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RESUME



Résumé

Les Escherichia coli pathogénes de la volaille (APEC) font partie des E. coli extra-intestinaux
pathogenes (ExXPEC) et seraient un réservoir possible de génes de virulence et de
résistance aux antimicrobiens (RAM) des EXPEC chez I’humain. L’objectif de cette étude
était d’évaluer 'effet d’un prébiotique et d’un mélange d’acide organique et d’huiles
essentielles encapsulés sur la prévalence des génes de virulence des ExPEC et de RAM,
ainsi que les associations entre ces génes chez E. coli de l'intestin du poulet sain. Des
échantillons de contenus caecaux de poulets de 29 jours d’dge ayant recu un de ces
ingrédients alimentaires comparativement a des témoins ont été analysés pour la
présence des génes de virulence iucD, tsh, papC et des genes de RAM blarey, blasyy, tetA,
tetC, blacyy.o, aadAl, aac3 par PCR. La prévalence d’iucD était supérieure dans le groupe
témoin comparativement aux groupes «prébiotique» et «acide organique» et la
prévalence de papC était affectée dans le groupe «acide organique». La prévalence
d’isolats d’E.coli positifs pour blacyy., était supérieure dans le groupe témoin comparée
aux groupes «prébiotique» et «acide organique», tel que démontré par la technique
d’hybridation de I'ADN sur HGMF (Hydrophobic Grid Membrane Filter). De plus, la
prévalence des isolats d’E. coli positifs pour tetA, blarey, aadAl ou tsh était affectée par
les ingrédients alimentaires. Dans I'ensemble, des associations entre la présence de tsh et
iucD, blarey et aadAl, et iucD et blacyy., ont été observées. Cette étude démontre I'utilité
de certains ingrédients alimentaires pour dimunier le risque d’exposition en santé

publique.

Mots clés : Génes de résistance aux antimicrobiens, genes de virulence, poulets sains,
E. coli caecaux, ingrédients alimentaires prébiotique, acide organique, ExPEC, APEC,
HGMF, PCR.



vi
Summary

Avian Pathogenic E. coli (APEC) belong to the extra-intestinal pathogenic E. coli (ExPEC)
pathotype, and may be a virulence and antimicrobial resistance (AMR) gene reservoir for
ExPEC in humans. The aim of this study was to evaluate the effect of addition to the feed
of a prebiotic or an organic acid on the prevalence of ExPEC-associated virulence genes
and antimicrobial resistance (AMR) genes and the association between these genes in E.
coli of the intestinal microflora of healthy chickens. Caecal contents from 29-day-old
chickens having received one of these feed ingredients in comparison to a control group
were examined for the presence of virulence genes iucD, tsh, and papC and AMR genes
blazey, blasyy, tetA, tetC, blacyy.2, aadAl, and aac3 by PCR. The prevalence of iucD was
significantly higher in the control group than in the prebiotic and organic acid groups and
prevalence of papC was affected by the use of the organic acid. The prevalence of blacyy.,-
positive E. coli isolates was higher in the control group than the prebiotic or organic acid
groups, as demonstrated by Hydrophobic—grid membrane filter (HGMF) DNA probe colony
hybridization. In addition, the prevalence of E. coli isolates positive for tetA, blarey, aadAl
or tsh was affected by the use of these feed ingredients. Overall, associations between the
presence of jucD and tsh, blary and aadAl, and iucD and blacyy., were observed. This
study demonstrates that the use of certain feed ingredients could reduce the risk of

exposure in a public health perspective.

Key words: Antimicrobial resistance genes, virulence genes, healthy chickens, caecal E.
coli, feed ingredients prebiotic, organic acid, ExPEC, APEC, HGMF, PCR.
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INTRODUCTION



Les Escherichia coli sont communément trouvés dans la microflore intestinale de la
volaille. On y trouve une variété de clones comprenant des souches hautement
pathogenes et des souches commensales non pathogéenes (Mihldorfer et al., 1996; Dozois
et al.,2000). La pathogenicité est caractérisée par I'expression d’un certain nombre de
combinaisons spécifiques de facteurs de virulence causant des aérosacculites, des
colibacilloses, des colisepticémies, des omphalites, des péritonites, des péricardites, des
périhépatites, des salpingites et des synovites (Dozois et al.,2000; Mellata et al., 20033;
Mellata et al., 2003b; Ghanbarpour et al., 2011; Knébl et al., 2004; JanBen et al., 2001;
Blanco et al., 1997). Collectivement, les souches pathogenes aviaires sont designées par le
terme APEC et les pathologies qu’elles causent sont responsables de pertes économiques
importantes. Les APEC constituent une sous-classe du groupe des Extra-intestinal
pathogenic Escherichia coli (EXPEC), qui semblent ne pas connaitre la barriére d’espece,
les souches humaines étant génétiquement proches des souches aviaires (Johnson et al.,
2003; Johnson et al., 2009; Rodriguez —Siek et al., 2005; Mellata et al., 2010). En effet, il
existe des similitudes génotypiques entre les APEC et les EXPEC associés aux infections du
tractus urinaire, aussi designés comme uropathogenic E. coli (UPEC), de méme que les E.
coli causant des méningites et des septicémies néonatales (Ewers et al., 2007; Johnson
and Nolan 2009; Johnson et al., 2006a; Mellata et al., 2009; Moulin-Schouleur et al ., 2007;
Skyberg et al., 2006). De plus, les génes de virulence qui caractérisent les APEC peuvent
également se retrouver chez les autres ExPEC.

Plusieurs facteurs de virulence ont été décrits chez les APEC, incluant les adhésines, les
systemes d’acquisition du fer, les capsules K1 et K80, I’'hémagglutinine thermosensible, et
les protéines de la membrane externe. Plusieurs des génes codant pour ces facteurs de
virulence sont portés par des larges plasmides qui sont communs chez les APEC (Mellata
et al., 2010; Mellata et al., 2009; Johnson et al., 2006a; Johnson et al ., 2006b; Johnson et
al ., 2009). D’autre part, de fortes prévalences de RAM ont été trouvées chez les E. coli
provenant de la volaille en santé (Blanco et al ., 1997; Gyles, 2008) et on assiste depuis la
derniere décennie a I’émergence de certaines résistances antimicrobiennes comme celle a
la quinolone et au ceftiofur (White et al., 2000; Blanco et al., 1997, McDonald et al., 2001;

Dutil et al., 2010). La résistance bactérienne dans les élevages est considérée comme une



source potentielle de RAM chez les humains et E. coli est considéré comme une source de
résistance pour d’autres bactéries pathogénes. Par ailleurs, des études montrent que
certains ingrédients alimentaires comme les acides organiques pourraient affecter
différentiellement les souches d’E.coli de la microflore intestinale chez les animaux
(Bjornsdottir et al., 2006; Diez-Gonzalez and Russell., 1999). L’objectif de cette étude est
d’évaluer l'effet de deux ingrédients alimentaires, un prébiotique a courte chaine de
fructo-oligosaccharides (Profeed™) et un mélange d’acide organique et d’huiles
essentielles micro-encapsulé (Galliacid S™) sur la prévalence des E. coli porteurs des génes
de virulence et de RAM, de méme que les associations entre ces genes chez les E. coli de

la flore intestinale de la volaille en santé.



REVUE DE LA LITTERATURE



1. Les principaux pathotypes des Escherichia coli

1.1. E. coli entéropathogénes (EPEC)

Les E. coli entéropathogenes (EPEC) sont responsables des gastroentérites chez les enfants
et les jeunes animaux (chien, chat, ovin, porc). L'adhésion de la bactérie aux entérocytes
du duodénum et du jéjunum et la destruction des microvillosités de la bordure en brosse
donnent des lésions caractéristiques dites lésions d’attachement effacement (A/E) (Nataro
et Kaper., 1998 ; Milon et al., 1999 ; Fairbrother, 1993 ; Beutin et al., 1999). La lésion A/E
est caractérisée par un attachement de facon intime de la bactérie, la formation d’une
structure piedestale en forme de coupe riche en actine et la destruction de la bordure en
brosse des microvillosités (Knutton et al., 1987 ). Les génes qui interviennent dans la
formation des lésions A/E sont regroupés sur l'ilot de pathogenicité (Locus of enterocytes
effacement (LEE)) qui code pour le systeme de sécrétion de type Il (T3 SS). Le T3SS agit
par translocation du récepteur de l'intimine, Tir, lequel est inséré dans la membrane
plasmique de la cellule de I'h6te et interagit avec I'intimine, la protéine de surface de la
bactérie. L'interaction Tir-intimine entraine I'attachement intime de la bactérie a la
surface de la cellule de I'hGte. L'attachement de la bactérie est mis en évidence in vitro

par coloration fluorescente de I'actine (Knutton et al., 1989).

1.2. E. coli entérohémorragiques (EHEC)

Les EHEC produisent des toxines Shiga (Stx) anciennement appelées vérotoxines (VT).
Plusieurs especes animales (bovin, ovin, chat, chien, lapin) sont considérées comme
réservoirs (Verweyen et al., 2000). Les EHEC causent des colites hémorragiques et le
Syndrome urémique-hémorragique chez I’humain, le sérotype 0157 :H7 étant le plus mis
en cause et le premier identifié aux USA en 1982. L’ingestion des aliments contaminés par
les EHEC entraine aprés 3-4 jours d’incubation des symptomes, tel que la fiévre, la
diarrhée aqueuse et hémorragique, des vomissements, des douleurs abdominales, et le
tableau clinique peut s’aggraver avec l'apparition d’'un syndrome hémolytique et
urémique, des troubles neurologiques. Deux toxines sont principalement impliquées dans
la pathogénie de la maladie (Stx1 et Stx2), Elles entrainent une mort cellulaire en inhibant

la synthese intracellulaire des protéines (Nataro and Kaper, 1998).



1.3. E. coli entérotoxinogénes (ETEC)

Les ETEC produisent des toxines qui stimulent une sécrétion excessive de fluide dans la
lumiére intestinale entrainant la diarrhée. Les ETEC ont d’abord été reconnus comme des
agents de maladies diarrhéiques chez les humains dans les années 60. Dés lors, ils ont été
considérés progressivement comme une cause majeure de diarrhées associées a des
intoxications alimentaires chez des voyageurs et des enfants dans les pays en
développement (Nataro and Kaper, 1998). IIs ont été ensuite reconnus comme des agents
de diarrhées néonatales du porcelet, du veau, de I'agneau et du chevreau, mais aussi
comme agent de diarrhée de post-sevrage du porcelet (Nagy and Fekete, 1999). D’une
maniére générale, les ETEC adhérent aux microvillosités de I'intestin gréle sans provoquer
de lésions morphologiques grace aux adhésines fimbriaires, puis produisent des
entérotoxines qui entrainent I’"hypersécrétion de fluides et d’électrolytes tout en réduisant
la capacité d’absorption de l'intestin (Gyles, 1994 ; Nair and takeda, 1997 ; Nagy and
Fekete, 1999). Les adhésines et les toxines sont les facteurs déterminant de la virulence
des ETEC. Les adhésines présentent souvent des spécificités d’hote comme F4 (K88) pour
les souches porcines, F5 (K99) pour les souches porcines et bovines. D’autres adhésines
fimbriaires ont été retrouvés chez les animaux F6 (987P), F41, F42, F165, F165, F17, F18
(Nagy and Fekete, 1999). Les toxines sont des protéines extracellulaires ou des peptides
qui sont classés dans deux principaux groupes, les toxines stables a la chaleur (ST) et les
toxines instables a la chaleur LT. Ces 2 groupes se subdivisent également en fonction de
propriétés biologiques et antigéniques (LT-h, LTp-l, LTlla, LTllb) pour la toxine
thermosensible LT, et (STaP, STb) pour la toxine thermostable ST (Nagy and Fekete , 1999).

1.4. E. coli pathogénes a tropisme extra-intestinal (EXPEC)

Les ExPEC ont souvent été décrits comme des E.coli opportunistes chez les humains et les
animaux. lls ont la capacité de se développer dans des milieux pauvres en fer et en
présence des défenses immunitaires de I'h6te. Bien que pathogenes facultatifs, les ExXPEC
sont associés a plusieurs types d’infections, notamment des infections urinaires chez les
humains (Nakazato et al., 2009; Pechere, 1985), des septicémies chez les humains

(Orskov and Orskov, 1985 ; Nakazato et al., 2009) des méningites néonatales de I'enfant



(Overall Jr, 1970), des infections urinaires et pyometres chez le chien (Wooley and Blue,
1976 ; Bjurstrom, 1993), et des colibacilloses systémiques chez les oiseaux (Dozois et
al.,2000 ; Rodriguez Siek et al., 2005 ; Ron et al., 2006 ; Johnson et al., 2002 ; Mokady et
al., 2005). Des infections urinaires et des septicémies ont également été rapportées chez

le chat, le veau et le porc.

Certain facteurs de virulence caractérisent les EXPEC, incluant les adhésines fimbriaires
(F1, P, S), les systémes de séquestration du fer (aérobactine et genes iro), les hémolysines
(CNF1), la capsule, et bien d’autres (Rodriguez Siek et al., 2005 ; De Lorenzo et al., 1986 ).
Les EXPEC semblent ne pas connaitre la barriére d’especes, et les souches humaines sont
génétiquement proches des souches aviaires (Johnson et al., 2003 ; Johnson et al., 2009 ;
Rodriguez —Siek et al., 2005 ; Mellata et al., 2010). Les APEC et les UPEC sont les deux
grands groupes au sein des ExPEC, et ont parmi eux un nombre important de souches non
sérotypables (Rodriguez —Siek et al., 2005). Parmi les souches sérotypables, on trouve une
grande diversité chez les APEC de méme que parmi les UPEC. Rodriguez—Siek et al., 2005
montrérent que, parmi 524 isolats APEC on distinguait 60 sérogroupes différents, dont 39
étaient spécifiques aux APEC. Parmi 200 isolats UPEC, on distinguait 37 sérotypes
différents, dont 17 spécifiques aux UPEC. Seulement 14% des souches appartenaient a des
sérogroupes spécifiques aux UPEC. Parmi les sérogroupes communs aux UPEC et APEC, le
sérotype 02 est le plus fréquent. L’analyse phylogénique selon la méthode de Clermont et
al., 2000, montre que la majorité des APEC appartiennent au groupe A, alors que la
majorité des UPEC appartiennent au groupe B2. Cependant un nombre important des
UPEC (18.5%) et des APEC (29. %) appartiennent au groupe D (Rodriguez —Siek et al.,
2005).

1.5. E. coli pathogénes aviaires (APEC)

Les APEC sont responsables de nombreuses pathologies aviaires dont, les aérosacculites,
les péricardites, les péritonites, les salpingites, les ostéomyélites, les omphalites,
I'infection la plus importante étant celle des voies respiratoires. Les sérotypes
prédominants sont 01 :K1; 02 :K1; et 078 : K80 (Janben et al., 2001; Blanco et al., 1997).

Plusieurs facteurs de virulence ont été décrits chez les APEC, on distingue principalement



les adhésines, les systemes d’acquisition du fer, les capsules K1 et K80, ’hémagglutinine
thermosensible, les protéines de la membrane externe. Plusieurs génes de ces facteurs de
virulence sont portés par des larges plasmides qui sont communs chez les APEC (Mellata
et al., 2010; Mellata et al., 2009; Johnson et al., 2006a; Johnson et al ., 2006b; Johnson et
al., 2009).

2. Facteurs de virulence des APEC et les pathologies aviaires associées

2.1. Sérogroupes O

Bien qu’une proportion importante de souches APEC soit non-sérotypable, les
sérogroupes 01, 02, et 078 sont reconnus comme les plus prépondérantes (Dozois et al.,
2000 ; Mellata et al., 2003a). Plus d’une vingtaine d’autres sérogroupes d’E. coli ont été
associés aux APEC, parmi lesquels on retrouve 05, 08, 011, 012, 014, 015, 018, 020,
035, 036, 053,055, 081, 083, 085,088, 0102, 0103, 0115, 0116, 0132, et 0152,
(Rodriguez —Siek et al., 2005 ; Blanco et al., 1998 ; Cloud et al., 1985 ; lke et al., 1990 ;
Panigraphy and Yushen, 1990, Dozois et al., 1992 ; Allan et al., 1993 ; Gross, 1994 ). Les
sérogroupes 012, 014, 018, 053, 078, 081, 0102, 0115, 0116, et 0132 ont été identifiés
comme presque exclusivement associés a la septicémie (Blanco et al., 1998) ; d’ autres
sérogoupes ont été rattachés a des pathologies en particulier, comme 015 a la synovite,
0109 a I'aérosacculite et 0115 a la dermatite nécrotique (Gross, 1994 ; Peighambari et al.,
1995 ; Ngeleka et al., 1996). La prévalence des différents sérogroupes associés aux APEC
varie cependant en fonction de la région et du temps (Cloud et al., 1985; lke et al., 1990 ;

Blanco et al., 1998).

2.2. Les systemes d’acquisition du fer

Le systeme de transport du fer est considéré comme faisant partie du systeme de défense
inné de I'h6te. Naturellement I’hote limite la disponibilité du fer nécessaire a la croissance
bactérienne, via des liaisons fer-protéine (Mainil et al., 2003 ; Mellata et al., 2010). Pour
palier la faible disponibilité de fer chez I’h6te, les bactéries pathogenes ont élaboré des
systémes de captation du fer ou «iron—-regulated OMPs» (IROMPs) comprenant des
chélateurs de faible poids moléculaire, des sidérophores (phénolates ou hydroxymates) et

des transporteurs de protéines (G proteine-like transporter).



L” hydroximate aérobactine fait partie des sidérophores fréquemment associés aux APEC.
La synthése de |’aérobactine se fait grace aux enzymes codées par les genes iucABCD (iuc;
Iron- Uptake Chelate) qui codent pour I'aérobactine et au géne iut (Iron-Uptake Transport)
qui est un récepteur membranaire de |’aérobactine (Carbonetti and Williams, 1984). Il a
été démontré que la production de I'aérobactine est plus fréquente chez les APEC que
chez les souches non-pathogénes d’Escherichia coli (Dozois et al., 1992, Emery et al.,
1992).

Les génes eitABCD (periplasmique binding protein, iron transport) sont plasmidiques et
sont généralement associés a ColV et ColBM, deux plasmides assez communs chez les
APEC et détectés respectivement chez des souches APEC 02, et APEC O1 (Johnson et al.,
20064, Johnson et al., 2006b). En outre eitA a été récemment identifié sur un plasmide
PAPEC-2 de la souche APEC (078 :K80 :H9) (Mellata et al., 2010).

Le locus iro qui code pour le systéme sidérophore d’entérobactine anciennement appelé
salmochéline, mais aussi locus iroA chez Salmonella enterica serovar Typhimurium (Caza
et al., 2008 ; Foster et al., 1992 ; Foster et al., 1994). Il a été ensuite montré que le locus
iroA comprend deux groupes de genes, dont iroBCDE et iroN (Baumler et al 1998, Caza et
al., 2008). Les génes iroBCDEN contribuent a la virulence des souches ExPEC, et plus
particulierement des APEC (Caza et al ., 2008 ; Mellata et al., 2010). Une complémentation
avec les genes iroBCDEN chez E. coli non pathogene permet a la bactérie d’acquérir de la
virulence, alors que l'absence de génes iroC, iroDE ou iroN s’accompagnait d'une
abrogation de la virulence chez la bactérie. Par contre, la présence du gene iroE n’est pas
nécessaire pour le maintien de la virulence puisque la présence de iroBCDN est suffisante
pour rétablir compléetement la virulence des souches (Caza et al., 2008). D’ autre part, la
méme étude a montré que sur un total de 298 souches APEC la prévalence des génes iro
était de 82% et que la prévalence du géne est encore plus importante parmi les souches
APEC les plus virulentes (91%), alors que seulement 31% des 32 isolats commensaux de la
flore fécale du poulet étaient porteurs des genes iro.

Les génes fepA-G (Ferric-Enterobactin Protein) participent a la synthése de

I’entérobactine, ayant spécifiguement un réle dans la synthése du récepteur membranaire



10

FepA et du transporteur périplasmique FepB. Le gene fepC, et plus récemment fepA, ont
été associés aux APEC (Nakazato et al., 2009; Okeke et al., 2004; Mellata et al., 2010).

Les génes sitABCD ont été également identifiés chez les souches APEC. Ces genes de
virulence, malgré une grande similarité avec leurs homologues chez Shigella spp qui sont
chromosomiques chez cette derniére, sont portés par le plasmide pAPEC-1. D’autre part,
les genes sitABCD fonctionnent comme un systéme de transport du fer et du manganese
et leur présence confére a la bactérie une résistance aux effets bactéricides du peroxyde
d’hydrogéne (Sabri et al., 2006 ; Sabri et al.,2008).

Les différents systéemes de captation du fer jouent un role important dans la virulence des
APEC, ils sont souvent plasmidiques (Figure 1) et parfois chromosomiques. lls coexistent

fréquemment chez la méme bactérie (Mellata et al., 2010 ; Johnson et al 2006a).
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Figure 1 : Trois plasmides de virulence isolés a partir de 3 sérotypes différents appartenant aux APEC, et ayant en commun des

génes de virulence telsque iutA, iucABCD, iroBCDEN, etsABC, sitABCD, et OmpT'.
PAPEC1 a été isolé a partir d’une souche virulente de sérogroupe 078 (Mellata et al ., 2009)
pPAPEC-01-ColBM a été isolé a partir d’une souche virulente de sérogroupe 01 (Johnson et al ., 2006b)

pPAPEC-02-ColV a été isolé a partir d’une souche virulente de sérogroupe 02 (Johnson et al ., 2006a)
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2.3. Les protéines de la membrane externe OMPS (Iss et traT)

Les génes iss («increased serum survival») et traT codent respectivement pour les
protéines de la membrane externe Iss et traT et leur réle dans la virulence des souches
APEC n’est pas complétement élucidé. Le géne iss a été trouvé sur le plasmide ColV et traT
sur les plasmides ColV, R6-5, R100. Ce sont des génes rencontrés plus fréquemment chez
les APEC que chez les souches commensales. En effet, De Brito et al., 2003 ont montré que
83% des isolats de E. coli provenant des cas de cellulite possédaient le géne iss alors
qu’aucun isolat provenant d’animaux sains ne possédait ce géne (De Brito et al., 2003). De
méme, Delicato et al., 2003 montrerent que parmi les isolats provenant des cas de
colibacillose, 38.5% possédaient le gene iss, alors que seulement 16% des isolats
provenant d’animaux sains étaient porteurs du géne (Delicato et al., 2003 ). Du fait de la
fréguence plus importante de ces génes parmi les souches APEC, il a été admis qu’ils
jouent un role dans la virulence associé a une augmentation de la résistance de la
bactérie au sérum. En effet, il a été démontré que la présence de iss sur le plasmide ColV
augmenterait 100 fois la virulence des souches chez le poussin d’un jour (Binns et al.,
1979) et de 20 fois la résistance au complément (Chuba et al., 1986 ; Barondess et al.,
1990) montrant ainsi I'importance de iss dans la résistance au sérum.

Le géne traT avait été associé a la résistance au sérum chez les Enterobacteriaceae (La
ragione and Woodward, 2002; Mellata et al , 2003b).Le role du gene traT dans la virulence
des E.coli a été rarement abordé dans les récentes études et son réle spécifique dans la
virulence des souches d’E. coli semble limité et probablement attribuable a d’autre genes
de virulence portés sur le méme plasmide de virulence ColV (Jonhson et al 2006a; Johnson
et al., 2009; Mellata et al , 2003b).

Mellata et al., 2003 ont montré que les souches iss et traT positifs qui ont perdu les
antigénes K1 et O n’étaient plus protégées contre I'effet bactéricide du sérum. Par contre,
elles étaient plus résistantes qu’une souche sauvage qui était iss négatif, suggérant un réle

limité du gene iss et traT dans la protection contre le sérum.

2.4. Les adhésines
Les adhésines ont été proposées comme facteurs de virulence bactérienne chez les APEC

pour la premiere fois par Arp and Jensen., 1980, qui observérent dans la trachée des
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dindons une persistance plus importante des souches virulentes d’E. coli pourvues de
fimbriae comparativement a des souches non virulentes et dépourvues de fimbriae (Arp
and Jensen., 1980). En effet les adhésines procurent a la bactérie la capacité d’adhérer aux
tissus épithéliaux de I'hote, cette phase d’adhésion étant une étape importante pour la
pathogeneése de I'infection a E. coli. L’adhésion permet a la bactérie de résister au systeme
de défense, favorise la multiplication bactérienne et la formation de microcolonies (Moon,
1990). Les fimbriae de type 1, les fimbriae P et les curli sont les adhésines les mieux
décrites dans la littérature concernant les APEC, mais de nouvelles adhésines impliquées
dans la virulence des APEC sont régulierement découvertes.
2.1.1. Fimbriae de type 1

Les fimbriae de type 1 sont les structures somatiques que l'on trouve chez E. coli et
plusieurs autres entérobactéries, (Duguid and Old., 1980; Klemm and Krogfelt., 1994). IIs
sont impliqués dans l'initiation de la colonisation de I'épithélium des voies respiratoires
(Wooley et al., 1998). Cependant, d’autres facteurs comme la mobilité et la production de
colicine V seraient également nécessaires a une persistance de la colonisation (Marc et al.,
1998, Nakazato et al., 2009). Les fimbriae de type 1 sont capables de se fixer sur les
récepteurs riches en mannosides des cellules épithéliales de la trachée, des macrophages
et d’autres cellules (Duguid et Old., 1980). Les propriétés adhésives des fimbriae de type 1
sont inhibées par des antisérums spécifiques et par le carbohydrate D-mannose (Gyimah
et Panigraphy, 1988 ; Pourbaskhsh.et al., 1997 ; Nakazato et al., 2009). Les fimbriae de
type 1 sont codés par le locus fim (Orndorff et al., 1994). C'est un opéron formé de neuf
genes (fimA fimB fimC fimD fimE fiml fimF et fimH) qui codent pour les sous-unités de
structure, les chaperons et les protéines régulatrices de I'expression des fimbriae.

Les études de prévalence montrent que les fimbriae de type 1 sont fréquents parmi les
APEC. Des prévalences de 90% et plus du géne fim ont été régulierement rapportées pour
ces E. coli (Delicato et al., 2003; Kawano et al., 2006; Ewers et al., 2004). Les études de
prévalence sur des APEC associés a des pathologies spécifiques montrent que la
prévalence du gene fim peut atteindre 100% dans les cas de colisepticémie (Moulin-

Schouleur et al., 2007; Vandekerchove et al., 2005). D’autre part, la prévalence du gene
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fim parmi les E. coli associés aux omphalites est élevé (77.88%) (Ghanbarpour et al., 2010)

malgré le fait que dans cette étude, seule la prévelence du gene fimH ait été examinée.

2.1.2. Fimbriae P
Les adhésines fimbriaires de la famille P se définissent sur la base de leurs propriétés
d’agglutination des érythrocytes humains du groupe sanguin P. Les récepteurs des
fimbriae sont constitués de différentes parties des oligosaccharides déterminant le groupe
sanguin P (Mainil et al., 2002, Hacker, 1990 ; Orskov and Orskov, 1990). Les adhésines
fimbriaires de la famille P ont d’abord été décrites chez les E. coli appartenant aux UPEC
(Kallenius et al., 1980), puis chez les APEC ( Achtman et al., 1983, Dozois et al., 1992,
Nakazato et al., 2009). Le fimbriae P est codé par différents opérons comme les opérons
pap et prs. Le géne papC est trés important dans la détection du fimbriae P parce qu'il
repésente une séquence commune a tous les fimbriae de cette famille et est utilisé dans
le PCR pour détecter le fimbriae (Lebouguenec et al; 1992 ; Blum et al.,, 1995). Sur
I'opéron prs (Pap-related sequence) on trouve 11 génes (Blum et al., 1995). Le géne papA
code pour la protéine structurale majeure (PapA), papB et papl sont des génes de
régulation responsables du processus de variation de phase (Mol and Oudega, 1996). Le
géne papE code pour une sous unité mineure de I'extrémité de la structure fimbriaire. Le
pouvoir adhésif du fimbriae lui est conféré par I'adhésine papG située a I'extrémité distale
du fimbriae. Il existe trois classes d’adhésines papG (I, Il, et ). Les différentes adhésines
ont des affinités avec différents syndromes cliniques, ainsi I'adhésine papGl est associée a
la pyélonéphrite humaine, papGll est associée aux pyélonéphrites et bactériémies
humaines, papGlll est associée aux cystites humaines, et aux infections génito-urinaires
chez le chien et le chat. L'adhésine papG est reliée a I'ensemble de la structure fimbriaire
par papF. En outre, papD, papH, papl, papF et papK sont responsables de |'expression des
protéines associées a l'intégrité de I'assemblage du complexe fimbriaire (Mol and Oudega,
1996; Nakazato et al., 2009). Sur le plan de la pathogénicité, le role des fimbriae P n’est
pas encore complétement élucidé. En effet, Pourbakhsh et al., 1997, observérent que les
fimbriae P présentent une variation de phase et ont suggéré que les adhésines ne
joueraient pas un réle important dans la colonisation des voies respiratoires supérieures

mais qu’elles interviendraient plutét a un stade avancé de linfection (Edelman et al.,
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2003; Pourbakhsh et al., 1997). Plus récemment Kariyawasam et al., 2006 ont démontré
que I'opéron de pap est présent sur un ilot de pathogenicité des souches APEC-O1. Les
auteurs ont suggéré que la présence de pap dans une région qui peut étre
horizontalement acquise pourrait entrainer la transformation des souches avirulentes en
souches virulentes (Kariyawasam et al.,, 2006). Chez la volaille, les fimbriae P sont
principalement associés aux colisepticémies mais sont relativement moins fréquents que
les fimbriae de type 1 chez les APEC. Cependant, les prévalences rapportées restent
importantes, supérieures a 20% chez les APEC (Ewers et al. 2004; Kawano et al., 2006;
Rodriguez-Siek et al., 2005) et sont encore plus importantes dans les cas de septicémies.
Les génes pap ont été retrouvés dans 41.2% des souches colisepticémiques APEC, ce qui
représente environ trois fois la prévalence des génes pap chez les E. coli des oiseaux en
santé (McPeake et al., 2005). Les génes de I'opéron pap ont été aussi détectés dans 20%
des isolats d’E. coli provenant de cas de colibacilloses (Delicato et al., 2003). Dans les cas
d’omphalites et salpingites, les prévalences rapportées de |'opéron pap dans les
populations d’E. coli sont encore plus faibles, de I'ordre de 8% (Ghanbarpour et al., 2010,

Knobl et al., 2004)

2.1.3. Les curli
Les curli sont des minces fibres agrégatives de surface que I'on trouve chez les E. coli aussi
bien pathogenes que non-pathogénes (Mellata et al., 2010; Olsen et al., 1989). Les génes
responsables de I'expression des curli sont codés par 2 opérons, csgBAC et csgDEFG. Le
geéne csgA code pour la sous-unité majeure du curli appelé curlina, et le géne csgB code
pour la protéine nécessaire a la stabilité du complexe (La Ragione and Woodward, 2002 ;
Nakazato et al., 2009). L'expression de I'opéron csgDEGF est controlée par des facteurs
environnementaux tels que la température, I'osmolarité, le pH et d’autres facteurs de
stress (La Ragione and woodward., 2002 ; Nakazato et al., 2009 ), les curli étant exprimés
de maniére optimale a 26°C et dans des conditions de faible osmolarité ( Olsen et al.,
1993). D’autre part, I'opéron curli est régulé par le locus crl rpoS et csgD (Olsen et al.,
1993 ; Hammar et al., 1996). Les curli possedent plusieurs propriétés tels que la capacité
de fixer la fibronectine, la lamine, et d’autre protéines du sérum ainsi que les molécules

du complexe majeur d’histocompatibilité de classe | (CMHI) et le rouge Congo (Olsén et
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al., 1993; Hammar et al., 1995). Selon Persson et al., 2003, les curli pourraient avoir un
role d’activation de la coagulation en cascade du fibrinogéne et d’induction des cytokines
proinflammatoires (Persson et al.,, 2003). Dans la plus part des études, la présence des
curli est plus souvent associée aux E. coli pathogénes qu’aux E. coli saprophytes (Maurer
et al., 1998 ; La Ragione et al., 1999 ; Amabile de Campos et al., 2005). En effet, le gene
csgA qui code pour les curli est fréquement présent chez les souches APEC (Maurer et al.,
1998 ; Knobl et al., 2001 ; Amabile de Campos et al.,, 2005). D’autre part, Amabile de
Campos et al., 2005 ont montré que la totalité des souches d’E.coli associées aux
septicémies étaient porteuses du gene csgA, alors que ce géne n’a pu étre trouvé parmi
les isolats d’E. coli provenant de la flore microbienne intestinale (Amabile de Campos et
al., 2005). Par contre, Mcpeake et al., 2005 démontrerent que csgA est présent chez les
souches d’E. coli isolées aussi bien du poulet septicémique que du poulet sain (Mcpeake et
al., 2005 ), ceci est en accord avec les résultats de Mellata et al., 2010. Ces derniers
démontrérent que csgA est présent chez les E. coli virulents mais aussi chez la souche non

virulente K-12 (Mellata et al., 2010).
2.1.4. Autres adhésines

PilS est une adhésine qui code pour des composants majeurs des fimbriae de type IV. Les
génes codant pour cette adhésine sont détectés sur le plasmide pAPEC-3 de la souche
APEC (078 :K80 :H9) (Mellata et al., 2010). Le r6le du gene pilS dans la virulence des
souches APEC n’a pas encore été élucidé mais les fimbriae de type IV sont connus chez
plusieurs bactéries a Gram négatifs ou ils sont également codés par des plasmides, et
considérés comme des facteurs de virulence clés. En effet les fimbriae de type IV sont
impliqués dans les processus d’adhésion des bactéries aux cellules de I’"h6te, la formation
de microcolonies et de biofilms bactériens, I'agrégation bactérienne, et constituent des
récepteurs de phages.

La présence d’autres adhésines a été démontré parmi les souches APEC, telles que les
fimbriae AC/1, F17, Afa, Sfa, Eae, (Nakazato et al., 2009 ; La Ragione and Woodward,
2002 ; Stordeur et al., 2002 ; Amabile de Campos et al., 2005 ; McPeake et al ., 2005).
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2.5. Hémagglutinine thermosensible

Tsh est un des facteurs de virulence les mieux étudiés chez les APEC. Il a été rapporté pour
la premiere fois en 1994 (Provence et Curtiss Ill, 1994), puis il a été proposé comme
marqueur moléculaire pour détecter les APEC (Ewers et al., 2004). C’est une protéine de
surface thermosensible, qui possede la capacité d’agglutiner les érythrocytes a
température basse (26°C-30°C) et son activité est réprimée a 42°C (Provence et Curtiss IlI,
1994). Tsh est une protéine autotransporteur de la serine-protéase, synthétisée sous
forme de protéine précurseur de 140 kDa dont la forme mature est de 118 kDa. La
protéine précurseur est formée de deux sous-unités, une de 33 kDa insérée sur la
membrane externe et fonctionnant comme un domaine passager. Une deuxiéme sous-
unité de 106 kDa est secrétée dans l'environnement extracellulaire, se trouvant
temporairement dans la membrane externe de la bactérie ou elle joue un réle d’adhésion
dans la phase initiale de lI'infection (Nakazato et al., 2009; Stathospoulos et al; 1999).
Apreés la sécrétion de la sous unité de 106 kDa, Tsh présente probablement une activité
protéolytique faisant d’elle une protéine bifonctionnelle, avec d’une part une activité
adhésive et d’ autre part une activité protéolytique ( Kostatkiati and Stathospoulos, 2004.,
Nakazato 2009 ).Tsh est codé par le géne tsh ( Provence et Curtiss Ill, 1994) situé sur les
plasmides ColV, ColBM, et pAPEC-1 qui sont communs chez les APEC (Johnson et al.,
2006a; Johnson et al., 2006b, Mellata et al., 2009). Il a été aussi démontré que la présence
du gene chez les APEC permettait de classer les souches parmi les plus virulentes, et que
la présence de tsh contribue au développement de lésions dans les sacs aériens, mais
n’est pas déterminant dans l'infection généralisée (Dozois et al., 2000 ). D’autre part,
environ la moitié des souches d’E. coli provenant de cas cliniques aviaires posséderaient le
géne tsh (Maurer et al., 1998, Dozois et al., 2000; Amabile de Campos et al., 2005). Les
travaux de Amabile de Campos et al., 2005 ont également montré que 50% souches d’ E.
coli isolées de poulets avec des signes respiratoires possédaient le gene tsh. Cependant, la
prévalence du gene est plus faible chez les souches d’E. coli provenant de poulets
septicémiques (25%) de méme que parmi les E. coli commensaux (Amabile de Campos et

al., 2005).
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2.6. Les capsules

Plus de 80 capsules polysaccharidiques (antigéne K) chimiquement distinctes ont été
décrites chez les E. coli, cependant trés peu d’entre elles sont associées aux infections
invasives (Orkov and Orkov , 1992). Les capsules conferent a la bactérie de la résistance a
I'immunité spécifique et non spécifique de I’hGte. En absence d’anticorps spécifiques, la
capsule joue un réle de protection de la bactérie contre I'effet bactéricide du sérum et
contre la phagocytose (Howard and Glynn, 1971). La capsule K1 est fréqguemment associée
aux APEC de sérogroupe 01, 02 et non typables (Gross et al., 1991; Nakazato et al ., 2009;
Dho Moulin and Fairbrother, 1999). La capsule K80 est associée au sérogroupe 078 (Dho-
Moulin and Fairbrother, 1999). En effet, Pourbakhsh et al; 1997 ont démontré que 3
souches APEC exprimant la capsule K1 étaient plus résistantes aux effets bactéricides du
sérum comparativement aux autres souches APEC qui expriment d’autres antigénes K
(Pourbakhsh et al., 1997). Ces résultats ont été confirmés par ceux de Mellata et al; 2003,
qui ont démontré que la capsule K1 augmente la résistance aux sérum des souches APEC,
de méme que la capacité de colonisation des organes internes chez la volailles (Mellata et
al., 2003b). Ainsi, la capsule K1 est associée aux souches septicémiques humaines et

animales (Ngeleka et al., 1996)

3. Role des plasmides dans la virulence des APEC

3.1. Role des plasmides dans I’évolution de la pathogénicité des APEC

La caractérisation moléculaire des EXPEC a permis de mieux connaitre la grande diversité
au sein de ce groupe. Une analyse génomique montre que la transition entre
commensalisme et pathogénicité pourrait résulter de I'acquisition et la perte de plasmides
(Touchon et al., 2009). En effet, les EXPEC portent différents génes de virulence qui leur
permettent de s’adapter a la vie extra-intestinale et leur conférer une pathogenicité
(Johnson and Russo, 2002 ; Johnson et al., 2009). Plusieurs de ces génes de virulence sont
portés par des plasmides fréquents chez les EXPEC. Ces derniers constituent une base
commune en qui ce concerne l'acquisition des traits essentiels et spécifiques pour leurs
pathotypes respectives. Les plasmides ColV, ColBM et pAPEC-1 (Figure 1) font partie des

plasmides les plus importants conférant de la virulence aux APEC. Ces plasmides des
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souches APEC et des autres EXPEC présentent de grandes similitudes génétiques,

suggérant le potentiel zoonotique des souches APEC (Figure 2).

D’autre part Mellata et al., 2010 démontrerent que les plasmides pAPEC-1 et pAPEC-2
sont absent chez E. coli K-12, et ont suggéré que ces plasmides ont été acquis durant
I’évolution constituant une étape du passage de la bactérie d’'un état commensal a un état
de pathogéne. De méme, plusieurs autres études démontrérent que les plasmides de
virulence trouvés chez les APEC sont facilement transférables a d’autres souches d’E. coli,
et que le transfert s"accompagnait d’un transfert de virulence (Johnson et al., 2009 ;
Mellata et al.,2009). L’acquisition de plasmides de virulence par les APEC se fait souvent a
partir de souches d’E. coli mais aussi a partir d’autres especes bactériennes de la méme
famille qui cohabitent avec E.coli dans le tube digestif (Johnson et al ., 2006a; Fricke et al.,

2009; Mellata et al., 2009).
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Figure 2 : Evolution et relation génétique entre différents plasmides appartenant aux APEC

et autres EXPEC, comparativement aux plasmides d’autres pathotypes d’E. coli (Johnson et

al ., 2009)
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3.2. Role des plasmides dans le degré de virulence et la pathodiversité des APEC

Chez les APEC, le nombre de genes de virulence portés par les plasmides est trés variable
(Johnson et al ., 2006a; Johnson et al ., 2006b; Johnson et al., 2009; Mellata et al., 2009;
Mellata et al., 2010). Certains plasmides, comme le pAPEC-3(60Kb), portent un petit
nombre de facteurs de virulence, d’autres plasmides portent plusieurs facteurs de
virulence, comme le pAPEC-1 (103Kb) qui porte jusqu’a neuf génes de virulence connus
(Mellata et al., 2010). Les genes de virulence trouvés sur le méme plasmide contribuent
parfois au méme trait de virulence. Par exemple Mellata et al., 2009 ont montré que le
plasmide pAPEC1 posseéde 4 systemes d’acquisition du fer différents (iutA, iucABCD,
sitABCD, iroBCDN). La combinaison des genes de virulence sur un méme plasmide comme
dans les cas des plasmides ColV, pAPEC1, et ColBM est déterminante dans la virulence des
souches (Johnson et al., 2006a ; Johnson et al., 2006b ; Mellata et al., 2010).

D’autre part, la coexistence de plusieurs plasmides de virulence a été également observée
chez les APEC, et la conséquence de ce phénoméne se traduit parfois par une synergie des
facteurs de virulence portés par les différents plasmides procurant une plus grande
virulence a la bactérie (Mellata et al., 2010 ; Fricke et al., 2009 ). En effet, la coexistence
des plasmides pAPEC-1 et pAPEC-3 a un effet cumulatif et donne une virulence supérieure
a la souche sauvage (Mellata et al., 2010).

Les pathologies causées par les APEC sont diverses et dépendent intimement des genes de
virulence, tres souvent plasmidiques, que I'on retrouve chez la bactérie. La combinaison
des genes de différentes origines vont généralement déterminer le type de pathologie
causé par la bactérie. La présence ou I'absence de certains plasmides chez les APEC suffit
parfois a déterminer le type de lésions et la virulence de la souche bactérienne (Johnson
et al., 2006a., Johnson et al., 2009 ; Mellata et al., 2010). L’étude de Mellata et al., 2010 ;
démontre que le pAPEC-1 est associé a une colonisation des sacs aériens, du fluide
péricardique, du poumon, de la rate, du foie alors que pAPEC-2 et pAPEC-3 sont
faiblement associés a ces processus de pathogénie mais leur présence conjointe avec
pAPEC-1 favorise la colonisation. Le plasmide pAPEC-1 est requis pour que la colonisation
de I’'hote soit effective, mais la présence du seul plasmide ne permet pas d’atteindre le

méme niveau de virulence que la souche sauvage. Par contre, une combinaison des
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plasmides pAPEC-1 et pAPEC-3 favorisent la dissémination d’E. coli dans le sang et les
organes du poulet infecté, une plus grande colonisation des organes et une virulence

supérieure a la souche sauvage (Mellata et al., 2010).

4. Résistance aux antimicrobiens (RAM) des souches d’E. coli.

La thérapie antimicrobienne est utilisée comme un outil puissant de réduction de la
mortalité en production aviaire (Blanco et al., 1997). Cependant, une utilisation abusive
des antimicrobiens peut devenir une source de sélection de résistance et joue un réle
dans I'’émergence de nouvelles résistances (Saylers and Amabile-Cuevas, 1997 ; Nowak,
1994 ; Dutil et al., 2010). Aussi le contréle de l'utilisation des antimicrobiens, spécialement
dans le domaine vétérinaire est devenu une préoccupation de nombreuses autorités
gouvernementales. Au Canada, 'encadrement de |'utilisation des antimicrobiens a conduit
la direction des médicaments du Canada a classer les antimicrobiens en quatre grandes
catégories (Tableau ). En effet, il existe un large consensus sur I'impact de |'utilisation des
antibiotiques sur le développement de la résistance aux antimicrobiens (RAM) des souches.
Cependant il est illusoire d’espérer une disparition de la résistance bactérienne a certains
antimicrobiens suite a la cessation de leur utilisation (Saylers and Amabile-Cuevas, 1997).
Pour certains antimicrobiens, une diminution importante de la résistance est observée
suite a leur retrait, comme dans le cas du ceftiofur vis a vis de Salmonella et E. coli (Dutil
et al., 2010), de la pénicilline vis-a-vis de Streptococcus pneumoniae (Saylers and Amabile-
Cuevas, 1997 ; Nowak, 1994). Cependant, il est difficile d’obtenir une disparition de la
résistance, car il reste toujours un résidu de résistance et une réintroduction de
I'antimicrobien entraine un rebond de la résistance qui est parfois assez rapide,
aboutissant a une prédominance des souches résistantes (Dutil et al., 2010 ; Saylers et
Amabile-Cuevas, 1997 ; Nowak, 1994).

Les études de prévalence phénotypique et génotypique de la résistance aux
antimicrobiens, montrent que des variations spatio-temporelles plus ou moins
importantes peuvent étre observées (Blanco et al., 1997 ; Kim et al., 2007). Cependant, les
variations de prévalence sont aussi liées au statut sanitaire des animaux (Blanco et al.,
1997), a I’ age des animaux (Smith et al.,, 2007) , de méme qu’au mode de gestion des

productions (Smith et al., 2007). Néanmoins, la plupart des études s’accordent sur une
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augmentation de la RAM d’E. coli. Selon le statut sanitaire des animaux, Blanco et al.,
1997 ont observé chez E. coli des variations importantes de prévalence de la résistance a
I'ampicilline, des variations faibles de prévalence de la résistance a la trimethoprime et a
la trimethoprime-sulfamethoxazole, et une absence de variation de prévalence de la
résistance a la tétracycline et a la streptomycine ( Blanco et al.,, 1997). Méme si ces
variations sont les reflets de situations particulieres, il est important de noter que
plusieurs études s’accordent pour constater que le pourcentage des isolats d’E.coli
résistants a la tétracycline et a la streptomycine est tres élevé dans les élevages aviaires
guelque soit le statut sanitaire des animaux et leur provenance. Ainsi, le niveau de
résistance a la tétracycline et a la streptomycine des isolats d’E. coli s’établit trés souvent
au-dela des 50% parmi les APEC, et les E.coli provenant de volaille malades et en santé
(Blanco et al ., 1997 ; Gyles, 2008). Pendant la derniére décennie, on a aussi remarqué
I’émergence de certaines RAM comme celle a la quinolone et au ceftiofur (White et al.,

2000 ; Blanco et al., 1997, McDonald et al., 2001 ; Dutil et al., 2010)
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Tableau |: Classification des antimicrobiens selon leur importance en médecine

humaine par la direction des médicaments du canada

Catégories d’antimicrobiens

Classes d’antimicrobiens

Catégorie | : Trés haute importance

Antimicrobiens de trés haute importance en
médecine humaine, ils sont essentiels dans le
traitement d’infections graves et il n'y a que trés peu
ou pas d'antimicrobiens de remplacement en cas
d'émergence d'une résistance a ces agents.

Carbapénemes

Céphalosporines - de troisieme et quatrieme
générations

Fluoroquinolones

Glycopeptides

Glycylcyclines

Cétolides

Lipopeptides

Monobactames

Nitroimidazoles (métronidazole)
Oxazolidinones

Pénicillines résistantes aux p-lactamases
Polymyxines (colistine)

Streptogramines

Les antituberculeux (p. ex., éthambutol, isoniazide,
pyrazinamide et rifampicine)

Catégorie Il: Haute importance

Antimicrobiens pouvant étre utilisés pour traiter
plusieurs types d'infections y compris des infections
graves, des médicaments de remplacement sont
généralement disponibles. Les bactéries résistantes
aux médicaments de cette catégorie sont en général
sensibles aux médicaments de la catégorie |

Aminoglycosides (sauf agents topiques)
Céphalosporines premiere et deuxieme
générations (et céphamycines)

Acide fusidique

Lincosamides

Macrolides

Pénicillines

Quinolones (sauf fluoroquinolones)
Triméthoprime/sulfaméthoxazole

Catégorie Ill: Moyenne importance

Antimicrobiens utilisés pour le traitement des
infections pour lesquelles des médicaments de
remplacement sont généralement disponibles.

Les infections causées par des bactéries résistantes a
ces médicaments peuvent, en général, étre traitées a
I'aide d'antimicrobiens de catégorie | ou Il.

Aminocyclitols

Aminoglycosides (agents topiques)
Bacitracines

Fosfomycine

Nitrofuranes

Phénicols

Sulfonamide

Tétracyclines

Triméthoprime

Catégorie IV: Faible importance
Antimicrobiens non-utilisés en médecine humaine

Flavophospholipols
lonophores

Version 30 Novembre 2006. Voir http://www.hc-sc.gc.ca/dhp-mps/consultation/vet/consultations/amr ram hum-med-fra.php ,

Consulté en janvier 2011.
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4.1. Utilisation des antimicrobiens en production aviaire

On distingue 3 usages principaux des antimicrobiens dans la production aviaire. Les
antimicrobiens sont utilisés comme agents thérapeutiques, prophylactiques et
promoteurs de croissance. En tant que promoteurs de croissance les antimicrobiens sont
incorporés directement dans les aliments pour animaux. Dans le rapport du Comité
consultatif sur I'utilisation d’antimicrobiens chez les animaux et les conséquences pour la
résistance et la santé humaine en 2002 au Canada, on distinguait plus d’une dizaine
d’antimicrobiens utilisés dans les aliments pour animaux (chlortétracycline, bacitracine,
lincomycine, novobiocine, spectinomycine, pénicilline, phosphate de tylosine,
virginiamicine, érythromycine, bambermycine, oxytétracycline, néomycine, tiamuline
tilmicosine, SU|fadimidine)(http://www.bape.gouv.qc.ca/sections/mandats/prod-porcine/documents/SANTEZS-l.pdf).
Un certain nombre de ces antimicrobiens sont particulierement utilisés chez la volaille
(Tableau Il). Jones and Rickes 2003 rapportéerent que 32 antimicrobiens étaient approuvés
au Etats-Unis pour étre utilisés dans I'alimentation du poulet a griller sans prescription
médicale (Jones and Rickes, 2003). L'usage des antimicrobiens comme promoteurs de
croissance et dans la prophylaxie sont les deux principales sources de controverse (Jones
and Rickes, 2003; Castanon 2007; Dutil et al.,, 2010). L'effet des antimicrobiens sur la
croissance des animaux a été découvert dans les années 40, depuis ce temps I'utilisation
des antimicrobiens comme promoteurs de croissance a été admise aussi bien en Europe
gu’en Amérigue du Nord (Castanon 2007; Jones and Ricke, 2003; Bywater 2005). L'effet
des antimicrobiens sur la croissance est liée a leur interaction avec la flore microbienne
intestinale (Dibner and Richards, 2005; Niewold, 2007). La Suede a été pionnier dans le
bannissement des antimicrobiens comme promoteurs de croissance ensuite plusieurs
pays européens ont suivi. L'utilisation des antimicrobiens comme promoteurs de
croissance a été banni définitivement en janvier 2006 dans I’'Union européenne grace une
directive de 2003 (Catanon 2007; Bywater 2005). Le bannissement des antimicrobiens
comme stimulateur de croissance a eu comme conséquence une diminution générale de
I'utilisation des antimicrobiens en élevage aviaire mais une augmentation de l'usage

thérapeutique (Bywater 2005; Castanon 2007; Miranda et al., 2008).



Tableau Il : Antimicrobiens homologués aux fins d’utilisation chez la volaille au Canada

26

Catégories d’antimicrobiens et
médicament antimicrobien

Homologués pour la volaille

Thérapie Promoteur de Prophylaxie
croissance

Aminoglucosides
Gentamicine Pou, D (1 jours)
Néomycine PG, PP, D
Spectinomycine PG
Céphalosporine
Ceftiofur D (1 jour)
Lincosamides
Chlorhydrate de lyncomycine Ca, D
Macrolides
Erythromycine PG Pou, D
Tylosine Pou Pou
Pénicilline
Pénicilline G potassique Pou, PG, D D
Pénicilline G procaine Pou, D D
Streptogramine
Virginiamycine PG
Tétracycline
Chlortétracycline Pou, D Pou, D Pou, D
Oxytétracycline Pou, D Pou, D Pou, D
Chlorhydrate de tétracycline Pou, D Pou, D
lonophores
Lasalocide sodique Pou (coccidiose)
Maduramicine Pou, D (coccidiose)
Monensin Pou, D (coccidiose)
Narasin Pou (coccidiose)
Salinomycine sodique Pou (coccidiose)
Médicaments divers
Sulfaméthazine Pou, Ca, D
Acide arsanilique PG, D
Bacitracine Pou, D PG
Bambermycine PG, D

Pou : Poulet, PG : Poulet a griller, PP : Poule pondeuse, D : Dindon, Ca : Canard

http://www.bape.gouv.qc.ca/sections/mandats/prod-porcine/documents/SANTE25-1.pdf
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4.2. Résistance des souches d’E. coli aux antimicrobiens de catégorie |

4.2.1. Exemple du ceftiofur

La résistance au ceftiofur est une problématique importante en Amérique du nord depuis
son émergence parmi les souches de Salmonella et d’E. coli. Cette problématique est
d’autant plus inquiétante que le ceftiofur qui est une céphalosporine de troisieme
génération et apparentée aux céphalosporines utilisées dans des traitements de dernier
recours chez les humains, a aussi été utilisée comme traitement prophylactique au Canada
dans les couvoirs chez le poulet (Dutil et al., 2010). D’autre part, Donaldson et al., 2006 ;
ont montré que tous les isolats d’ E. coli résistants au ceftiofur étaient aussi résistants a I’
ampicilline, et que plus de 90% des isolats résistants au ceftiofur sont aussi résistants a au
moins un des antimicrobiens suivant: florfénicol, tétracycline, ticarcilline et ticarcilline-

acide clavulanique, chloramphénicol (Donaldson et al., 2006).

Récemment, une diminution de la résistance au ceftiofur chez Salmonella Heidelberg et
E. coli a été observée suite a I'abandon de son utilisation dans les couvoirs (Dutil et al
2010). Par contre, la réintroduction du ceftiofur a été suivie d’'une nouvelle augmentation
de la résistance au ceftiofur des bactéries de ces mémes especes. Cependant, trés peu
d’études ont évalué la présence des génes de résistance au ceftiofur dans la microflore
caecale de la volaille. En Amérique du Nord, le principal géne associé a la résistance du
ceftiofur est blacyy., (Donaldson et al., 2006), qui est souvent porté par un plasmide
(Meunier et al.,, 2010, Fricke et al., 2009), expliquant en partie la multi-résistance des

d’E.coli résistantes au ceftiofur.

4.2.2. Exemple des fluoroquinolones

La résistance aux fluoroquinolones est considérée comme émergente depuis les années
95, et des niveaux de prévalence inquiétants de la résistance aux quinolones ont été
observés quasiment sur tous les continents (White et al., 2000 ; Blanco et al., 1997 ;
McDonald et al 2001., Lautenbach et al., 2004). Le mécanisme de résistance aux
quinolones chez les bactéries Gram-négatives s’explique d’une part par des mutations
chromosomiques qui réduisent la perméabilité de la membrane et diminuent

I’accumulation des quinolones dans la cellule bactérienne, et d’autre part par l'altération
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de la topoisomérase. Cependant la résistance a la fluoroquinolone des souches d’E. coli
est plus souvent associée a la mutation qui touche des acides aminés des sous-unité A B
((gyrA) (gyrB)) de I'ADN gyrase et de la sous-unité (parC) de la topoisomérase. La
résistance a la quinolone est aussi expliquée par I'acquisition de plasmides de résistance
appelés mediated quinolone resistance (PMQR). lls qui portent un des génes suivants:

gnr, gepA , et aac(6’)-1b-cr ( Poirel et al., 2008 ; Carottoli, 2009).

Malgré I'émergence de la résistance, les fluoroquinolones font partie des classes
d’antibiotiques présentant une excellente activité contre les bacilles Gram-négatifs. Mais,
leur utilisation en production aviaire est considérée par certains scientifiques comme
inappropriée du fait des résistances croisées avec les fluoroquinolones utilisées en
médecine humaine comme traitements de dernier recours (Talan et al., 2008). En effet, on
observe une émergence de résistance aux fluoroquinolones qui concerne aussi bien les
souches d’E.coli aviaires que les EXPEC humains (White et al., 2000 ; Lautenbach et al.,
2004) et souvent plus que les autres entérobactéries (Lautenbach et al., 2004). La
résistance a certaines fluoroquinolones peut étre assez importante parmi les isolats d’E.
coli associés a des cas cliniques, atteignant une prévalence de 30-40 % de souches

résistantes (White et al., 2000).

4.3. Résistance des souches d’Escherichia coli aux antimicrobiens de catégorie Il

4.3.1. Exemple des pénicillines

La résistance aux pénicillines est généralement assez élevée, aussi bien parmi les souches
d’E. coli aviaires que parmi des souches non aviaires (Guerra et al., 2003; Smith et al.,
2007; Kim et al., 2007; Bass et al., 1999). Chez la volaille, des variations de prévalence
peuvent étre assez importantes allant de 5% en Suéde, a 71% en Iran ( Gyles, 2008). Avant
les années 80 la résistance associée aux B-lactamases chez les entérobactéries était
expliquée surtout par la présence des genes blaren.1, blarepm > et blaSVH-1. L'introduction
de nouvelles classes de B-lactames a été rapidement suivie par I'’émergence de B-
lactamases a large spectre (ESBLs). Depuis les années 90, un autre groupe de B-
lactamases, Inhibitor-resistant TEMs (IRT) a été détecté chez les E. coli. En général, les

enzymes de type TEM et OXA-1 sont les principales B-lactamases codées par des génes
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plasmidiques les plus fréquemment impliqués dans la résistance aux pénicillines. Le géne
blarey est étroitement associé a trois différents transposons (tnl, tn2, tn3) (Bailey et al.,
2011 ; Hedges et al., 1974; Heffron et al.,, 1975; Kopecko et al., 1975). Les 2 derniers
transposons codent de la méme maniére pour les protéines TEM-1 mais leurs séquences
different de 3 nucléotides. TEM-2 difféere de TEM-1 par un seul acide aminé, et la variante
de blarey., trouvé sur tnl differe de blarey.; par 5 ou 6 nucléotides (Bailey et al., 2011 ;

Chen et al., 1987; Goussard et al., 1991).

4.3.2. Exemple du triméthoprime /sulfaméthoxazole (TMP-SMX)

Le TMP est un antimicrobien synthétique utilisé en médecine humaine et vétérinaire
contre un large spectre de bactéries comprenant E. coli et les autres entérobactéries. De
plus, la combinaison avec les sulfonamides augmente son efficacité. Une proportion assez
importante d’E. coli intestinaux chez les animaux est naturellement susceptible aux
triméthoprime-sulfonamides (TMP-S). Cependant, I'utilisation de I’antimicrobien dans
I'alimentation animale de méme que son utilisation de fagon incontrélée en médecine
humaine pendant un temps prolongé peut entrainer le développement et la transmission
de cette résistance. Uniqguement chez les patients humains avec une pyélonéphrite sans
complication, le taux d’E. coli résistants aux TMP-SMX peut atteindre 24% avec des
variations importantes allant de 13- 45% selon les groupes de patients (Talan et al., 2008).
En dépit des taux de résistance d’E. coli aux TMP-SMX parfois élevés et inquiétants, ces
derniers continuent d’ étre utilisés plutot de facon sélective en Amérique du Nord dans les
traitements des cas de cystites sans complication chez des patients sans risques associés

de résistance d’E. coli aux TMP-SMX (Wright et al., 1999 ; Talan et al., 2008).

Dans plusieurs régions des Etats-Unis, le taux de souches UPEC résistants aux TMP-SMX
est supérieur a 20%, atteignant 50% dans certains endroits (Solberg et al., 2006 ;
Karlowsky et al., 2003). Les E. coli résistants aux TMP-SMX sont plus souvent isolés dans
des infections urinaires chez la femme. L’'intégron de classe 1 est trouvé dans environ 70%
des souches d’E. coli résistantes aux TMP-SMX (Solberg et al., 2006; Yu et al., 2001). De
plus, les intégrons de classe 1 contiennent un gene indépendant sul qui code pour la

résistance aux sulfonamides. Chez E. coli, la cassette qui code pour la résistance aux TMP-
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SMX appartient a la famille d’enzyme des dihydrofolates réductase (dfr) possédant plus de
15 variantes alléliques dont dfr17 est I'une des plus importantes. En effet, cette variante
allélique serait associée a I'augmentation de la prévalence de la résistance des UPEC au

TMP-SMX (Yu et al., 2004).

4.4. Résistance des souches d’Escherichia coli aux antimicrobiens de catégorie lll

4.4.1. Exemple des tétracyclines

La tétracycline est un des antimicrobiens les plus largement utilisés en production
animale. L'utilisation clinique de la tétracycline a débuté a la fin des années 40, et par la
suite il a été découvert que cet agent antimicrobien favorisait aussi la croissance des
poussins. Tres rapidement, la résistance a la tétracycline de certaines bactéries a été
constatée (Chopra and Robert, 2001). De trés fortes prévalences de la résistance des
souches d’ E. coli vis-a-vis de la tétracycline sont rapportées chez la plupart des especes
d’élevage (Maynard et al., 2003 ; Boerlin et al., 2005 ; Blanco et al ., 1997 ; Gyles, 2008).
La prévalence des souches résistantes a la tétracycline parmi les APEC dépasse parfois les
80% dans plusieurs études (Blanco et al ., 1997, Gyles, 2008 ). La résistance a la
tétracycline est codée par plus d’une trentaine de genes différents mais les plus courant

sont compris entre tetA, tetB, tetC, tetD et tetE (Smith et al ., 2007)

4.4.2. Exemple de la streptomycine

Bien que la prévalence de la résistance a la streptomycine des souches d’ E coli puisse étre
variable suivant les pays et les conditions d’élevage, les taux rapportées sont
généralement tres élevés quelles que soient les espéces animales (Maynard et al., 2003
Boerlin et al., 2005 ; Blanco et al ., 1997, Gyles, 2008). La prévalence des souches
résistantes a la streptomycine est encore plus élevée quand il s’agit des souches APEC,
dépassant les 80% (Blanco et al ., 1997, Gyles, 2008). Parmi les souches d’E. coli, les
principaux genes qui codent pour la résistance a la streptomycine sont strA, strB et aadA.
Ces genes codent aussi pour la résistance a la spectinomycine. En outre, une attention
particuliére est souvent accordée a la présence du géne aadA qui est associé a I'intégron 1

chez les souches d’E. coli (Boerlin et al.,2005 ; Barlow et al.,2004), et l'intégron 1 est
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responsable en partie de la multi-résistances chez les Escherichia coli et les autres

entérobactéries.
5. La multi-résistance aux antimicrobiens chez les E. coli et autres entérobactéries

5.1. Le role des principaux éléments génétiques impliqués dans la multi-résistance

bactériennes aux antimicrobiens

Les plasmides, les transposons, et les intégrons sont les principaux supports génétiques
qui expliquent la multi-résistance. Les plasmides autotransmissibles sont des éléments
génétiques circulaires qui portent des genes nécessaires pour le transfert de ’ADN par
conjugaison, ainsi ils peuvent contribuer a la mobilisation d’autres éléments génétiques
qui portent des génes de résistance (Salyers and Amabile-Cuevas, 1997; Carottoli, 2009 ;
Chopra and Roberts, 2001). Les plasmides de résistance aux antibiotiques des E. coli
expliquent une grande partie des multi-résistances chez E. coli. Un nombre tres élevé de
plasmides codant pour des résistances multiples sont rencontrés chez les entérobactéries,
et 'émergence de nouvelles multi-résistances est favorisée par la mobilité des plasmides
entre les différentes espéces d’entérobactéries (Carottoli, 2009 ; Chopra and Roberts,
2001). Les plasmides peuvent étre regroupés en familles, dont les principales rencontrées
chez des entérobactéries sont: repF, repll, repN, repHI2, repA/C, repL/M (Carottoli,
2009).

5.2. Multi-résistance associée a la production de B-lactamases ESBLs de type CTX-M

Les ESBLs sont des enzymes qui dégradent les oxyimino-cephalosporines tel que le
cefotaxime et ceftazidime. Les entérobactéries, en particulier E. coli qui produisent des B-
lactamases a large spectre (ESBLs) telles que CTX-M sont devenues un probleme majeur a
travers le monde, car elles sont associées a des épidémies et a des infections séveres
(Carottoli, 2009 ; Warren et al., 2008). On distingue au moins 50 variants de CTX-M
distribués a travers le monde. On rencontre plus fréquemment CTX-M2 en Amérique du
Sud, en Israél et au Japon, CTX-M-14 en Chine et CTX-M-9/14 en Espagne. Depuis peu, on
assiste a une dissémination pandémique de CTX-M-15 (Leflon-Guibout et al., 2008 ;

Warren et al., 2008 ). Tous les isolats d’E. coli sérotype 025, du phylogroupe B2 isolés en
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Angleterre ont été associés a la production de CTX-M-15, en plus d’étre résistants aux
quinolones (Warren et al ., 2008). Le poulet serait un réservoir d’isolats d’E. coli multi-
résistants ESBLs. En effet, 40% des carcasses de poulets provenant du Brésil portent des
E.coli produisant le CTX-M-2, I'’enzyme fréquemment associé aux E. coli dans les infections
humaines en Amérique du Sud (Warren et al ., 2008). Par contre, en Europe, CTX-M-15,
I'enzyme le plus fréquemment rencontré chez les E.coli provenant des carcasses de
poulet est peu associé aux souches d’E. coli provenant d’infections humaines. (Warren et
al., 2008). Les ESBLs ont connu une dissémination entre les espéces bactériennes a partir
des plasmides qui portent des génes de résistance multiples. Par exemple, blacry..15 est
souvent associé aux génes de résistances blarey.:, blaoxa: et aac(6’)—lbr-cr sur les

plasmides IncF (Carottoli, 2009).

5.3. Multi-résistance associée a la production de B-lactamases de type AmpC

La famille des B-lactamases AmpC confere de la résistance aux, céphalosporines,
pénicillines et monobactames. On les retrouve chez les E. coli, Citrobacter et autres
Enterobacteriaceae (Mataseje et al; 2010; Carottoli, 2009). La dissémination de génes qui
codent pour CMY et AmpC provenant originairement du chromosome de Citrobacter
freundii a été associée a des familles de plasmides spécifiques. Ces genes sont récurrents
chez des isolats de source animale. La majorité des plasmides qui possedent le blacyy-»
chez E. coli et Salmonella spp aux Etats Unis appartiennent au groupe IncA/C (Carottoli,
2009). Une comparaison des plasmides CMY-2, d’origine animale, environnementale et
humaine provenant de différentes provinces canadiennes a montré une prédominance
des plasmides de type repll, K/B, et plus particulierement des plasmides type A/C qui
seraient les déterminants de multi-résistances antimicrobiennes les plus fréguents. Cette
étude a également montré une grande similarité entre les plasmides CMY-2 provenant

d’E. coli et Salmonella de différentes origines (Mataseje et al; 2010).

5.4. La multi-résistance associée a la production de carbapenemases

Les carbapenemases hydrolysent la plupart des B-lactames y compris les carbapenemes et
sont classées en 4 classes de molécules, les classes A et B étant les plus fréquentes. Les

carbapenemases de la classe A sont chromosomiques a |'exception de I'’enzyme KPC
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retrouvée chez les Enterobacteriaceae et rarement chez Pseudomonas aeruginosa
(Carottoli, 2009). Les carbapenemases de la classe B sont les plus prévalentes dans les cas
cliniques. Ce sont des métallo-B-lactamases (MBLs), dont la majorité fait partie de la série
des IMP (one of the metallo-B-lactamases) et des VIM (Verona integron-encoded metallo-
B-lactamase). Ils ont été disséminés a travers le monde par des intégrons et des
plasmides, et ils hydrolysent tous les B-lactames a I’ exception de I'aztreonam (Poirel et
al., 2007). Cependant, les génes qui codent pour les MBLs ont rarement été identifiés chez
les entérobactéries. Le blaps a été identifié en Australie, ol il a été associé aux
plasmides IncL/M et IncA/C. L'enzyme VIM a été trouvé essentiellement chez des
bactéries a Gram négatifs non fermentaires, et le nombre d’Enterobacteriaceae
produisant cet enzyme est en augmentation, méme si les isolats VIM-positifs ont été
détectés souvent de facon sporadique et ne sont pas reliés entre eux de facon clonale. Le

gene blay,.; a été trouvé sur des plasmides des groupes Incll et IncH12 (Carottoli, 2009).

5.5. Multi-résistance aux quinolones et/ou aux aminoglycosides, associée a la
présence des génes gnr et des génes des methylases 16SrRNA.
La résistance aux quinolones chez les Enterobacteriaceae est en général le résultat d’'une
mutation chromosomique, entrainant une altération de I’enzyme cible ou une
accumulation de I'antimicrobien. Cependant, il a été rapporté également une résistance
aux quinolones d’origine plasmidique, ou «plasmid-mediated quinolone resistance»
(PMQR), qui s’explique par une acquisition des genes gnr, gepA , et aac(6’)-Ib-cr (Poirel et
al., 2008 ; Carottoli, 2009). Le PMQR est fréguemment associé a la présence des génes de
résistance aux ESBLs et/ou aux aminoglycosides sur le méme plasmide. Une résistance aux
aminoglycosides associée a la production de méthylase 16SrRNA est observée de plus en

plus fréquemment chez les pathogénes Gram-négatifs (Carottoli, 2009).

6. Association entre la virulence et la résistance aux antimicrobiens des souches

d’E. coli
6.1. Associations statistiques

De fagon générale, les études précédentes rapportent une prévalence de souches d’E. coli

résistants aux antimicrobiens moins importante parmi les souches virulentes que parmi



34

les souches commensales (Johnson et al., 1987; Johnson et al ., 2002; Johnson et al.,2003;
Boerlin et al., 2005; Moreno et al., 2006; Bonnet et al., 2009). Cependant trés peu
d’études concernent spécifiquement le degré d’association entre la présence des génes de
virulence et des génes de résistance aux antimicrobiens chez les APEC. Parmi les souches
intestinales d’E. coli, Johnson et al., 2003 ont rapporté une prévalence trés élevée de
résistance vis-a-vis des fluoroquinolones et de la cephamycine, respectivement 100% et
95%. Par contre, parmi les souches EXPEC, la prévalence de la résistance aux
fluoroquinolones et a la cephamycine est plus faible (33%) et (27%). Ceci corrobore les
études précédentes qui rapportent que les E. coli associés aux uropsesis sont en général
pourvu du fimbriae P et plus susceptibles aux antimicrobiens (Johnson et al., 1987). Il a été
rapporté d’autre part que les E. coli résistants aux quinolones, et aux TMP-SMX sont
moins virulents (Moreno et al., 2006). En effet, ces auteurs démontrérent que les facteurs
de virulence EXPEC étaient moins fréquents parmi les souches résistantes aux
fluoroquinolones (3.9 facteurs par souche) , aux quinolones (5.2 facteurs par souche), et
aux TMP-SMX (6.4 facteurs par souche) comparés a des souches susceptibles a ces
antimicrobiens (7.9, 8.6 et 7.9 facteurs par souche respectivement) (Moreno et al.,2006).
Les génes de virulence des ExPEC (papA, papEF, papG, sfa/focDE, focG, hlyD, cnfl, iroN,
fyuA, ireA, iutA, ompT, malX, kpsM) ont également été tous négativement associés a la
résistance aux fluoroquinolones (Johnson et al., 2003). Cependant, il n’existe pas
d’explication claire a ce phénomeéne, et la relation entre la résistance aux antimicrobiens
et la virulence chez les E. coli est assez complexe et pourrait varier selon le groupe colonal
(Manges et al., 2001). Une association négative entre la virulence et la résistance pourrait
également étre le résultat de la perte de plasmides de virulence au profit de plasmides de
résistance aux antimicrobiens, ou par un phénomene de déplacement ou de pression
sélective aprés des traitements antimicrobiens. En effet, I'utilisation d’antimicrobiens
entrainerait I’élimination des bactéries susceptibles a ces antimicrobiens au niveau
intestinal, mais considérant le nombre trés élevé d’E. coli commensaux par rapport aux
pathogenes dans le tube digestif, la probabilité d’'une réémergence de souches résistantes
parmi le religuat de commensaux est plus élevé que celui des pathogeénes qui sont

naturellement moins nombreux dans I'intestin (Moreno et al., 2006).
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6.2. Associations génétiques

L’association génétique entre les genes de virulence et de résistance aux antimicrobiens et
leur diffusion peut étre assurée par la coexistence de différents éléments génétiques
mobiles tels que les plasmides, les intégrons, les transposons (Saylers and Amabile—
Cuevas ; 1997 ; Mellata et al., 2010 ; Fricke et al., 2009). Les plasmides jouent un réle
particulierement important, comme les plasmides pTJ100 et pCVM29188-146 qui codent
en méme temps pour la résistance aux antimicrobiens et la virulence chez les APEC (Fricke
et al., 2009 ; Johnson et al., 2004). L’analyse d’une région de 30kb du plasmide pTJ100 (
Figure 3) révele une mosaique de genes de virulence et une cassette de résistance aux
antimicrobiens comprenant des désinfectants, des antibiotiques, et des métaux lourds. On
trouve particulierement les génes de virulence iss, tsh, et jucC; aussi bien qu’un géne qui
code pour les métaux lourds (silP), un géne de résistance a la tétracycline ( tetA), un gene
de résistance des B-lactames (bla), deux transposons Tn21 et Tn3, une région Tn21-like
qui comprend entre autre I'intégron de classe 1 (In2 ), et autres génes de résistance aux
antimicrobiens (aadB , catB3, qacEA1 et sull)(Johnson et al., 2004). Au total on suspecte
pTJ100 de coder pour la résistance a 8 antimicrobiens différents. De plus pTJ100 serait

également la plus longue séquence contiglie au plasmide ColV (Johnson et al., 2004).

Le plasmide pCVM29188-146 (Figure 4) porte des genes de virulence de méme que les
genes de résistance aux antimicrobiens strAB et tetAR, qui codent respectivement pour les
aminoglycosides et les tétracyclines. Ce plasmide a été isolé la premiére fois chez
Salmonella kentucky, et est transférable chez E .coli. L’analyse comparative des plasmides
montre que pCVM29188-146 posséde 90% d’identité nucléotidique avec les plasmides
pAPEC1, pAPEC-O1-ColBM et pAPEC-O2-ColV provenant de souches d’E. coli pathogénes
chez le poulet (Figure 2). Ces 4 plasmides possédent en commun des génes de virulence
tel que iutA, iucABCD, iroBCDEN, etsABC, sitABCD, et OmpT’ (Figure 1, 4).

La coexistence de plusieurs plasmides chez une méme souche APEC et la transferabilité
conjointe de plusieurs plasmides chez les E. coli, ont été aussi rapportées (Mellata et al.,
2010 ; Fricke et al., 2009). Ces phénomeénes pourraient aussi expliquer en partie certaines

associations entre génes de résistance aux antimicrobiens et génes de virulence.
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Figure 3 : ORFs majeurs dans une région de 30 kpb dans pTJ100, un plasmide putatif de

virulence qui codent également pour la résistance a 8 antimicrobiens (Johnson et al; 2004)

aadA4: Résistance a la streptomycine / spectinomycine
aadB: Résistance aux aminoglycosides

bla: Résistance aux beta-lactames

catB3: Résistance au chloramphenicol

gacEA1: Résistance a 'ammonium quaternaire

silP: Résistance aux métaux lourds

sul: Résistance aux sulfonamides

tetA: Résistance aux tétracyclines
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Figure 4 : Plasmide de virulence pCVM29188 146 provenant de Salmonella, portant des
genes de résistance aux antimicrobiens (strAB, tetAR) et génétiquement proche des
plasmides de virulence pAPEC1, pAPEC-O1-ColBM et pAPEC-O2-ColV provenant de

souches d’E. coli pathogenes chez le poulet. (Fricke et al ; 2009)
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7. Effet des additifs alimentaires sur les pathogénes de I'intestin de la volaille

7.1. Généralités sur les additifs alimentaires

Les additifs alimentaires comme les prébiotiques, les probiotiques, les acides organiques
sont de plus en plus utilisés dans la production animale, notamment dans les élevages
porcins et aviaires. Un des objectifs de leur utilisation croissante est de pallier les
restrictions d’utilisation des antibiotiques tout en maintenant un bon niveau de
productivité. Cependant, on peut dire que l'utilisation des additifs alimentaires fait partie
des pratiques d’élevage depuis longtemps. Les additifs alimentaires sont connus pour
augmenter la digestibilité et la palatabilité des aliments, la conversion alimentaire, ainsi
que la croissance des animaux comme le porc et le poulet. Certains additifs seraient
également efficaces pour contréler des pathogenes, et quelques études ont abordé ce

sujet.

7.2. Effet des acides organiques

La premiére utilisation des acides organiques était basée tout d’abord sur leur activité
antimicrobienne en dehors du tube digestif. En effet, les acides organiques ont parfois été
utilisés comme additifs dans I'alimentation humaine et aussi pour la décontamination des
carcasses (Cherrington et al., 1991; Patterson and Burkholder, 2003). Par la suite, les
acides organiques, particulierement ceux a courte chaine (short chain fatty acids ( SCFA) )
et a chaine moyenne (medium chain fatty acids ( MCFA)) ont été incorporés dans
I'alimentation animale, comme antifungique (Ricke, 2003), et pour leur potentiel
bactéricide contre des pathogéenes, en particulier Salmonella spp. (Humphrey and Lanning,
1988; lzat et al., 1990; Berchieri and Barrow, 1996; Thompson and Hinton, 1997).
L’hypothese la plus avancée pour expliquer I'inhibition de la croissance bactérienne par les
acides est le passage des acides non dissociés a travers la membrane cellulaire et leur
dissociation dans I’'environnement plus alcalin du cytoplasme entrainant une acidification
(Kashket et al., 1987 ; Van Immerseel et al., 2006). Le pH semble donc étre I'élément
déterminant et primaire des effets des acides organiques parce que, le pH affecte la
concentration de I’acide non dissocié (Davidson, 2001). En effet, on considére que des

bactéries comme E. coli maintiennent un environnement intracellulaire légerement alcalin
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(Padan et al., 1981). L’acide organique sous forme non dissociée peut facilement pénétrer
la membrane lipidique des bactéries. Une fois internalisé, le pH neutre du cytoplasme
cellulaire dissocie I'acide en anion et proton et I'exportation de I'excés de protons requiert
une consommation d’adénosine triphosphate (ATP), provoquant ainsi une perte d’énergie
cellulaire (Eklund, 1983 ; Salmond et al., 1984; Cherrington et al., 1990; Davidson, 2001).
L'effet des acides organiques est cependant trés variable sur différentes souches d’une
méme espece bactérienne. Une étude montre qu’une culture continue d’E. coli K-12 et
0157 :H7 different quant a leur sensibilité a 'acetate a pH 5.9. D’autre part, la capacité
d’E. coli 0157 :H7 a tolérer plus d’acide est corrélée avec la capacité a baisser le pH
intracellulaire (Diez-Gonzalez and Russel, 1999). En ce qui concerne les bactéries
fermentaires, elles possédent la capacité de baisser le pH intracellulaire quand le pH
extracellulaire devient trés acide, ce qui permet a la bactérie de garder un gradient pH
faible de part et d’autre de la membrane cellulaire qui la protége contre I'accumulation
d’anions. Il a été également observé que l'augmentation de la concentration
intracellulaire de I'acetate dans I'espace intracellulaire chez E.coli K-12, s’"accompagne
d’une augmentation équivalente de la concentration molaire du potassium intracellulaire,
constituant un stress osmotique pour la bactérie.

Les acides organiques a courte chalne et spécialement le butyrate, a faible dose
suppriment 'expression des genes associés au pouvoir invasif de Salmonella. De méme les
acides organiques de chaine moyenne et le propionate, contrairement a I'acide acétique,
diminue le pouvoir d’invasion des cellules épithéliales de Salmonella) (Van Immerseel et
al., 2006; Durant et al., 2000; Van Immerseel et al., 2004).Les effets des acides organiques
sur l'invasion des cellules peuvent étre expliqués par des changements concernant
I'expression du SPI-1. Durant et al.,2000 ont mesuré l'expression de hilA et invF
(activateurs majeurs de SPI-1) chez SalmonellaTyphimurium aprés exposition a I'acétate,
au butyrate et au propionate a pH=6. Ills observerent une augmentation de I'expression
des genes hilA et invF en présence de I'acétate mais pas en présence du butyrate et du
propionate (Van Immerseel et al., 2006; Durant et al., 2000)

D’autres mécanismes comme une activité moins directement antibactérienne ont été

également attribués aux acides organiques. Il s’agit de mécanismes d’interférence avec le
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transport des nutriments, de dommage de la membrane cytoplasmique, de perte de
perméabilité de la membrane externe, et d’influence sur la synthése des macromolécules
(Cherrington et al., 1991; Davidson, 2001). Ainsi, le mécanisme antibactérien des acides
organiques pourrait consister en un mécanisme bactériostatique ou bactéricide, en
fonction du stade physiologique des bactéries et des caractéristiques physico chimique
externe.

L'activité antibactérienne des acides organiques serait tres variable en fonction de leur
type ou composé chimique. Le MIC de I'acide acétique, butyrique, lactique, et caprylique
sur E. coli est moins de 4g/l, mais la méme bactérie est 10 fois plus résistante a I'acide
malique, tartarique et citrique (Van Immerseel et al.,, 2006.,Hsiao and Siebert, 1999).
D’autre part les acides organiques a chaine moyenne (C6-C12) comme |'acide caproique,
I'acide caprylique, I'acide caprique et I'acide laurique ont plus d’effet sur Salmonella
comparativement aux acides a courte chaine (acide formique, acide acétique, acide
propionique et acide byturique)(Van Immerseel et al., 2006). Les acides C6-C10, a faible
concentration (25mM) ont un effet bactériostatique sur Salmonella Enteritidis. Cependant
la méme souche tolére des concentrations de 100mM des acides a courte chaine. De plus,
Sprong et al.,2001 rapportent que I'acide caprylique et I'acide caprique sont bactéricide
alors que C14 :0, C18 :1 et C18 :2 ne le sont pas (Sprong et al, 2001). Ceci suppose que des
facteurs comme la longueur des chaines, la composition des extrémités des chaines, le
pKa, I'hydrophobicité pourraient affecter I'activité antimicrobienne. Toutefois, plusieurs

phénomeénes pourraient étre impliqués en méme temps.

7.3. Effet des prébiotiques

Les prébiotiques sont définis comme des substances alimentaires non digestibles par
I’'hn6te qui lui procurent des effets bénéfiques par une stimulation sélective de la
croissance et de l'activité d’'un nombre limité d’espéces bactériennes dans le colon
(Gibson et Roberfroid, 1995). Cette définition est donc fondée sur le fait que certaines
bactéries comme Bifidobacterium et Lactobacillus ont des effets bénéfiques sur la santé
de I'hote. Les bactéries de ces especes, quand elles sont administrées directement dans
I'alimentation, sont considérées comme des probiotiques. Les prébiotiques sont, en

général, des carbohydrates qui sont classés en mono, di, oligo et polysaccharides (Tableau
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[1). Certains monosaccharides comme le glucose et le fructose, sont digestibles et ne sont
pas considérés comme des prébiotiques. La production des prébiotiques se fait de
différentes maniéres, principalement par hydrolyse acidique ou enzymatique des
polysaccharides ; par synthése, en utilisant des réactions de transglycosylation; par
extraction a partir des plantes; par fermentation bactérienne (Leuconostoc,
Streptococcus); et par restriction de la taille du polymeére suite a I'addition de maltose
(Chung et Day, 2002; Guo et al, 2004; Cummings and Macfarlane, 2002). Des
prébiotiques de différents sources ont souvent été utilisés comme additifs alimentaires
chez des animaux et ont été associés a une activité antiparasitaire, antimicrobienne,
antivirale, a une stimulation de I'immunité et une réduction du stress (Yuan et al., 1993 ;
Guo et al., 2004 ). De méme, une modification de la flore du colon, chez plusieurs espéces
animales et spécifiquement au niveau du caecum du poulet, a été associée a I'utilisation
des prébiotiques (Bailey et al. 1991). Cette modification de la flore est rapportée
particulierement comme étant une augmentation de la croissance des bactéries lactiques,
qui ont un effet sur la capacité de résistance aux infections de I’h6te (Kim et al., 2011 ;lji
and Tivey, 1999 ; Terada et al ., 1994 ; Chung and Day, 2002 ; Chung and Day, 2004). La
modification de la flore du caecum concerne également Salmonella et E. coli qui sont des
agents pathogenes pouvant étre portés de facon asymptomatiquement chez les animaux.
Une diminution de la croissance de Salmonella est largement rapportée dans la littérature,
et quelques études mentionnent aussi une diminution de la croissance d’E. coli dans la
flore caecale des poulets qui recoivent des prébiotiques (Kim et al ., 2011; lji and Tivey ,
1999 ; Terada et al ., 1994 ; Chung and Day, 2002 ; Chung and Day , 2004). Par exemple,
en présence d’isomaltooligosaccharides (IMO) et de fructooligosaccharides (FOS), la
croissance in vitro de S. Typhimurium et E. coli est diminuée de 37% et 35%
respectivement par rapport a un milieu témoin contenant du glucose (Chung and Day ,
2004). Un des principaux avantages des prébiotiques est en effet en une augmentation
simultanée des bactéries bénéfiques et une diminution des pathogénes particulierement
Salmonella (Corrier et al., 1993 ; lji and Tivey , 1999 ; Terada et al ., 1994 ; Chung et Day,
2004 ; Roberfroid et al., 1998, Bailey et al 1991 ; Fukata et al 1999 ; Chung and Day ,

2004). Ce phénomene de modification de la flore caecale est expliqué par le fait que
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certains prébiotiques comme le lactose et I'IMO sont utilisés par certaines bactéries
bénéfiques comme Bifidobacterium et Lactobacillus contrairement aux pathogenes tels

que Salmonella ou E. coli (Chung and Day, 2004; Chung and Day, 2002).
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Groupes
d’oligosaccharides

Description et effets du prébiotique

Référence bibliographique

Monosaccharide

Le mannose est le monosaccharide le plus utilisé comme additif alimentaire. Le mannose est un ligand du
fimbriae de type 1, communément trouvé chez des bactéries pathogénes comme Salmonella et les APEC. Un
supplément de 1 a 2 % de mannose dans I'alimentation réduirait la colonisation de Salmonella, en bloquant
I’adhésion de la bactérie aux cellules épithéliales.

Allen et al., 1997 ; Doyle and

Erickson,2006

Disaccharides

Le Lactose : Glucide du lait, procure une protection contre Salmonella chez le poulet qui ne dispose pas
d’enzyme pour la digestion du lactose. Une inclusion de lactose dans |’alimentation du poulet entraine une
réduction de la colonisation par S.Typhimurium expliqué par une incapacité du pathogéne a fermenter le lactose.

Corrier et al., 1993 ; Doyle
and Erickson.,2006; Terada et
al., 1994 ; Ziprin et al., 1991

Le lactulose : Diholoside formé d’un galactose et d’un fructose liés par une liaison osidique du type O B (1->4).,
procure comme le lactose une protection contre Salmonella.

Corrier et al., 1993 ; Terada
et al., 1994 ; Patterson and
Burkholder, 2003

Oligosaccharides

Le fructo-oligosaccharide (FOS) : Polymére de courte chaine, produit a partir de I’hydrolyse de I'inuline, il a pour
effet, une réduction de la colonisation de Salmonella, Clostridium spp, et stimule sélectivement Bifidobacterium a
I'intérieur du microbiote.

Xu et al ., 2003 ; Kim et al.,
2011 ; Roberfroid et al.,
1998 ; Bailey et al., 1991 ;
Fukata et al., 1999

Le galacto-oligosacharide (GOS) : Il est produit de fagon synthétique a partir du sirop de lactose, il possede une
activité sélective sur les bifidobactéries.

Jung et al., 2008

L’isomaltooligosaccharides (IMO) : Il est produit par restriction du sucrose pendant la fermentation grace a la
dextransucrase, une enzyme produite en général par les espéces Leuconostoc et Streptococcus qui catalyse la
synthése des glucans a poids moléculaire élevé (dextrans), et qui en présence d’une forte concentration de
maltose ou d’isomaltose, favorise la formation du glucooligosaccharide qui est I'isomaltooligosaccharides (IMO).
I'IMO favorise la croissance de Bifidobacterium et réduit la croissance de Salmonella.

Chung and Day, 2004

Le mannan-oligosaccharide (MOS) : |l est dérivé de la paroi cellulaire de Saccharomyces cerevisiae. |l a comme
effet une réduction de Salmonella Typhimurium et Salmonella Enteritidis chez la volaille.

Spring et al., 2000 ;
Fernandez et al., 2000

Polysaccharides

La gomme du guar, et la gomme de guar partiellement hydrolysée, sont des extraits des graines de Cyamopsis
tetragonobus. Ce sont les polysaccharides les plus utilisés comme prébiotique dans I'alimentation de la volaille et
ont un réle protecteur contre la colonisation par Salmonella.

Fernandez et al., 2002

Les Extraits de Lentinus edodes (LenE), stimulent la croissance des bactéries bénéfiques (Bifidobacterium,
lactobacillus) et réduisent la colonisation par Bacteroides. et E. coli

Guo et al., 2004

Les Extraits de Tremella fuciformis (TreE), ont des effets similaires a LenE

Guo et al., 2004

Les Extraits d’Astragalus membranaceus Radix (AstE), ont aussi des effets similaires a LenE

Guo et al ., 2004
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8. Utilisations des membranes filtrantes hydrophobes quadrillées: Hydrophobic—Grid
Membrane Filters (HGMFs)

8.1.  Généralités sur la technique HGMF

Les filtres HGMF résultent de la modification des membranes conventionnelles MF
(Membrane Filter) afin de les rendre plus hydrophobes. La technique de filtration par
HGMF a été décrite pour la premiére fois en 1974 (Sharpe and Michaud, 1974). Les HGMF
sont des filtres de 6 cm de c6té et formés de polysulfone. Chaque filtre comporte 1600
cellules qui sont séparées par des grilles de cire qui permettent de limiter la croissance des
colonies bactériennes a l'intérieur de la cellule, un phénomeéne qui est aussi favorisée par

I’hydrophobicité des filtres.

8.2. Technique de culture bactérienne et dénombrement des colonies sur filtre HGMF

L'obtention des colonies bactériennes sur filtre HGMF se fait apres filtration de la
suspension d’un enrichissement de culture bactérienne diluée dans de I'eau peptonée
contenant 1% de tween 80. On peut filtrer jusqu’ @ 10 ml de la suspension finale, mais
cette quantité a filtrer dépendra de la dilution finale et de la concentration bactérienne
dans la suspension (Sharpe et al.,1983; Sharpe and Peterkin, 1988; Mc Daniels et
al.,1987). Les filtres HGMFs sont ensuite déposés sur une gélose, les conditions
d’incubation et le type de gélose étant fonction du type de micro-organisme recherché
(NG et al.,, 1997; Heikinheimo et al., 2004; Todd et al.,, 1999; Tournas, 2009). Le
dénombrement des colonies peut se faire de maniere électronique ou visuellement. Dans
le dénombrement électronique chaque cellule est considérée comme une unité de
croissance ou growth unit (GU), ce qui veut dire que chaque GU comporte apres filtration,
zéro, un ou plusieurs colonies bactériennes. Indépendamment du nombre de colonies qui
poussent dans une grille, chaque grille HGMF avec une croissance bactérienne est
considérée comme une cellule positive, ou positive grid cell (PGC) et est comptée comme
une seule colonie (Mc Daniels et al., 1987). Le PGC est utilisé pour déterminer un index
MPN (Most Probable Number). C'est une méthode qui permet de calculer un estimé

corrigé du nombre de colonies dans un échantillon (Sharpe et al., 1983 ). La technique
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HGMF permet de compter théoriquement jusqu’a 200 colonies par filtre avec 93% des
chances que chaque colonie soit une colonie pure et individuelle (Sharpe and Peterkin,
1988). Les filtres HGMF ont été utilisés principalement pour le dénombrement des
coliformes et en particulier d’E. coli (Todd et al., 1988 ; Todd et al., 1999 ; Dunlop et al.,
1998 ; Barlow et al., 2004), mais aussi d’autres bactéries comme Listeria ( Peterkin et al
1991., Yan et al 1996), Campylobacter jejuni (NG et al., 1997), Staphylococcus aureus
(Peterkin and Sharpe, 1984), Clostridium perfringens (Heikinheimo et al., 2004), aussi bien

que des levures et des champignons (Tournas, 2009).

8.3. Utilisation des filtres HGMF dans le dénombrement d’E. coli et des autres

entérobactéries.

La technique HGMF a été utilisée dans les analyses alimentaires pour la premiere fois en
1979. Par la suite, elle a été approuvée en 1983 par le «Association Of Official Analytical
Chemists» pour analyser les coliformes totaux et les coliformes fécaux (Mc Daniels et al.,
1987). La croissance des coliformes fécaux et totaux sur filtre HGMF est comparable a
celle obtenue par la technique de membrane filter (MF). De plus il a été montré que les
résultats de dénombrement des coliformes totaux sur filtres HGMF sont plus précis
comparativement a la technique MF quand il s’agit d’échantillons d’eaux de surfaces
polluées et dans les cas ou les filtres HGMF comptent un nombre de colonies positives
supérieur a 100 (Mc Daniels et al., 1987). L’ usage courant de la technique HGMF consiste
au dénombrement des coliformes dans les analyses microbiologiques des aliments par des
agences gouvernementales comme Santé Canada, mais également dans un certain
nombre de travaux de recherche pour le dénombrement et la détection des E. coli
pathogénes ou résistants aux antimicrobiens dans des aliments et les féces animales (Todd
et al., 1988 ; Todd et al., 199; Dunlop et al., 1998 ; Barlow et al., 2004). Quand des
milieux de culture spécifiques pour E. coli sont utilisés avec les filtres HGMFs, plus de 95%
des isolats provenant d’échantillons individuels de féeces de porcs sont confirmés comme
E. coli et d’autres entérobactéries comme Escherichia hermanii et Yersinia enterocolitica
sont aussi denombrés mais de fagcon marginale (Dunlop et al., 1998). En dehors d’E. coli,

d’autres especes bactériennes comme Aeromonas, Proteus, Morganella morganii,
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Shewanella et Providencia ont été trouvés dans des échantillons de feces bovines cultivés
sur filtres HGMF en utilisant le milieu modified hemorrhagic colitis (mHC) (Barlow et al.,
2004). La confirmation des profils des colonies bactériennes qui poussent sur HGMF a
partir des milieux utilisés traditionnellement pour la culture d’E. coli, montre que la
majorité des isolats sont des E. coli, certains des échantillons peuvent rarement présenter

jusqu’ a 50% des colonies qui appartiennent a Enterococcus spp (Dunlop et al., 1998).

8.4. Utilisation des filtres HGMF dans la détection de FADN bactérien par
hybridisation
Les filtres HGMFs ont été utilisés dans différents travaux de recherche pour effectuer une
hybridation de I’ADN bactérien. Dans tous les cas, un prétraitement des filtres est faite
pour lyser les cellules bactériennes et fixer I’ADN sur les filtres (Todd et al., 1999, Peterkin
et al.,, 1991, Yan et al.,, 1996 ; Barlow et al ., 2004). Les techniques de marquage des
sondes a la peroxydase HRP et la révélation par chemiluminescence ainsi que le marquage
des sondes a ladigoxigénine (DIG) et la revelation révélation colorimétrique ont été
principalement utilisées (Todd et al.. 1999 ; Peterkin et al.,, 1991; Yan et al.,, 1996;
Heikinheimo et al., 2004 ; Barlow et al ., 2004). L’hybridation de I’ADN sur filtre HGMF a
été utilisée pour la premiere fois par Datta et al.,, en 1987 pour détecter Listeria
monocytogenes, en utilisant une sonde consistant d’un fragment de 500 bp du gene
codant pour la B-hémolysine marqué a la radioactivité (Datta et al., en 1987). Par la suite,
Peterkin et al., 1991 ont utilisé I'hybridation de I’ADN sur filtre HGMF pour détecter
L. monocytogenes grace a des sondes spécifiques isolées a partir de clones B-hémolytiques
et marquées a la peroxydase (Peterkin et al., 1991). Le marquage a la DIG pour détecter L.
monocytogenes sur les filtre HGMF fut utilisé par la suite (Yan et al.,, 1996), la méme
technique ayant été adaptée par Todd et al., 1999 pour détecter E.coli produisant de la
shiga-toxine. Dans cette derniéere étude, une limite de détection de 0.1 CFU par gramme a
été observée dans les échantillons de viandes hachées de beoeuf inoculées par des souches
VTEC en utilisant I'hybridation sur HGMF et la détection colorimétrique (Todd et al., 1999).
L’hybridation de I'ADN sur filtre HGMF a aussi été utilisée pour étudier la présence de

Campylobacter jejuni (Ng et al., 1997), Clostridium perfringens porteur du géne cpe (
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Heikinheimo et al., 2004), et la présence des intégrons de class 1 et 2 chez E. coli et autres

entérobactéries (Barlow et al ., 2004).

8.5.  Autres applications des filtres HGMF

Les filtres HGMF peuvent également étre utilisés pour l'identification de certaines
bactéries par réaction immuno-enzymatique. En effet, la technique de marquage des
anticorps mono- et polyclonaux a été utilisée pour détecter sur filtre HGMFs des bactéries
comme Salmonella (Cerqueira-Campos et al., 1986), Staphylococcus aureus et ETEC
(Peterkin and Sharpe, 1984) et Escherichia coli 0157 (Todd et al., 1988). La peroxydase est
souvent utilisée comme enzyme dans ces réactions et les colonies positives sur HGMFs
apparaissent sous forme de taches pourpres. L'identification des colonies présomptives
peut se faire en 24h, la limite de détection d’E. coli 0157 en utilisant cette technique étant
de 10 bactéries par gramme d’aliment. D’autre part, E. coli 0157 a été détecté dans plus
de 95% des cas ou les aliments ont été inoculés, démontrant la sensibilité de la méthode
(Todd et al., 1988). Apres identification d’E. coli 0157, I'identification de H7 et autres
sérotypes peut se faire a partir des colonies sur les filtres répliqués (Todd et al.,1988).
Finalement, la technique HGMF a été aussi utilisée pour étudier la résistance

phénotypique d’E. coli aux antimicrobiens (Dunlop et al., 1998).

8.6. Avantages comparatifs de la technique HGMF

L'utilisation de la technigue HGMF offre plusieurs avantages comparativement aux
techniques traditionnelles de sélection de 5 colonies d’'un méme échantillon pour étudier
leur profil de virulence ou de RAM. En effet la technique HGMF permet d’étudier le profil
de 200 colonies en méme et offre ainsi une meilleur représentativité du profil d’'une
population bactérienne dans un échantillon. Les filtres HGMF sont adaptés pour
I’hybridation de I’ADN et offre I'avantage de pouvoir étre utilisés avec différentes
méthodes de détection : radioactivité, chemiluminescence, et colorimétrique (Datta et
al., 1987 ;Todd et al.,1999 ; Peterkin et al., 1991 ; Yan et al., 1996 ; Heikinheimo et al.,
2004 ; Barlow et al ., 2004). L'utilisation de la détection colorimétrique offre
particulierement un avantage du fait qu’elle évite l'utilisation de la radioactivité qui

présente plus de dangers pour les utilisateurs et dont I'usage nécessite des autorisations
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spéciales. De plus la détection colorimétrique sur les filtres HGMF donne une trés bonne
limite de détection (Todd et al., 1999). D’autre part Yan et al., 1996 a démontré que
I’hybridation de I’ADN pour la détection de L. monocytogenes est trés spécifique et
discriminante. lls rapportérent dans leur étude une sensibilité de 94% et une spécificité de
100%. Les résultats ont été confirmés par la suite par d’autres auteurs qui ont montré que
la technique de I’hybridation de I’ADN sur filtres HGMF est une technique qui donne une

haute sensibilité et spécificité (Ng et al., 1997 ; Heikinheimo et al., 2004 ).

L'utilisation de la technique HGMF pour la détection des genes chez E. coli peut étre
comparée au PCR et la technique microarray. Le principal avantage de la techniqgue HGMF
par rapport a ces techniques c’est de pouvoir cibler un grand nombre de colonies
provenant d’'un méme échantillon alors que les techniques PCR, RT-PCR et microarray sont
utilisées sur quelques des colonies individuelles sélectionnées ou sur un enrichissement de
I’échantillon total (Boerlin et al., 2005 ; Bekal et al., 2003 ; Bruant et al ., 2006). La
technique HGMF offre ainsi un avantage en ce qui concerne la représentativité du profil
de la population d’E.coli dans un échantillon et apporte une information quantitative sur
la proportion d’isolats positifs pour les genes recherchés. De plus, grace a la technique de
réplication sur d’autres filtres HGMF, on peut rechercher différents génes sur des
centaines de colonies et également sauvegarder un filtre maitre a partir duquel on peut
faire des tests complémentaires (Todd et al., 1999 ; Barlow et al ., 2004). Il faut noter
cependant que la technique microarray présente aussi un avantage comparatif par
rapport a la technique HGMF car elle permet de cibler en méme temps de plusieurs
dizaines de génes et constitue une technique assez rapide (Bekal et al., 2003 ; Bruant et al
., 2006). A ce titre la technique microarray peut constituer un test complémentaire
intéressant pour compléter I'étude de certaines colonies d’E.coli dont les profils de

virulence ou de résistance aux antimicrobiens ont été partiellement déterminés.
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9. Problématique et objectifs de I'’étude

Plusieurs études montrent qu’il y’a une tendance générale d’augmentation de la
prévalence de la RAM des souches d’E. coli et que la résistance d’E. coli est plus élevée
parmi les non pathogenes. Cependant plusieurs études montrent également que les génes
de RAM et de virulence sont parfois portés par les mémes éléments génétiques, ce qui
suggere qu’une augmentation conjointe de la prévalence des souches résistantes et
virulentes est possible dans le futur. D’autre part les agences gouvernementales
recommandent de plus en plus la limitation de 'utilisation de certains antimicrobiens en
élevage pour éviter le développement de certaines résistances aux antimicrobiens. Dans
ce contexte de limitation de I'utilisation des antimicrobiens dans I’élevage, les ingrédients
alimentaires comme les prébiotique et les acides organiques constituent une alternative
intéressante pour permettre non seulement de garder une bonne rentabilité en élevage
mais aussi pour maitriser certains pathogenes comme Salmonella, Clostridium et E. coli.
Les études précédentes montrent également une faible prévalence des génes de virulence
des EXPEC dans les populations d’E. coli de la volaille en santé. Il est donc important dans
le cadre d’une étude évaluant la présence de ces genes, d’utiliser des outils performants
comme les filtres HGMF pour accroitre les chances de détection des souches qui

possedent des génes de virulence.
Les objectifs de cette étude sont ainsi:

» La mise en place de la technique d’hybridation de I’ADN sur des filtres HGMFs,
pour détecter les genes de RAM et les genes de virulence des populations d’E. coli

de la flore caecale de la volaille en santé.

» L'étude de la prévalence des génes de RAM et de virulence d’E. coli de la flore

caecale de la volaille en santé.

» L’évaluation des différentes associations entre génes de RAM et de virulence d’E.

coli de la flore caecale de la volaille en santé.
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» L’évaluation des effets des ingrédients alimentaires (ProfeedwI et Galliacid ™ ) sur
la prévalence des génes de RAM et de virulence des populations d’ E. coli de la

flore caecale de la volaille en santé.



METHODOLOGIE ET RESULTATS



45
Ma contribution aux travaux

Mise au point de la technique d’hybridation de I’ADN et de détection des genes d’E. coli a
partir d’échantillons de féces de porc en utilisant les filtres HGMF (Annexes 1).

Analyse HGMF, et PCR des échantillons de contenus caecaux de poulets sains pour la
détection des genes de virulence et résistance aux antimicrobiens d’E. coli (article en
préparation).

Analyses statistiques des résultats par XLSTAT pour I'étude de la prévalence et des
associations des genes de virulence et résistance aux antimicrobiens d’E. coli des
échantillons de contenus caecaux de poulet sains.

Rédaction de [l'article: Prevalence, distribution and associations of virulence and
antimicrobial resistance genes, among E. coli in the caecum of healthy growing chickens
receiving various feed ingredients.

Rédaction du résumé, poster et article pour le congrés Safepork (annexe 1)

Rédaction du résumé, poster, et communication orale: 2nd ASM conference on
antimicrobial resistance in zoonotic bacteria and foodborne pathogens in animals, humans
and the environment (annexe 2)

Rédaction de I’étude bibliographique et discussion des résultats de |’article en francais



ARTICLE EN PREPARATION

46



47
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genes, among E. coli in the caecum of healthy growing chickens receiving various feed
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ABSTRACT

Avian Pathogenic E. coli (APEC) belong to the extra-intestinal pathogenic E. coli (EXPEC)
pathotype, and may be a virulence and antimicrobial resistance gene reservoir for ExPEC
in humans. The aim of this study was to evaluate the effect of addition to the feed of a
prebiotic or an encapsulated blend of organic acids and essential oils on the prevalence of
ExPEC-associated virulence genes and antimicrobial resistance (AMR) genes and the
association between these genes in E. coli of the intestinal microflora of healthy chickens.
Caecal contents from 29-day-old chickens having received one of these feed ingredients in

comparison to a control group were examined for the presence of virulence genes iucD,
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tsh, and papC and AMR genes blargy, blasyy, tetA, tetC, blacuy-2, aadAl, and aac3 by PCR.
The prevalence of jucD was significantly higher in the control group than in the prebiotic
and organic acid essential oil groups and prevalence of papC was affected by the use of
the organic acid and essential oils. The prevalence of blacyy.,-positive E. coli isolates was
higher in the control group than the prebiotic or organic acid essential oil groups, as
demonstrated by hydrophobic—grid membrane filter (HGMF) DNA probe colony
hybridization. In addition, the prevalence of E. coli isolates positive for tetA, blarey, aadAl
or tsh was affected by the use of these feed ingredients. Overall, statistical associations
between the presence of iucD and tsh, blar, and aadAl, and iucD and blacyy., were
observed. Further characterization of 88 isolates by PCR showed that non-ExPEC isolates
were positively associated to blarsy gene and negatively associated to tetA gene. This
study demonstrates that the use of certain feed ingredients could reduce the risk of

exposure in a public health perspective.

INTRODUCTION

Escherichia coli are common bacteria in the intestinal microflora of poultry, including a
broad variety of different clones, ranging from highly pathogenic strains causing severe
disease in poultry to non-pathogenic commensal strains (11, 34). Pathogenicity is
characterized by the presence of certain combinations of specific virulence factors that
cause avian airsacculitis, coliseptisemia, omphalitis, peritonitis, pericarditis, perihepatitis
salpingitis and synovitis (11, 31, 32). Diseases caused by Avian Pathogenic E. coli (APEC)
are responsible for major economic losses. APEC are a subset of extra-intestinal
pathogenic Escherichia coli (EXPEC), showing genotypical similarity with other EXPEC such
as uropathogenic E. coli (UPEC) and E. coli causing neonatal meningitis or septicaemia ( 13,
22,24, 29, 33, 37). The same virulence genes present in APEC may be found in the other
ExPEC groups. The common virulence factors associated with APEC are: type 1 and P
fimbriae, curli, aerobactin, K1 capsule, and temperature-sensitive hemagglutinin (Tsh),
serum resistance, capsules, lipopolysaccharide (LPS), and outer membrane proteins

(OMPs) ( 11, 31, 32 ). Some of these virulence factors are encoded by genes on large
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plasmids which may also carry some antimicrobial resistance (AMR) genes (24, 25). In
addition, a high prevalence of AMR has been found in generic E. coli in avian production
and in poultry products (12, 38, 40), underlining their possible role as a reservoir for
human infection. E. coli are also considered as an important source of AMR determinants
for other pathogens. Interestingly, the addition of certain ingredients such as organic acids
to the feed may differentially affect some subsets of E. coli in the intestinal microflora of
cattle (3, 9). Hence, the aim of this study was to evaluate the effect of addition to the feed
of a prebiotic made of specific short chain fructo-oligosaccharides (scFOS, Profeed™) or a
patented microencapsulated blend of organic acids and essential oils (Galliacid S™) on the
prevalence of APEC-associated virulence genes and AMR genes and the association

between these genes in E. coli of the intestinal microflora of healthy chickens.

MATERIALS AND METHODS

Experimental conditions and sample collection and preparation

A total of 115 chickens (male Ross X Ross) were distributed on the day of hatch in
replicates (n= 7 or 8) of 5 birds (reared in a same cage). Birds were vaccinated in the
hatchery against Marek’s disease and Infectious Bronchitis, and via the feed against
coccidia (Coccivac B™) on the day after they arrived in the experimental facilities. Chickens
were provided with water and feed ad libitum. Three groups were constituted based on
diet: control feed, feed with 1.5g/kg of Profeed™ (95% of scFOS with a degree of
polymerization between 3 and 5, Beghin-Meiji, Marckolsheim, France), or feed with 0.3
g/kg of Galliacid S™, which were given to the birds from the first day of the experiment to
the 29" day of age. All experimental procedures were performed following the principles
described by Canadian Council on Animal Care. At day 29, the birds were slaughtered and
individual digestive tracts were collected. Caeca and ilea were separately pooled to
constitute samples per cage (control n=8; Profeed™ n=7; Galliacid S™ n=8). The same
guantity of caecal sample was taken from each individual caecum to make the pool. Each
pool of caecal samples was diluted to 1/10 (weight-to-weight) in tryptone salt broth
containing 25% of glycerol and conserved at -25°C until processing.

Sample processing
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Following thawing, 100ul of each sample was inoculated into 5 ml Luria Bertani (LB) broth
and enriched overnight at 37°C. DNA templates were prepared from the resulting
enrichments by boiled cell lysis. Briefly, 1 ml of each overnight enrichment was pelleted by
centrifugation, resuspended in 0.5 ml of sterile deionized water and boiled for 10 minutes.

The boiled cell suspensions were centrifuged and the resulting lysates were used for PCR.

PCR for detection of virulence and antimicrobial resistance genes

Boiled cell lysates were tested by PCR to detect the presence of the virulence genes papC,
iucD, and tsh commonly associated with APEC isolates (35) and the antimicrobial
resistance genes tetA, tetC, blarey, blasyy, ant(3)la (aadA1), and aac(3)-1V associated with
antimicrobials for which a high prevalence of resistance has been observed in E. coli
isolates from healthy chickens in Canada (15) using specific primers for the respective
genes (Table 1).

Each virulence and antimicrobial resistance gene was detected separately. The PCRs were
performed in 25 pl reaction mixtures containing 5 pl of DNA template, 1.0 uM each
oligonucleotide primer, 200 uM concentrations of each of the four deoxynucleoside
triphosphates (GE Healthcare UK Limited-Buckinghamshire HP7 9NA Uk ), 10 mM Tris-HClI,
pH 9.0, 50 mM KCI, 2.0 mM MgCl, (BioTools, B & M Labs,S.A-Madrid-Spain ), and 1 U of
Taq polymerase (BioTools, B & M Labs,S.A-Madrid-Spain ). PCR was performed for 30
cycles of denaturation at 94°C for 30 s, annealing at 50°C, 55°C, or 60°C depending on the
primer (Tables | and Il) for 30 s, and extension at 72°C for 45 s. The PCR products were
visualized by ethidium bromide staining after agarose gel electrophoresis. All PCRs were
carried out using negative control (ECL3463), positive control strains (Table | and Table Il)

and following EcL laboratory procedures (http://www.apzec.ca/en/APZEC/Protocols/APZEC_PCR_en.aspx).

Isolation of bacteria positive for virulence and antimicrobial resistance genes
Enrichments positive for virulence or antimicrobial resistance genes were serially diluted
in peptone water to 10~ dilution, from which a last dilution was made in peptone water
containing 1% of tween 80 to get 10" diluted subsample. A volume of 3 ml of this final

dilution was filtered through a hydrophobic grid membrane filter (HGMF) using a
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Spreadfilter (Filtaflex, Almonte, Ontario, Canada). Filters were placed onto MacConkey
agar plates and incubated overnight at 37°C to obtain HGMF master filters bearing
predominantly E. coli lactose-positive colonies. A HGMF Interpreter (Filtaflex,
Almonte,Ontario, Canada) was used to count typical E. coli colonies on master filters,
which were then replicated using a HGMF Replicator (Filtaflex, Almonte,Ontario, Canada)
and placed onto MacConkey agar plates, and incubated overnight at 37°C to obtain HGMF
replicates. The positive control strains (Table 1) and negative control strain ECL 3463 used
in the hybridization process were also filtered and replicated as described above.

To generate DNA hybridization probes to detect each of the virulence or antimicrobial
resistance genes, templates were prepared from an overnight LB culture of the
appropriate control strains (Table ). Digoxigenin (DIG) alkaline phosphatase labelled
probes were generated using the specific primers (Table 1). The DNA templates were
labelled according to DIG labelling kit (Roche Diagnostics) instructions. The bacterial
colonies on the HGMF replicates were pretreated as described by Todd and al 1999, (39).
The HGMFs were incubated in pretreatment solution. Then in 3 ml of lysis solution (150
mM NaOH in 70% ethanol) at 37°C during 30 min. HGMFs were then heated in a
microwave for 30 s. and agitated for 60 min at 37°C in 0.01% proteinase K (Sigma Chemical
Co., St. Louis, Mo.) The DNA was cross-linked to the HGMFs by exposure to UV light.
HGMFs containing cross-linked DNA were hybridized with DIG-labeled probes for the
detection of the appropriate virulence or antimicrobial resistance genes. The procedure
was carried out at 68°C using 20 ng /ml of denatured specific probe according to the
instructions for the DIG Nucleic Acid Detection Kit (Roche Diagnostics). The presence of
specific genes was revealed colorimetrically with the alkaline phosphatase substrate, 5-
bromo-chloro-3-indolyl phosphate (BCIP), and nitroblue tetrazolium salt (NBT).
Characterization of isolates

Presumptive virulence or antimicrobial resistance gene-positive colonies were picked from
replicate HGMFs and confirmed to be E. coli by biochemical tests (Simmons Citrate Agar,
mobility and indole). Isolates were selected from the HGMFs randomly or according to

their presumptive virulence and antimicrobial resistances gene profiles. The gene profiles
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were confirmed by PCR using a multiplex to detect the four virulence genes (iucD, tsh,

papC, CNF), and using single PCR to detect each antimicrobial resistance gene.

Statistical analysis

Chi-square test (95% confidence intervals) performed with XLSTAT was used to compare
the effect of feed ingredients, on the prevalence of virulence and antimicrobial resistance
genes between the 3 groups. In the case of a significant difference, Fisher’s exact test
(95% confidence intervals) was performed using XLSTAT to compare the control group
with each group receiving a feed ingredient. Odds ratios (OR) (95% confidence intervals)
based on HGMF results and calculated with XLSTAT were used to evaluate the associations

between genes.

RESULTS

The prevalence of iucD and papC virulence genes is affected by different feed
ingredients whereas the AMR genes tetA, blary, blacyy., and aadAl are highly
represented but not impacted by the feed ingredient in caecal samples from growing
chickens.

Although more than half of the samples (5/8) of the control group were positive for the
presence of jucD gene, this gene was not detected in any sample of the Profeed™ and
Galliacid S™ groups (Table 1l1). The Fisher’s exact test showed that the prevalence of the
iucD gene was significantly higher (P=0.03) in the control group than in the Profeed™ and
Galliacid S™ groups. The papC gene was predominant in Galliacid S™ group, but was
absent in the control group. The prevalence of papC was significantly higher (P=0.007) in
the Galliacid S™ group than in the control group although there was no significant
difference between the Galliacid S™ and Profeed™ groups. The tsh gene was found in all
groups, the difference between groups not being significant. A high prevalence for the
tetA, blarey, blacyy., and aadAl AMR genes was observed in the caecal samples. The
majority of the samples were positive for blarey, blacyy., and aadAl regardless of the
group. On the other hand, the AMR genes tetC, blasyy, and aac(3)-V were absent in all

samples. For all AMR genes tested, no significant difference was observed between groups
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receiving different feed ingredients. Thus, the comparison of prevalence of genes in the
caecal samples clearly showed an impact of feed ingredients on the prevalence of iucD
and papC genes.

Prevalence of tetA, blazey, blacyy.2and aadA1 AMR genes and tsh virulence gene; among
isolates in caecal samples from growing chickens was affected by feed ingredients.

To further investigate the impact of feed ingredients on the E. coli population in the
intestinal microflora of growing chickens, we examined the prevalence of the genes iucD,
papC, tsh, tetA, blarey, blacyy.> and aadAl among isolates from PCR-positive samples from
chickens of the different groups.

In the control group, the prevalence of the virulence genes iucD and tsh was 19.4% and
13%, among 948 and 618 tested isolates, respectively. The prevalence of tsh gene was
significantly lower in the Profeed™ group (0.8%, P<0.0001) and Galliacid S™ group (0%;
P<0.0001). The prevalence of iucD and papC among isolates was not further compared
between groups due to the high number of PCR-negative samples.

For the AMR genes, the prevalences of streptomycin resistance gene (aadAl) and
ampicillin resistance gene (blarey) were highest, being 39.1% and 35.4% respectively
(Table 1V). The prevalences of tetracycline resistance gene tetA and ceftiofur resistance
gene blacyy.o wereonly 19.1% and 14.6% respectively (Table 1V).

The impact of feed ingredients on the prevalence of these genes among isolates from PCR-
positive samples was examined. The prevalence of blacyy.> was significantly higher in the
control group compared to the Profeed™ group (1.8 %; p < 0.0001) and Galliacid S™
group (3.3% ; p< 0.001) (Table IV). Also, the prevalence of tetA was significantly higher in
the control group compared to the Galliacid S™ group (5.7%; P< 0.001); but not
significantly different when compared to the Profeed™ group (18.9%). On the other hand,
the prevalence of blar was significantly higher in the control group compared to
Profeed™ group (25.7% P < 0.0001), but significantly lower when compared to the
Galliacid S™ group (54%; P < 0.0001) (Table 1V). Similarly, the prevalence of aadA1 was
lower in the control group compared to Galliacid S™ group (51.5% P < 0.0001); although

not significantly different compared to the Profeed™ group (36.9%)(Table IV).
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The effect of the feed ingredients on the proportion of isolates with various AMR gene
combinations in the caecal samples was also evaluated. The proportion of isolates positive
for blarey and aadAl, among those tested for both genes, was more than 30% in the
Galliacid S™ group, whereas the proportion of isolates positive for both genes in
Profeed™ and control group were only 6.3% and 13.8%, respectively (Table V). Few of the
isolates possessed any other combination of two resistance genes, being generally 7% or
less regardless the combination and no significant differences were observed between the
groups.

Taken together, our results showed that the highest prevalence of blar,, aadAl ,or both
genes in combination among E. coli isolates was found in the Galliacid S™ group. In
contrast, the prevalence of blar, gene in combination with the tetA or blacyy.> genes was
lower in the Galliacid S™ group compared to control group (1.6% vs 6.2% for blarew:tetA:
and 0.2% vs 1.9% for blarep:blacyy.2), the same tendency being observed when aadA1 was
in combination with tetA or blacyy., (3.5% vs 6.5% for aadAl: tetA and 0% vs 4.4% for
aadAl: blacyy.2).

In isolates tested for the aerobactin gene iucD, in the control group, the proportion of
isolates bearing iucD gene in combination with tsh gene was high (17.6%). The proportion
of isolates demonstrating a combination of jiucD gene and an AMR gene varied from 2.7%
(iucD:tetA) to 9.2% (iucD:aadA1)(Data non shown).

Association between virulence and AMR genes

An association between the presence of genes iucD and tsh and blare, and aadAl was
observed, whereas the pattern for blacyy.> positive isolates was quite different. In
addition, more than 20% of the 1947 isolates tested for blarey, and aadAl1; and more than
17% of isolates tested for jucD and tsh were positive for both genes in each case. The
calculation of the OR using the data of HGMF DNA probe hybridization confirmed the
hypothesis of a positive association between blarg, and aadAl (OR=3.1; p<0.0001), and
iucD and tsh (OR= 14.7; p<0.0001). We also found positive associations between iucD and
blacyy., (OR=1.7; p=0.012) and iucD and aadAl (OR= 1.7; P= 0.004) and negative
associations between iucD and blarey, tsh and blarey, aadAl and blacyy., blamey and tetA,

and blaren,and blacyy.o (Table VI).
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Non-ExPEC isolates are more likely to bear blay, resistance gene whereas isolates of

iucD and iucD:tsh virotypes are more likely to bear tetA and blacyy. resistance genes.

The 88 representative E. coli isolates were tested by PCR for the presence of the four most
predominant AMR genes found in the caecal samples and the four ExPEC virulence genes.
These results confirmed 90 % of the profiles of the isolates observed on HGMFs. All
isolates were negative for the virulence gene cnf and 51% of the isolates were positive for
one or more of the three other virulence genes tested. Forty nine % of the isolates were
negative for all tested virulence genes and were classified as non-ExPEC isolates in this
study. The non-ExPEC and iucD:tsh were the most predominant virotypes among the
isolates. A high proportion of non-ExPEC isolates (75%) were positive for blarey gene
(Table VII), and the latter was positively associated with non-ExPEC (OR=6.4; P<
0.0001)(Table VIII). In contrast, only 24% of the isolates of iucD:tsh virotype were positive
for blarem. A low proportion of tetA and blacyy.. AMR genes were found among non-ExPEC
isolates, a higher proportion of isolates of the iucD and iucD:tsh virotypes being positive
for these AMR genes (Table VII ). In addition, the OR showed that non-ExPEC isolates were
negatively associated with the tetA resistance gene (OR=0.03; P= 0.038) (Table VIiI).
Except for the blarey:aadAl multiresistance gene pattern, that was more predominant
among non-ExPEC isolates; multiresistance gene patterns were more frequently observed

in the iucD and iucD:tsh virotypes (Table VII).

DISCUSSION

The results of this study confirm the high prevalence of some AMR genes among avian
E. coli. The prevalence of the cnf, tsh and papC virulence genes in E.coli isolates from
healthy chickens is low, although about 20% of the isolates possess the jucD gene.
Prevalences of papC and tsh agree with the previous findings in E. coli isolates from
healthy chickens, of 6% and 4% respectively (7). A similar prevalence range for papC gene
(2.3%) was found by Diarra et al 2009 (8), whereas tsh prevalence was 30.9% among
healthy chickens APEC strains.

Gyles 2008, reported high resistance in E. coli isolates from broilers to ampicillin,

tetracycline, and streptomycin ranging respectively from 5% in Sweden to 67% in Iran ; 7%
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in Sweden to 85% in France; 7% in Sweden to 48% in USA (17). In addition, he reported
high resistance of APEC isolates to tetracycline (87-100%) and streptomycin (80%-86%)
and low resistance of the isolates to ceftiofur (0% -13%). In addition, Guerra et al 2003,
found that blarey;, tetA and aadAl were the most predominant genetic resistance
elements respectively for ampicillin, tetracycline and streptomycin, among E. coli isolates
from cattle, swine, and poultry (17). We found that the prevalences of aadA1 and blargy,
were high in caecal samples and E. coli isolates, agreeing with previous studies (2, 27, 38),
whereas blasyy, another ampicillin resistance gene, was absent in the caecal samples.
Interestingly, we found that the prevalence of tetA in the caecal samples and among the
E. coli isolates was relatively low compared to results of other studies (27, 38), tetC
resistance gene of tetracycline being absent in all samples. Even if tetracycline resistance
is mostly encoded by tetA to tetE genes in E. coli isolates, it is important to note that such

resistance is mediated by at least 36 genetic elements (38).

Our results showed also a lower prevalence of blacyy.,, one of the most predominant
genes encoding for ceftiofur resistance among E. coli and Salmonella strains in North
America (6, 10). Few studies have evaluated the prevalence of blacyy., in chicken caecal
microflora, and the use of HGMF DNA probe hybridization targeting high numbers of
isolates, has permitted the detection of low numbers of blacyy., positive isolates in certain
samples. Despite the lower prevalence of blacyy., gene among the E. coli isolates, it is
important to note the high prevalence (96%) of positive caecal samples, demonstrating
the widespread presence of the gene among birds on a farm and confirming the
emergence of blacyy., in North America (6, 10). Thus, ceftiofur resistance in the Canadian
poultry industry has become a concern for public health, ceftiofur being used in Canada
for disease prophylaxis in hatcheries. Recently, Dutil et al 2010 showed that the decrease
of ceftiofur resistance in chickens Salmonella Heidelberg and E. coli is related to the
withdrawal of ceftiofur in hatcheries, and ceftiofur-resistance increases after the

reintroduction of the antibiotic (12).

Our findings that the iucD virulence gene and blacyy., gene are positively associated

underlines the need for the surveillance of ceftiofur resistance. Indeed, previous studies
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demonstrated that some Salmonella and E. coli strains carry the promiscuous blacyy.»
resistance plasmids (6). It has been demonstrated that blacyy., was found on
pCVM29188 101 plasmid isolated from S. Kentucky (14). The latter plasmid coexists with
pCV M29188 146 plasmid that carries the jucD gene in Salmonella isolates and both
plasmids were transferable by conjugation, alone or in combination, to E.coli recipients.
Also pCVM29188 146 shares a highly conserved plasmid backbone with pAPEC-O1-ColBM
and pAPEC-02-ColV virulence plasmids that also contain jucD gene (14). The association
between jucD and blacyy-; found in this study suggests that pCVM29188_101, the blacmy-2
plasmid, may coexist with pAPEC-O1-ColBM and pAPEC-O2-ColV that carry iucD gene or
pCVM29188 146 that carries iucD gene among the isolates. Interestingly, our results
showed that Profeed™ and Galliacid S™ decrease drastically the prevalence of blacyy-2
among E. coli isolates (Table 1V), iucD also being absent in samples from chickens receiving
Galliacid S™ or Profeed™ (Table Ill). Taken together, we can then imply that both
Profeed™ and Galliacid S™ inhibit the growth of some particular E. coli strains, including

those that carry blacyy.> genes and iucD gene.

The results of this study showed also a strong positive association between jucD and tsh
virulence genes, confirming previous findings and suggesting the presence of plasmids
carrying both virulence genes, such as pAPEC-O1-ColBM and pAPEC-O2-ColV that are
common among APEC isolates. It is known that the latter plasmids as well as
pCVM29188 146 plasmid, carry iucD and the tetA resistance genes (14, 22, 24, 25),
although our results did not show any association between these two genes. Indeed, tetA
has various origins, including pAPEC-O2-R plasmid which does not carry jucD (23).
Nevertheless, our results showed that it is more likely to find the tetA gene among ExPEC
isolates than non-ExPEC isolates (Table VII), and the OR confirmed a negative association
between tetA gene and non-ExPEC isolates (Table VIII). Similarly, it has been shown that
tetA was more closely related to ETEC isolates than to non-ETEC isolates (4). With respect
to the impact of the feed ingredients, the results showed that prevalence of tetA gene
decreased significantly in Galliacid S™ group compared to the control group, however the

dTM

decrease of tetA gene in the Profeed ™ group was not significant.
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The positive association between the presence of aadAl and blarg, (Table VI), supports
the possibility that both genes are carried by the same genetic element such as the
pPAPECO2-R plasmid, as demonstrated previously (23). This hypothesis is reinforced by the
finding that the prevalence of both blarey and aadA1 were increased significantly under

d™. In addition

the effect of Galliacid S™, and was decreased under the effect of Profee
the OR analysis showed that non-ExPEC isolates are statistically associated with blarsy
gene (Table VIII). Indeed, 75% of non-ExPEC isolates beared blar, (Table VII). Taken
together, our results suggest that Galliacid S™ might have a selective effect on blarey

resistant isolates that are more likely to be non-ExPEC isolates.

It is not well known how such feed ingredients as Galliacid S™ and Profeed™ could
differently affect the prevalence of certain genes among E. coli strains. It is possible that
these ingredients may have a growth inhibitory or selective effect on particular strains of
E. coli by making them more vulnerable to the modified intestinal environment, but they

also may induce plasmid losses in E. coli strains.

It has been shown that the supplementation of healthy chickens with scFOS resulted in a
decrease of the intestinal colonization by E.coli (26, 43). ScFOS are selectively fermented
by some strains of Bifidobacteria and Lactobacilli in the gut of chickens and other animal
species such as pigs (21), resulting in production of lactic acid and thus a slight decrease of
the intestinal pH. Possibly linked to these acidic conditions, scFOS may inhibit the growth
of certain strains of E.coli. In other studies, it has been demonstrated that the effect of
organic acids on different E. coli strains could differ greatly. Indeed, the sensitivity of
various E. coli strains to acetate at pH 5.9 is different, as E. coli 0157:H7 may tolerate
more acidic environment than E.coli K-12 (9). The growth inhibitory effect of Galliacid S™

and Profeed™

may explain the lower mean count of E. coli isolates on the HGMFs in the
Profeed™ and Galliacid S™ groups compared to the control group. It has been also
demonstrated that a low concentration (5 mM) of fully protonated acetic, malic, or L-lactic
acid has a protective effect on E. coli 0157: H7 (3). Therefore, it is understandable that
different strains of E. coli might be affected differently by Galliacid S™ and Profeed. The

mechanism of E. coli growth inhibition by organic acids has been explained by the passage
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of the acid in the cytoplasm causing a decrease of the pH. The effects of scFOS may also be
explained by the stimulation of some specific strains of bacteria such as Lactobacillus
reuteri, one of the most abundant Lactobacillus strains in the chickens crop (1), that can
use scFOS as carbon source and produce antimicrobial compounds active against E.coli HE
320, as shown in an in-vitro study (41). The selective effect of feed ingredients is known,
but their mechanism is still unclear. The most plausible explanation is an inhibition of
pathogens involving mechanisms such as competition for colonization sites, competition
for nutrients, production of toxic compounds, or stimulation of the immune system (36). A
selective effect could explain the increase of the prevalence of aadA1 and blas, positive

isolates in the Galliacid S™ group as the results demonstrated above (Table IV).

The selective action and the inhibitory effect on E. coli strains in the caecal environment
may also be due to presence of certain plasmids among E. coli isolates. Indeed, Helling et
al 1981 showed that the presence of plasmids lowered the growth of E. coli in carbon-
limited continuous culture, and the proportion of the plasmid containing bacteria in the
total population decreased initially. However they observed periodically adaptive changes
in plasmid-containing bacteria, leading to an increase in their growth rate (19). The
hypothesis of a regulatory action of the plasmids on the growth of E. coli strains has also
been advanced by Mellata et al., 2010 (30), who showed that pAPEC-1 and pAPEC-2
plasmids regulate the growth of E. coli strains differently in different media. The latter
study demonstrated a growth defect for a wild type E. coli carrying three large plasmids
and for its plasmid-containing derivatives, as compared to the plasmidless strains under
the same specific environmental conditions. Plasmid losses could explain the decrease in
the prevalence of certain virulence and resistance genes that are carried by the latter
plasmids. This hypothesis could explain the decrease of blacuy-,, iucD, tetA, and tsh genes

in the Profeed™ and Gallicid S™ groups compared to the control group.

In conclusion, although the prevalence of EXPEC genes is not very high among intestinal
isolates, their presence in healthy chicken microflora, and the association between the
virulence and AMR genes, is a public health concern. In addition, feed ingredients may

influence the prevalence of certain specific genes of E. coli strains in the intestinal
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microflora, although the mechanisms for this effect are not well known. The use of such
feed ingredients may help to control fecal excretion of some antimicrobial reistance genes

and thus reduce the public health risk.
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TABLES

Table I: List of primers used in the PCR and HGMF DNA probe hybridization, single PCR conditions, and control strains.

Virulence factor Gene Primer Amplicon Annealing TM  Control strain Reference
or antimicrobial size(bp)
P (PapC) papC for 5' GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG 328 60°C ECL 13421 5

rev5' ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA

Aerobactin iucD for 5 AAGTGTCGATTTTATTGGTGTA 778 60° C ECL 3110 20
rev 5’ CCATCCGATGTCAGTTTTCTG

Tsh tsh for 5 GGTGGTGCACTGGAGTGG 640 55°C ECL 3110 11
rev5 AGTCCAGCGTGATAGTGG

Tetracycline tetA for 5’GTGAAACCCAACATACCCC 888 55
revs5’GAAGGCAAGCAGGATGTAG

C ECL3482 28

Tetracycline tetC for 5’GCTGTAGGCATAGGCTTGGT 888 60°C PBR322 4
rev5 ‘GCCGGAAGCGAGAAGAATCA

Ampicillin blarem for 5" GAGTATTCAACATTTTCGT 857 55°¢C ECL3482 28
rev 5’ACCAATGCTTAATCAGTGA

Ampicillin blagyy for 5’TCGCCTGTGTATTATCTCCC 768 50°C PMON38 28
revs’CGCAGATAAATCACCACAATG

Ceftiofur blacyy.; for 5 GACAGCCTCTTTCTCCACA 1000 50°C ECL3482 44
rev 5’ TGGAACGAAGGCTACGTA

Streptomycin- ant(3)la for 5" CATCATGAGGGAAGCGGTG 786 50" C ECL3482 16
spectinomycin (aadA1) rev 5’ GACTACCTTGGTGATCTCG
Gentamicine aac(3)-lv  for 5’ GTGTGCTGCTGGTCCACAGC 627 55°C ECL3482 28

rev 5’ AGTTGACCCAGGGCTGTCGC




Table II: List of primers used in the multiplex PCR, PCR conditions and control strains
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Virulence factor Genes Primer Amplicon Annealing Control strain Reference
size(bp) ™
CNF (multiplex) enf for 5’TTATATAGTCGTCAAGATGGA 634 60°C ECL 13421 40
rev 5’CACTAAGCTTTACAATATTGAC
P (PapC) papC for 5' GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG 328 60°C ECL 13421 5
rev 5' ATATCCTTTCTGCAG GGATGCAATA
Aerobactin iucD for 5’AAGTGTCGATTTTATTGGTGTA 778 60°C ECL 3110 20
rev 5’CCA TCCGATGTCAGTTTTCTG
Tsh tsh for 5" GGTGGTGCACTGGAGTGG 640 55°C ECL 3110 11

rev 5’AGTCCAGCGTGATAGTGG
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Table lll: Prevalence of virulence and AMR genes in caecal samples from growing chickens receiving different feed

ingredients, as detected by PCR

Number of positive samples (%) for antimicrobial resistance

Number of positive samples (%) for virulence

gene®: gene’:
Feed ingredient®

tetA° blaren” blacyy.s aadA1f jucD? papC’ Tsh®
Control (n=8) 7(87) 8 (100) 7(87) 7(87) 5(62) 0 (0) 4 (50)
Profeed™ (n=7) 3(43) 5(71) 7 (100) 5(71) 0(0) 2(29) 4(57)
Galliacid s™ (n=8) 4 (50) 8 (100) 8 (100) 8 (100) 0(0) 6 (75) 2(25)
Total (n=23) 14 (61) 21(91) 22 (96) 20 (87) 5(22) 8(35) 10 (44)

®Prebiotic consisting of specific short chain fructo-oligosaccharides (ProfeedTM) or a patented microencapsulated blend of organic acids and essential oils (Galliacid S™) in

poultry feed.

®Genes detected by single PCR in caecal sample from growing chickens receiving different feed ingredients.

“There is no significant difference of prevalence between groups receiving different feed ingredients (Khi2 test)

“There is a significant difference of prevalence between groups receiving different feed ingredients (Khi2 test) and the prevalence of the iucD positive isolates is

significantly higher in the control group than in the Profeed™ and Galliacid S™ groups (P=0.03 in each case) (Fisher exact test).

There is a significant difference of prevalence between groups receiving different feed ingredients (Khi2 test) Prevalence of papC positive isolates is significantly lower

(P=0.007) in the control group compared to Galliacid s™ group. However, there is no significant difference between the Galliacid s™and Profeed™ groups (Fisher exact

test).
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Table IV: Prevalence of AMR genes in E. coli isolates from the caeca of growing chickens receiving different feed ingredients

blacyy-» blarey aadAl
tetA
No isolates No isolates No isolates No isolates
Feed ingredient" Tested® Positive(%) Tested® Positive(%) Tested" Positive(%) Tested® Positive(%)
1170 1339 1072
Control 1170 223(19,1) 171(14,6) 474(35,4) 419(39,1)
894 . 606 N 485
Profeed ™ 350 66(18,9) 16(1,8) 156(25,7) 179(36,9)
. 1013 . 1013 763
Galliacid s ™ 508 29(5,7) 33(3,3) 547(54)° 393(51,5)°
3077 2958 2320
Total 2028 318 (15.7) 220(7.1) 1177(53.4) 991(42.7)

® Prevalence is significantly higher (P< 0.05 ) compared to control group

® prevalence is significantly lower (P<0.05 ) compared to the control group

© Prebiotic consisting of specific short chain fructo-oligosaccharides (Profeed™) or a patented microencapsulated blend of organic acids and essential
oils (Galliacid S™) in poultry feed

I Tested by HGMF DNA probe hybridization. The number of isolates tested for each gene depended on the number of positive samples as detected by
PCR

NC: Percentage of positive isolated non calculated (isolates of the group have not been tested for the targeted gene)



Table V: Prevalence of AMR gene combinations in E. coli isolates from the caeca of growing chickens

receiving different feed ingredients.
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a

Feed ingredient

Control

Profeed ™

Galliacid s ™

Total

tetA-aadAl tetA-blacyy.2 blaren-aadAl blarem-blacuy., aadAl-blacyy.2
tetA-blaey
No isolates No isolates No isolates No isolates No isolates
No isolates
Positive
Tested”  Positive (%) Tested”  Positive (%) Tested”  Positive (%) Tested”  Positive (%) Tested”  Positive (%) Tested” (%)

1170

199

508

1877

73(6.2)

14 (7)

8(1.6)

95(5.1)

744

48 (6.5)
151

6(4)
508

18(3.5)
1403

72(5.1)

1170

3(0.3)
253

4(1.6)
508

4(0.8)
1931

11(0.6)

1072

148 (13.8)
112

7(6.3)
763

242(31.7)
1947

397 (20.4)

1339 26(1.9)

509 0(0)

1013 2(0.2)

2861 28(1)

1072

47(4.4)
548

3(0.6)
763

4(0.5)
2383

54(2.3)

® Prebiotic consisting of specific short chain fructo-oligosaccharides (Profeed™) or a patented microencapsulated blend of organic acids and essential

oils (Galliacid S™) in poultry feed.

®Tested by HGMF DNA probe hybridization. The number of isolates tested for each gene combination depended on the number of positive samples as

detected by PCR. Only isolates tested for both genes were considered.
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Table VI: Association between presence of virulence and AMR genes among E.coli

isolates from the caeca of growing chickens.

Virulence or AMR gene  Associated virulence or AMR gene OR* 95% Cl P value®
iucD Tsh 14.7° 6.7-31.2 <0.0001
tetA 1 0.6-1.6 1
aadA1 1.7° 1.2-2.4 0.004
blarew 0.5 0.4-0.8 0.001
blacyy-2 1.7° 1.1-2.4 0.012
Tsh tetA 0.6 0.4-1 0.07
aadA1 0.7 0.4-1.1 0.127
blarew 0.2 0.1-0.4 <0.0001
blacy.» 2.4 0.9-3.9 0.1
aadA1l tetA 0.7° 0.5-0.9 0.02
blarey 3.1° 2.5-3.8 <0.0001
blacy.2 0.4° 0.3-0.6 <0.0001
blarey tetA 0.6° 0.5-0.8 0.001
blacy.» 0.2° 0.1-0.3 <0.0001

® Positive association between genes
b . ..
Negative association between genes

° 0dds ratio calculated based on data of gene detection by HGMF DNA probe hybridization, and using
XLSTAT 2009 software.

9P value of Fischer exact test associated to OR calculated using XLSTAT 2009 software. (P < 0.05) is

considered statistically significant.
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Table VII: Relationship between virotype and presence of AMR gene among 88 E. coli isolates from the caeca of growing
chickens

Total No of isolates with AMR gene pattern” (%)
Virotype®

blrey aadAl tetA blacy. tetA-aadAl blarey:aadAl blarey:aadAl:tetA blarey:aadAl:blacyy.,

iucD 9 6 (67) 7(78) 4(44) 3(33) 2(22) 5(56) 2(22) 1(11)
iucD:tsh 21 5(24) 9(33) 4(19) 2(14) 3(10) 5(24) 1(10) 2(5)
Tsh 3 1(33) 2(67) 1(33) 0(0) 1(33) 1(33) 0(0) 0(0)
iucD:papC 3 0(0) 3(100) 3(100) 0(0) 3(100) 0(0) 0(0) 0(0)
papC 9 3(33) 5(56) 2(22) 0(0) 2(22) 3(33) 1(11) 0(0)
Non-ExPEC € 43 32(75) 27(63) 5(12) 5(12) 1(2) 24(56) 0(0) 2(5)
Total 88 47(54) 53(60) 19(22) 10(11) 12(14) 38(43) 4(5) 5(6)

®Resistance gene combination as demonstrated by uniplex PCR. E. coli isolates are representive of virulence gene profiles found in caecal samples by
HGMF DNA probe hybridization.

®Based on the presence of EXPEC genes iucD, tsh, papC, and CNF as determined by multiplex PCR

‘ Negative for EXPEC genes iucD, tsh, papC, and CNF as determined by multiplex PCR
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Table VIII: Association of AMR to the non-ExPEC isolates from the caeca of growing

chickens
Predictor OR’ 95% Cl P value®
(Virulence or antimicrobial gene)

Non-ExPEC isolate’ tetA 0.03° 0.1-0.8 0.038
aadA1 1.23 0.5-2.9 0.668
blaew 6.4° 2.5-16.2 <0.0001
blacyy-2 1.05 0.3-3.7 0.795

® Odds ratio calculated on the basis of data of gene detection by the multiplex PCR on the 88 selected

isolates, and using XLSTAT 2009 software.

® P value of Fischer exact test associated to OR calculated using XLSTAT 2009 software . P < 0.05 is

considered statistically significant.
° Negative for EXPEC genes iucD, tsh, papC, and CNF as determined by multiplex PCR
¢ Negative association between presence of genes.

¢ Positive association between presence of genes.
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Mise en garde : La notion de prévalence utilisée dans cette étude correspond a la
proportion d’échantillons ou d’isolats positifs pour un ou plusieurs genes de RAM ou de
virulence. Il est donc important de prendre en compte le contexte de pression sélective
quand il s’agit des groupes ayant recu des ingrédients alimentaires de méme que lorsqu'’il
s’agit de la prévalence pour la totalité des échantillons. Il est a noté également que les

étapes d’enrichissement pourrait également influencer les différentes prévalences.

1. Prévalence des genes de virulence dans les échantillons des contenus caecaux de
volaille en santé, et parmi les isolats d’E.coli.

Les résultats de notre étude ont porté d’abord sur la prévalence des genes de virulence
dans les contenus caecaux, plus particulierement jucD, papC, et tsh. La prévalence des
différents genes de virulence dans les échantillons variait entre 20 et 45%. Ces résultats
sont difficilement comparables a ceux des études antérieures puisque la plupart de ces
études ont consisté a évaluer la prévalence des genes dans les isolats d’E. coli provenant
de volailles en santé ou malades (Delicato et al., 2003 ; Ghanbarpour et al., 2010, Knobl et
al., 2004; Ewers et al. 2004; Kawano et al., 2006; Rodriguez-Siek et al., 2005). En effet,
certains genes de virulence étant faiblement présents dans les échantillons provenant
d’animaux en santé, |'étude de prévalence des génes de virulence dans les échantillons est
d’une grande importance puisqu’elle permet de cibler les échantillons positifs pour
ensuite rechercher des isolats d’E. coli porteurs de ces génes (Delicato et al., 2003 ;
Bonnet et al 2009 ; McPeake et al., 2005). D’autre part, I'étude de prévalence des génes
dans les échantillons caecaux a permis de montrer clairement I'impact des ingrédients

alimentaires sur papC et iucD.

La détection des génes de virulence dans les isolats d’ E. coli a montré qu’environ 20% des
isolats provenant des échantillons positifs du caecum du poulet possédaient le géne iucD,
ce qui est relativement inférieur a la prévalence de 32% rapportée par Bonnet et al., 2009;
cependant la méme étude a démontré que la prévalence du géne codant pour
I’aérobactine est d’environ 10 % parmi les souches commensales d’ E. coli alors qu’ elle est
proche de 100% chez les APEC et les EXPEC (Bonnet et al., 2009). Les génes papC et tsh
ont été trouvés dans des proportions semblables a celles trouvées dans des études

précédentes sur des d’échantillons provenant des volailles en santé (Delicato et al., 2003;
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Bonnet et al., 2009). Par contre, dans I’étude de Bonnet et al., 2009; la prévalence de tsh

était environ 30%, nettement supérieure a celle que nous avons rapportée.

Parmi les isolats testés par PCR pour la détection des 4 genes de virulence des EXPEC (CNF,
iucD, papC, tsh ), 49% des isolats ne possédaient aucun des genes de virulence testés,
aucun isolat n’était positif a cnf, et 51% des isolats possédaient au moins un des 3 genes
de virulence (iucD, papC, tsh). Plus de 2/3 des isolats possédant le géne iucD étaient aussi
positifs pour tsh, ceci s’explique par une association génétique entre ces deux génes de
virulence sur différents plasmides comme le rapporte les études précédentes (Johnson et
al., 2006a; Johnson et al., 2006b; Mellata et al ., 2009). Cette association et la prévalence
de ces plasmides de virulence expliquent également que le virotype iucD:tsh était le plus

représenté parmi les souches potentiellement virulentes.

2. Prévalence des génes de résistance aux antimicrobiens dans les échantillons des
contenus caecaux de volaille en santé, et parmi les isolats d’E. coli
2.1. Prévalence du gene de résistance au ceftiofur ( blacyy.2)
Nos résultats montrent que moins de 8% des isolats d’E. coli de la flore caecale du poulet
étaient porteurs du géne blacyy.o. En effet tres peu d’études ont évalué la prévalence de
blacyy.> parmi les E. coli de la volaille. Cependant, on peut comparer nos résultats a ceux
portant sur la prévalence de la résistance au ceftiofur dans les échantillons de volaille, et
qui montrent également de faibles prévalences de souches résistantes (Gyles, 2008; Zhao
et al., 2005). D’autres études rapportent parmi les souches d’E. coli provenant de la
volaille en santé, 100% de susceptibilité au ceftiofur (Gyles, 2008; Yang et al 2004; Smith
et al., 2007). L’étude de Smith et al., 2007 montre que les traitements antimicrobiens, de
méme que lI'age des poulets n’affectaient pas la prévalence d’E. coli susceptibles au
ceftiofur (Smith et al., 2007). Cependant nous avons observé que les ingrédients

d™ et le

alimentaires avaient un effet sur la prévalence du géne blacyy.> et que le Profee
. . ™ s 7 . s \ 7

Galliacid S ont affecté négativement la présence du géne. Nos résultats se basent sur

I'analyse d’'un minimum de minimum de 800 isolats dans chaque groupe grace a

I"utilisation de la technique HGMF qui a permis de mettre en évidence les différences.
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Méme si la prévalence de blacyy., est assez faible parmi les isolats d’E. coli, nos résultats
montrent que 96% des échantillons de contenus caecaux sont positifs pour la présence du
gene blacyy-2, confirmant I’émergence de la résistance au ceftiofur parmi les souches d’E.
coli en Amérique du Nord (Dutil et al., 2010; Donaldson et al., 2006). En effet, la résistance
au ceftiofur constitue une problématique importante au Canada, cette problématique est
d’autant plus inquiétante que le ceftiofur, qui est une céphalosporine de 3°™ génération

et apparentée aux céphalosporines utilisées dans des traitements de dernier recours chez

les humains (http://www.hc-sc.gc.ca/dhp-mps/consultation/vet/consultations/amr_ram hum-med-fra.php ), est aussi

utilisée comme traitement prophylactique au Canada dans les couvoirs (Dutil et al.,2010 ).
D’autre part, les études précédentes rapportent une émergence de la résistance au
ceftiofur parmi les isolats de Salmonella. La proportion des souches résistantes au
ceftiofur est souvent plus élevée chez les isolats de Salmonella que chez les isolats d’E. coli
(Dutil et al., 2010; Gyles, 2008). Ceci pourrait expliquer en partie pourquoi le géne blacyy.»
a été détecté dans 96% des échantillons, comparativement a la faible prévalence trouvée
parmi les isolats d’E. coli. De plus aucun isolat positif n’a été détecté dans 3 des 22
échantillons positifs, malgré I'utilisation de la technique HGMF qui permet de cibler

jusqu’a 200 isolats par échantillon.

2.2. Prévalence des génes de résistance a I'ampicilline (blare, blasyy)
Le gene blamsy a été détecté dans 91% des échantillons de contenus caecaux analysés,
alors le géne blasyy n’a été détecté dans aucun des échantillons. En effet le géne blargy, est
le plus représentatif de la résistance a I'ampicilline, et la prévalence est importante parmi
les isolats d’E. coli (Guerra et al ., 2003; Kim et al., 2007; Maynard et al., 2003; Bonnet et
al., 2009). La détection du gene blarey parmi les isolats d’E. coli a montré qu’environ 50%
des isolats étaient porteurs du geéne, ce qui représente une forte prévalence
comparativement aux résultats rapportés par Bonnet et al., 2009 (Bonnet et al., 2009) et
relativement proche des niveaux de prévalence du géne parmi les APEC ( Kim et al., 2007
). Des niveaux de prévalence beaucoup plus élevés ont été rapportés également parmi les
ETEC du porc (Maynard et al., 2003) et parmi des isolats d’ E. coli provenant du poulet, du
porc et des bovins laitiers ( Guerra et al., 2003). Les résultat de 50% de prévalence du géne

blarep parmi les isolats suppose cependant une prévalence de souches résistantes a


http://www.hc-sc.gc.ca/dhp-mps/consultation/vet/consultations/amr_ram_hum-med-fra.php�
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I"ampicilline encore plus forte, en effet Rosengren et al., 2009 a démontré que seulement
60% des souches d’ E. coli résistants a |’ ampicilline sont porteurs du géne blary
(Rosengren et al., 2009). D’autre part, on peut remarquer que les prévalences rapportées
par les différentes études sont trés variables selon les pays et sont parfois le reflet de

situations particuliéres (Gyles, 2008).

Nos résultats montrent également un impact des ingrédients alimentaires sur la
prévalence du gene blary. En effet, la prévalence du gene est plus faible dans le groupe
recevant le Profeed comparativement au groupe témoin, mais plus élevé dans le groupe
Galliacid comparativement au groupe contréle, ce qui suppose un effet inhibiteur du

Profeed et un effet sélectif du Galliacid sur des clones particuliers porteurs de ce gene.

2.3. Prévalence des genes de résistance de la streptomycine et de la
spectinomycine (aadA1)

Nos résultats montrent que le géne aadA1 est présent dans plus de 80% des échantillons
de contenus caecaux, mais également dans plus de 40% des isolats d’E. coli. Ces niveaux
de prévalence confirment la forte proportion des souches d’E. coli résistantes a la
streptomycine et a la spectinomycine (Maynard et al., 2003 Boerlin et al., 2005 ; Blanco et
al ., 1997, Gyles, 2008). Des niveaux de prévalence d’E. coli résistants a la streptomycine
sont encore plus élevés quand il s’agit des souches APEC, dépassant les 80% (Blanco et al .,
1997, Gyles, 2008). La proportion de 40% des isolats porteurs du gene suppose une
prévalence bien supérieure des souches résistantes puisque le géne aadAl n’est
responsable que d’une partie de la résistance a la streptomycine et la spectinomycine. En
effet les principaux génes de résistance qui codent pour la streptomycine et la
spectinomycine sont strA, strB et aadA1, (Boerlin et al.,2005 ; Barlow et al.,2004). En outre
la présence des génes aadA1l est souvent associé a I'intégron 1 qui code pour la résistance
de plusieurs antimicrobiens chez les souches d’E.coli (Boerlin et al., 2005 ; Barlow et

al.,2004).

Nos résultats montrent qu’il n’y a pas de différence significative entre la prévalence du

géne aadA1 dans le groupe contréle comparativement au groupe Profeed. Cependant, la
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prévalence du gene aadAl est significativement supérieure dans le groupe Galliacid
comparativement au controle, ce qui suppose un effet sélectif du Galliacid sur des clones
particuliers porteurs de ce géne. Une étude précédente de Smith et al., 2007 montre
également que la prévalence de souches résistantes a la streptomycine peut varier
sensiblement en fonction des traitements antimicrobiens recus par la volaille ( Smith et

al., 2007).

2.4. Prévalence des génes de résistance a la tétracycline (tetA, tetC) parmi les
isolats d’E. coli du caecum du poulet

Nos résultats montrent que le gene tetA est présent dans 60% des échantillons de
contenus caecaux alors que tetC n’a été détecté dans aucun des échantillons. La résistance
a la tétracycline est codée par plus d’une trentaine de genes différents mais les plus
courant sont tetA et tetB (Smith et al ., 2007; Rosengren et al., 2009). Suivant les études, la
prévalence de tetC dans les isolats d’E.coli est généralement assez faible, mais dans
certains cas peut atteindre les 25% (Rosengren et al., 2009; Maynard et al., 2003; Bonnet
et al.,, 2009). Nos résultats montrent une prévalence de tetA parmi les isolats d’E. coli
relativement faible comparativement aux résultats d’études précédentes. La tétracycline
est un des antimicrobiens les plus largement utilisés en production animale, et de fortes
proportions de souches d’E. coli résistantes a la tétracycline sont observées chez la plus
part des espéces d’élevage (Maynard et al., 2003 ; Boerlin et al., 2005 ; Blanco et al .,
1997; Gyles, 2008). La prévalence des souches résistantes a la tétracycline parmi les APEC,

dépassent parfois les 80% dans plusieurs études (Blanco et al., 1997; Gyles, 2008 )

En effet Gyles, 2008 rapporte que dans plusieurs pays comprenant le canada et les Etats -
Unis la proportion des souches résistantes a la tétracycline est supérieure a 50%. Mais il
est important de relativiser le faible niveau de prévalence de la prévalence de tetA
puisque la résistance a la tétracycline est codée par plus d’une trentaine de genes
différents (Smith et al., 2007). De plus, la prévalence du gene tetA avoisine les 20% dans

les groupes controle et Profeed.
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3. Association entre génes de virulence ou génes de résistance aux antimicrobiens
des populations d’E. coli du caecum du poulet

Nos résultats démontrent une association positive entre le géne de virulence iucD et le
gene blacyy.2 ce qui suggere que la problématique de la résistance au ceftiofur est d’'une
importance capitale, et confirme le besoin de surveillance de la résistance au ceftiofur. En
effet, les études précédentes ont démontré que certaines souches de Salmonella et d’E.
coli possédent un plasmide similaire porteur du gene blacyy., ( Daniels et al., 2009). Il a
été démontré que blacyy., est porté par le plasmide pCVM29188 101 isolé chez
Salmonella kentucky (Fricke et al., 2009). Ce dernier plasmide coexiste avec le plasmide
pCV M29188 146 porteur du gene iucD, et les deux plasmides sont transférables par
conjugaison, seuls ou ensemble, chez E. coli. il faut noter également que pCVM29188_146
présente une grande similitude avec pAPEC-O1-ColBM et pAPEC-O2-ColV et ces deux
derniers plasmides sont aussi porteurs du géne iucD (Fricke et al., 2009; Johnson et al .,
2006a; Johnson et al ., 2006b). L'association entre jucD et blacyy.> dans les isolats d’E. coli
suggere une possible coexistence du plasmide pCVM29188 101 porteur du gene blacyy.»
avec les plasmides pAPEC-O1-ColBM, pAPEC-O2-ColV ou encore pCVM29188 146,

porteurs du gene iucD.

Les résultats montrent aussi une forte association entre les génes jucD et tsh confirmant
les études précédentes et suggérant la présence des plasmides portant ces deux génes de
virulence comme pAPEC-O1-ColBM, pAPEC-O2-ColV ou pAPEC-1 qui sont trés communs
aux APEC (Johnson et al., 2006a; Johnson et al., 2006b; Mellata et al., 2009).

Nos résultats montrent que la proportion des isolats qui portent le gene tetA est plus
importante parmi les isolats EXPEC comparativement aux isolats non-ExPEC (confere
article, Tableau VII) et le calcul des OR a confirmé une association négative entre le géne

tetA et les isolats non-ExPEC (confere article, Tableau VIII). Des études similaires sur les
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ETEC ont démontré que tetA était plus souvent associé aux isolats ETEC comparativement

aux isolats non-ETEC.

Les résultats montrent que aadA1l et blar, sont statistiquement associés, il est donc
possible que les deux génes soient portés par le méme support génétique comme le

plasmide de résistance associé pAPECO2-R (Johnson et al., 2005).

4. Impact des ingrédients alimentaires sur les populations d’E. coli dans le caecum
du poulet
Nos études de prévalence montrent qu’il existe des différences significatives entre les

d™ et le Galliacid S™ ont des

différents groupes. Nous suspectons donc que le Profee
effets inhibiteurs ou sélectifs sur des clones particuliers d’E. coli comme ceux rapportés
par des études précédentes (Bjornsdottir et al ., 2006; Diez-Gonzalez and Russell., 1999).
Nos résultats montrent que le Profeed et le Galliacid font baisser de facon drastique la
prévalence de blacyy., parmi les isolats d’E.coli (référe a 'article, Tableau IV) et que le géne
iucD est absent dans les groupes Gallicid et Profeed (réfere a I'article, Tableau Ill). Ces
résultats suggerent que les deux ingrédients alimentaires inhibent la croissance de clones
particuliers dont ceux porteurs des genes blacyy-; et iucD. D’autre part, les prévalences des
deux geénes blarsy et aadAl ont augmenté ensemble sous l'effet du Galliacid
comparativement au groupe témoin, et ont diminué ensemble sous I'effet du Profeed. Ce
qui implique que blawy et aadAl augmentent et diminuent ensemble sous les mémes
conditions. En outre, le calcul des OR montre que les isolats non-ExPEC sont
statistiquement associés a blargy et 75% des isolats non-EXPEC portent le gene blarey
(réféere a l'article, Tableaux VIl et VIII). Il semble donc que le Galliacid a une action

sélective sur les clones non-ExPEC dont une proportion importante porte les génes de

résistance blarey et aadAl.

Les études précédentes ont démontré que les effets des acides organiques sur les souches
d’E. coli peuvent varier de facon importante. En effet, il a été démontré que des souches

d’E.coli O157:H7 tolerent plus I'acétate au pH 5.9 que la souche d’E.coli K-12 (Diez-
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Gonzalez and Russell., 1999. Il a été également démontré qu’une faible concentration (5
mM) d’acide acétique, malique ou d’acide L-lactique a un effet protecteur pour E. coli
0157 :H7 (Bjornsdottir et al ., 2006). Par conséquent, on peut suggérer |I'"hypothése que
différentes souches d’E. coli sont affectées différemment par le Galliacid S™. Le
mécanisme d’inhibition par les acides organiques a été expliqué par le passage de I'acide
dans le cytoplasme entrainant une baisse du pH. L'effect sélectif des ingrédients

alimentaires est connu, mais les mécanismes ne sont pas completement élucidés

Plusieurs hypotheses sont avancées mais la plus plausible c’est I'inhibition des pathogenes
par des mécanismes de compétition des sites de colonisation, et pour les nutriments, la
production de composantes toxiques ou encore la stimulation su systéme immunitaire

(Patterson and Burkholder, 2003)

Un effet, sélectif peut donc expliquer I'augmentation de la prévalence des isolats positifs a
aadA1 et blargy dans le groupe Galliacid comme le démontre les résultats (confére article,
Tableau 1V). La sélectivité et I'inhibition vis-a-vis de certaines souches d’E. coli dans le
caecum pourraient également étre dues a la présence de plasmides spécifiques parmi les
isolats d’E. coli. En effet Helling et al., 1981 a montré que la présence de certains
plasmides pouvait limiter la croissance d’ E. coli en culture continue dans un
environnement limité en carbone, et que la proportion des bactéries possédant ces
plasmides diminuait initialement. Cependant, ils ont observé de facon périodique des
changements adaptatifs, avec une augmentation du rythme de croissance des bactéries
contenant des plasmides (Helling et al., 1981). L'hypothése d’une régulation de la
croissance par les plasmides a été aussi évoqué par Mellata et al., 2010, montrant que les
plasmides pAPEC-1 et pAPEC-2 régulent la croissance d’ E. coli différemment selon les
milieux. Cette étude a également démontré que dans certaines conditions
environnementales, on observe une inhibition de la croissance des souches d’E.coli
possédant 3 plasmides comparativement aux souches possédant aucun plasmide (Mellata

et al.,, 2010).

La perte de certains plasmides est aussi une hypothese pouvant expliquer la diminution de

prévalence de certains genes de virulence et de résistance portée par ces mémes
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plasmides. Cette hypothése pourrait donc expliquer une diminution de genes blacuy-,
iucD, tetA, et tsh dans les groupes Profeed et Galliacid comparativement au groupe

controle.



CONCLUSION
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Nos résultats confirment ceux de plusieurs autres études qui rapportent de fagon générale
des prévalences élevées de la RAM d’E. coli. Cette étude montre également que les
prévalences des genes ExPEC sont relativement faibles comparés aux prévalences des
genes de résistance aux antimicrobiens dans les échantillons de contenus caecaux et dans
les isolats d’E. coli de la volaille en santé. D’autre part cette étude montre que la
technique HGMF constitue un excellent outil de recherche. Elle présente I'avantage de
donner un reflet plus fideéle de la représentativité des différentes souches d’E. coli dans un
méme échantillon. Elle est particulierement recommandée dans la recherche des souches
qui sont sous représentées dans une population comme celles portant des génes de
virulence d’échantillons d’animaux en santé. En ciblant un grand nombre d’isolats d’E. coli
dans un échantillon, cette technique permet de mettre en évidence les associations qui
auraient été difficilement détectées en utilisant les méthodes traditionnelles basées sur la

sélection de cing isolats par échantillon.

Méme si la prévalence des genes ExPEC n’est pas trés élevée dans les échantillons de
contenus caecaux et dans les isolats d’E. coli, leur présence dans la microflore de la volaille
en santé et I'association entre certains génes de virulence et les génes de RAM est un
probléme important de santé publique. Les résultats de prévalence du gene de virulence
iucD et son association avec blacyy., dans les isolats constitue un des principaux un sujet
d’inquiétude en considérant la probabilité que ces deux génes soient sur le méme
plasmide. En outre cette étude a démontré que les ingrédients alimentaires peuvent
influencer la prévalence de certains genes d’E. coli dans la flore intestinale.
L'interprétation des résultats de prévalence dans cette étude doit donc tenir compte de la
pression sélective des ingrédients alimentaires. Différentes hypothéses ont été avancées
pour expliguer comment les ingrédients alimentaires peuvent affecter la prévalence des
génes spécifiques d’E.coli dans la flore intestinale. Cependant nos résultats apportent une
explication partielle a la diminution da la prévalence des isolats porteurs de ces genes sous
I’effet des ingrédients alimentaires. Par conséquent les perspectives pour compléter cette
étude nécessitent une étude plus poussée du profil génomique des différentes souches
d’E.coli et la recherche des différents plasmides parmi ces souches, de méme que le

comportement physiologique des différentes souches sous I'effet du Profeed™ et du
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Galliacid S™. L'effet de ces deux ingrédients alimentaires sur les isolats porteurs de génes
de RAM et de virulence qui a été démontré dans cette étude laissent envisager la
possibilité de substituer certains antimicrobiens utilisés comme promoteurs de croissance
ou comme agents prophylactiques par des ingrédients alimentaires dans un contexte

réduction de l'utilisation des antimicrobiens dans les élevages.
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Abstract

We report the development of a DNA probe hybridization procedure using hydrophobic-
grid membrane filters (HGMFs). For this purpose, we use digoxigenin-labelled probes, and
the detection of genes is achieved colorimetrically with an alkaline-phosphatase substrate.
This paper shows the results of the hybridization and detection of, STb, F4, and LT genes. 9
trials (3 trials for each virulence gene) were made using the Escherichia coli strain
ECL7805, carrying all these targeted genes. In the same way, 9 trials were also made using
Escherichia coli strain ECL3462 which does not host the targeted virulence genes. We also
report the results of the hybridization and detection of F4, LT and STb genes from 11
rectal swabs of one pig rearing. The goal of both trials with pure cultures and rectal swabs
was to set up the DNA probe hybridization procedure which constitutes the first step to
study the dynamics of Escherichia coli virulence and antimicrobial resistance genes among
swine population and other species. The qualitative evaluation of these preliminary results
suggests that this method is highly sensitive, specific, and easily accessible for any
laboratory. This method is also convenient for screening rare virulence genes in feces of

pigs since we can target about 200 colonies at the same time.
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Introduction

Escherichia coli represent a dominant part of the non-anaerobic intestinal bacterial
population in swine. They include a broad variety of different clones, ranging from highly
pathogenic strains causing severe disease in the swine population to nonpathogenic
commensal E. coli (3, 4, 7). Pathogenicity is characterized by specific virulence factors, and
diseases caused by pathogenic E. coli are responsible for major economic losses. In
addition, shiga toxin-producing E. coli 0157:H7, an important cause of foodborne illness in
humans, has been recovered from feces and carcasses of healthy pigs (3, 7), and cases of
human illness have been traced back to pig products. High occurrences of antimicrobial
resistance genes in generic E. coli have been found in many studies in production pigs (2,
3). E coli are also considered as an important source of antimicrobial resistance
determinants for other pathogens (6). Thus, the detection and monitoring of virulence and

antimicrobial genes in the pig intestinal E coli population is very important.

PCR colony hybridization and radioactively labeled probes are both routinely used in
detection of virulent E. coli. Although PCR methods can detect the presence of virulence
and antimicrobial resistance genes in mixed cultures, confirmation of virulence and
antimicrobial profiles of individual strains in the population is arduous and time-
consuming. The development of a DNA probe hybridization procedure using hydrophobic-
grid membrane filters (HGMFs) is an alternative for the traditional methods. The main
objective of this research activity is the monitoring and management of E coli virulent and
antimicrobial resistant strains among swine population and other species. Special
attention is given to the monitoring of foodborne E coli. In the first phase of this approach
we are using pure cultures of E coli, and pigs’ rectal swabs. This phase concerns a limited
number of virulence genes. The goal of this step is to evaluate the sensibility, the
specificity and the detection limit of the DNA probe hybridization procedure using HGMFs
before sampling and screening a large number of virulence and resistance genes in swine

population.
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Materials and methods
Bacterial strains

Pure cultures were used to set up the DNA probe hybridization procedure. The strain
ECL3463 which does not host any of the targeted virulence gene were provided by the
Escherichia coli Laboratory (EcL) of the Faculté de Médecine Vétérinaire of the Université

de Montréal.
Samples

11 rectal swabs were taken from different pigs of the same rearing. These samples
represent different lots, pools, and periods. 10 of the 11 samples were tested positive by

PCR for STh, F4, and LT genes. One sample was negative for all these genes.
Filtration and replication

Pure cultures were incubated overnight in tryptic soy broth and serially diluted in TSB to
10”. Then 2ml of this dilution were mixed in 3ml of 1% tween80 solution, 5 ml of bacteria
culture obtained by mixing final dilution and 1% tween 80 were filtrated through a
hydrophobic grid membrane filter. HGMFs were placed onto MacConkey agar and
incubated overnight at 37°C. HGMFs showing about 200 bacterial growths were
considered as masters and were replicated using a microbial colony replicator, placed
onto MacConkey agar and incubated overnight at 37°C. The rectal swabs were enriched
overnight, after the PCR test, the enrichment cultures were serially dilute in TSB to 107;
the following steps are identical to those described above to get HGMFs’ masters and

copies.
Preparation of DNA probes

The DNA templates were prepared from overnight LB culture of ECL7805 strain and were
used as probes for the detection of the following virulence genes: STb, F4, and LT. Each
DIG labeled probe was generated using specific primer. The DNA templates were labeled

according to DIG labeling kit (Roche Diagnostics).
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Pretreatment, hybridization, and colorimetric detection

HGMFs copies were pretreated in order to lyse and to fixe the colonies on the grid cell
before prehybridization. The pretreatment was realized according the method described
by Todd et al (9). the prehybridization and hybridization were carried out at 68°C in 6 X
SSC ( 20 X SSC is 0.3M sodium citrate plus 3M sodium chloride) containing 0.5% SDS; 1%
of blocking reagent and 100upg of salmon sperm per ml. The hybridization solution
contains also 15ng /ml of denatured probe. The detection of genes is achieved
colorimetrically with an alkaline-phosphatase substrate which reacts after the
dephosphorylation, showing a dark —blue indigo dye as an oxidation product. The
colorimetrically detection has been done following the procedure described by DIG

Nucleic Acid Detection Kit.

Results

On each HGMF, about 100 to 200 colonies were isolated from the filtration of the pure
cultures and rectal swabs enrichment, and these colonies were considered as single CFU
colonies (8). From rectal swabs, at least 3 types of colonies grew on the HGMFs. The
dominant type of colonies is intensely purple and fills the HGMFs grid cell. This type of
colonies is identical to those we have observed after the filtration of Escherichia coli pure
cultures as illustrated (figure 1). These colonies were considered as presumptive

Escherichia coli colonies that could include some other enterobacteria.

All of the 9 HGMFs from the ECL7805 strain filtration were positive for STb, F4, and LT
genes, by DNA probe hybridization method, and showed a dark-blue indigo dye (figure
2). Almost 100% of the colonies of the every HGMF were positive suggesting a very high
sensibility of the method. All colonies from the 9 HGMFs obtained by ECL3463 strain
filtration were negative for, STb, F4, and LT genes by DNA probe hybridization method,

suggesting also that the method is highly specific.

11 rectal swabs were analyzed by PCR and were screened by HGMFs DNA probe

hybridization. More than the half of the PCR positive sample did not show positive
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colonies by the DNA probe hybridization (table I). We detected colonies harboring STh
genes in 3 different samples, F4 and LT genes were detected from one sample and two
colonies were positive for both genes. In all cases we did not find more than 5 positive

colonies among 100 or more colonies that grew on the same HGMFs.

Table I: PCR and HGMFs probe hybridization from 11 rectal swabs from pigs

Sample PCR STb LT F4
identification

Results (number of positive | (number of | (humber of positive

colonies) positive colonies ) | colonies)

L2P5T2 (5) STh, LT, F4 - - -
L2P8T3 (11) STh, LT, F4 - - -
L2P14T3 (17) STh, LT, F4 + (5 colonies) + (2 colonies) + (2 colonies)
L3P5T3 (5) STh, LT, F4 - - _
L3P5T3 (6) STb, LT, F4 + (3 colonies) - -
L3P5T3 (7) STh, LT, F4 + (3 colonies) - -
L3P5T3 (8) STh, LT, F4 - - _

L3P8T2 (9) - - - -

L3P17T3 (21) STb, LT, F4 - - -

L3P17T3 (24) STb, LT, F4 | - - -

L3P20T3 (25) STb, LT, F4 - - -
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Figure 1: HGMFs bearing Escherichia coli colonies after Figure 2: HGMF Positive control

after hybridization and
colorimetrically detection

overnight incubation at 37°C onto MacConkev agar

Discussion

As MacConkey agar incubated at 37 °C does not specifically select Escherichia coli, the
colonies for which we detected virulence genes, will follow identification process to be
confirmed as Escherichia coli. Some previous studies used different agar and 44.5 °C
incubation temperature to limit the growth of other enterobacteria; but we fixed the
incubation temperature at 37°C because we are interested in some genes that could be
repressed in certain particular conditions. We evaluated the HGMFs DNA probe
hybridization as sensitive and specific as reported by Yan et al (10). The detection limit has
not been measured but we consider that this method is interesting comparatively to the
traditional method which picks randomly 5 colonies for the detection of the genes, since
we can target about 200 colonies at the same time. The detection limit has been
qguantified by Todd et al. They reported a limit of 0.1 CFU/ g of ground beef inoculated
artificially (9). However we found a low number of positive colonies. It suggests that may
be some colonies carrying virulence genes are represented in very low proportion in the
feces of healthy pigs, despite the PCR positive test. The low number of the positive
colonies we have detected by HGMFs DNA probe hybridization explains why it is arduous
to find the positive colonies when only 5 colonies were selected for detection. However

guantitative evaluation of the detection limit in feces should be done in the future.
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Conclusion

The colorimetric detection of HGMFs DNA probe hybridization gives a satisfactory result
and is accessible by many laboratories. It provides an effective method and
complementary to PCR method. Although the latter method is very sensitive and the
detection limit is lower, screening the positive colonies by HGMFs DNA hybridization give

the mean to follow the dynamic of virulent and antimicrobial resistant E coli population.
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Avian Pathogenic E. coli (APEC) is characterized by the presence of certain combinations of
specific virulence factors such as the aerobactin system and Temperature sensitive
hemagglutinin (Tsh). APEC share several of these virulence factors with extraintestinal
pathogenic E. coli associated with disease in humans, and chickens may be a reservoir for
the latter. In addition, high prevalence of resistance to certain antimicrobials has been
found in generic E. coli in chickens. This study investigated the prevalence of APEC-
associated virulence genes and antimicrobial resistance (AMR) genes and the association
between the presence of these genes in E coli of the intestinal microflora of healthy
chickens. A total of 23 samples of caecal contents were collected following necropsy of 29-
day-old healthy chickens in high production performance conditions. Each sample
represented a pool of the individual caecal contents of 5 chickens housed in the same
cage. Samples were examined for the presence of virulence genes iucD (aerobactin), tsh,
and papC (P fimbriae) and AMR genes blarey and blasyy (ampicillin), tetA (tetracycline),
blacyy (ceftiofur), aadAl (streptomycin) and aac3 (gentamicin) by polymerase chain
reaction (PCR). The number of positive samples for each gene were: 10 (tsh), 5 (iucD), 6
(papC), 14 (tetA), 20 (aadA1), 21 (blaen ) 22 (blacmy), O (blasyy ), and 0 (aac3). Positive
samples were filtered using hydrophobic—grid membrane filters (HGMFs) and colonies
positive for the appropriate genes identified by DNA probe colony hybridization. Among
948 to 2958 tested colonies depending on the gene, the prevalence of virulence and AMR
genes were respectively: 7% (tsh), 19.4% (iucD), 2.8% (papC), 15.7% (tetA), 42.7%
(aadA1), 53.4% (blatem) and 7.1 % (blacyy). Further characterization of 88 isolates by PCR
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confirmed 90 % of the profiles of the isolates selected on HGMFs, demonstrating the
capacity of the HGMF method to target and quantify large numbers of colonies for
virulence and AMR genes. Odds ratio calculation confirmed associations between the
presence of certain virulence and AMR genes such as iucD and tsh, and iucD and blarey,
often encoded by the same large plasmids. In addition, a novel association was observed
between the presence of jucD and blacyy genes. Therefore, surveillance of virulence and

AMR genes has a public health significance for certain possibly zoonotic APEC strains.
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