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RESUME : Une idée trés répandue est que P'apparition de la résistance aux antibiotiques est a
mettre en relation directe avec I'utilisation fréquente, voire parfois abusive, des antibotiques et que
cette résistance pourrait tendre vers une valeur nulle si une utilisation raisonnable et raisonnée
était mise en place. Pour tester cette hypothése, nous avons étudié I’antibiorésistance de deux
bactéries, Escherichia coli et Enterococcus sp, isolées de matiéres fécales de cervidés et sangliers
sauvages de Wallonie vis-a-vis de plusieurs antibiotiques. Nous avons obtenu un pourcentage élevé
de résistance pour les souches Escherichia coli de cervidés vis-a-vis de la streptomycine (42 %) et
de 'acide nalidixique (42 %). Une résistance a I’oxytétracycline a été notée pour les Enterococcus
de cervidés (9 %) et de sangliers (19 %). Ces résultats montrent que I’emploi raisonné des antibio-
tiques n’est pas l'unique paramétre susceptible de faire décroitre I’antibiorésistance. Il faut tenir
compte d’autres facteurs liés aux bactéries elles-mémes.

INTRODUCTION

La résistance aux antibiotiques
constitue un sujet de préoccupation
tant en médecine humaine que vété-
rinaire. En ¢élevage, les antibiotiques
restent parmi les molécules les plus
utilisées. Leur utilisation peut étre
prophylactique, thérapeutique ou
strictement zootechnique (promoteur
de croissance) en vue d’améliorer les
performances animales (Dardenne et
al., sans date).

S’il est clair que tout usage de subs-
tance a activité antibactérienne peut
conduire a la sélection de souches
résistantes dans les flores commen-
sales ou pathogenes chez I’animal et
I’homme, I’utilisation intensive d’an-
tibiotiques en médecine humaine et
vétérinaire a conduit a 1’émergence
de souches résistantes au sein des
populations bactériennes avec des
risques tant en santé humaine ou ani-
male qu’au niveau environnemental
et technologique.

Les efforts pour réduire ce phé-
nomeéne sont basés sur 1’hypothése
que I’antibiorésistance est maintenue
au sein des populations bactériennes
du fait de leur exposition aux anti-
biotiques et que la restriction de leur
utilisation pourrait, dés lors, diminuer
I’importance des bactéries résistantes.
Pour vérifier la relation entre anti-
biorésistance et absence d’exposition
aux antibiotiques, nous avons réalisé
une étude préliminaire et globale sur
le profil de résistance de bactéries
isolées du tube digestif d’une popu-
lation de sangliers et de cervidés sau-
vages en région wallonne (Belgique).
Le tractus digestif des animaux (et
de I’homme) contient une multitude
d’espéces bactériennes parmi les-
quelles nous avons choisi de rete-
nir les genres Escherichia (E. coli)
et Enterococcus sp. qui représentent
deux marqueurs de I’évolution de la
résistance aux antibiotiques (S@Orum
et Sunde, 2001).

MATERIEL ET METHODES

Echantillons

Les matieres fécales de cervidés
(n =110, Cervus elaphus et Capreolus
capreolus) et de sangliers (n = 95) ont
été collectées au cours de I’automne
2005 sur différents territoires situés en
région wallonne (Belgique). Ces ani-
maux, prélevés en période de chasse,
sont présumés sains. Les échantillons
ont été récoltés, lors de 1’éviscération,
au niveau du rectum ou du colon dis-
tal. Ensuite, ils ont été stockés a 4°C.

Mise en culture et identification

Les matieres fécales ont été utili-
sées pour I’identification et le pro-
fil d’antibiorésistance de deux bac-
téries 1indicatrices, Escherichia
coli et Enterococcus. Les milieux
de croissance choisis sont le milieu
Enterococcosel® (Becton Dickinson,
USA), sélectif pour les entéroco-
ques et le milieu Gassner® (Merck,
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Allemagne), sélectif pour les enté-
robactéries. Aprés ensemencement
des maticres fécales, les géloses sont
incubées 24 heures a 37°C. Les coli-
formes fermentent le lactose contenu
dans le milieu Gassner® et donnent
des colonies bleues par acidification
du milieu (Merck, Allemagne). Les
entérocoques donneront, quant a eux,
des colonies noires par hydrolyse de
I’esculine du milieu Enterococcosel®
(Becton Dickinson, USA). Une colo-
nie de chaque genre/espece est choisie
pour identification compléte et réali-
sation de I’antibiogramme.

Pour confirmer 1’identité des souches,
une galerie d’identification présomp-
tive « maison » pour Enterococcus
(utilisation ou non du lactose, man-
nitol, raffinose et sorbitol), la gélose
MUG (4-méthyl-umbelliféryl B-glu-
curonide, Fluka, Allemagne) et le test
indol « maison » (réactif de Kovacs)
pour E. coli ont été utilisés.

Antibiogramme

Chaque colonie a été testée pour sa
sensibilité a 7 antibiotiques : I’am-
picilline (10 pg), la streptomycine
(10 pg), la gentamicine (10 pg), I’oxy-
tétracycline (30 ug), le triméthoprime/
sulfamidé (1,25 pg/23,75 pg), le flor-
fénicol (30 pg) et I’acide nalidixique
(30 pg) pour les souches d’E. coli;
I’ampicilline (10 pg), la gentamicine
(forte dose : 120 pg), I’oxytétracycline
(30 nug), la vancomycine (30 pg), la
clindamycine (2 pg), I’enrofloxacine
(5 pg) et le florfénicol (30 pg) pour les
souches d’Enterococcus.

La méthode utilisée pour la réalisation
des antibiogrammes est la méthode de
diffusion en milieu gélosé par écou-

villonnage. On plonge un écouvillon
stérile dans la suspension bactérienne
réalisée a partir d’une culture d’E. coli
ou d’Enterococcus de 24 heures sur un
milieu gélosé. On épuise 1’écouvillon
a la surface du milieu Mueller-Hinton
(Becton Dickinson, USA) en tragant
une croix et en étalant I’inoculum sur
toute la surface de la gélose dans les
deux directions de la croix de fagon a
obtenir un tapis bactérien. Cette étape
est suivie de I’application de disques
imbibés des antibiotiques précités
(Becton Dickinson, USA et Oxoid,
England pour le florfénicol). Les boi-
tes sont placées a I’étuve a 37°C durant
24 heures. Les valeurs limites pour la
mesure des diametres d’inhibition ont
respecté les normes recommandées
par le producteur. Selon les rensei-
gnements donnés par le fournisseur,
les normes pouvant étre utilisées pour
le florfénicol sont les normes pour
Mannheimia haemolytica.

Les isolats ont, ainsi, pu étre catégori-
sés comme sensible (S), intermédiaire
(I) ou résistant (R) aux différents anti-
biotiques (Anonyme, 1996).

Analyse statistique

Pour comparer la différence des pour-
centages de résistance aux divers
antibiotiques entre les cervidés et les
sangliers, le test du chi carré a été réa-
lisé. Les différences ont été¢ considé-
rées comme significatives a p <0,05
(intervalle de confiance de 95 %).

RESULTATS

Le nombre de souches isolées pour
les cervidés et sangliers s’élévent res-

pectivement a 93 et 68 pour le genre
Enterococcus. Pour E. coli, ce nombre
est de 52, aussi bien pour les cervidés
que pour les sangliers.

Les profils de résistance obtenus dans
cette étude, pour E. coli, sont présen-
tés dans le tableau I. Parmi les souches
de cervidés, la résistance a 1’acide
nalidixique (42 %) et a la streptomy-
cine (42 %) est la plus fréquente, sui-
vie par la résistance a 1’oxytétracy-
cline (19 %), la gentamicine (12 %) et
I’ampicilline (8 %). La résistance aux
sulfamidés/triméthoprim et au florfé-
nicol est de 2 %. En ce qui concerne
les sangliers, une résistance plus fré-
quente a ’ampicilline (12 %) et 1’ab-
sence de résistance a I’acide nalidixi-
que, a la gentamicine, au florfénicol
sont observées. Un pourcentage de
résistance de 2 % est constaté pour
I’oxytétracycline, les sulfamidés/tri-
méthoprim et la streptomycine.

Les résultats de 1’analyse statistique
(p <0,05, test chi carré) confirment
une différence significative entre les
cervidés et les sangliers pour I’oxyté-
tracycline, ’acide nalidixique, la gen-
tamicine et la streptomycine.

Pour les souches d’Enterococcus, les
résultats de 1’identification présomp-
tive et des profils de résistance pour
les différentes especes bactériennes
sont présentés dans les tableaux II et
1.

Aucune donnée sur les cervidés et san-
gliers sauvages n’ayant été publiée, a
notre connaissance, nous avons choisi
de retenir les especes d’Enterococ-
cus les plus fréquemment isolées chez
les bovidés et suidés domestiques.
D’apreés Euzéby (2006), E. cecorum,
E. faecalis, E. faecium et E. durans

Tableau I : profils de résistance aux antibiotiques des E. coli isolés de cervidés et de sangliers

AM oTC* AN* SXT GM* STREP* FFC

S 40 42 30 51 44 29 51

Cervidés R 4 10 22 1 6 22 1

(n=52) | 8 0 0 0 2 1 0

% résistance 8 19 42 2 12 42 2

E. coli

S 46 50 52 51 52 37 50

Sangliers R 6 1 0 1 0 1 0

(n=52) | 0 1 0 0 0 14 2

% résistance 12 2 0 2 0 2 0

AM : ampicilline ; OTC : oxytétracycline ; AN : acide nalidixique ;
SXT : sulfamidé/triméthoprim ; GM : gentamicine ; STREP : streptomycine ;
FFC : florfénicol ; ENO : enrofloxacine ; VA : vancomycine ; CC : clindamycine.

R : résistant ; I : intermédiaire ; S : sensible.

Résultats exprimés en pourcentage de résistance.
* - différence significative entre les cervidés et les sangliers pour le pourcentage de résistance aux antibiotiques (p < 0,05).
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Tableau II : profils de résistance aux antibiotiques des Enterococcus isolés de cervidés

AM GM forte oTC VA cC ENO FFC
S 3 3 3 3 0 3 3
E. faecalis (n=3) R 0 0 0 0 3 0 0
| 0 0 0 0 0 0 0
% de résistance 0 0 0 0 100 0 0
S 11 1 11 10 0 11 11
E. faecium (n=11) R 0 0 0 1 1 0 0
| 0 0 0 0 0 0 0
% de résistance 0 0 0 9 100 0 0
S 27 28 24 28 4 23 28
E.villorum (n=28) R 0 0 4 0 24 2 0
| 1 0 0 0 0 3 0
% de résistance 0 0 14 0 86 7 0
S 2 2 1 2 2 2 2
E. durans (n=2) R 0 0 0 0 0 0 0
| 0 0 1 0 0 0 0
% de résistance 0 0 0 0 0 0 0
S 15 16 15 14 2 14 16
E. cecorum (n=16) R 0 0 1 2 14 0 0
| 1 0 0 0 0 2 0
% de résistance 0 0 6 13 88 0 0
S 33 33 22 31 0 27 32
Autres (n=33) R 0 0 11 0 33 4 0
| 0 0 0 2 0 2 1
% de résistance 0 0 33 0 100 12 0
Résistance moyenne (%) 0 0 9 4 79 3 0
AM : ampicilline ; GM : gentamicine ; OTC : oxytétracycline ; VA : vancomycine ;
CC : clindamycine; ENO : enrofloxacine ; FFC : florfénicol ;
R : résistant ; I : intermédiaire ; S : sensible.
Résultats exprimés en pourcentage de résistance pour chaque espéce bactérienne et en résistance moyenne toute espéce confondue.
Tableau 111 : profils de résistance aux antibiotiques des Enterococcus isolés de sangliers
AM GM forte oTC VA cc ENO FFC
S 10 10 8 10 1 9 10
E. faecalis (n=10) R 0 0 2 0 9 0 0
| 0 0 0 0 0 1 0
% de résistance 0 0 20 0 90 0 0
S 10 10 9 10 1 7 10
E. faecium (n=10) R 0 0 0 0 9 1 0
| 0 0 1 0 0 2 0
% de résistance 0 0 0 0 90 10 0
S 9 9 5 9 0 9 9
E.villorum (n=9) R 0 0 4 0 9 0 0
| 0 0 0 0 0 0 0
% de résistance 0 0 44 0 100 0 0
S 3 3 3 3 0 3 3
E. cecorum (n=3) R 0 0 0 0 3 0 0
| 0 0 0 0 0 0 0
% de résistance 0 0 0 0 100 0 0
S 36 36 24 34 6 30 36
Autres (n=36) R 0 0 12 0 30 3 0
| 0 0 0 2 0 3 0
% de résistance 0 0 33 0 83 8 0
Résistance moyenne (%) 0 0 19 0 93 4 0

AM : ampicilline ; GM : gentamicine ; OTC : oxytétracycline ; VA : vancomycine ;
CC : clindamycine; ENO : enrofloxacine ; FFC : florfénicol ;

R : résistance ; I : intermédiaire ; S : sensible.
Résultats exprimés en pourcentage de résistance pour chaque espéce bactérienne et en résistance moyenne toute espéce confondue.
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sont les especes le plus souvent iso-
lées chez le bovin et chez le porc,
E. cecorum, E. faecalis, E. faecium,
E. hirae et E. villorum. Les autres
especes non identifiées suivant notre
mini-galerie sont regroupées sous le
terme « autres ».

Globalement, on observe une résis-
tance a la clindamycine, la vancomy-
cine, I’oxytétracycline et I’enrofloxa-
cine : la résistance a la clindamycine
varie de 83 a 100 % pour les différen-
tes especes d’Enterococcus, toute sou-
che confondue, sauf pour E. durans ou
aucune résistance n’est observée.

En ce qui concerne la vancomycine,
les especes E. faecium et E. cecorum
de cervidés montrent une résistance de
9 et 13 %, respectivement.

Chez les cervidés, on observe une
résistance vis-a-vis de I’oxytétracy-
cline pour E. villorum, E. cecorum et
pour les autres espéces non idénti-
fiées (14 %, 6 % et 33 %, respective-
ment). Pour les sangliers, E. faecium,
E. villorum et le groupe « autres »
présentent également une résistance a
cet antibiotique (20 %, 44 % et 33 %,
respectivement).

La résistance a 1’enrofloxacine est
observée pour les espéces non iden-
tifiées, aussi bien chez les cervidés
et les sangliers, a raison de 12 % et
8 %, respectivement. Elle s’observe
également pour E. faecium isolé de
sangliers (10 %) et E. villorum isolé
de cervidés (7 %).

Pour les différences de résistance entre
cervidés et sangliers, 1’analyse sta-
tistique ne montre aucune différence
significative.

DISCUSSION

Nos résultats montrent qu’il existe une
prévalence non négligeable d’antibio-
résistance parmi les souches récol-
tées a partir de mammiferes sauvages
méme si, a priori, les animaux ne sont
pas sensés avoir recu de traitement.

La résistance naturelle de bas niveau
(faible dosage en antibiotique de la
pastille) aux lincosamides des entéro-
coques est vérifiée par un pourcentage
tres €levé de résistance chez les cer-
vidés et les sangliers (79 % et 93 %,
respectivement). Ce pourcentage
¢élevé nous a fait suspecter un nombre
important de souches d’Enterococcus
faecalis puisque cette espéce, selon
le Comité de 1’Antibiogramme de la
Société francgaise de Microbiologie
(CASFM), présente une résistance
naturelle et aiderait ainsi a 1’identifi-
cation de cette espece bactérienne. Au
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vu des résultats obtenus, il n’est donc
pas possible, de tirer une conclusion a
ce sujet.

Une résistance a bas niveau existe
aussi pour les aminosides mais dans
notre ¢étude, le dosage des pastilles de
gentamicine était de 120 ug, évitant
ainsi ce phénomene de résistance a
bas niveau (Euzéby, 20006).

Dans notre étude, des pourcentages
de résistance élevés ont été observés
pour les E. coli de cervidés vis-a-vis
de la streptomycine et de 1’acide nali-
dixique. Pour ce dernier, diverses étu-
des (Gilliver et al., 1999 ; Lillehaug
et al., 2005) ont donné des résultats
différents des notres. Vu I’importance
des valeurs de résistance obtenues, il
serait intéressant de tester une fluoro-
quinolone, molécule plus récente.

En ce qui concerne la streptomy-
cine, des pourcentages semblables a
ceux de cette étude ont été rappor-
tés (Aarestrup et al., 1998 ; Hansen
et Velschow, 2000 ; Lillehaug et al.,
2005).

Lacide nalidixique et la streptomycine
étant peu, voire plus utilisés en méde-
cine vétérinaire, il est étonnant de
retrouver des résistances aussi impor-
tantes. Une étude menée par Chiew et
collaborateurs (1998) a montré 1’exis-
tence de la résistance a la streptomy-
cine en I’absence d’utilisation. Leur
hypothése est le portage du gene de
résistance sur un transposon possédant
une région spécifique appelée inté-
gron, ou d’autres génes de résistance
peuvent s’insérer, avec apparition
d’un phénomene de résistance croisée.
De plus, si la présence du gene de
résistance n’a aucun cott biologique
pour la bactérie, celui-ci se maintient
méme en 1’absence de 1’antibiotique
(Mircovich et al., 2004).

Pour les tétracyclines, on observe un
certain pourcentage de résistance tant
pour E. coli que pour Enterococcus sp
avec, toutefois, des valeurs inférieures
a celles notées pour 1’acide nalidixique
et la streptomycine. Les tétracyclines,
bien qu’étant d’anciennes molécules,
conservent une place importante en
médecine vétérinaire, sont stables et
non enclines a la biodégradation. Elles
sont habituellement utilisées comme
antibiotique de premicre ligne chez
différentes espéces animales (Sayah
et al., 2005). Des niveaux de résis-
tance comparables ont pu étre obser-
vés dans d’autres études (Aarestrup et
al., 1998 ; Hansen et al., 2000 ; Sayah
et al., 2005 ; Pallecchi et al., 2007).
L observation faite par Langlois et
collaborateurs (1988) sur la longue

persistance de genes de résistance aux
tétracyclines, en I’absence d’antibio-
tiques appartenant ou non a la méme
famille, pourrait justifier nos résul-
tats.

Une identification présomptive a I’es-
pece des souches d’Enterococcus par
une méthode simple (fermentation de
sucres) nous a permis d’identifier un
certain nombre d’espéces. Pour des
recherches futures, il serait toutefois
intéressant d’approfondir cette iden-
tification pour déterminer quelles
sont, précisément, toutes les espeéces
d’entérocoques rencontrées chez ces
animaux.

Le mode de vie des cervidés et san-
gliers sauvages, en Belgique, consti-
tue une autre hypothése pour expli-
quer la résistance aux antibiotiques.
Vu la proximité des territoires occupés
par ces animaux avec les zones de
paturage, 1’introduction de souches
résistantes, via les animaux domesti-
ques (bovins, porcins par exemple),
est envisageable. On sait, en effet, que
les ruminants sauvages paturent de
nuit sur les prairies occupées par des
ruminants domestiques. Une étude
menée sur des cervidés par Lillehaug
et collaborateurs (2005) suggere que
I’antibiorésistance a certains antibio-
tiques puisse apparaitre suite a 1’ex-
position des animaux a des antibio-
tiques ou des substances semblables
retrouvés dans leur nourriture ( par
exemple, la streptomycine qui est pro-
duite par Streptomyces griseus, bacté-
rie tellurique). Lyon et Scurray (1987)
ont proposé¢ que la transmission de
genes de résistance aux antibiotiques
(Streptomyces et d’autres bactéries du
sol) a des especes bactériennes cli-
niquement importantes puisse avoir
eu lieu via I’échange de plasmides
et/ou d’éléments transposables. Et
que d’autres facteurs, tels les métaux
lourds (cadmium, mercure, plomb)
puissent jouer un role dans la trans-
mission de cette antibiorésistance via
les mémes phénomenes d’échange.
Ces phénomeénes pourraient aussi
expliquer les résultats d’une étude
menée sur une communauté d’Indiens
Guarani en Bolivie (Pallecchi et al.,
2007). 1l a été montré une forte pré-
valence d’antibiorésistance pour les
E. coli commensaux, malgré la trés
faible exposition aux antibiotiques et
des échanges limités avec I’extérieur.

Une autre hypothése serait la sup-
plémentation en nourriture des bétes
sauvages durant la période hivernale.
Bien que I’ajout d’antibiotiques dans
de tels aliments soit interdit, connaitre



la composition exacte de ces aliments
pourrait étre utile, en sachant que cer-
tains sont déja complémentés en pro-
duits antiparasitaires.

CONCLUSION

Lhypothéese, trés répandue, qu’en
I’absence de traitement antibiotique,
la proportion de bactéries résistantes
devrait tendre vers une valeur nulle
est trés restrictive. Une utilisation rai-
sonnée des antibiotiques est néces-
saire pour limiter 1’antibiorésistance,
mais les régles congues en ce sens ne
sont pas suffisantes pour mettre fin a
I’existence de germes résistants. Cette
disparition ne pourrait avoir lieu que
si aucune autre molécule ne sélec-
tionne de co-résistance et si le geéne
de résistance n’est pas associé¢ avec
des ¢léments génétiques susceptibles

d’aider a son maintien (Chiew et al.,
1998).
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SUMMARY

A widespread idea is that occu-
rence of antibiotic resistance is
simply connected with the fre-
quent use and/or sometimes
overuse of antibotics and that
this resistance could tend to
decrease if they were correctly
used. To test this hypothesis, we
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