flasmides

&4 Chromaosomes

Figure 30 : Profils plasmidiques chez E. coli (E) et ces transconjugants (Tcl, Tc2, Tc3).

Marqueurs de taille des plasmides : E. coli V517 (54, 35, 5.6, 5.1, 3.9, 3, 2.7 et 2.1 kb),
pRK2013 (48 kb), plIP2073 (54 kb) et pBR322 (4.36 kb).

Or : origine de migration (puits).
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DISCUSSION

Notre étude qui a pour objectif I’évaluation de la résistance bactérienne aux antibiotiques et
I’influence des apports anthropiques, peut étre considérée parmi les premieres de ce genre sur
I’environnement marin cotier, en Algérie. En effet, la majorité d'études microbiologiques
consacrees a l'aspect sanitaire de I’environnement aquatique se limitent a I'évaluation de la
charge et des indicateurs de pollution. Peu de données sur la résistance aux antibiotiques dans
I'environnement marin cotier sont disponibles ; tandis que celle-ci apparait de plus en plus
comme une réalité qui doit étre prise en compte dans les stratégies de santé.

Les resultats d’analyse du pH, de la salinité et de la température sont caractéristiques de celles
des eaux méditerranéennes au printemps. Les variations observées sont due a I’'influence des
eaux du large et I’influence des eaux continentales en particulier les apports des oueds ainsi
que les conditions météorologiques (Rouibah et al., 2005). L'empreinte des eaux
continentales est marquée par les dessalures superficielles plus ou moins importantes
observées selon la période de I'année, en face des embouchures des oueds et des émissaires.

Les analyses microbiologiques ont montré que les eaux de Réghaia et Surcouf sont d’une
qualité acceptable, alors que celles d’Ain Tagourait et Anse de Kouali sont d’une qualité
bonne par rapport a la directive européenne 76/160/CEE du 8 décembre 1975 (Rodier et al.,
2009). Les eaux de la Fayette sont de mauvaise qualité ; ce constat a confirmé son état de
pollution déclaré par I’APPL (Agence de Promotion et de Protection du Littoral, 2008) et
son interdiction a la baignade.

Les taux de résistance aux béta-lactamines de la flore totale ont montré un niveau de
résistance remarquable dans les plages recevant des apports anthropiques (embouchure du lac
de Réghaia et de Surcouf) que dans les plages non polluées (Ain Tagourait et Anse de
Kouéli). Ces résultats sont en accord avec ceux d’Oliveira et al. (2010) et de Mudryk et al.
(2010), qui ont signalé I’influence des activités humaines sur la préedominance de la résistance
bactérienne aux antibiotiques dans I’environnement marin. La pression de sélection et la
diffusion via des échanges horizontaux d’éléments génétiques sous I’influence de plusieurs
facteurs biotiques et abiotiques, favorisent cette résistance aux antibiotiques (Davison, 1999 ;
Goni-Urriza et al., 2000 ; Kimmerer, 2004 ; Martinez, 2009). La corésistance et la
résistance croisée aux antibiotiques auraient aussi une part dans ce phénomeéne de résistance
(Harada et Asail, 2010).

Une résistance marquée a été observée dans cette étude vis-a-vis I’amoxicilline, la ticarcilline
et la céfoxitine, avec des taux qui dépassent ceux notés en clinique. Ceci peut refléter
probablement I’histoire de I’introduction et d’utilisation de ces antibiotiques (Baquero et al.,
2008 ; Mudryk et al., 2010), la pression sélective indirecte par des molécules non
antibiotiques (Dhakephalkar et Chopade, 1994 ; Baker-Austin et al., 2006) et la présence
des bactéries intrinsequement résistantes aux antibiotiques dans le milieu marin (Nair et al.,
1992 ; Choi et al., 2003).
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Plusieurs travaux ont rapporté des taux élevés de résistance aux béta-lactamines dans
I’environnement marin, particulierement pour les pénicillines (Chelossi et al., 2003 ; Dang et
al., 2006 ; Perlinski et Mudryk, 2009), et une résistance limitée a I’imipéneme (Matyar et
al., 2008 ; Henriques et al., 2006).

La résistance aux béta-lactamines des coliformes totaux a été aussi investiguée ; ce groupe de
germes est utilisé comme indicateur de pollution et peut étre associé a des maladies
infectieuses (Jones et al, 1986 ; Chitanand et al., 2010). Une résistance variée est observée
vis-a-vis des antibiotiques testés ; elle est due principalement soit a une réesistance naturelle,
soit a une résistance acquise via des éléments géenétiques mobiles (Philippon et al., 1988 ;
Vedel, 1997 ; CA-SFM, 2008). Cette résistance peut étre aussi modulée par l'incidence
relative de chaque genre bactérien dans les différents échantillons d'eau (Niemi et al., 1983),
ainsi que par l'introduction des bactéries exogenes en eau de mer via des sources naturelles
ou anthropiques (Goni-Urriza et al., 2000 ; Hu et al., 2008).

Nos résultats sont en accord avec ceux de Fernandez-Delgado et Suarez (2009) qui ont
signalé une résistance des coliformes en mer des Caraibes (c6te Nord-Ouest du Venezuela)
avec des taux élevés vis-a-vis du cefoxitine (50%) et la ceftazidime (25%), essentiellement en
périodes des pluies. Harakeh et al. (2006) a aussi trouvé un taux élevé de résistance au
céfotaxime (27%), a tripoli au Liban. L’influence des effluents polluants a été signalée ; en
effet, les plages soumises a un niveau élevé de pollution ont présenté des pourcentages plus
élevés de résistance aux antibiotiques comparées aux plages moins polluées (Oliveira et
Pinhata, 2008 ; Al-Bahry et al., 2009).

Les souches étudiées sont au total de cinquante neuf (n=59), sélectionnées sur imipéneme,
céfotaxime, céfoxitine et ceftazidime. Ces antibiotiques sont connus par leur importance en
clinique et leur utilisation comme antibiotique clé pour détecter les mecanismes de résistance
acquis. En dehors de Pontoea, Aeromonas hydrophila et de quatre entérobactéries, toutes les
autres souches identifiées sont des bacilles a Gram négatif non fermentaires, largement
répandues dans I’environnement marin, pathogenes opportunistes responsables
essentiellement d’infections nosocomiales (Berthelot et al., 2005 ; Cavallo et al., 2009 ;
Ugur et al., 2012). Les mémes constatations ont été rapportées par Henriques et al. (2006) et
Matyar et al. (2008) et qui ont expliqué qu’en milieu marin, les souches sélectionnées sur
ampicilline sont principalement des bacilles a Gram négatif.

Une résistance marquée est observée vis-a-vis d’autres béta-lactamines, en plus de la
résistance aux antibiotiques de sélection, a savoir les pénicillines, les céphalosporines de
deuxieme et troisieme génération. Des études ont également signalé I’isolement, en
environnement aquatique, de bactéries résistantes aux béta-lactamines (Ash et al., 2002 ;
Henriques et al., 2006 ; Matyar et al., 2008).
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Une résistance aux non béta-lactamines a été également observée, le comportement de nos
souches est different selon I’antibiotique testé ; des taux de résistance faibles a moyens pour
les aminosides (gentamicine et kanamycine), ciprofloxacine, rifampicine, sulfamide et
triméthoprime + sulfamethoxazole. Au contraire, des taux éleves de résistance sont notés pour
I’acide nalidixique, triméthoprime, chloramphénicol et tétracycline.

Ces résultats sont conforme aux données de la littérature qui ont rapporté des résistances aux
non béta-lactamines chez les bacilles & Gram négatif isolées d’eau de mer (Mudryk, 2005 ;
Matyar et al., 2008 ; Nikolakopoulou et al., 2008 ; Manivasagan et al., 2011), estuaires
(Henriques et al., 2006 ; Baker-Austin et al., 2009), du sédiment des mangroves (Jalal et
al., 2010), et des sites aquacoles marins (Miranda et Zemelman, 2001). Ces auteurs ont
signalé des taux de résistance en concordance avec nos résultats. Parmi les non béta-
lactamines, la résistance a la tétracycline est la plus étudiée, en effet, elle est souvent utilisé
massivement en thérapeutique vétérinaire et comme additif pour la promotion de la croissance
animale (Chopra et Roberts, 2001).

Les phénotypes de résistance de ces bactéries sont en grande partie d’origine naturelle ; les
souches isolées appartiennent en majorité au genre Pseudomonas (56%) qui présente une
résistance naturelle a de nombreuses béta-lactamines (aminopénicillines, céphalosporines de
premiére et deuxieme génération, céfotaxime), tétracyclines, chloramphénicol, triméthoprime
et acide nalidixique (Cavallo et Mérens, 2008). Cependant, ce genre est naturellement
sensible aux carboxypénicillines, comme la ticarcilline, aux uréidopénicillines, comme la
pipéracilline, a certaines céphalosporines (cefsulodine et ceftazidime), aux monobactames,
comme I’aztréonam, aux carbapénemes, comme I’imipéneme, aminoglycosides et
fluoroquinolones (Poirel, 2006).

La resistance rencontrée serait due, en grande partie, a la production chromosomique de
céphalosporinases ou de pénicillinase, combinée aux mécanismes d'imperméabilité et aux
systemes d’efflux des bactéries qui résultent de divers mécanismes protéiques présents sur les
membranes de I’enveloppe bactérienne (Pagés et Garnotel, 2003 ; Berthelot et al., 2005 ;
Poole, 2005 ; Vedel, 2005).

La lecture interprétative des profils de résistance laisse suggérer chez Pseudomonas
aeruginosa I’hyperexpression du systeme d’efflux MexAB-OprM comme le mécanisme de
résistance le plus dominant (64%), suivi de la surexpression des céphalosporinases
chromosomiques (32%). Ces résultats sont en parfait accord avec ceux obtenus par Cavallo et
al. (2002) et Vedel (2005) qui, dans des études de souches cliniques, ont rapporté que 12.5%
et 43% d’entre elles sont résistantes via I’hyperexpression des OprM de MexAB, et que les
autres mécanismes (AmpC et béta-lactamases acquises) sont moins fréquents. Par contre,
parmi les souches résistantes a la ceftazidime, une autre étude identifiait la surexpression des
céphalosporinases chromosomiques comme le principal mécanisme de cette résistance avec
un taux de 68% (Poirel, 2006).
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La réesistance élevée a I’imipéneme n’est expliquée que par une modification qualitative ou
une diminution de la production de la porine OprD spécifique a cet antibiotique ; Drissi et al.
(2008) ont observé 36% de résistance a I’imipéneme, causée par ce mécanisme, chez
Pseudomonas aeruginosa isolé de I’hdpital de Tlemcen. Cette espéce est remarquable par ses
mécanismes multiples de résistance, ce qui donne des phénotypes de résistance complexes
(Cavallo et Mérens, 2008 ; Mérens et al., 2011).

La résistance signalée chez Stenotrophomonas maltophilia est la résultante de la production
naturelle de deux béta-lactamases chromosomiques inductibles L1 et L2 ; la premiére est une
métallo-béta-lactamase qui résiste a toutes les béta-lactamines excepté I’aztréonam, tandis que
la deuxiéme est une béta-lactamase a serine qui hydrolyse I’aztréonam et qui est inhibée par
I’acide clavulanique (Lavigne et al., 2008 ; Bush et Jacoby, 2010). De plus, la membrane
externe de S. maltophilia est trés peu perméable par la présence d’un nombre trés faibles de
porines ainsi que des systemes d’efflux tres efficace (SmeABC et SmeDEF), ce qui confére la
résistance a plusieurs familles d’antibiotiques comme les béta-lactamines, aminoglycosides,
fluoroguinolones et tétracycline (Cattoir, 2004 ; Poole, 2005 ; Lavigne et al., 2008).

Acinetobacter baumanii a une résistance enzymatique intrinséque via une céphalosporinase
chromosomique AmpC et une oxacillinase naturelle OXA-69 ayant une faible activité
carbapénémase (Mansour et al., 2008 ; Peleg et al., 2008). L expression de cette AmpC n’est
pas inductible ; en effet, I’analyse de son environnement génétique a montré une absence de
gene régulateur. Cependant, la surexpression de ce mécanisme est observée grace a la
présence d’une séquence d’insertion (SI) appelé ISAbal (Heritier et al., 2006 ; Poirel et
Nordmann, 2006;). A ceci S’ajoute un autre mécanisme non enzymatique, qui est
I’hyperexpression du systeme d’efflux AdeABC (Higgins et al., 2004; Pannek et al., 2006;
Ruzin et al., 2007).

Les inhibiteurs de béta-lactamines, essentiellement I’acide clavulanique, n’ont pas restauré
I’activité des béta-lactamines associées sur un grand nombre de souches. Ce résultat est
indicatif du non production de béta-lactamases plasmidiques. La résistance observée ne
pourrait étre donc que le résultat principalement d’imperméabilité et/ou de systemes d’efflux
(Vedel, 2005 ; Mérens et al., 2011).

La recherche de céphalosporinase chromosomique AmpC inductible, en utilisant I’imipéneme
comme inducteur, était concluante chez 32% de souches testées. Ce mécanisme est observé
chez plusieurs bacilles a Gram-négatif (Philippon et Arlet, 2005). L’absence d’image
d’antagonisme pourrait s’expliquer soit par I’absence d’une céphalosporinase, soit par
I’hyperexpression de celle-ci (Vedel, 2005 ; Mérens et al., 2011).

Nos souches ont montré une résistance multiple avec des profils de résistance allant de 4 a 20
antibiotiques. Ces résultats rejoignent ceux de plusieurs travaux, effectués en milieu marin,
qui ont rapporté ce phénomeéne de multirésistance (Mudryk, 2005 ; Oliveira et al., 2010 ;
Ramesh et al., 2010 ; Manivasagan et al., 2011).
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Dans une étude effectuée sur les eaux cotiéres de Kerala en Inde, Manjusha et al. (2005) a
rapporté que 55.5% des Vibrio sp isolés étaient résistants a une série de 4 a 10 antibiotiques,
14.14% étaient résistants a plus de 10 antibiotiques et 54% ont montré une multirésistance.
Kumar et al. (2005) a signalé aussi cette multirésistance au sein de souches d’E. coli
isolées des fruits de mer a Mangalore en inde.

Le niveau de multirésistance obtenu est significatif pour les plages de La Fayette, Surcouf et
embouchure du lac de Réghaia, exposées en continu aux apports anthropiques. Ce résultat est
similaire a ceux obtenus par Erdem-Kimiran et al. (2007) et Oliveira et al. (2010), qui ont
signalé une corrélation entre la pollution et la résistance aux antibiotiques en mer de Marmara,
mer Noire et aux plages Gonzaguinha et Ilha Porchat au Brésil. Oliveira et al. (2010)
explique que cette incidence élevée de bactéries résistantes peut étre principalement liée a la
quantité d’apport d'effluents organiques, et pourrait ainsi refléter la pression anthropique
élevée dans ces écosystemes marins. Ce phénomeéne pourrait étre aussi le résultat d’apport de
bactéries résistantes allochtones a I’écosysteme marin (Goni-Urriza et al., 2000 ; Miranda
et Zemelman, 2001), hébergeant des plasmides de résistance aux antibiotiques
(Chandrasekarn et al., 1998), qui pourraient interagir avec les bactéries autochtones par
transfert horizontal de genes de résistance via la conjugaison, transduction ou transformation
(Zhang et al., 2009).

Le test de synergie (DDST), utilisé pour la recherche du phénotype BLSE lors de
I’antibiogramme, a été positif chez 4 souches: deux Stenotrophomonas maltophilia et 1
Burkholderia cepacia isolées sur imipéneme et E. coli isolée sur céfotaxime. Pour les deux
premiéres souches, la synergie de I’acide clavulanique était avec ATM, pour Burkholderia la
synergie était avec ATM, FEP, CAZ, et CFS, et enfin pour E. coli, elle était avec ATM, FEP,
CRO, CAZ et CTX. Ces synergies resultent de [I’inhibition de la béta-lactamase
chromosomique de type L2 chez Stenotrophomonas maltophilia (Lavigne et al., 2008) et de
la métallo-enzyme chromosomique de type PCM-1 chez Burkholderia cepacia (Cavallo et
al., 2004 ; Poole, 2004 ; Segonds et al., 2006), alors qu’elle démontre clairement la
production d’une BLSE chez E. coli (Bush et Jacoby, 2010).

Parmi les souches testées, le transfert génétique par conjugaison en milieu solide a été positif
pour E. coli seulement, ce qui implique que le phénotype BLSE est porté par un plasmide
autotransferable (Baya et al., 1986 ; Ozgumus et al., 2009 ; Nash et al., 2010). Les résultats
négatifs pour les autres souches testées suggeérent une résistance plasmidique non transférable
en raison de la localisation des BLSE(S) sur de petits plasmides non-auto-transférables, ou de
grands plasmides déficients en génes de transfert (Messai, 2006), ou bien une résistance
chromosomique qui reste la plus plausible par rapport aux espéces testées.

L’amplification par PCR visualisée aprés migration sur gel d’agarose, a montrée que la BLSE
détectée chez E. coli est de type CTX-M-1; tandis qu’il y a eu absence d’amplification chez
Stenotrophomonas maltophilia, bien que la présence de BLSE du type CTX-M chez S.
maltophilia d’origine clinique a été rapportée. (Al Naiemi et al., 2006 ; Lavigne et al., 2008).
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Le géne CTX-M-1 serait porté par un plasmide autotransferable d’environ 50 kb. L’absence
du géne TEM sur ce plasmide n’est pas en accord avec les trés nombreux travaux en clinique
qui signalent la coexpression avec CTX-M de TEM, ainsi que d’autres phénotypes de
résistance telles la résistance aux aminosides, quinolones, 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 Escherichia 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 d’origine
animale (Li et al., 2007 ; Machado et al., 2008).

La prédominance des enzymes CTX-M concorde avec plusieurs rapports sur la question en
Algérie. En effet, on a constaté un état endémique ou le cluster blactx-m-1, prédomine chez les
entérobactéries d’origine clinigue comme Salmonella enterica sérotype Seftenberg a
Constantine (Naas et al., 2005), Klebsiella pneumoniae a Bejaia et Alger (Touati et al., 2006
; Messai et al., 2008), chez Enterobacter cloacae a Alger, Tizi-Ouzou et Tlemcen (labadene
et al., 2008), et enfin Escherichia coli a Alger (Messai et al., 2006 ; Ramdani-Bouguessa et
al., 2006) et a Bejaia (Touati et al., 2006).

Les milieux aquatiques continentales n’ont pas échappé a la présence de ce gene, en effet,
plusieurs travaux I’ont décrit chez E. coli isolée des eaux de stations d’épuration (Dolejska et
al., 2011), des rivieres (Kim et al., 2008 ; Chen et al., 2010 ; Graham et al., 2011) et du
sédiment des rivieres (Lu et al., 2010). Tandis qu’en milieu marin, il n’a pas été signalé dans
les plages. Mais au port d’Alger, un travail & montré I’isolement d’une E. coli porteuse d’un
gene CTX-M-1 (Anssour, 2009). Contrairement a nos resultats, cette étude a signalé une
coexpression de TEM et une corésistance aux molécules non béta-lactames : aminosides et
sulfamides. La détection de BLSE de type CTX-M dans nos plages représente un risque de
santé publique, quand on connait la capacité de diffusion de ces enzymes et les échecs
thérapeutiques auxquels elles sont associées.
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CONCLUSION

L’objectif du travail était la détection et I’évaluation de la prévalence de la résistance aux
antibiotiques des bactéries de I’environnement marin cétier représenté par plusieurs plages
dont certaines sont exposées a des apports anthropiques.

La présence de phénotypes de résistance a des taux élevés pour les pénicillines et appréciables
pour les béta-lactamines a large spectre a été montrée. Il existe une dépendance entre le
niveau de résistance, sur les plans qualitatif et quantitatif, et I’état physico-chimique et
biologique du milieu en rapport avec les apports anthropiques. Des résistances
élevées notamment a la ceftazidime ont été retrouvées dans le site de I’anse de Kouali qui,
normalement, n’a pas subi de pollution ; ceci peut étre inhérent a une sélection endogéne
trophique ou toxique d’une propriété naturelle des germes retrouvés dans ce site, ceci est
facilité par la charge microbienne faible du milieu.

Cependant, I’influence des apports anthropiques est tres significative, du fait que la
prévalence de ces mécanismes naturels est directement en rapport avec la charge biotique et
abiotique du milieu. L’identification des 59 souches sélectionnées sur  imipéneme,
céfotaxime, céfoxitine et ceftazidime a révélé la prédominance des bactéries de
I’environnement , Pseudomonadaceae (P. fluorescens et P. aeruginosa), Stenotrophomonas
maltophilia, Burkholderia cepacia Chrysiomonas luteola, Aeromonas hydrophila,
Acinetobacter baumanii avec la présence d’entérobactéries saprophytes de I’environnement
Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii ou strictement fécales, Escherichia coli, Shigella,
cette derniére étant un pathogene strict.

Les germes doués de résistance retrouves dans les stations sont principalement des germes
adaptés ou autochtones de I’environnement, a métabolisme principalement oxydatif et aux
mécanismes de résistance principalement naturels tels que les céphalosporines inductibles, les
systemes d’efflux et I’'imperméabilité ; ce qui explique, la tres faible proportion de
mécanismes de résistance acquis. Dans ce sens, la présence de béta-lactamases a spectre élargi
n’a été détectée que chez I’unique souche d’E. coli, elle est de type CTX-M du groupe 1 et
codée par un plasmide transférable d’environ 50kb.

La sélection des bactéries résistantes comme conséquence des apports anthropiques donc de
désequilibres des écosystemes est une preoccupation a effet immédiat quand il s’agit de la
santé publique. D’autant plus que, outre I’implication de bactéries pathogénes strictes ou
opportunistes d’origine humaine, des infections ayant comme agents étiologiques des
bactéries natives de I’environnement sont de plus en plus rapportées. L’exacerbation de la
virulence et de la résistance de ces bactéries par les environnements pollués, ajoutée a la
proximité de ces derniers par rapport aux agglomérations peuvent contribuer a I’émergence de
nouveaux types d’infections au niveau communautaire et hospitalier. Il faut noter que parmi
les bactéries identifiés, certaines sont des ichtyo-pathogénes et d’autres peuvent étre des
pourvoyeurs de ces derniers en génes de résistance ; avec des conséquences sur I’équilibre
faunistique du milieu et son exploitation en mariculture.
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En perspective a ce travail :

= Elargir I’investigation des mécanismes de résistance acquis a I’ensemble des souches
résistantes sélectionnés sur les béta-lactamines majeures,

= L ’étude de la variation spatio-temporelle de la résistance aux antibiotiques,

* Analyser I’environnement génétique du géne BLSE CTX-M afin d’établir une
éventuelle corrélation avec les génes des souches cliniques,

= Rechercher I’effet probiotique en aquaculture des souches non ichtyo-pathogénes
prédominantes dans le milieu.
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ANNEXE-1

Tableau X1V : Localisation des souches sélectionnées sur imipénéme.

Station

La Fayette

Surcouf

Réghaia

Ain Tagourait

Abréviation
16
111
114

117

112
113

115

116

118

Nom de la souche
Pseudomonas aeruginosa
Stenotrophomonas maltophilia
Stenotrophomonas maltophilia
Burkholderia cepacia
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Stenotrophomonas maltophilia
Burkholderia cepacia
Stenotrophomonas maltophilia
Stenotrophomonas maltophilia

Pseudomonas aeruginosa

Stenotrophomonas maltophilia

Pseudomonas fluorescens
Burkholderia cepacia
Pseudomonas aeruginosa

Pontoea spp



Tableau XV : Localisation des souches sélectionnées sur céfotaxime.

Station

La Fayette

Surcouf

Réghaia

Abréviation
CEl
CE16
CE18
CE21
CE22
CEZ23
CE26
CE10
CE3
CE7
CE12
CE24
CE27
CE2
CE4
CE5
CE6
CES8
CE9
CE11
CE13
CE14
CE15
CE17
CE19
CE20
CE25

Nom de la souche
Pseudomonas aeruginosa
Bordetella spp
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Bordetella spp
Escherichia coli
Bordetella spp
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Ochrobactrum anthropii
Acinetobacter baumanii
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas aeruginosa
Chrysiomonas luteola
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas aeruginosa
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ANNEXE-3

Tableau XVI : Localisation des souches sélectionnées sur céfoxitine.

Station

La Fayette

Surcouf

Ain Tagourait

Abréviation

F1

F2

F5

F6

F4

F3

Nom de la souche
Enterobacter cloacae
Pseudomonas aeruginosa
Aeromonas hydrophila
Non identifiée
Citrobacter anthropii

Non identifiée

Tableau XVII : Localisation des souches sélectionnées sur ceftazidime.

Station

Réghaia

Surcouf

Ain Tagourait

Anse de Kouali

Abréviation
Cz2
Cz3
Cz4
Czs8
cz7
Cz1
Cz5
CZz6

Nom de la souche

Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas fluorescens
Shigella spp

Pontoea spp

Non identifiée

Non identifiée



ANNEXE-4

: Résultats des antibiogrammes des souches isolées sur imipénéme.

Tableau XVIII
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ANNEXE-5

Tableau XIX : Résultats des antibiogrammes des souches isolées sur céfotaxime.

Souches | aAmx | TIC PIP ATM | FOX | CTX | CAZ | CRO CFS FEP IMP | AMC | TCC TZP K GM TE C SSS TMP SXT NA CIP RA
CEL 29 31 | 29 16 | 23 | 31 | NF 11 | 12 0 0 | 23 | 31 | 11
S S S S S s s s | s s s s s s R R s R R s S R
CE2 0 9 [ 34 | 16 | 0 | 14 | 32 | 14 | o | 29 | 30 | o | 10 | 37 | 4 21 | 22 17 | 21 | 9 | 43 | 30
R R S R R R s R R s S R R s s s s | s s s R S s
CE3 0 9 [ 37 | 18] o | 18 |3 | 16 | 0 | 29 | 28 | 0 | 15 | 34 | 35 26 | 23 | 47 | 0 | 19 | 8 | 39 | 26
R R S R R R s R R s s R R s s s s s s R s R s s
CE4 0 0 | 3 | o | 10| 0o | 112 | o 0 [ >40 [ 40 | © 0 | 39 0 NF
R R s R R R R R R s s R R s s s S S S s s R s
CES 0 9 [ 38 | 9 9 0o | 18] 8 [ 12 | 25 [ 37 | o | 15 | 39 29 | 17 27 | 23 | 15 28
R R S R R R R R R S s R R s s s s R s s s | S S
CES 0 0 | 22 | 14 | o 9 [ 37 | 0o | 20 | 20 | 35 | o 0 | 24 21 | 14 0 | 18 | 0 28
R R S R R R s R | s S R R s s s s R S R s R S s
CE7 0 9 [ 20 [ o 0 9 [ 20 | o 0 0o | 28 | o 0o | 20 | 33 17 | 20 | 3 | NF | 18 | 0 | 40 | 27
R R s R R R | R R R s R R s s s | | s s R s s
CES 0 0 [ 37 | 16| o | 15| 33 | 8 8 | 28 [ 37 [ o o | 38 18 | 25 0 | 22 | 11 | 43 | 27
R R S R R R s R R s s R R s S s | s S R s R s s
CE9 0 0 | 45 | 12 | © 8 | 28 | 0 0 | 29 | 41 | o 0o | 33 22 | 22 | 46 | 0 | 16 | 12 | 43 | 29
R R s R R R s R R s s R R s s s s | s R s R s s
CE10 0 0 | NF| 26 | >35 | 15 | 26 | 15 | NF | 21 | 38 | 12 | NF | NF | 38 | 29 | 26 | © 0 0 0 | 26 | >40 | 25
R R [ s R s R | s R s s s R R R R S S S
CELL 0 0 | 35 | 0 0 0 0 0 0 | 23 [>40 | 0 0 | 35 27 | 22 o | 2 | o 21
R R s R R R R R R s s R R S s S S | s R s R s s
CEL2 0 0o | 2 o 0 | 14 | 31 | 9 0o | 27 | 15 [ o 0o | 33 | 31 19 | 21 | 43 | 8 | 15 | 0 | 39 | 25
R R s R R R s R R s R R R s s s s s s R | R s s
CE13 0 0o [ 2] o 0 0o [ 25 | o 0o | 25 [ 29 [ o 0o | 32 21 | 12 | 43 | o | 23 | o | 42 | 26
R R S R R R S R R s S R R S S s s R s R s R S s
CE14 0 0o | 2 [ o 0 | 16 | 32 | o 0o | 31 | 27 | o 0 | 37 19 | 15 0 | 21 | o | 39 | 24
R R s R R R s R R s s R R s s s s R s R s R s s
CE15 0 0 [ 35 | 22 ] o 0 0 0 0o | 17 [ 24 | o 0 | 37 | 45 | 49 [ 20 [ 25 | 41 | o | 12 | 11 | 43 | 28
R R S | R R R R R R s R R s s s s s S R | R S s
cEls | 26 | 22 [ 20 [0 [ 28 [ 8 0 | 10 [ o 9 | 37 | 35 | 37 | 32 | 19 | 31 | 15 | 14 | o 0 0 | 12 | 28 | 30
s s s R s R R R R R s s s s s s R R R R R R s s
CE17 0 o [ 30 [ 9 0 0 0 0 0o | 29 [ 20 [ o o | 33 25 | 17 | 35 | 0 | 23 | 9 25
R R S R R R R R R S S R R S s s s R S R s R S s
CE18 0 | 13 | 15 | 24 | o 0 | 19 | o | 20 | 21 | 18 | o | 18 | 20 | 20 | 8 9 [ 22 | o 0 0 0 0 | 16
R R | [ R R [ R S S [ R | S S R R | R R R R R |




ANNEXE-5

Tableau XIX (suite)

- Résultats des antibiogrammes des souches isolées sur ceéfotaxime.

Souches | AMX | TIC PIP | ATM | FOX | CTX | CAZ | CRO | CFS FEP IMP | AMC | TCC | TZP K GM TE C SSS | TMP | SXT NA CIP RA

CE19 0 0 30 10 0 0 23 0 0 21 33 0 0 18 >40 | >40 16 12 44 0 15 0 43 17
R R S R R R S R R S S R R | S S R R S R I R S |

CE20 0 0 26 0 0 0 21 0 0 23 23 0 0 31 18 10 0 18 0 23
R R S R R R S R R S S R R S S S R R S R S R S S

CE21 0 17 13 16 0 0 17 0 17 21 33 0 14 15 30 40 9 22 30 0 0 0 35 14
R R R R R R R R I S S R R | S S R | S R R R S |

CE22 0 17 15 18 0 0 18 0 18 21 31 0 16 16 31 43 11 24 33 0 0 0 41 12
R R I R R R R R I S S R R | S S R S S R R R S R

CE23 0 12 13 21 0 0 16 0 16 21 18 0 20 18 23 9 10 22 0 0 0 0 8 14
R R I | R R R R S S | R I S S R R | R R R R R |

CE24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 12 40 0 0 0 19 10 0 26 15 37 25
R R R R R R R R R R S R R R S S S R S R S | S S

CE25 0 0 21 0 0 0 0 0 0 11 20 0 0 21 14 15 0 0 8 20
R R S R R R R R R R | R R S S S R R S R R R S S

CE26 0 0 18 25 0 0 13 0 0 14 15 0 0 18 25 31 20 0 0 0 0 0 25 25
R R S S R R R R R R R R R | S S S R R R R R S S

CE27 0 15 18 0 0 0 9 0 0 14 33 0 18 16 13 24 0 0 0 0 0 14 28 19
R R S R R R R R R R S R I | R S R R R R R R S S




Tableau XX : Résultats des antibiogrammes des souches isolées sur céfoxitine.

ANNEXE-7

Souches | AMX | TIC PIP | ATM | FOX | CTX | CAZ | CRO | CFS FEP IMP | AMC | TCC | TZP K GM TE Cc SSS | TMP | SXT NA CIP RA

= 0 0 35 NF 35 35 0 27 27 25 13
R S S S R S S S S S R S S S S S S S S S S S R

E2 0 31 37 35 0 27 36 29 NF 31 35 0 37 31 14 25 37 0 8 10 14
R S S S R S S S S S R S S S S R S S R R R S |

F3 41 27 37 0 0 23 11 20 0 12 29 NF 24 37 33 26 29 0 36 0 22 26
S S S R R | R R R R S S S S S S S R S S R | S

F4 0 0 21 47 9 43 35 41 8 43 33 0 27 35 37 41 8 33 0 0 0 29 47 14
R R S S R S S S R S S R S S S S R S R R R S S |

F5 0 NF 30 0 41 35 20 30 NF 0 29 19 41 16 18 0 0 0 0 15 31
R S S R S S S I S S R S S S R R R R R R R S

£6 31 24 26 0 0 24 12 20 0 13 29 NF 21 25 0 24 0 9 0 31 30 0 21 23
S S S R R | R R R R S | S R S R R R S S R R S




ANNEXE-8

: Résultats des antibiogrammes des souches isolées sur ceftazidime.

Tableau XXI
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Tableau XXII : Résultats des antibiogrammes chez E. coli (CE10) et ses transconjugants.

ANNEXE-9

Souches | AMX | TIC PIP | ATM | FOX | CTX | CAZ | CRO | CFS FEP IMP | AMC | TCC | TZP K GM TE Cc SSS | TMP | SXT NA CIP RA
CE10 0 0 NF 26 >35 15 26 15 NF 21 38 12 NF NF 38 29 26 0 0 0 0 26 >40 25
R R | S R S R | S R S S S R R R R S S S
Tcl 0 0 0 24 17 23 19 0 26 NF 0 0 26 0 16
R R R | S R | R R S S R R S S S S S S S R S |
Tc2 0 0 13 22 17 25 20 0 NF 9 9 22 27 27 29 27 0 16
R R | | S R | R R S S R R S S S S S S S R S |
Tc3 0 0 12 22 20 26 20 0 27 NF 9 9 22 28 27 25 0 15
R R I | S R S R R S S R R S S S S S S S R S |
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ABSTRACT

The aim of the study was to evaluate the prevalence of bacterial antibiotic resistance in
seawater and the anthropogenic influence from five beaches in Algiers.

The rates of resistance of the total flora were significant for amoxicillin and ticarcillin,
whereas they are relatively low for ceftazidime, cefotaxime and imipenem. The level of
resistance is higher in beaches receiving the anthropogenic inputs (amoxicillin, 52.2% and
43.1%; ticarcillin, 47.7% and 19.6%; céfotaxime, 2.8% and 8.3%) than in the unpolluted
beaches (amoxicillin, 9.4% and 1.15% ; ticarcillin, 7.6% and 0.8% ; céfotaxime, 0.1% and
0.6%).

In total coliforms, high rates of resistance were found against amoxicillin (20.7%, 8.3%,
16.2% and 43.2%) and ticarcillin (10.3%, 10.4%, 13.5% and 40.9%). Resistance to
cefotaxime and imipenem was observed with rates of 8.3% and 0.4% in Réghaia.

59 strains resistant to at least one of the major antibiotics, imipenem, cefotaxime, cefoxitin
and ceftazidime were identified as Pseudomonas aeruginosa (n=23), Pseudomonas
fluorescens (n=10), Stenotrophomonas maltophilia (n=6), Burkholderia cepacia (n=3),
Bordetella spp (n=3), Pontoea spp (n=2), Acinetobacter baumanii, Chrysiomonas luteola,
E.coli, Ochrobactrum anthropi, Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Aeromonas
hydrophila and Shigella spp.

The study of their antibiotic sensitivity showed a high rates of resistance to beta-lactam
antibiotics including penicillins (amoxicillin, 86.4% ; ticarcillin, 84.7%), cefoxitin (93.2%)
and third generation cephalosporins (cefotaxime, 84.7% ; ceftriaxone , 84.7% and cefsulodin,
81.3%). Resistance to ceftazidime, aztreonam and cefepime was average (54.2%, 66% and
39%, respectively). Whereas the imipenem resistance was lower (25.4%). Concerning the
other families of antibiotics, a high resistance was observed to the acid nalidixic (84.7%) and
triméthoprime  (79.6%) followed by chloramphenicol (54.2%), tétracycline (44%),
triméthoprime+sulfamides (28.8%), and sulphamides (22%). A very low resistance was
observed against aminoglycosides (K, GM), ciprofloxacin and rifampicin (4%, 10% and
15.2%, respectively).

The production of inducible chromosomal AmpC was observed at 32.2% of strains. The
synthesis of extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) was found at only one strain: E.coli
selected on cefotaxime. The genetic characterization of this enzyme showed the presence of
CTX-M gene of group 1 carried by a selfconjugative plasmid of approximately 54Kb.

Key words: BLSE - résistance - beta-lactamines — beaches - total flora — total coliforms.



	الملخص
	هذا العمل يهدف إلى تقييم نسبة المقاومة للمضادات الحيوية لدى بكتيريا عزلت من عدة شواطئ من ساحل الجزائر وتأثير العوامل البشرية على هده الظاهرة.

