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Introduction

L’utilisation depuis des décennies des antibiotiques dans le traitement des infections
bactériennes, tant humaines qu’animales s’est accompagnée de I'émergence chez
les bactéries de résistances aux différentes classes d’antibiotiques.

Le développement de ces résistances est du a de nombreux facteurs, dont le plus
important reste I'exposition des bactéries aux antibiotiques.

Lorsque ces résistances bactériennes apparaissent chez des animaux recevant des
antibiotiques, les flores bactériennes hébergées par ces derniers deviennent des
réservoirs de génes de résistance qui peuvent étre transmis a des bactéries
pathogénes pour 'homme, via les pathogénes zoonotiques ou les bactéries
commensales.

Une fois transmises a 'Homme ces bactéries peuvent également transférer leurs
génes de résistance aux bactéries des flores commensales de lindividu, qui
constituent elles-mémes des réservoirs de genes de résistance.

Les transferts de résistance animal-Homme peuvent se faire a partir des flores
buccale ou oro-pharyngée, ou bien de la flore intestinale par l'intermédiaire d’un
contact direct ou via I'environnement et la chaine alimentaire.

L’objectif de cette thése est d’évaluer la prévalence de la résistance aux antibiotiques
dans la flore digestive de chiens afin d’évaluer le risque de transmission de ces
résistances a 'Homme. Les expériences ont consisté a évaluer la résistance des
entérobactéries intestinales de chiens a quatre antibiotiques : deux beta-lactamines,
'amoxicilline et le céfotaxime, et deux quinolones, l'acide nalidixique et la
ciprofloxacine.
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1 Premiere partie : Etude bibliographique
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1.1 Les bétalactamines
1.1.1 Présentation

1.1.1.1 Meécanisme d’action

Les bétalactamines sont actuellement les antibiotiques les plus utilisés en
antibioprophylaxie et en antibiothérapie. Ce sont des antibiotigues bactéricides
temps-dépendants.

L’élément structural commun a toutes les bétalactamines est le cycle béta-lactame
aussi appelé azétidin-2-one (entouré sur les figures 1 et 2).

H H
R._No—_58

O
o -
+/—~0OH
O/\

Figure 1 : Pénicilline

Ro. H H
TS
@)

=

O R4

O~ OH
Figure 2 : Céphalosporine

Cette famille regroupe les pénicillines, les inhibiteurs des béta-lactamases, les
carbapénémes, les céphalosporines et les monobactames.
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Les bétalactamines inhibent la production de la paroi cellulaire en bloquant
sélectivement la synthése des peptidoglycanes par inactivation des principales
enzymes impliquées dans cette production que sont les PLP (protéines liant les
pénicillines). Les PLP sont soit des transpeptidases, soit des endo-peptidases ou des
carboxypeptidases. Les bétalactamines sont des analogues structuraux de leurs
substrats naturels : les précurseurs du peptidoglycane. Une liaison covalente et
irréversible va s’établir entre les PLP et les bétalactamines qui vont agir en tant que
substrat suicide. Une fois fixée sur ces enzymes, les bétalactamines vont les rendre
inactifs et ainsi empécher la réaction de transpeptidation: la synthese des
peptidoglycanes est donc bloquée ce qui provoque l'activation d’enzymes lytiques
bactériennes : les autolysines (Chemelle 2010; Faure 2010).

Pour agir les bétalactamines doivent pénétrer dans I'espace périplasmique de la
bactérie. Ceci est aisé chez les bactéries a Gram + dont le peptidoglycane est
relativement perméable aux bétalactamines (qui sont hydrophiles), en revanche chez
les bactéries a Gram — les porines sont les seules voies d’entrée pour les
bétalactamines (un passage lipophile marginal est toutefois possible).

Bétalactami

o '\ Précurseurs de (R
Gram + ‘\\ -
PLP peptidoglycanes _
PLP libre
Complexe PLP/bétalactamine 2Synthése
Gram -

peplidoglycanes impossible

Peptidoglycanes

Porines

Figure 3 : Mode d’action des bétalactamines
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1.1.1.2 Propriétés chimiques

Comme expliqué plus haut, les bétalactamines présentent une analogie structurale
avec les précurseurs du peptidoglycane. En effet ces deux molécules présentent le
motif D-alanyl-D-alanine (entouré sur la figure 3) qui leur est indispensable pour se
fixer aux PLP.

Figure 4 : Analogie structurale entre les bétalactamines (a gauche) et les précurseurs
du peptidoglycane (a droite)

1.1.1.3 Effets secondaires

Les bétalactamines présentent une faible toxicité iatrogene exceptée pour les
animaux ayant une flore digestive a Gram + (comme le lapin) chez qui elles
provoquent une trés forte perturbation de la flore digestive. Elles présentent
cependant un trés fort potentiel allergisant et doivent donc étre utilisées avec
précaution.

1.1.2 L’amoxicilline

1.1.2.1 Propriétés chimiques

L’amoxicilline appartient au groupe des aminopénicillines résistantes a Il'acidité
gastrigue grace a la présence d’'un groupe amine (entouré sur la figure 4).
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Figure 5 : Amoxicilline
1.1.2.2 Spectre d’action
L’amoxicilline est efficace contre :
Aérobies a Gram + Aérobies a Gram - Anaérobies Autres
Corynebacterium diphteriae Actinobacillus Actinomyces Bartonella
actinomycetemcomitans
Enterococcus faecalis Bordetella pertussis Clostridium Borrelia
Erysipelothrix rhusopathiae Capnocytophaga Eubacterium Leptospira
Listeria monocytogenes Eikenella Fusobacterium Treponema
Nocardia asteroides Escherichia coli Peptostreptococcus
Streptococcus Haemophilus influenzae Porphyromonas
Streptococcus bovis Haemophilus para- Prevotella

influenzae

Streptococcus pneumoniae

Helicobacter pilori

Propionibacterim
acnes

Neisseria gonorrhoeae

Veillonella

Neisseria meningitidis

Pasteurella multocida

Proteus mirabilis

Salmonella

Shigella

Streptobacillus
moniliformis

Vibrio cholerae

Tableau 1 : Spectre d’action de 'amoxicilline (source : affsaps, novembre 2005)
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1.1.3 Le céfotaxime

1.1.3.1 Propriétés chimiques

Le céfotaxime appartient au groupe des céphalosporines de troisieme génération.
C’est la premiére molécule de ce groupe a avoir été découverte en 1980 et elle
demeure la plus prescrite du groupe en médecine humaine.

/
/

H
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c g
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Figure 6 : Céfotaxime

Il présente une diffusion tissulaire rapide et importante, est peu lié aux protéines
plasmatiques (essentiellement a l'albumine) et posséde un métabolite actif le 3-
désacétyl céfotaxime qui présente l'activité d’'une céphalosporine de deuxiéme
génération (Guerin 1998).

1.1.3.2 Spectre d’action

Le céfotaxime est efficace contre :
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Aérobies a Gram +

Aérobies a Gram -

Anaérobies

Corynebacterium

Borrelia Burgdorferi

Clostridium perfringens

diphteriae
Staphylococcus mét-S Branhamella catarrhalis Fusobacterium
Streptococcus Citrobacter freundii Peptostreptococcus
Streptococcus Citrobacter koseri Prevotella
pneumoniae
Enterobacter
Escherichia coli
Haemophilus
Haemophilus influenzae
Klebsielia
Morganella morganii
Neisseria

Pasteurella multocida

Proteus mirabilis

Proteus vulgaris

Providencia

Salmonella

Serratia

Shigella

Yersinia

Tableau 2 : Spectre d’action du céfotaxime (source : affsaps, novembre 2005)

1.1.4Résistance aux bétalactamines

1.1.4.1 Meécanismes de résistance

Il existe trois mécanismes permettant aux bactéries d’étre résistantes aux
bétalactamines.

1.1.4.1.1 Les béta-lactamases

1.1.4.1.1.1 Production de béta-lactamases

Le premier mécanisme de résistance aux bétalactamines consiste en la production
de béta-lactamases. Il s’agit d’enzymes bactériennes hydrolysant le cycle béta-
lactame, au niveau de la liaison amide, ce qui rend l'antibiotique inactif avant méme
qu’il n’ait pu atteindre les PLP. Ce mécanisme reste le plus important chez les
bactéries Gram - (Babic et al. 2006).
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Il existe de trés nombreuses béta-lactamases (plus de 340) (Shah et al. 2004) qui
peuvent étre de type sérine (classes d’Ambler A, C et D) ou métalloenzymes (classe
d’Ambler B). Toutes les béta-lactamases de classe A sont inactivées par les
inhibiteurs de béta-lactamases (Li et al. 2007).

Le géne codant pour ces enzymes peut étre localisé sur le chromosome bactérien,
sur un plasmide ou sur un transposon (Bradford 2001).

1.1.4.1.1.2 Mécanisme d’échappement aux béta-lactamases

Deux stratégies existent pour éviter, ou tout du moins limiter, 'hydrolyse réalisée par
les béta-lactamases. La premiére stratégie consiste a utiliser des inhibiteurs des
béta-lactamases (I'acide clavulanique, le sulbactam et le tazobactam) (Therrien et al.
2000). Ces molécules ressemblant aux pénicillines mais ayant une affinité plus forte
gue ces dernieres envers les béta-lactamases, ne sont que peu et lentement
hydrolysées, ceci leur permet d’occuper longuement le site actif des béta-lactamases
et donc de limiter 'hydrolyse des bétalactamines par ces derniéres. La seconde
stratégie consiste a trouver de nouvelles bétalactamines insensibles aux béta-
lactamases (comme les céphalosporines a spectre étendu par exemple) (Rolinson
1998).

Cependant suite au développement de bétalactamines résistantes aux béta-
lactamases, de nouveaux composés ont émergés parmi les bactéries a Gram -: les
béta-lactamases a spectre étendu (Seiffert et al. 2013).

1.1.4.1.1.3 Béta-lactamases a spectre étendu (BLSE)

Les BLSE sont capables d’hydrolyser 'ensemble des bétalactamines jusqu’aux
céphalosporines de troisieme génération et aux monobactames. Elles restent
cependant généralement sensibles aux céphamycines, aux céphalosporines de
guatrieme génération et aux carbapénemes (Poole 2004).

Le géne a l'origine des BLSE est la plupart du temps localisé sur un plasmide mais il
peut aussi étre situé sur le chromosome bactérien. On distingue deux « groupes » de
BLSE : les anciennes et les nouvelles.

1141131 Les anciennes BLSE

Les anciennes BLSE sont les BLSE les plus fréquentes, elles peuvent étre de type
TEM (temoneira) ou de type SHV (sulfhydryl variable). Elles sont surtout présentes
chez E.Coli et Klebsiella spp.

Dans le type TEM les mutations ont lieu au niveau de 4 sites majoritaires : Glu104,
Argl164, Gly238 et Glu240 (Poole 2004). Il s’agit du type de BLSE le plus représenté
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parmi les BSE portées par un plasmide (80% des BLSE présentes sur un plasmide
(Shah et al. 2004)).

Dans le type SHV les mutations ont majoritairement lieu aux positions Gly238 et
Glu240 (Poole 2004).

1.1.4.1.1.3.2 Les nouvelles BLSE

Les nouvelles BLSE sont de type CTX-M (céfotaximase-Munich), PER
(pseudomonas extended resistance), VEB (vietnham extended spectrum beta-
lactamase), GES (guyana extended spectrum beta-lactamase), ou OXA
(oxacillinase).

Les CTX-M sont apparues dans les années 90 et connaissent une diffusion rapide au
sein des entérobactéries depuis lors. Elles hydrolysent préférentiellement le
céfotaxime.

Les PER sont fréquentes chez P. aeruginosa et Acinobacter spp.

Les VEB sont présentes chez P. aeruginosa, le géne de résistance est souvent
localisé au sein d’un intégron.

Les GES sont de plus en plus rapportés chez les bactéries a Gram -. C'est la
premiére BLSE a voir son spectre s’élargir en y intégrant les carbapénémes.

Les OXA sont majoritairement présentes chez P. aeruginosa. Elles présentent une
forte activité hydrolytique des pénicillines M et ont une activité enzymatique trés
variable.

1.1.4.1.1.4 Béta-lactamases d’intérét particulier

1141141 Céphalosporinases de classe C

Les céphalosporinases de classe C (AmpC) sont des béta-lactamases trés
impliquées dans la multi-résistance aux bétalactamines chez les bactéries a Gram —
et plus particulierement chez les entérobactéries.

Il existe des bactéries capables, suite a une mutation chromosomique, de produire
des AmpC dites inductibles. Il s’agit notamment de Enterobacter cloacae et
Citrobacter freundii. Cependant d’autres bactéries ne possédant pas ces AmpC
inductibles présentent tout de méme des AmpC. Il s’agit en réalité dAmpC dont le
support génétique est présent sur un plasmide (dont la taille peut aller de 7 a 180kb).
Il n’est pas rare que ces plasmides soient également porteurs d’autres résistances
(Philippon et al. 2002).
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Ces béta-lactamases présentent une activité sur les pénicilines et les
céphalosporines mais restent la plupart du temps sensibles aux carbapénémes et
aux céphalosporines de quatrieme génération. Cependant certaines bactéries
présentent concomitamment aux AmpC, une diminution du nombre de porines ce qui
leur procure une résistance aux carbapénemes (Poole 2004).

Enfin les AmpC ne sont pas inactivees par les inhibiteurs des béta-lactamases
(Philippon et al. 2002).

1.14.1.14.2 Carbapénemases

Les carbapénémases sont séparées en trois types : les métallo-béta-lactamases, les
K. pneumoniae carbapénémases (KPC) et les OXA-48 (Rubin et al. 2014).

Les métallo-béta-lactamases (MBL) contiennent un cation métallique (souvent du
zinc) nécessaire a leur action. Cela suppose donc qu’un chélateur (comme I'EDTA
par exemple) permet d’inactiver les MBL. Les MBL sont capables d’hydrolyser les
pénicillines, les céphalosporines et les carbapénemes.

Les KPC sont capables d’hydrolyser toutes les bétalactamines.

Les OXA-48 peuvent quant a elles hydrolyser les pénicillines, les céphalosporines et
les carbapénémes.

1.1.4.1.2 Modification des PLP

Le deuxieme mécanisme de résistance aux bétalactamines consiste en la
modification de leur cible: les PLP, les rendant ainsi moins affines pour les
bétalactamines.

1.1.4.1.3 Diminution de la perméabilité membranaire

Le troisieme mécanisme consiste en I'absence ou en la diminution des porines de la
membrane externe des bactéries & Gram — et en la présence de pompes a efflux.
Ceci a pour conséquence de diminuer I'entrée des bétalactamines dans l'espace
périplasmique et donc de diminuer leur acces aux PLP.
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1.1.4.2 Mécanismes de transmission de résistance

1.1.4.2.1 Les supports génétiques de résistance

Nous avons vu précédemment que le chromosome bactérien peut étre porteur de
génes de résistance aux antibiotiques. Il peut s’agir d’'une résistance naturelle ou
intrinséque, qui constitue un caractére d’espéce, ou d'une résistance acquise,
apparue sur certaines souches de I'espéce suite a une ou plusieurs mutations
génétiques. Dans tous les cas ces genes seront transmis verticalement aux cellules
filles.

Il existe également des éléments génétiques mobiles portant des genes a l'origine
des béta-lactamases (bla). Les géenes bla codant pour les BLSE, les AmpC ou les
carbapénémases sont fréquemment associés a des éléments génétiques trés
mobiles comme les transposons, les séquences d’insertion, les intégrons ou les
plasmides.

Les transposons sont des séquences d'ADN capables de modifier leur localisation au
sein du génome sans jamais y étre présents a l'état libre. lls sont incapables
d’autoréplication mais présentent dans leur séquence codante les déterminants de la
transposition ainsi que d'autres assurant de nombreuses fonctions physiologiques
(génes de résistance aux antibiotiques). Le mécanisme d’insertion/délétion du
transposon dans le génome s’appelle la transposition. L’ensemble des transposons
constitue un patrimoine génétique permettant aux bactéries de s’adapter a leur
environnement en fonction de la pression du milieu. Certains transposons peuvent se
déplacer seuls d'une bactérie a une autre tandis que d’autres nécessitent un
plasmide (Seiffert et al. 2013).

Les intégrons sont des éléments génétiques divisés en trois classes que l'on
retrouve dans les plasmides ou les chromosomes. lIs sont capables d’intégrer un
gene dans leur séquence.

Les plasmides sont des molécules d’ADN circulaire qui peuvent se répliquer
indépendamment du chromosome et qui permettent un transfert horizontal
d’'information génétique entre des bactéries de différentes espéces (par conjugaison,
transduction ou transformation).
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1.1.4.2.2 La transmission horizontale de résistance

1.1.4.2.2.1 La transformation

Lors d’'une transformation, la bactérie receveuse va acquérir de 'ADN libre et
lintégrer de facon stable a son génome puis le transmettre verticalement a ces
cellules filles. Seules quelques espéces bactériennes sont capables de réaliser cette
transformation.

1.1.4.2.2.2 La transduction

La transduction consiste en la transmission d’ADN bactérien par I'intermédiaire d’'un
bactériophage. Suite a des erreurs lors du cycle du virus, ce dernier va intégrer des
genes bactériens et les injecter dans une autre bactérie.

1.1.4.2.2.3 La conjugaison

La conjugaison est le mécanisme de transmission le plus important et le plus
fréquent. Il existe quatre mécanismes : le transfert d’'un plasmide, la mobilisation
(action d'un plasmide conjugatif), la co-intégration (fusion de deux plasmides) et le
transfert de transposons conjugatifs.

Plasmide l Bactérie lysée

)

CONMIUGALEON

Intégration dans le
chromosome bactérien

\

TRANSLUCTION

ADN bactérien

Bactériophage

Figure 7 : Schéma des différents mécanismes de transmission horizontale
d’'information génétique
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1.1.4.3 Etat actuel des résistances aux bétalactamines

Les premieres béta-lactamases a spectre étendu ont été détectées dans les années
1980 (Poole 2004). Depuis, leur aire de répartition s’étend un peu plus chaque année
comme c'est le cas par exemple pour les Escherichia coli résistantes aux

céphalosporines de troisieme génération (figures 8 et 9).
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Figure 8 : Pourcentage d’Escherichia coli résistantes aux céphalosporines de
troisieme génération en 2009 (source : ecdc, antimicrobial resistance surveillance in
Europe, 2009)
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Figure 9 : Pourcentage d’Escherichia coli résistantes aux céphalosporines de
troisieme génération en 2012 (source : ecdc, antimicrobial resistance surveillance in
Europe, 2012)

|00 a Ml J LM 00k
Streptomoous
Penicillin B 1 1 1 1 1 1 1 1 a 1
Penicillin Rl 1 1 4 5 3 5 2 & 2 5
Macrolides RI 1 13 17 12 g 10 a 9 B T
Staphylococous aureus
Oxacillin/Meticillin R 18 20 21 20 16 19 18 21 16 15
Escheridila coll
Aminopenicilins R & 55 54 &0 55 55 11 11 52 50
Aminoglycosides R 5 4 [ 10 1 7 3 9 B 7
Fluoroquinelones R 14 24 3 29 30 23 3 25 24 n
3rd gen. Cephalosporins B i1 2 2 [ 8 5 B B B 9
Carbapenems R i1 €l 11 i1 (51 €l 11 il [i 11
Enteracoccus foecalls
Aminopenicilins RI 7 7 3 3 7 a 3 i1 a 11
HL Gentamicin R f7) 42 34 29 &7 L] 0 &7 i1 36
Vancomycin R i1 €l 11 i1 1 a 11 il a 11
Enterococcus fredum
Aminopenicilins Rl 78 93 96 94 95 95 2% 95 96 93
HL Gentamicin B & 61 52 38 73 5 45 45 42 32
Vancomycin B 3 11 10 8 15 [ b B 11 16
Klabsfello prevmanioe
Aminoglycosides R 1 - 10 12 & 10 10 10 9 B
Fluoroquinolones R . . [ 12 9 15 15 15 14 1&
3rd gen. Cephalosporins B 1 - 7 14 & 11 13 13 13 13
Carbapenems R . . 2 1 2 sl 1 1 sl 1
Pseudomonas aerugingsa
Piperacillin B . 51 18 17 17 9 13 16 15 16
Ceftazidime B . il 1 12 17 B 1 B 9 10
Carbapenzms B . 5] % 17 22 11 11 13 10 1
Aminoghcosides R . {5 ] 12 18 10 10 ] 10 12 1
Fluoroquinolones R . 4l 3 28 28 22 17 18 18 20

Tableau 3 : Pourcentage annuel de bactéries résistantes entre 2003 et 2012 en
France (Source : ecdc, antimicrobial resistance surveillance in Europe, 2012)
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1.2 Les quinolones

1.2.1 Présentation

1.2.1.1 Meécanisme d’action

Les quinolones sont des antibiotiques bactéricides concentration-dépendants. Elles
inhibent deux enzymes : la topo-isomérase de type Il (aussi appelée ADN-gyrase)
agissant au niveau du superenroulement de '’ADN bactérien, plutét chez les Gram -
et la topoisomérase |V intervenant dans la décaténation de 'ADN, plutdt chez les
Gram +. Ces deux enzymes étant nécessaires a la réplication, la transcription, la
réparation et la recombinaison de I'ADN bactérien, leur inhibition conduit a la
fragmentation de I'ADN et a la synthése d’autolysine provoquant ainsi la lyse
bactérienne.

Il existe 4 générations de quinolones définies selon la chronologie d’apparition en
thérapeutique.

Quinolones

@

@
Gram + ®
ADNgymse_+§§f3
{ \ Blocage des topoisomérases
g% par les quinolones
Topoisomérase
Gram - —

Porines

Figure 10 : Mécanisme d’action des quinolones
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1.2.1.2 Propriétés chimiques

Les quinolones sont des molécules obtenues uniquement par synthése chimique.
Elles présentent toutes une structure bicyclique avec un azote en position 1, une
fonction acide carboxylique en position 3 et un carbonyle en position 4. L’acide
carboxylique et 'azote substitué sont indispensables a son activité antibiotique.

Liaison a I'enzyme

Domaine d’auto-assemblage

Liaison a ’'ADN

Figure 11 : Fluoroquinolone

1.2.1.3 Effets secondaires

Les quinolones présentent une chondrotoxicité chez les jeunes en croissance et
chez les animaux de sport. Des troubles digestifs et des troubles cutanés peuvent
€galement étre observés principalement suite a une photosensibilisation. Des
troubles rénaux, notamment une cristallurie chez le chien, sont également observés.
Enfin, chez les individus agés, des troubles neurologiques peuvent étre présents.

1.2.2 L’acide nalidixique

1.2.2.1 Formule chimique

O O

Figure 12 : Acide nalidixique
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1.2.2.2 Spectre d’action

L’acide nalidixique est efficace contre :

Aérobies a Gram -

Acinetobacter

Citrobacter freundii

Enterobacter cloacae

Escherichia coli

Klebsiella

Morganella morganii

Proteus mirabilis

Proteus vulgaris

Providencia

Serratia

1.2.3 La ciprofloxacine

Tableau 4 : Spectre d’action de I'acide nalidixique (source : affsaps, novembre 2005)
1.2.3.1 Formule chimique

O
F COOH
|
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Figure 13 : Ciprofloxacine
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1.2.3.2 Spectre d’action

La ciprofloxacine est efficace contre :

Aérobies a Gram + | Aérobies a Gram Anaérobies Autres
Bacillus anthracis Acinetobacter Mobiluncus Mycoplasma
baumannii hominis
Staphylococcus Bordetella Peptostreptococcus
meéticilline-sensible pertussis
Campylobacter Propionibacterium

acnes

Citrobacter freundii

Enterobacter
cloacae

Escherichia coli

Haemophilus
influenzae

Klebsiella oxytoca

Klebsiella
pneumoniae

Legionella

Moraxella
catarrhalis

Morganella
morganii

Neisseria

Pasteurella

Proteus mirabilis

Proteus vulgaris

Providencia

Pseudomonas
aeruginosa

Salmonella

Serratia

Shigella

Vibrio spp.

Yersinia

Tableau 5 : Spectre d’action de la ciprofloxacine (source : affsaps, novembre 2005)
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1.2.4 Reésistance aux quinolones

1.2.4.1 Mécanismes de résistance

1.2.4.1.1 Modification de la cible enzymatique

Les cibles des quinolones ('’ADN gyrase et la topoisomérase V) sont des enzymes
composées de deux paires de sous-unités. Il s’agit respectivement de GyrA et GyrB
pour 'ADN gyrase et de ParC et ParE pour la topoisomérase IV qui présentent une
homologie structurale de leur partie N-terminale (Webber et al. 2001). Les mutations
apparaissant en premier chez les Gram — sont situées sur GyrA alors qu’elles sont
situées sur ParC chez les Gram + (Jacoby 2005).

Dans le cas de 'ADN gyrase les mutations ont surtout lieu dans la région N-terminale
appelée « quinolone resistance-determining region » (QRDR). Elle est localisée au
niveau des acides aminés Ala67-GIn106 pour GyrA et Asp426-Lys447 pour GyrB.
Les mutations apparaissent surtout au niveau des codons 83 (sérine) et 87
(aspartate) qui sont proches du site actif de 'ADN gyrase. Ceci entraine une
diminution de I'affinité des quinolones avec leur cible enzymatique (Hooper 1999). La
fréquence des mutations sur GyrA est plus élevée que sur GyrB (Gebru et al. 2012).

Une seule mutation de 'ADN gyrase est nécessaire pour diminuer la sensibilité
bactérienne aux quinolones, notamment chez Escherichia coli pour laquelle une
seule mutation permet un haut niveau de résistance a 'acide nalidixique (Hopkins et
al. 2005), mais des mutations supplémentaires peuvent augmenter le niveau de
résistance aux quinolones (Jacoby 2005).

Dans le cas de la topoisomérase IV une seule mutation n'est pas suffisante pour
permettre une résistance aux quinolones. Il s’agit en réalité d’'une deuxiéme étape
vers des hauts niveaux de résistance aux fluoroquinolones (Liu et al. 2012).
Cependant on retrouve la encore le QRDR avec une correspondance entre les
codons 83, 81, et 87 de GyrA et les codons 79 (sérine), 80 et 83 (aspartate) de ParC.
Les mutations sur ParC sont plus fréquentes que sur ParE.

Il est a noter qu'une succession d’acquisition de résistance est nécessaire pour
'obtention d’un haut niveau de résistance aux quinolones. Chez les bactéries Gram -
une mutation sur GyrA confére un faible niveau de résistance aux quinolones (mais
suffisant pour la résistance a l'acide nalidixique par exemple), puis une deuxieme
mutation sur ParC (préférentiellement les codons 80 (sérine) ou 84 (glutamate))
permet une résistance modérée a la ciprofloxacine notamment. Les troisieme et
quatrieme mutations (respectivement sur GyrA et sur ParC) permettent I'obtention
d’'un haut niveau de résistance aux quinolones.
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Chez les bactéries Gram +, la résistance s’exprime surtout aprés une mutation sur
ParC.

1.2.4.1.2 Diminution de la perméabilité membranaire

Les bactéries Gram — sont capables de réguler leur perméabilité membranaire en
diminuant I'expression des porines membranaires (OmpF et OmpC chez Escherichia
coli) et réduisant ainsi la diffusion passive des quinolones.

Dans le cas d’Escherichia coli, la mutation est placée sur le géne marRAB et
entraine une augmentation de I'expression de MarA ce qui conduit & une diminution
de la traduction de 'ARN ompF qui code pour des porines membranaires (Hooper
1999).

1.2.4.1.3 Augmentation de l'efflux

Les bactéries possédent des systémes d'efflux non spécifiques permettant entre
autres de rejeter les quinolones. Ces pompes peuvent étre encodées par des génes
chromosomiques ou plasmidiques (Ruiz et al. 2012).

Dans le cas d’Escherichia coli, la pompe a efflux AcrAB-TolC peut étre plus exprimée
si une mutation a eu lieu sur le géne acrAB (Rodriguez-Martinez et al. 2011).

1.2.4.1.4 Résistance plasmidique

Il existe trois types de résistances plasmidiques : le géne qgnr, les genes gepA et
OQgxAB ainsi que le géne aac(6’)- Ib-cr (Guan and al. 2012).

Le géne gnr code pour une protéine de 218 acides aminés, appelée Qnr (QnrA,
QnrB, QnrS, QnrC, QnrVC et QnrD), qui permet la protection de 'ADN gyrase et de
la topoisomérase |V contre les quinolones (Li 2005). Il est localisé dans un intégron
de classe 1 (Wang et al. 2004).

Le géne aac(6’)-Ib-cr est une variante du géne aac(6’)-lb apparu suite a la survenue
d’'une double mutation sur ce dernier : I'acide aminé 102 tryptophane est muté en
arginine et I'aspartate 179 est muté en tyrosine (Fabrega et al. 2009). Ce nouveau
gene code pour une protéine provoquant une N-acétylation de la fonction pipérazine-
amine de la ciprofloxacine, diminuant ainsi la sensibilité bactérienne a cette derniere
(Cesaro et al. 2008).

Le géne gepA quant a lui code pour une pompe d’efflux. Ce dernier semble moins
répandu que les deux précédents (Ma et al. 2009).

Bien que ces génes ne procurent pas une tres forte résistance aux quinolones ils
peuvent étre tres facilement transmis (horizontalement ou verticalement), ce qui
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permet une large diffusion de la résistance et une sélection de mutations procurant
une plus forte résistance aux quinolones.

1.2.4.2 Etat actuel des résistances aux quinolones

Les premiéres résistances aux quinolones ont été découvertes aux débuts des
années 90 et ne cessent de croitre depuis lors (Dalhoff 2012). Elles étaient a I'origine
connues comme uniquement chromosomiques mais des résistances plasmidiques
ont été mise en évidence pour la premiere fois en 1998 (Martinez-Martinez et al.
1998).
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Figure 14 : Pourcentage d’Escherichia coli résistantes aux fluoroquinolones en
2009 (source : ecdc, antimicrobial resistance surveillance in Europe, 2009)
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Figure 15 : Pourcentage d’Escherichia coli résistantes aux fluoroquinolones en 2012
(source : ecdc, antimicrobial resistance surveillance in Europe, 2012)

1.3  Conclusion et projet de these

La revue bibliographique a montré que les résistances aux bétalactamines et aux
quinolones étaient en constante progression dans la population humaine. Il a
également été montré que les bactéries résistantes aux antibiotiques présentes chez
I'animal pouvaient étre transmisses a ’'Homme.

Il semble donc primordial de limiter I'impact des antibiotiques dans le monde animal
afin de limiter les transmissions de résistance animal-Homme.

L’objectif de cette thése est d’évaluer la prévalence de la résistance aux antibiotiques
dans la flore digestive de chiens afin d’évaluer le risque de transmission de ces
résistances a 'Homme. Les expériences ont consisté a évaluer la résistance des
entérobactéries intestinales de chiens a quatre antibiotiques : deux beta-lactamines,
'amoxicilline et le céfotaxime, et deux quinolones, l'acide nalidixique et la
ciprofloxacine.
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2 Deuxieme partie : Etude expérimentale
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2. Etude expérimentale

La mesure de la prévalence du portage intestinal d’entérobactéries résistantes a été
réalisée chez des chiens amenés en consultation a 'Ecole nationale vétérinaire de
Toulouse. Les recrutements ont été réalisés au sein des consultations de
dermatologie, de médecine générale et de médecine préventive.

2.1 Matériels et méthodes

2.1.1 Technique de préléevement

2.1.1.1 Animaux inclus dans I'étude

Les animaux ont été prélevés aprés obtention du consentement de leur propriétaire.
Les chiens inclus dans I'étude ne devaient pas avoir recu d’antibiotiques depuis 4
semaines et ne devaient pas avoir la diarrhée.

Les criteres d’inclusion n’incluaient aucune limitation en termes de race, d’age, de
poids ou de sexe.

2.1.1.2 Prélevement des échantillons

Les prélévements ont été récupérés par écouvillonnage rectal. lls ont ensuite été
vortexés dans les 30 secondes suivant le prélevement et immédiatement placés a
+4°C. L’analyse a eu lieu dans les 24 heures suivant I'écouvillonnage.

2.1.2 Mise en culture

Pour chaque prélévement :
- 100 pL de préelévement dilué au dixieme, centieme et millieme étaient
ensemenceés chacun sur une boite de gélose mac conkey sans antibiotique.
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- 100 pL de prélévement non dilué, dilué au dixieme et au centiéme étaient
ensemencés chacun sur une boite de gélose mac conkey contenant 100
pMg/mL d’amoxicilline.

- 100 pL de prélévement non dilué, dilué au dixieme et au centieme étaient
ensemencés chacun sur une boite de gélose mac conkey contenant 1.5
Mg/mL de céfotaxime

- 100 pL de prélevement non dilug, dilué au dixiéme et au centieme étaient
ensemenceés chacun sur une boite de gélose mac conkey contenant 20 pg/mL
d’acide nalidixique.

- 100 pL de prélévement non dilué, dilué au dixieme et au centiéme étaient
ensemenceés chacun sur une boite de gélose mac conkey contenant 2 pg/mL
de ciprofloxacine.

Les témoins négatifs consistaient en l'application d’'une solution stérile sur les
géloses.
Les témoins positifs consistaient en la mise en culture des souches bactériennes
suivantes :

- E. coli ATCC 25922 sensible a tous les antibiotiques étudiés dans notre cas.
E. coli K12 NalR résistante a I'acide nalidixique et sensible a 'amoxicilline, au
céfotaxime et a la ciprofloxacine.
- K. pneumonia ATCC 700603 porteuse d’'une bétalactamase a spectre étendu
donc résistante a I'amoxicilline et au céfotaxime et sensible a I'acide
nalidixique et a la ciprofloxacine.
E. coli 25271 résistante a tous les antibiotiques étudiés dans notre cas.
E. coli 2S2F4 résistante a tous les antibiotiques étudiés dans notre cas.

Les deux dernieres souches témoins ont étaient isolées dans des effluents
d’abattoirs.

Les géloses ainsi inoculées étaient ensuite placées a 37°C pendant 18 a 24 heures.

2.1.3 Dénombrement des colonies

by

Suite a [lincubation, les plaques contenant de 10 a 300 colonies ont été
intégralement comptées, celles contenant plus de 300 colonies étaient divisées en 2
ou 4 zones afin de faciliter le comptage. Seuls les prélevements avec des
dénombrements d’entérobactéries totales égaux ou supérieurs & 10* UFC/mL ont
été inclus dans I'étude.

2.1.4 Analyse statistique

Compte-tenu de la faiblesse des effectifs, les résultats ont été analysés au moyen du
test exact de Fisher.
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2.2 Résultats
2.2.1 Effectifs

Au total 158 chiens ont été prélevés, parmi lesquels les écouvillonnages rectaux ont
permis de détecter des entérobactéries chez 151 des chiens, soit 95% des animaux
prélevés. Cependant, seuls 89 échantillons (soit 56% des animaux prélevés) ont
présenté des dénombrements d’entérobactéries égaux ou supérieurs & 10* UFC/mL
et ont été inclus dans la suite de I'analyse. Les autres échantillons n’ont pas été
inclus afin d’éviter une surestimation du nombre de faux négatifs, par défaut de
détection de souches résistantes trés minoritaires.

La prévalence des résistances présentée dans la suite des résultats a été établie sur
la base de I'effectif des 89 chiens inclus dans I'étude.

2.2.2 Prévalence des résistances chez les entérobactéries

Parmi les 89 échantillons de flore fécale inclus, 71 présentaient des entérobactéries
résistantes a au moins un des antibiotiques testés soit 81%.

2.2.2.1 Prévalence des résistances aux 4 antibiotiques

La prévalence des résistances aux 4 antibiotiques testés est présentée dans la figure
16.
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Figure 16 : Prévalence des résistances aux 4 antibiotiques testés
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Parmi les 89 prélevements inclus dans I'étude, 69 étaient résistants a I'amoxicilline
(AMOX-R) soit 78% et 12 étaient resistants au céfotaxime (CTX-R) soit 13%. Tous
les prélévements CTX-R étaient également AMOX-R.

Parmi les 89 prélevements inclus dans l'étude, 35 étaient résistants a I'acide
nalidixique (NAL-R) soit 39% et 18 étaient résistants a la ciprofloxacine (CIP-R) soit
20%. Dix-sept des 18 prélevements CIP-R étaient également NAL-R.

Le prélevement mettant en évidence une résistance bactérienne a la ciprofloxacine
(CIP-R) sans résistance bactérienne a I'acide nalidixique (NAL-S) était probablement
un faux négatif. En effet comme exposé dans la partie bibliographique I'acquisition
de la résistance a l'acide nalidixique correspond a la premiére étape menant a
lacquisition d’'une résistance a la ciprofloxacine. Ce résultat peut étre la
conséquence d’'un inoculum de départ trop faible, associé avec une faible proportion
des souches d’entérobactéries résistantes a I'acide nalidixique et a la ciprofloxacine,
conduisant a une répartition aléatoire des bactéries sur les géloses lors de
'ensemencement.

2.2.2.2 Associations des résistances aux béta-lactamines et aux
quinolones au sein d’'une méme flore digestive.

L’association au sein d’'une méme flore des résistances aux deux béta-lactamines et
a la ciprofloxacine est présentée dans la figure 17.
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Figure 17 : Association des résistances aux béta-lactamines et a la ciprofloxacine au
sein d’'une méme flore
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La figure 17 rappelle que les prévalences de NAL-R et CIP-R étaient respectivement
de 39% et 20% des 89 animaux positifs en résistance (barre bleue). Elle indique que
les prévalences NAL-R et CIP-R étaient respectivement de 51% et 25% des 69
animaux AMOX-R (barre rouge sombre) et 75% et 42% des 12 animaux CTX-R
(barre rose).

Si 'on considére les résistances au céfotaxime et a la ciprofloxacine, elles étaient
associées chez 5 animaux sur 89, soit 6% du total. Cette association était présente
chez 29% des flores CIP-R et 40% des flores CTX-R.

2.2.3 Prévalence des résistances par motif de consultation

2.2.3.1 Effectifs par motif de consultation

Comme représenté sur la figure 18, la répartition par motif de consultation des chiens
inclus dans I'étude a été la suivante : 55 échantillons provenaient du service de
dermatologie soit 61%, 14 provenaient de médecine générale soit 16% et les 20
restants provenaient de médecine préventive soit 23%.

Médecine
préventive
23%

Figure 18 : Répartition des effectifs inclus par motif de consultation

2.2.3.2 Prévalence des résistances

La prévalence des résistances aux 4 antibiotiques selon le motif de consultation est
présentée dans la figure 19.
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Figure 19 : Prévalence des résistances selon le motif de consultation

Les prévalences des flores AMOX-R sont homogénes entre les trois motifs de
consultation, alors qu’elles présentent des différences pour les trois autres
antibiotiques. Les flores CXT-R semblent plus fréquentes pour la dermatologie
(23%), par rapport aux deux autres motifs de consultation (13-15% pour médecine
génerale et médecine préventive). Cette différence n’'est pas statistiquement
significative (p=0.7 ; test de Fisher).

Pour les deux quinolones, une nette différence de prévalence des flores NAL-R et
CIP-R a eté constatée entre d’'une part les consultations de dermatologie et de
médecine générale (47% et 23-33% pour NAL-R et CIP-R, respectivement), et la
consultation de médecine préventive de l'autre (15% et 5% pour NAL-R et CIP-R,
respectivement). Cette différence est statistiguement significative pour les
prévalences NAL-R (p=0.028; test de Fisher) et non significative pour les
prévalences CIP-R (p=0.087 ; test de Fisher).
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2.2.4Analyse descriptive de la population des chiens inclus
dans I'étude

Un certain nombre de covariables démographiques ont été recueillies pour décrire
I'échantillon de chiens étudié.

2.2.4.1 Répartition par sexe

La population était composée de 44 femelles entieres soit 49%, de 6 femelles
stérilisées soit 7%, de 36 males entiers soit 41% et de 3 males stérilisés soit 3%,
comme le montre la figure 20.

male stérilisé
3%

femelle
stérilisée
7%

Figure 20 : Répartition des sexes

2.2.4.2 Reépartition par régime alimentaire

La population était composée de 76 chiens nourris avec des aliments du commerce
soit 85%, de 5 chiens nourris avec une ration ménagére soit 6% et de 8 chiens
nourris avec un meélange des deux soit 9%, comme illustré sur la figure 21.
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Figure 21 : Répartition des régimes alimentaires

2.2.4.3 Reépartition des ages

Comme le montre la figure 22, la population était composée de 12 chiens agés de 2
ans ou moins soit 14%, de 26 chiens agés de 2.5 a 4 ans soit 28%, de 9 chiens agés
de 4.5 & 6 ans soit 10%, de 14 chiens agés de 6.5 a 8 ans soit 16%, de 9 chiens
agés de 8.5 a 10 ans soit 20%, de 12 chiens agés de 10.5 a 12 ans soit 14 % et de 7
chiens agés de 12.5 & 14 ans soit 8%.
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Figure 22 : Répartition des ages
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2.2.4.4 Répartition des poids

La figure 23 représente la répartition des poids au sein de notre population.
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Figure 23 : Répartition des poids

La population totale était composée de 7% de chiens pesant de 0 a 5kg (6 individus),
29% pesant 5-10 kg (27 individus), 13% pesant 10-15 kg (11 individus), 7% pesant
15-20 kg (6 individus), 10% pesant 20-25 kg (8 individus), 17% pesant 25-30 kg (15
individus), 10% pesant 30-35 kg (9 individus), 2% pesant 35-40 kg (2 individus), 3%
pesant 40-45 kg (3 individus), 1% pesant 45-50 kg (1 individu) et 1% pesant 50-55 kg
(1 individu).

2.2.4.5 Caracteristiques selon le motif de consultation

Les distributions des caractéristiques démographiques (age, sexe, poids) et du
régime alimentaire des chiens selon le motif de consultation qui ont été réalisées
sont présentées dans I'annexe 3.

Dans Tl'ensemble, les distributions de ces caractéristiques ne sont pas
significativement différentes entre les motifs de consultation.
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Discussion

Le principal résultat de cette étude est la détermination de la prévalence de la
résistance a 4 antibiotiques au sein de la flore digestive de chiens provenant des
consultations du Centre Hospitalier Universitaire de I'Ecole Nationale Vétérinaire de
Toulouse. Les chiens ont été recrutés au niveau des consultations de dermatologie,
médecine interne et médecine préventive.

Les antibiotiques ont été choisis parmi les familles des beta-lactamines et des
quinolones. L’amoxicilline est une béta-lactamine largement utilisée en médecine
humaine et vétérinaire, le céfotaxime une céphalosporine de 3°™ génération qui
n’est pas commercialisé en France en médecine vétérinaire. L’acide nalidixique est
une quinolone et la ciprofloxacine une fluoroquinolone qui ne sont ni 'une ni l'autre
commercialisées en médecine vétérinaire. La résistance a l'acide nalidixique
correspond a une premiere étape menant a l'acquisition d’'une résistance a la
ciprofloxacine.

La prévalence des résistances dans la population des entérobactéries a été de 78%
pour 'amoxicilline, 13% pour le céfotaxime, 38% pour I'acide nalidixique et 20% pour
la ciprofloxacine.

Les résultats de prévalence obtenus sont similaires a ceux d’une étude menée par
Leite-Martins et al. (2014) dans laquelle 78 chiens ont été prélevés lors de leur venue
a I'hépital vétérinaire de Porto pour consultation médicale ou préventive, et pour
lesquels les pourcentages de résistances étaient les suivants : 18.9% de résistance
au céfotaxime, 39.1% de résistance a I'acide nalidixique et 35.2% de résistance a la
ciprofloxacine.

D’autres études ont montré, selon les antibiotiques, des prévalences similaires ou
différentes :

- Nam et al. (2010) : sur un effectif de 628 chiens errants en Corée du Sud, les
prévalences étaient similaires & notre étude pour l'acide nalidixique et la
ciprofloxacine, et inférieures pour 'amoxicilline et le céfotaxime (<6%)

- Leonard et al. (2012) : sur un effectif de 133 chiens sains en Ontario, les
prévalences étaient inférieures a notre étude pour l'acide nalidixique, la
ciprofloxacine et 'amoxicilline (<6% ; céfotaxime non testé)

- Ogeer-Gyles et al. (2006) : sur un effectif de 155 chiens hospitalisés en soins
intensif en Ontario, les prévalences (a I'admission) étaient inférieurs pour
lacide nalidixique (<10% ; ciprofloxacine non testé) et similaires pour le
céfotaxime (12.3% ; amoxicilline non testé).

Il est a noter qu'une étude récente réalisée en France (Haenni et al. 2014) portant
sur l'analyse des flores fécales (écouvillons rectaux) de chiens présentés en
consultation de médecine préventive, a déterminé une prévalence de 18.5% du
portage par les entérobactéries fécales de genes de résistance de type CTX-M
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(codant pour des béta-lactamases a spectre étendu) et de type CMY-2 (codant pour
des céphalosporinases).

La comparaison de ces données avec des données chez 'lHomme est difficile, car la
plupart des études de prévalence s’intéressent d’abord aux bactéries pathogénes. Le
guelques études qui explorent le portage fécal de souches d’entérobactéries
résistantes se focalisent sur la résistance aux ceéphalosporines et aux béta-
lactamases plasmidiques. Ainsi, Nicolas-Chanoine et al. (2013) ont déterminé sur un
échantillon de 345 sujets sains une prévalence de 6% du portage fécal
d’Escherichia coli producteurs de béta-lactamases a spectre étendu.

Afin de mettre nos travaux en relation avec I'ensemble de ces données, il serait
intéressant de déterminer quel mécanisme est a l'origine de la résistance au
céfotaxime. La recherche des déterminants moléculaires de cette résistance, et en
particulier I'implication de plasmides, est en cours.

En effet 'existence de mécanismes de résistances plasmidiques dans la flore fécale
des animaux domestiques augmente les possibilités de transfert horizontal de ces
résistances vers les bactéries hébergées par 'Homme.

Un résultat intéressant de cette étude est la comparaison des prévalences des
résistances selon le motif de consultation des animaux. Malgré la faiblesse des
effectifs, une différence statistiguement significative a été observée pour la
résistance a l'acide nalidixique entre les consultations de dermatologie/médecine
générale d’'un cbté, et la médecine préventive de l'autre.

Bien que nous n’ayons pas accés a l'historique de chaque animal, il est possible
d’émettre I'hypothése que les animaux accueillis en dermatologie/médecine
pourraient étre plus exposés a des traitements antibiotiques antérieurs que ceux qui
sont accueillis en médecine préventive. Dans le méme ordre d’idée, les prévalences
observées chez les chiens admis en consultation de médecine préventive pourraient
étre plus représentatives de celles de la population générale des chiens. Dans des
études futures, il serait intéressant d’accroitre le recrutement des animaux dans ce
secteur.

Lors de cette étude, nous avons recueilli un certain nombre de caractéristiques
individuelles, telles que le sexe, I'age, le poids et le régime alimentaire des animaux.

En premiére analyse, aucune d’entre elle ne semble liée aux prévalences observées,
ni aux différences entre les motifs de consultation.
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CONCLUSION

A I'heure actuelle I'utilisation des antibiotiques en médecine vétérinaire doit étre ré-
évaluée du fait de linquiétude grandissante quant a I'émergence de bactéries
résistantes aux antibiotiques et a leur transmission a ’'Homme. Les transmissions de
bactéries antibiorésistantes entre les especes animales et 'Homme sont aujourd’hui
bien documentées et de nombreuses études évaluent la prévalence des bactéries
antibiorésistantes chez les animaux de rentes. En revanche, peu d’études sont
menées sur ce méme sujet chez les animaux de compagnie. Cette thése a donc été
menée afin d’évaluer la prévalence de la résistance aux antibiotiques dans la flore
fécale de chiens.

Ce travail a mis en évidence que, parmi les 89 chiens inclus dans I'étude, 81%
présentaient des entérobactéries bactéries résistantes a au moins un des
antibiotiques testés, 78% présentaient des entérobactéries résistantes a
lamoxicilline, 13% au céfotaxime, 38% a [l'acide nalidixique et 20% a la
ciprofloxacine.

La prévalence du portage d’entérobactéries résistantes aux céphalosporines de 3°™®
génération (céfotaxime), dont certains des déterminants moléculaires sont localisés
sur des plasmides, met en lumiére le réle de réservoir de génes de résistance que

joue vraisemblablement la flore fécale de nos animaux de compagnie.
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ANNEXE 1 : Résultats des dénombrements bactériens

Nb dog> Total “Nbdog “Nbdog “Nbdog “Nbdog
resistant resistant resistant resistant
aramox Cefotaxime atacrx Nalidixic acid arac  Clprofloxacin alacp

Amaoxicillin resistance resistance resistance Nal  resistance
led
UFC/mL UFC/mL UFC/mL % UFC/mL % UFC/imL % UFC/imL %
2. 50E+03 <10 <040 <10 <0.40 <10 <0.40 <10 <0.40
3.72E+03 <10 <0.27 <10 <0.27 <10 <0.27 <10 <0.27
2. G0E+04 4 BBE+03 16.07 - <10 <0.035 3.96E+03 13.66 - 5.72E+03 197 -
2.00E+04 6.44E+03 32.20 <10 <0.050 2.30E+04 115.00 <10 <0.050
1.04E+05 <10 <0.0036 <10 <0.0036 <10 <0.0036 <10 <0.0036
<10 <10 MA <10 NA <10 NA <10 NA
- 3.00E+04 2.40E+03 B.00 - <10 <0.033 <10 <0.033 <10 <0.033
3.00E+03 <10 <0.33 <10 <0.33 <10 <0.33 <10 <0.33
9.00E+03 <10 <011 2 BOE+03 3111 <10 «<0.11 19BE+03 22.00
6.00E+03 <10 <0.17 <10 <0.17 <10 <0.17 <10 <0.17
3.52E+03 <10 <0.28 <10 <0.28 6.00E+01 170 <10 <0.28
<10 <10 MA <10 NA <10 NA <10 NA
8.00E+03 2.00E+03 25.00 <10 <0.13 <10 <0.13 <10 <0.13
- 1.B0E+04 4 20E+02 233 <10 <0.06 <10 <0.06 <10 <0.06
9.60E+02 6.40E+02 6667 <10 <104 <10 <1.04 <10 <1.04
- 5.00E+04 6.00E+03 12.00 <10 <0.02 <10 <0.02 <10 <0.02
1.94E+03 <10 <0.52 <10 <0.52 <10 <0.52 <10 <0.52
<10 <10 MA <10 NA <10 NA <10 NA
3.20E+04 5.00E+03 15.63 <10 <0.03 <10 <0.03 <10 <0.03
- 990E+04  6.00E=03 6.06 - <10 <001 210E+04 2121 - <10 <0.01
1.83E+03 1.30E+02 7.10 <10 <0.55 <10 <0.55 <10 <0.55
3.58E+03 2.00E+01 0.56 5.70E+02 15.92 <10 <0.28 <10 <0.28
3.21E+03 9.90E+02 3084 <10 «<0.32 <10 «<0.32 <10 «<0.32
- 5.20E+04 3.00E+03 5.77 H <10 <0.02 <10 <0.02 <10 <0.02
1.50E+02 <10 <444 <10 <444 <10 <444 <10 <444
7.70E+03 1.30E+02 169 <10 <0.13 <10 <0.13 <10 <0.13 [
- 235E:04  1.00E+01 0.04 <10 <0.04 <10 <0.04 <10 <0.04
1.90E+03 1.80E+02 947 <10 <0.53 <10 <0.53 <10 <0.53
1.30E+04 1.04E+04 B0.0D <10 <0.08 <10 <008 <10 <0.08
2 65E+04 <10 <0.04 <10 <0.04 <10 <0.04 <10 <0.04
1.57E+04 <10 <0.05 <10 <0.05 <10 <005 <10 <0.05
1.44E+04 1.05E+03 7.29 <10 <0.07 <10 <0.07 <10 <0.07
6.20E+04 5.00E+03 B.06 <10 <0.02 1.00E+04 1613 - <10 <0.02
2 BOE+03 <10 <0.36 <10 <0.36 <10 <0.36 <10 <0.36
- 3.24E+04 2 24E+04 65.14 <10 <0.03 <10 <003 <10 <0.03
1.11E+04 <10 <0.09 <10 <0.09 <10 <0.09 <10 <0.09
193E+03 <10 <0.52 <10 <0.52 <10 <052 <10 <0.52
- 2 91E+05 4 BOE+03 165 <10 <0.003 3.90E+01 0.01 <10 <0.003
1.20E+06 1 B5E=05 15.42 1.45E+04 120 - 1.07E+06 B9.17 3.60E+05 30.00 -
B.60E+03 <10 <0.12 <10 <0.12 <10 <012 <10 <0.12
- 5 40E+05 7.20E+03 133 <10 <0.002 2 T0E+03 0.50 <10 <0.002
1.23E+03 <10 <0.81 =10 <0.81 <10 <081 <10 <0.81
- 340E:04  2.SEE:04 7335 <10 <0.03 1726+04 4928 196E:04  56.16 -
<10 <10 NA <10 NA <10 NA <10 NA
3 A0E+07 2 04E:07 B6.47 <10 <3e-05 <10 <3e-05 <10 <3e-05
1.32E+05 1.30E+02 0.10 =10 <0.008 6.00E+01 0.05 <10 <0.008
1.07E+05 4 DDE+01 0.04 <10 <0.009 <10 <0.009 <10 «0.009
1366404 G50Es03 4779 <10 <0.07 300E+01 022 1ooe01 oo7  [EHIN
3 BOFs04 10 <0.03 <10 <0.03 <10 <0.03 <10 <0.03
270Es04  4.70E+D4 174.07 S20E:04 19259 916604  338.20 <10 <0.04
2 GAE+04 1.00E+01 0.04 <10 <0.04 <10 <0.04 <10 <0.04
B.50E+03 1.14E+03 13.41 =10 <0.12 7.BOE+02 918 <10 <0.12
7.60E+04 3.00E+03 513 3.90E+03 513 <10 <001 <10 <0.01
- 9 60E+05 6.20E+04 646 =10 <0.001 <10 <0.001 <10 <0.001
430E+03  7.00E+01 183 <10 <0.23 <10 <0.23 <10 <0.23
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2.71E+04
5.BBE+04
1.90E+08
1.02E+08
<10
1.68E+04
B.ODE+04
6.50E+03
2 30E+05
2.65E+04
7.60E+03
2 74E+03
3.20E+03
1.95E+05
1.84E+04
3.00E+01
1.93E+04
7.00E+01
3.80E+02
5.00E+02
4 60E+03
5.64E+04
1.87E+04
B.70E+05
5.3BE+04
1.76E+03
1.76E+05
1.00E+02
TITE+04
1.80E+03
6 25E+04
6.50E+04
1.37E+04
4.30E+04
3.50E+05
1.72E+05
5.G0E+04
1.37E+05
1.90E+03
1.60E+03
2. 2T7E+04
1.22E+03
2.10E+04
£.60E+04
112E+05
150E+03
7.20E+04
£.00E+04
1.90E+03
2.42E+05
6. 10E+03
3.54E+05
1.43E+05
1.20E+03
1.01E+04
1.00E+02
3 43E+05
4.20E+04
0. 50E+02
7.40E+04

2.22E+04
3.40E+04
1.83E+08
1.89E+07
<10
4.60E+03
4 60E=02
1.87E=03
1.60E+04
1.59E+03
<10
<10
<10
1.02E+03
6.80E+02

<10
<10

<10
<10
5.20E+02
<10
<10
1.8BE=03
2.74E+04
4.60E+03
1.85E+03
5.00E=04
<10
3.20E=04
2.00E+01
1.54E+04
3.33E+04
1.00E+03
<10
150E+03
4.40E+04
5.BOE=03
1.05E+06
2.40E+03
1.B0E+03
<10
<10
4 S0E+03
3.20E+04
<10
<10
2.56E+04
1.70E+04
1.60E+02
1.34E+04
<10
4.00E+01
<10
4.50E+02
<10
<10
<100
<10
<10
6.00E+03

8173
57.82
96.32
1853
#VALEUR!
2746
0.58
2877
6.96
5.98
<0,13
<0,365
<0.31
0.52
3.70
<33.3
<0,052
<14,286
2,63
104.00
<0,22
<0,018
10.08
3.15
854
104.82
2841
<10
41.10
111
2456
51.23
733
<0,02
0.43
2558
5.3
768.2%
126.32
112 50
<0,044
<0,820
23.33
7
<0,009
<0,667
35.56
28.33
B.42
552
<0.164
0.01
<0.010
37.50
<0.10
<10
<0.003
0,02
<1,05
B.11E+00

%]

-
:
é

<10
1.77E+03
<10
<10
<10
4.80E=03
<10
<10
<10
100
<10
<10
<10
<10
<10

<10
<10

<10
<10
<10
<10
<10
<10
<10
1.06E+03

1.21E+03
<10
<10
9.10E+03
<10
5.00E+01
<10
<10
<10
B.00E+00
<10
<10
<10
<10
2.28E+03
<10
<10
1.22E+04
<10
<10
<10
<10
<10
<10
<10
<10
<10
3.00E+01

<0.04
3.01
<5.3e-06
<0.8e-06
HVALEUR!
2866
<0,01
<0,16
«0,0043
0.38
<0,13
<0,365
<0.31
<0,005
<0,054
«<33.3
<0,052
<14,286
2,63
<2,00
<0,22
<0,018
<00.54
<0,001
197
<0.57
<0,006
<10
<0,013
<0,56
<0,02
«0,02
B.EE
<0,02
<0,003
529
<0,017
0.04
<0,526
<0,44

<0,044
0.66
<0048
<0,012
<0,008
<0,667
317
<0,017
<0,53
5.04
<0.164
<0.003
<0,010
<0.83
«<0.10
<10
<0.003
<0,02
<1,05
4.05E-02

<10
3.70E+04
=10
8.20E+07
<10
3.80E+03
<10
<10
<10
2.57E+03
<10
=10
<10
G.BS5E=02
<10

<10
<10

<10
<10
<10
<10
=10
<10
3.50E+03
1.30E+03
<10
1.82E+05
<10
1.83E+04
1.00E+01
5.50E+03
<10
<10
<10
2.23E+04
<10
<10
3.69E+03
<10
<10
<10
1.00E+01
<10
<10
<10
<10
1.83E+04
<10
<10
1.64E=04
<10
5.45E+04
<10
<10
<10
<10
<10
<10
<10
2.55E+03

<0.04
62.93
<5.3e-06
£0.39
HVALEUR!
2269
<0,01
<0,16
<0,0043
9.68
<0,13
<0,365
<0.31
0.51
<0,054
«<33.3
<0,052
<14,286
<2,63
<2,00
<0,22
<0018
<00.54
0.40
241
<0.57
103.41
<10
23.54
0.56
g.80
<0,007

s

<0,07
<0,02
637
<0,006
<0,017
270
<0,526
<044
<0,044
0,820
<0,048
<0,012
<0,009
<0,667
2764
<0,017
<0,53
676
«<0.164
15.41
<0,010
<0.83
<0.10
<10
<0.003
<0,02
<1,05
3.45E+00

1 1118

<10
158E+03
<10
B.4DE+07
<10
<10
<10
<10
<10
1.76E+03
<10
<10
<10
<10
<10

<10
20

<10
<10
<10
<10
<10
<10
1.30E+03
<10
<10
1.86E+04
<10
9.60E+02
1.00E+01
<10
<10
<10
<10
<10
<10
<10
191E+03
<10
<10
<10
<10
<10
<10
<10
<10
6.40E+02
<10
<10
2.45E+03
<10
<10
<10
<10
<10
<10
<10
<10
<10
B.30E+02

<0.04
168
<5 3e-06
8235
HYALEUR!
<0.06
<0,01
<0,16
<0,0043
£.64
<0,13
<0,365
<0.31
<0.005
<0,054
<333
0.10

<14,29
2,63
<2,00
0,22
<0018
<00.54
0.15
<0,018
<0.57
10.57
<10
123
0.56
<0,02
<0,02

<0,07
<0,02
<0,003
<0,006
<0,017
140
<0526
<0,44
<0,044
<0,820
<0,048
<0,012
<0,009
<0,667
0.89
<0,017
<0,53
101
<0164
<0.003
<0,010
<0.83
<0.10
<10
<0.003
<0,02
<1,05
1.12E+00
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4.20E+04
5.60E+03
1.90E+05
2 00E+05
2.76E+04
B.A0E+04
2.50E+05
5.90E+03
1.80E+03
1.25E+04
7.60E+03
3.70E+03
2.70E+03
4 40E+03
£.70E+04
G 15E+04
4.30E+03
‘0.00E+03
2.52E+04
<20
1.47E+05
4 DDE+03
3.03E+04
1.60E+06
3.60E+04
3.70E+04
1.50E+03
1.41E+05
2.22E+04
7.00E+02
2 00E+05
4.60E+05
B.OTE+03
1.23E+04
7.BOE+04
1.26E+04
7.30E+03
1.10E+03
6.60E+05
<10
B.BSE+04
1.20E+02

1.28E+04

3.B0E+03
5.00E+02
6.60E+02
B.BOE=04
1.04E+04
<10
4.50E+02
3.00E+01
<10
7.00E+01
<10
<10
<10
<10
2.B3E+04
2.0BE+03
4.60E+02
3.60E+03
4.00E+01
7.00E+01
3.50E+02
<10
2.60E+03
1.28E+05
3.63E+04
<10
<10
1.22E+05
1.00E+01
<10
4 50E+04
6.50E+04
<10
<10
<10
3.29E+03
4 00E+01
<10
<10
<10
<10
9.90E+02

1.08E+04

2.05E+00
£.93E+00
0.35
43.00
3768
<0,01
0.20
051
<056
0.56
<0.13
<0.27
<0.37
<0.23
3253
2327
10.70
40.00
0.16
NA
0.24
<0,250
BED
B.00
100.83
<0,027
<067
BE.E3
0.05
<143
2250
14.13
<0,124
<0,081
<0,013
26.11
0.55
<0209
<0,002
#VALEUR!
<0,011
76.15

8438

|l HE NIIN T1N]

3.60E+02
5.BOE+02
2.10E+02
<10
<10
<10
<10
<10
<10
<10
<10
<10
<10
<10
<10
<10
<10
2.75E+03
<10
5.00E+01
<10
<10
<10
2.00E+01
<10
<10
<10
1.15E+05
<10
<10
<10
<10
<10
<10
<10
<10
1.00E+01
3.20E+02
<10
<10
<10
2.80E+02

B.00E+D3

B.57TE-01

1.04E+01

011
<0.005
<0.044

<0.01
<0.004
<0.17
<056
<0.08
<0.13
<0,27
<0.37
<0.23
<0.01
<0.01
<0.23
30.56
<0,04
NA
<0,007
<0,250
<0,033
0.00125
<0,028
<0,027
<067
BLES
<0,23.8
<143
<0,005
<0,002
<0,124
<0,081
<0,013
<0,079

014

22.02
<0,002

#VALEUR!

<0,011
21.54

62.50

3.20E+02
<10
2.90E+02
<10
1.02E+04
<10
<10
2.00E+01
<10
<10
<10
<10
<10
<10
2.58E=04
1.40E+03
<10
1.70E+03
<10
<10
<10
<10
<10
<10
3.75E=04
<10
<10
- 1.20E205
<10
<10

<10
S.90E=04
<10
<10
<10
2.64E+03
5.60E+03
<10
<10
<10
<10
1.20E+02

B.70E+D3

7.62E-01
<0,18
0.15
<0.005
36.96
<0.01
<0.004
034
<056
<0.08
<0.13
<0.27
<0.37
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ANNEXE 2 : Répartition des résistances aux 4 antibiotiques testés

amoxicilline +
céfotaxime + acide
nalidixique +
ciprofloxacine; 7%

amoxicilline + acide
nalidixique; 19%

amoxicilline + acide
nalidixique +

amoxicilline + . .
ciprofloxacine ; 17%

céfotaxime; 5%

amoxicilline +
céfotaxime + acide
nalidixique; 6%

amoxicilline seule;
46%

Figure 24 : Répartition des résistances a I'amoxicilline
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céfotaxime seule;

céfotaxime +
amoxicilline + acide
nalidixique +
ciprofloxacine; 42%

céfotaxime +
amoxicilline + acide
nalidixique; 33%

Figure 25 : Répartition des résistances au céfotaxime
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acide nalidixique
seul; 0%

acide nalidixique +
ciprofloxacine; 0%

Figure 26 : Répartition des résistances a l'acide nalidixique
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ciprofloxacine seule;
6%

0%

ciprofloxacine +
amoxicilline + acide
nalidixique; 67%

ciprofloxacine +
acide nalidixique;

Figure 27 : Répartition des résistances a la ciprofloxacine
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ANNEXE 3 : Caractéristiques des chiens selon le motif de consultation

Dermatologie

1. Répartition des sexes

En dermatologie la population est composée de 27 femelles entiéres soit 48%, de 5
femelles stérilisées soit 9%, de 21 males entiers soit 39% et de 2 males stérilisés soit
4%, comme le représente la figure 28.

male stérilisé
4%

femelle
stérilisée
9%

Figure 28 : Répartition des sexes en dermatologie

2. Répartition des régimes alimentaires

Comme représenté sur la figure 29, la population de dermatologie est composée de
47 chiens mangeant des aliments du commerce soit 85%, de 4 chiens mangeant des
rations ménageéres soit 8% et de 4 chiens mangeant un mélange des deux soit 7%.
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mélange des
deux
7%

ration
ménagere
8%

Figure 29 : Répartition des régimes alimentaires en dermatologie

3. Répartition des ages

En dermatologie, la population est composée de 17% de chiens de 0 a 2 ans, 28%
de chiens de 2.5 a 4 ans, de 9% de chiens de 4.5 a 6 ans, de 17% de chiens de 6.5-
8 ans, de 11% de chiens de 8.5 & 10 ans, de 9% de chiens de 10.5 a 12 ans et de
9% de chiens de 12.5 a 14 ans, comme le montre la figure 30.

Les proportions sont donc globalement les mémes que les proportions de la
population totale : 54% de jeunes adultes (de 2.5 ans a 8 ans), il y a 20% d’adultes
matures (8.5-12 ans), de 9% de chiens ageés (12.5-14 ans) et de 17% de jeunes (0-2
ans).

67



30%

25%

20%

15%

10%
§ I I I I:
0% T T T T T T
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Figure 30 : Répartition des ages en dermatologie

4. Répartition des poids

Comme représenté sur la figure 31, la population de dermatologie est composée de
6% de chiens pesant de 0 a 5 kg (3 individus), 35% pesant 5-10 kg (20 individus),
12% pesant 10-15 kg (7 individus), 2% pesant 15-20 kg (1 individu), 9% pesant 20-
25 kg (5 individus), 17% pesant 25-30 kg (9 individus), 7% pesant 30-35 kg (4
individus), 2% pesant 35-40 kg (1 individu), 6% pesant 40-45 kg (3 individus), 2%
pesant 45-50 kg (1 individu) et 2% pesant 50-55 kg (1 individu).

En dermatologie la population est donc composée majoritairement de petits chiens
(0-10 kg) (41% soit 22 individus), de 35% de grands chiens (20-40 kg) (19 individus),
14% de chiens moyens (10-20 kg) (8 individus) et 8% de races géantes (40-55 kg) (5
individus).
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Figure 31 : Répartition des poids en dermatologie
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Médecine préventive

1. Répartition des sexes

En médecine préventive la population est composée de 10 males entiers soit 50% et
de 10 femelles entiéres soit 50%.

2. Répartition des régimes alimentaires

En médecine préventive la population est composée de 18 chiens mangeant des
aliments du commerce soit 90%, d’un chien mangeant une ration ménageére soit 5%
et d'un chien mangeant un mélange des deux soit 5%, comme représenté sur la
figure 32.

mélange des
deux

ration
ménageére
5%

Figure 32 : Répartition des régimes alimentaires en médecine préventive

3. Répartition des ages

La figure 33 représente la répartition des ages en médecine préventive, la population
est composée de 15% de chiens de 0 a 2ans, 25% de chiens de 2.5 a 4 ans, de 10%
de chiens de 4.5 a 6 ans, de 15% de chiens de 6.5-8 ans, de 15% de chiens de 8.5 &
10 ans et de 20% de chiens de 10.5a 12 ans.

Les proportions sont cette fois-ci différente : 50% de jeunes adultes (de 2.5 ans a 8
ans), il y a 35% d’adultes matures (8.5-12 ans) et de 15% de jeunes (0-2 ans). Les
chiens agés (12.5-14 ans) ne sont pas représentés.
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30%

25%
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15%

10%

5%

0%

0-2 ans 2-4 ans 4-6 ans 6-8 ans 8-10 ans 10-12 ans

12.5-14 ans

Figure 33 : Répartition des dges en médecine préventive

4. Répartition des poids

En médecine préventive la population est composée de 10% de chiens pesant de 0 a
5 kg (2 individus), 25% pesant 5-10 kg (5 individus), 15% pesant 10-15 kg (3
individus), 15% pesant 15-20 kg (3 individus),10% pesant 20-25 kg (2 individus),
10% pesant 25-30 kg (2 individus) et 15% pesant 30-35 kg (3 individus), comme
illustré sur la figure 34.

En médecine préventive la population est donc composée de 35% de petits chiens
(0-10 kg) (7 individus), de 35% de grands chiens (20-40 kg) (7 individus), 30% de
chiens moyens (10-20 kg) (6 individus). Les races géantes ne sont pas représentées.
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10%
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Figure 34 : Répartition des poids en médecine préventive
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Médecine générale

1. Répartition des sexes

Comme le montre la figure 35, la population de médecine générale est composée de
7 femelles entiéres soit 50%, de 1 femelle stérilisée soit 7%, de 1 male stérilisé soit
7% et de 5 males entiers soit 36%.

male stérilisé
7%

femelle
stérilisée
7%

Figure 35 : Répartition des sexes en médecine générale

2. Répartition des régimes alimentaires

En médecine générale la population est composée de 11 chiens mangeant des
aliments du commerce soit 79% et de 3 chiens mangeant un mélange d’aliments du
commerce et de ration ménagere soit 21%, comme représenté figure 36.

ration
ménagere
0%

Figure 36 : Répartition des régimes alimentaires en médecine générale
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3. Répartition des ages

En médecine générale, la population est composée de 36% de chiens de 2.5 a 4
ans, de 14% de chiens de 4.5 a 6 ans, de 14% de chiens de 6.5-8 ans, de 22% de
chiens de 10.5 a 12 ans et de 14% de chiens de 12.5 a 14 ans, comme le montre la
figure 37.

Les proportions sont cette fois-ci différentes : 64% de jeunes adultes (de 2.5 ans a 8
ans), il y a 22% d’adultes matures (8.5-12 ans), de 14% de chiens agés (12.5-14
ans).

40%

35%

30%

25%

20%
15%
10%
5%
0% T T T T T T

0-2 ans 2.5-4 ans 4.5-6 ans 6.5-8 ans 8.5-10ans  10.5-12ans 12.5-14 ans

Figure 37 : Répartition des ages en médecine générale

4. Reépartition des poids

La figure 38 illustre la répartition des poids en médecine générale, la population y est
composée de 8% de chiens pesant de 0 a 5 kg (1 individu), 14% pesant 5-10 kg (2
individus), 8% pesant 10-15 kg (1 individu), 14% pesant 15-20 kg (2 individus), 8%
pesant 20-25 kg (1 individu), 28% pesant 25-30 kg (4 individus), 14% pesant 30-35
kg (2 individus), 8% pesant 35-40 kg (1 individu).

En médecine générale la population est donc composée majoritairement de grands
chiens (20-40 kg) (58% soit 8 individus), de 22% de petits chiens (0-10 kg) (3
individus) et 22% de chiens moyens (10-20 kg) (3 individus). Une fois encore les
races géantes ne sont pas représentéees.
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Figure 38 : Répartition des poids en médecine générale
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