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Résumé

Dans cette étude, nous avons évalué, dans des conditions terrain, l’implication des

promoteurs de croissance bacitracine de zinc et virginiamycine dans l’émergence d’un

réservoir d’isolats (Escherichia cou et Enterococcus spp.) phénotypiquement résistants à

certains antibiotique et d’un réservoir de gènes de résistance associés à ces même

promoteurs de croissance. Nous avons aussi étudié l’effet de ces composés sur le gain de

poids moyen quotidien et la mortalité des poulets à griller à la fin de chacun des trois cycles

de production étudiés. Dans cette étude terrain, aucun effet positif des promoteurs de

croissance sur le gain de poids moyen quotidien et la mortalité moyenne n’a été observé.

Une variation des pourcentages de résistance aux antibiotiques sélectionnés des isolats a été

observée avant et après 34 jours d’expérimentation. Les promoteurs de croissance n’ont pas

favorisé l’émergence d’entérocoques résistants, mais semblent au contraire avoir contribué à

diminuer la prévalence de E .coli résistants à la céphalotine, à l’acide nalidixique et au

sulfamethoxasol. Les gènes de résistances vatD et ermB, associés à la résistance à la

virginiamycine, ont été détectés par PCR chez Enterococcus. Ces gènes n’ont toutefois pas

été retrouvés chez toutes tes souches résistantes à la virginiamycine. Le gène de résistance à

la bacitracine bcrR a été détecté par PCR chez les mêmes microorganismes, mais encore une

fois n’a pas été observé chez toutes les souches résistantes à la bacitracine. Une analyse par

PCR en temps réel, effectuée sur des échantillons de litières, a indiqué que les promoteurs de

croissance n’influençaient pas la distribution du gène bcrR, mais que la virginiamycine

sélectionnerait positivement pour le gène vatD. En résumé, [‘utilisation des promoteurs de

croissance ne semble pas créer de réservoir de résistance phénotypique aux antibiotiques

chez les bactéries étudiées, mais pourrait contribuer à l’émergence de certains gènes.

Mots-cLés Résistance aux Antibiotiques, Virginiamycine, Bacitracine, Poulet à Griller,

Étude Terrain, Escherichia cou, Enterococcus, Antibiorésistance, gènes de résistance,

aviaire.
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Abstract

One of the suspected sources for the selection of antibiotic resistant bacteria is the

use of growth promoters on farms. The objective of this study was to evaluate the effect, in

field conditions, of the use of zinc bacitracin and virginiamycin on emergence of

antimicrobial resistance genes reservoir. We also evaluate their possible effects on weight

gain and mortality. No positive effect of growth promoters was found on the average daily

weight gain and mortality of broiler chickens. Antibiotic resistance profiles for Escherichia

cou and Enterococcus sp. isolated from birds and environment in the different diet

conditions were evaluated and compared. Antibioresistance was variable when profiles from

day O and day 34 were compared. Growth promoters did not select for phenotypical

antibioresistance in Enterococcus spp. but seemed to decrease resistance in E. cou.

Enterococcus spp. isolates were PCR screened for growth promoter associated resistance

genes. Virginiamycin associated resistance genes vatD and errnB were detected in

C) Enterococcus but flot in all phenotypically resistant isolates. The same observations could be

made for bacitracin associated resistance gene bcrR in Enterococcus. Real-Time PCR

analysis of broiler’s litters indicated that growth promoters did not influence bcrR gene

distribution but that virginiamycin selected for vatD gene. In conclusion, the use of zinc

bacitracin and virginiamycin did flot seem to allow the emergence of a phenotypical

antibiotic resistance reservoir but might have contributed to the emergence of antibiotic

resistance genes.

Keywords: Antibiotic resistance, Virginiamycin, Bacitracin, Broiler, field study,

Escherichia cou, Enterococcus, Resistance genes, Poultry
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PCR: polymerase chain reaction ou réaction en chaîne de la polymérase
QPCR: PCR en Temps-Réel ou PCR quantitatif
ADN: acide désoxyribonucléique
CRDA : Centre de Recherche et de Développement des Aliments
GREMIP : Groupe de Recherche sur les Maladies Infectieuses du Porc
FDA: Food and Drugs Administration
ACIA : Agence Canadienne d’inspection des Aliments
CMI: concentration minimale inhibitrice
ATP : adénosine triphosphate
ATPase : enzyme qui utilise de l’ATP
ARN: acide ribonucléique
ARNt: ARN de transfert
ARNm : ARN messager
VRE: vancomycin resistant enterococci ou enterocoques résistants à la vancomycine
GRE: glycopeptide resistant entecococci ou enterocoques résistants aux glycopeptides
ESBL : extended spectnlm f3-lactamase ou r3-lactamase à spectre étendu
SDS : Sodium Dodécyl Sulfate
BMD : Bacitracin Methylene Disacylate
ZB : zinc bacitracine ou bacitracine de zinc
VG: virginiamycine
Q/D : quinupristine/dalfopristine
PFGE : pulse field gel electrophoresis ou électrophorèse en champ pulsé
MLST: multi-Iocus sequence typing ou typage génomique multilocus
ct : threshold cycle ou cycle seuil
tg: microgramme
pi : microlitre
g: gramme
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5 Introduction

L’industrie avicole est une industrie très importante au Canada. ElLe emploie plus de

49 700 personnes. C’est une industrie dont le chiffre d’affaire est d’environ 9.5 milliards de

dollars dont environ 3.4 milliards proviennent du secteur de la production. En 2005, la

volaille était la deuxième viande la plus consommée au Canada avec environ 1 000 millions

de kilogrammes de consommés. Le principal pays vers lequel le Canada exporte ces surplus

de production est les États-Unis u• La production de poulet à griller est régis par un système

de quotas permettant un meilleur contrôle de l’offre et ainsi s’assurer de la stabilité du

marché. Les aliments et l’achat des poussins peut représenter jusqu’à 75% des coûts relatif à

la production des poulets à griller 38

L’augmentation de la résistance envers les agents antimicrobiens qui sont importants

pour le traitement des maladies humaines, tels les fluoroquinolones et les céphalosporines

lors d’infections à SatrnoneÏÏa et Campytobacter, représente une problématique importante

en santé publiqtie. Chaque année, les médias rapportent différentes épidémies causées par

( des bactéries résistantes aux antibiotiques causant des infections nosocomiales, et ce, au

grand désagrément des utilisateurs des hôpitaux du Québec. Ces derniers temps, des

maladies causées par des souches résistantes de CÏostridium difficile ou de Staphylococcus

aureus à la vancomycine ont suscitées l’attention des médias. Outre les désagréments

associés à l’infection, ces épisodes requièrent des mesures spéciales de confinement et de

quarantaine des patients qui font gonfler les coûts des établissements de santé. Plusieurs

attribuent la surntilisation des antibiotiques dans le traitement des infections bénignes, ce

qui crée une pression sélective favorable aux microorganismes possédant des mécanismes

de résistance aux antimicrobiens. Ces «super bactéries» peuvent alors tirer avantage des

traitements aux antibiotiques pour favoriser leur colonisation. D’autres auteurs pointent

l’industrie de l’élevage commercial des animaux comme autre source de microorganismes

résistants aux antibiotiques.

Les antibiotiques sont depuis longtemps utilisés en production animale, soit comme

promoteur de croissance, soit en usage prophylactique ou en usage thérapeutique.

L’utilisation des antibiotiques dans un but autre que thérapeutique suscite des

C
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préoccupations grandissantes en santé publique, tant du point de vue scientifique que

politique 6! Cette situation est due en partie à l’apparition de gènes de résistance aux

antibiotiques chez certaines bactéries pathogènes pour l’homme que l’on retrouve à la ferme
83,97 Ces bactéries résistantes provenant des animaux de consommation peuvent se retrouver

dans la chaîne alimentaire par le biais de la contamination des viandes et être responsable

d’infections chez l’homme. En effet, des souches de Salmonella, Enterococciis spp., E. cou

et CarnpyÏobacter résistantes aux antibiotiques ont été isolées à maintes reprises de

différents types de nourriture à l’épicerie 6.63.77.96,102• Plusieurs intervenants de l’industrie

canadienne de la volaille se posent des questions quant aux impacts de l’utilisation des

promoteurs de croissance sur la flore bactérienne intestinaLe des oiseaux, notamment chez le

poulet à griller.

Cette problématique nous amène à formuler l’hypothèse suivante : l’utilisation des

promoteurs de croissance bacitracine de zinc et virginiamycine dans l’industrie du poulet à

griller, provoque l’apparition d’un réservoir de souches démontrant une résistance aux

C antibiotiques, et par conséquent possédant les gènes codant pour cette même résistance. Un

premier objectif se rattachant à cette hypothèse est de vérifier l’émergence de la résistance

aux antibiotiques suite à l’utilisation des promoteurs de croissance. Pour ce faire, nous

avons tout d’abord isolé de l’environnement et des caeca des poulets à griller Escherichia

cou et Enterococcïts et déterminé leur profil d’antibiorésistance. Les pourcentages de

résistance des isolats à un antibiotique donné obtenus au jour O ont été comparés à ceux

obtenus au jour 34. Les pourcentages de résistance à un antibiotique donné des isolats

retrouvés dans les différentes conditions de moulée, obtenus au jour 34, ont été comparées

deux à deux. Nous avons également vérifié la présence chez ces Enterococcus spp. par

PCR, de gènes codant pour la résistance aux promoteurs de croissance employés. Nous

avons ensuite quantifié par PCR en Temps-Réel (QPCR) la présence de ces gènes dans

l’ADN total extrait des litières sur lesquelles ont été élevés les poulets. f inalement, comme

objectif complémentaire, l’effet des promoteurs de croissance sur le gain de poids moyen

quotidien et ta mortalité des poulets à griller a été vérifié.

o



6 Recension de la littérature

6.1 Promoteur de croissance

6.1.1 Définition

Les modifications apportées aux modes de production ont entraîné une tendance,

pour les pays en voie de développement et industrialisés, vers la diminution du nombre de

troupeaux et l’augmentation du nombre de têtes par élevage. Pour maximiser les rendements

dans cette industrie très compétitive, des antibiotiques sont utilisés à des doses infimes pour

augmenter les performances zootechniques des animaux. Les antibiotiques utilisés comme

promoteurs de croissance sont peu absorbés par l’animal et leur mode d’action est méconnu.

Certains proposent que ces produits agiraient sur la microflore intestinale des animaux

d’élevage. Ils pourraient réduire la destruction des nutriments en réduisant te nombre de

microorganismes, indirectement contribuer à la diminution de l’épaisseur de la de l’intestin

paroi, ce qui faciliterait l’absorption des nutriments et inhiber les microorganismes sécrétant

des toxines et prévenir les infections 36•

Des études récentes suggèrent que les antibiotiques promoteurs de croissance

augmentent les performances zootechniques des poulets à griller 13.29.65 Ces résultats restent

controversés, car d’autres études ne peuvent faire d’association entre l’augmentation des

performances zootechniques des oiseaux et l’utilisation de promoteurs de croissance

antibiotiques 28,74 Une récente analyse agroéconomique suggère même que le retrait des

promoteurs de croissance ne diminuerait pas la rentabilité des élevages. À la lumière des

données publiées de la compagnie Perdue, 4 producteur de potilets aux États-Unis,

l’utilisation des promoteurs de croissance entraîne des pertes de l’ordre de 0,0093 S par

animal. Cette étude n’évalue toutefois pas les coûts vétérinaires pouvant être occasionnés

par le retrait des promoteurs de croissance, ni le coût encouru par une hausse de mortalité

des poulets

6.1.2 Historique

La démonstration de l’effet des antibiotiques sur la croissance des animaux

d’élevage s’est effectuée en plusieurs étapes. Dans les années 1940, plusieurs recherches

étaient en cours pour mettre au point une diète efficace maximisant la conversion
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alimentaire pour les animaux d’élevage. Pour pallier l’augmentation de la taille des

troupeaux, une alimentation à base d’intrants végétaux fut alors introduite pour diminuer les

coûts reliés à l’alimentation des animaux. Cependant, les aliments contenant des protéines

animales semblaient contenir quelque chose que les moulées végétales ne possédaient pas.

Cette substance non identifiée frit appelée AFP pour « animal protein factor ».

On se mit donc à la recherche de l’AFP qui semblait être la clef d’une alimentation

efficace, surtout chez le porc et le poulet. On identifia très rapidement la vitamine B 12

comme étant ce facteur promoteur de croissance. On se mit alors à supplémenter les

moulées avec des sources de vitamine 312, notamment des extraits de microorganismes la

produisant. On s’aperçut que les mycéliums de certains champignons séchés avaient un

meilleur effet comme promoteur de croissance. Certaines souches de Streptomvces

permettaient d’augmenter la croissance de 4% à 8% chez les animaux et de diminuer la

quantité de nourriture nécessaire à la croissance des animaux de 2% à 5%. En y regardant de

plus près, on s’apcrçu que la substance active permettant ces résultats fort étonnants n’était

( pas la vitamine B12, mais bien des composés antimicrobiens produits par les

microorganismes, notamment la chlortétracycline et les sulfamides. L’addition

d’antibiotiques dans la moulée devint alors de plus en plus populaire et cette pratique ne

cessa d’augmenter avec le temps. En 1945, la federal Drug Administration (FDA) des

États-Unis approuve l’usage des antibiotiques comme promoteur de croissance chez les

animaux d’élevage. Elle est suivie en 1953 par les autorités du Royaume-Uni et par de

nombreux autres pays 16.48.96

En 1960, le rapport du «Swann Commitee» au Royaume-Uni vient sonner une

cloche d’alarme quant à cette utilisation elle pourrait générer un réservoir de

microorganismes résistants aux antibiotiques. Ce rapport recommande donc que les

antibiotiques utilisés soient ceux qui permettent une différence économiquement

significative lors de l’élevage commercial, qui ont peu ou pas d’application chez les

humains et qui ne créent pas de possible résistance pour les agents thérapeutiques utilisés en

médecine humaine. Malheureusement, on croit alors que la résistance aux antibiotiques est

o
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codée par des gènes chromosomiques seulement, ce qui laisse croire que l’échange de ces

résistances est peu probable. On minimise donc la portée du rapport 16

Une série de décisions et d’événements viennent renforcer les craintes associées à

l’utilisation des promoteurs de croissance. En 1986, la Suisse a banni tous les antibiotiques

comme additifs alimentaires. En 1993, les entérocoques résistants à la vancomycine

apparaissent; on les associe rapidement à l’utilisation de l’avoparcine, un antibiotique de la

classe des glycopeptides, utilisé de routine dans l’industrie du poulet à griller. En 1995, le

Danemark barmit l’avoparcine qui est ensuite retirée par l’Union-Européenne en 1997. La

virginiamycine subit le même sort en 199$. En 1997, la FDA définit et limite la liste des

antibiotiques pouvant être utilisés comme promoteurs de croissance. Les substances

permises doivent absolument avoir un effet favorable démontré, être sans danger pour les

êtres humains et les animaux, leur niveau et nature peuvent être contrôlés, n’être jamais

utilisées chez les humains et ne pas être utilisées comme agent thérapeutique 16 En 1999,

l’Union-Européenne bannit finalement tous les promoteurs de croissance restant, soit la

C bacitracine, la spiramycine, la tylosine et la virginiamycine 18

L’effet du bannissement s’est fait sentir assez rapidement. Au Danemark, de 1996 à

2000, les ventes d’antibiotiques comme promoteurs de croissance sont passées de 106

tonnes métriques à zéro. Dans les années subséquentes, une diminution de la résistance à

l’avoparcine, aux macrolides et à la virginiamycine a été observée chez les entérocoques.

Cependant, la présence d’Enterococczts J1zecium résistant à la vancomycine est toujours

rapportée chez l’humain. De plus, aucune diminution de la prévalence des infections à des

entérocoquesrésistants n’a pu être démontrée. Il semblerait également que le retrait des

antibiotiques comme promoteurs de croissance affecte la santé des animaux. Suite au

bannissement en Europe, l’industrie du poulet a vu son cheptel être sévèrement atteint

d’entérite nécrotique et de problèmes de développement des pattes et des os. Au Danemark,

suite au retrait des antibiotiques comme promoteurs de croissance en 1999, on a observé une

augmentation nette de l’utilisation des antibiotiques à titre de traitement. En 1996, la

consommation était de 48 tonnes par année. Elle est passée à 94 tonnes en 2001 18

o
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6.1.3 Utilisation mondiaLe et canadienne

L’Agence Canadienne d’Inspection des Aliments (ACTA) met en application la

réglementation portant sur les substances médicatrices dont l’addition aux aliments du bétail

est autorisée par la règlementation canadienne. Ces additifs sont répertoriés dans le Recueil

des Notices sur les Substances Médicatrices. Plusieurs composés sont permis à titre de

promoteur de croissance chez le poulet. On parle de l’acide arsalinique, de l’acide nitro-3-3-

phénylarsonique, de la bacitracine, de ta pénicilline procaïne, des bambermycines, du

chlorhydrate de chlorotétracycline, de la lincomycine, du chlorhydrate d’oxytétracycline et

de la virginiamycine . En 2003 aux États-Unis, plusieurs antibiotiques étaient toujours

autorisés en élevage, sans ordonnance vétérinaire, dont 11 comme promoteur de croissance.

Il s’agit de ceux utilisés au Canada, avec l’addition du Roxarsone. Parmi ces derniers, sept

sont utilisés en médecine humaine bacitracine, chlortétracycline, érythromycine,

lincomycine, novobiocine, oxytétracycline et pénicilline 48,83 En 1999, aux États-Unis, on

rapporte que 16 millions de kilogrammes d’antibiotiques ont été utilisés en production

animale dont 70 % sont utilisés dans un usage non thérapeutique. La situation au Canada est

semblable à celle des États-Unis. Toutefois, très peu de données sont disponibles sur

l’utilisation réelle des antibiotiques au Canada . Jusqu’en 2000, la virginiamycine et la

bacitracine ont été largement utilisées aux États-Unis chez le poulet à griller, surtout en

combinaison avec des ionophores 20

6.1.4 Bacitracine

6.1.4.1 Description

La bacitracine est un complexe de nature polypeptidique. Elle est souvent retrouvée

en combinaison avec du zinc puisque ce dernier est essentiel à son activité biologique. La

bacitracine est formée de trois polypeptides majeurs, A, B et C et d’au moins 13 autres

mineurs. Elle a été isolée la première fois en 1945 chez Bacillus lichenforrnis. Elle est

également produite par BaciÏÏus subtiÏis. Elle stimulerait les enzymes pancréatiques,

principalement les amylases et lipases Selon l’ACTA, la bacitracine de zinc peut être
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utilisée comme promoteur de croissance, pour diminuer la mortalité des poussins et limiter

les infections des poulets à CÏostridhtm peifrmngens. Comme promoteur de croissance, elle

doit être servie à 4,4 mg/kg d’aliment complet à l’exclusion de tout autre aliment

médicamenté. Elle ne doit pas non plus être utilisée avec des aliments liants (agents

permettants la granulation de la moulée) 39,67•

La bacitracine est très peu utilisée chez les humains à cause de ces effets toxiques,

principalement aux reins. Sa principale utilisation est comme agent topique, sous forme de

pommade ou de gouttes, et est sotivent associée à la polymyxine ou à la néomycine. Elle

n’est pas absorbée beaucoup dans le tractus intestinal. Elle peut donc être utilisée pour

traiter les infections bactériennes entériques 67.76

6.1.4.2 Mécanisme d’action et cible

La bacitracine empêche la déphosphorylation du C55-isoprenyl pyrophosphate, un

transporteur entrant dans la synthèse du peptidoglycane, en inhibant une kinase chargée de

sa déphosphorylation. Ce transporteur est normalement réutilisé. Cependant, il doit être sous

forme déphosphorylée pour être utilisé par la cellule. En bloquant sa déphosphorylation, ta

bacitracine bloque le recyclage du transporteur et vient ainsi freiner la production de

peptidoglycane. Elle est très efficace pour contrer les Gram positifs et son spectre d’action

ressemble beaucoup à celui des pénicillines. Elle est utilisée contre le traitement des

streptocoques f3-hémolytique, streptocoques B et D, streptocoques Œ-hémolytique,

streptocoques anaérobies, pneumocoques, méningocoques, gonocoques, Coiynebacteriurn

dz’hteriae, BacitÏus anthracis, StreptobacilÏus rnoniÏiformis, fusobacterium, CÏostridiurn

peifrmngens, Clostridium botuÏinum, Clostridium tetani, actinomyces anaérobies, Nocardia

astéroïdes, leptospires, Treponema paÏÏidum et Treponerna perternte 16,67

Au niveau de la flore intestinale, cet antibiotique provoquerait la sélection des

entérocoques, surtout Enterococcus faecium L’addition de bacitracine préviendrait

également la nécrose entérique causée chez le poulet par Cpeifringens lorsqu’utilisée à des

doses de 200 et 400 mg/gallon d’eau d’abreuvoir . Utilisée dans ta nourriture à des
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concentrations de l’ordre de 55 mg/kg, elle contrôle l’entérite nécrotique et améliore les

performances zootechniques . L’utilisation de bacitracine à 490 mg/kg dans la moulée

seule augmenterait la colonisation de Saïrnonetia enterica comparativement à la novobiocine

utilisée à 300 mg/kg lorsque les oiseaux sont mis en contact avec environ 106 unités formant

des colonies (CfU) 58

6.1.4.3 Résistance

Il existe une problématique associée à la détermination de la concentration minimale

inhibitrice de la bacitracine (CMI). Tous les laboratoires ne s’entendent pas sur quelle

concentration minimale inhibitrice doit être employée pour définir quels isolats sont

sensibles ou résistants. Selon la méthode utilisée et différentes études, ceci fait varier la

prévalence des microorganismes résistants. Elle peut être aussi élevée que 60% chez les

entérocoques du poulet et aussi basse que 1% selon les études réalisées 16

La résistance à la bacitracine a été démontrée chez les microorganismes producteurs

de l’antibiotique. Chez B. Ïichenformis, la résistance est codée par la région bcr, définissant

un transporteur ATPase unidirectionnel expulsant l’antibiotique. Un gène semblable a été

décrit chez E. cou, soit le gène bcrCec
16.43 Chez Bacitius sztbtilis, la résistance est conférée

par un transporteur codé par les gènes yst ainsi que par une protéine faisant compétition à la

bacitracine lors de la déphosphorylation du C55-isoprenyl pyrophosphate codée par ywoA .

BaciÏÏus subtitis possède également le gène bcrC qui code pour une phosphatase permettant

la déphosphorylation du C5 5 -isoprenyl pyrophosphate 10

Le gène bacA, retrouvé chez les souches de E. cou, confèrerait la résistance au

microorganisme au niveau du recyclage du C55-isoprenyl pyrophosphate. Il coderait pour

une kinase très active et qui résiste à l’action inhibitrice de la bacitracine 30 Le gène est

chromosomal. S. aureus et S. pneumoniae possèderaient un gène analogue. Ce gène serait

cependant présent chez certaines souches sensibles à la bacitracine. Chez E. cou, il existe

d’autres gènes codant pour des undecaprenyl pyrophosphate phosphatases telles que ypj et
30pgb
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Chez Enterococcits spp., la résistance aux antibiotiques est due à un système

semblable à celui retrouvé chez Bacillus. Une région bcr code pour un transporteur

unidirectionnel pour la bacitracine chez E. faecatis et serait régulée par le gène bcrR. Ce

système contient les gènes bcrA (domaine de liaison de l’ATP), bcrB (domaine

membranaire) et bcrD (kinase) agencés sur un opéron plasmidique transférable

Peu de résistance croisée a été observée à ce jour pour la bacitracine. Les

entérocoques retrouvés sur les carcasses et dans les matières fécales des poulets vivants sont

les plus résistants lorsque comparé aux souches isolées des autres animaux de

consommation 76

Tableau I : Principaux gènes impliqués dans la résistance à la bacitracine

6.1.5 Virginiamycine

6.1.5.1 Description

La virginiamycine fait partie du groupe des streptogramines (synergistines), lequel

fait partie de l’ensemble macrolide-lincosamide-streptogramine. Ce groupe comprend les

pristinamycines, les mykamycines et les oestreomycines en plus des virginiamycines. Le

groupe des streptogramines est divisé en deux classes, le groupe A contenant les lactones

Mécanisme d’ action Gène Microorganisme porteur

Transporteur ATPase bcr Bacitius, Enterococcus,
E. cou

yts BaciÏtus subtiÏis

Phosphatases bacA E. cou, Staphvlococcus,
Streptococcus

ypf pgb E. cou

bcrC .BaciÏÏus subtiÏÏis

Compétition ywoA BaciÏÏus subtitis
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macrocycliques (ex: virginiamycine M1) et le groupe B, les hexadepsipeptides (ex:

virginiamycine SI). La virginiamycine est un composé naturel provenant de métabolites

secondaires produits par Streptornvces virginiae. Les streptogramines sont peu solubles dans

l’eau, mais solubles dans les solvants organiques à divers degrés. Chaque groupe possède un

effet bactériostatique lorsqu’il est employé seul. Lorsqu’une virginiamycine du groupe A est

employée avec une autre du groupe B, leur effet est synergique et peut devenir bactéricide
21

Depuis des décennies, la virginiamycine est utilisée comme promoteur de croissance

et comme agent pour combattre les infections du poulet à Ctostridium peifrmngens, autant en

Union-Européenne qu’aux États-Unis. Selon l’ACJÀ, la virginiamycine doit être donnée

comme promoteur de croissance à 11 mg/kg d’aliment complet aux poulets à griller à partir

de leur naissance jusqu’à l’atteinte du poids d’abattage. Il est interdit de donner cet

antibiotique aux oiseaux dont les oeufs sont destinés à la consommation et aux oiseaux de

remplacement et de reproduction. La virginiamycine ne peut être utilisée avec des aliments

agglutinants sous forme de granules

6.1.5.2 Mécanisme d’action et cible

Les streptogramines agissent au niveau de la sous-unité 50 S du ribosome et

interfèrent avec la synthèse protéique en s’opposant à l’incorporation de l’ARNt et en

empêchant la traduction des ARNm. Plus précisément, les deux groupes de virginiamycine

se lient au site P du ribosome 50S. Les composés du groupe A se lient au site du complexe

peptidyle-transférase en l’absence d’ARN. Le groupe A effectue son action inhibitrice au

cours des premières phases de l’élongation en bloquant le lien entre le site P et le site A. Le

groupe B peut se lier au ribosome 50S à n’importe quel moment de la synthèse. Il agit au

niveau du tunnel de sortie des polypeptides. Il est impliqué plus tard dans la synthèse

protéique et cause le relargage de chaînes polypeptidiques incomplètes

La liaison des streptogramines A entraîne un changement de conformation du

ribosome qui augmente l’affinité des streptogramines B d’environ 100 fois 68 On observe
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un retard dans la reprise de la croissance lorsque des microorganismes exposés aux

streptogramines ne le sont plus, sans doute dû à la forte tiaison de l’antibiotique avec sa

cible. Elle cible plus particulièrement les bactéries positives à la coloration de Gram. Une

quantité de 55 mg/kg diminue considérablement le nombre de C. pe’fringens dans les

intestins des poulets, réduisant la mortalité associée aux nécroses entériques. Aucun effet

sur l’excrétion fécal des SalmoneÏla n’a été noté 16.100 La majorité des bactéries Gram

négatives sont considérées résistantes, car non perméables à cette molécule 22

6.1.5.3 Résistance

Il n’existe par de normes clairement établies permettant de déterminer la

concentration minimale inhibitrice (CMI) pour la virginiamycine 14 Par le fait même, il est

difficile de déterminer à partir de quelle concentration de virginiamycine les

microorganismes sont considérés résistants. Selon différentes études, la prévalence des E.

faecium résistants aux streptogramines varie de O à 74% 16 La recherche des gènes de

résistance semble donc un indicateur plus fiable de la résistance des microorganismes à la

“.‘.— virginiamycine. De plus, la virginiamycine est insoluble, ce qui complique l’établissement

de sa CMI. Pour évaluer la résistance aux streptogramines, on utilise plutôt le complexe

quinupristine/dalfopristine, streptogramines modifiées dont la solubilité dans l’eau est plus

élevée. La résistance aux streptogramines peut être médiée par une altération de la cible de

l’antibiotique, l’inactivation de l’antibiotique ou par une pompe à efflux.

Le produit des gènes erm (soit ermA, B, C, D, E, f, G, Q et BP) modifie le

ribosome par méthylation et empêcherait le lien des streptogramines du groupe B à ce

dernier. La combinaison de streptogramines du groupe A et B reste cependant active due à

leur effet synergique. La modification du ribosome peut entraîner la résistance à d’autres

antibiotiques agissant à ce niveau. On parle alors d’une résistance à un phénotype précis soit

à celui des Macrolides-Lincosamides-Streptogramines B (MLSb). L’expression des gènes

erm peut être régulée par certains macrolides, dont I’érythromycine, ou être induite

constitutivement I 1,12,17,68
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La résistance aux streptogramines peut également être causée par l’inactivation des

molécules du groupe A, via des acétyle transférases, et celtes du groupe B, via des lyases.

Les acétyles transférases ajoutent un groupement acétyle à une portion hydroxyle des

composés du groupe A. Ceci génère un encombrement stérique empêchant la liaison au

ribosome. Les gènes vat codent pour des acétyles transférases. La résistance chez les

entérocoques aux streptogramines estassociée au gène vatD, anciennement désigné satA .

Un autre gène, vatE, anciennement satG, confère également la résistance chez ce

microorganisme 92, Les gènes vatA, vatB et vatC inactivent les composés du groupe A chez

Staphelococcus 2,4,32,98

Les hydrolases viennent linéariser les streptogramines du groupe B en brisant un lien

ester. Ce changement de conformation cause la perte d’activité de ce groupe de

streptogramines. Des lyases, codées par les gènes vgbA et B, sont retrouvées chez les

staphylocoques ainsi que chez les entérocoques 4,17,41,45,68,98

Un autre mécanisme de résistance utilise l’expulsion constante de la virginiamycine

par des pompes à efflux. Une pompe à efflux est codée par les gènes vgaA et vgaB chez

Staphyiococcus; elle est propre aux composés du groupe A 3,1 Le gène isa code pour une

pompe spécifique aux molécules du groupe A, participant à la résistance intrinsèque aux

streptogramines de E. faecatis 86 Les gènes tnsrA et msrB, dont l’expression est induite par

l’érythromycine, codent également pour une pompe expulsant les composés du groupe B

chez StaphyÏococcus 66.80 Un gène de forte homologie, rnsrC, a été retrouvé chez les

entérocoques

Les gènes vatD, vatE, errnB, vgaA, vatA et vgbA sont les gènes les plus souvent

retrouvés chez la population microbienne résistante aux streptogramines, mais leur

prévalence peut varier selon les études. Les gènes ermA et ermC sont prédominants chez

Staphytococcus, représentant 98% de la résistance Le gène vatD peut être transférable, et

lié sur un plasmide au gène ermB, in vitro chez Enterococcus faecium lors d’essaie de

comjugaison sur papier filtre 42,
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Tableau II: Principaux gènes impliqués dans la résistance à la virginiamycine

6.2 Microorganismes d’intérêt pour l’étude

6.2.1 Enterococcus spp.

6.2.1.1 Description générale

Enterococcus spp. est une bactérie Gram positive, faisant partie des bactéries

produisant des acides tactiques. Elles sont non sporulées, capables de croître en atmosphère

aérobique ou microaérobique, oxydases négatives et catalases négatives. Ce sont des

microorganismes ubiquitaires. Leur température optimale de croissance est 35°C. Elles

peuvent croître de 10°C à 45°C. Elles peuvent aussi croître dans un milieu contenant 6,5%

de NaCÏ à pH 9,6 et survivent 30 minutes à une température de 60°C. La plupart des

Mécanisme d’ action Gènes Microorganisme porteur

Acétyle transférase vatA, vatB, vatC StaphvÏococcus

vs Groupe A
vatD, vatE Enterococcus

Pompes à efflux vgaA, vgaB StaphyÏococcus

vs Groupe A
Lsa E. faecaÏts

Méthylation du ribosome cfr E. cou, S. auretis

vs Groupe B
erm StaphvÏococcus,

Enterococczis,
Streptococcus,
Clostridium

Efflux vs Groupe B rnsr S .aureus, Enterococcus

Hydrolyse vs Groupe B vgbA, vgb3 Staphvtococctis,

E. faecium
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bactéries du genre Enterococcus hydrolysent l’esculine en présence de 40% de sel biliaires
‘. Enterococcus faeciurn est fréquemment isolé dans les élevages porcins, bovins et

aviaires, mais d’autres espèces d’entérocoques sont également retrouvées en grand nombre

tel que E. faecaÏis et E. cecorum. I] peut également retrouver en élevage, en moins grand

nombre, E. gaÏÏinarum, E. durans/hirae, E. avium, E. ,nundtii et E. casseÏifiavus. Chez

l’humain, les espèces les plus souvent retrouvées dans l’intestin sont E. faeciurn et E.

faecaÏis 52 Ces microorganismes sont retrouvés dans plusieurs aliments, surtout ceux

d’origine animale. Ils sont souvent utilisés comme organisme indicateur de contamination

fécale. Étant donné leur grande prévalence, ils sont maintenant reconnus comme faisant

partie de la microflore contaminante «normale» des viandes. Ils peuvent aussi être utilisés

comme agent probiotique, comme supplément alimentaire ou comme culture de départ dans

l’industrie de la transformation du lait 37.52

6.2.1.2 Infections

Enterococcus spp. n’est pas un agent possédant une grande virulence. Il est plutôt la

source de maladies nosocomiales opportunistes. II est aux États-Unis, te 2e agent

nosocomial en importance, l’agent fréquemment isolé des sites de chirurgie des soins

intensifs et la 3e bactérie en importance isolée des infections sanguines. Il peut également

causer des endocardites, des bactériémies, des méningites et des infections urinaires

6.2.1.3 Résistances aux antibiotiques

Plusieurs entérocoques sont résistants aux antibiotiques. On note chez Enterococcus

spp. des résistances acquises à la tétracycline, gentamicine, ampicilline, enrofloxacin, aux

macrolides, chloramphenicol, trimethoprime/sulfamethozaxole, quino lone, aux

glycopeptides et à la streptomycine. On parle de résistance intrinsèque aux

isoxazolylpenicillines, cephalosporines, lincosamides, aux aminoglycosides (résistance

faible) et polymixines 15,37

Une résistance à un glycopeptide précis, la vancomycine, a déjà été associée à

l’utilisation massive d’un promoteur de croissance chez la volaille et le porc l’avoparcine
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La vancomycine est un antibiotique de nouvelle génération, utilisée en dernier recourt

lors des infections bactériennes ne pouvant être traitée par d’autres antibiotiques 52• Le

VRE, «vancomycin resistant enterococci », n’était presque jamais isolé chez les poulets

élevés sans utilisation d’avoparcine. Par contre, dans certaines fermes d’élevage de poulet à

griller où l’avoparcine fut utilisée, 11 échantillons sur 12 étaient positifs pour le VRE 91 Le

signal d’alarme en Allemagne fut la présence de VRE dans une petite municipalité où il n’y

avait aucun hôpital et dont la source de VRE suspectée était les fermes d’élevage 96 Les

GRE, «glycopeptide-resistant enterococci» sont devenus un problème majeur avec une

prévalence élevée d’isolement dans les hôpitaux des États-Unis 52• Une autre étude

démontre l’absence des VRE dans les isolats des personnes strictement végétariennes ce qui

suggère que l’acquisition des VRE hors du contexte hospitalier serait reliée à la

consommation de viande contaminée .

Après l’interdiction de l’avoparcine dans l’Union-Européenne, une baisse

significative de la prévalence des GRE chez les animaux, les humains hospitalisés ou non a

C été obseée. Les États-Unis n’ont jamais approuvé son utilisation étant donné ses effets

cancérigènes 91 L’association entre l’avoparcine comme promoteur de croissance et la

création de souches résistantes à la vancomycine est établie. Il se peut donc que d’autres

promoteurs de croissance viennent eux aussi créer de la résistance aux antimicrobiens sur

les élevages d’animaux de consommation.

Un nouvel antibiotique semi-synthétique à usage thérapeutique chez l’humain de la

classe des streptogramines utilise une combinaison de quinupristine/dalfopristine (Q/D).

C’est l’une des dernières armes utilisées contre les infections aux entérocoques

multirésistants. Des études faites aux États-Unis, aux Pays-Bas et au Danemark ont

démontré une fréquence élevée d’isolement d’entérocoques résistants à Q/D (Synercid) 88

La résistance à Q/D, révélatrice de la résistance aux streptogramines, peut-être médiée par

deux acétyl-transférases, vatE et vatD. Le gène ermB codant pour une 23s ARNr méthylase

peut également être impliqué. Des isolats d’entérocoques résistants à Q/D ont été isolés chez

les animaux dont l’alimentation contenait de la virginiamycine

C
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La résistance aux streptogramines peut être acquise pour E. faecium et est considérée

comme naturelle (intrinsèque, fait partie du génome normal) chez E. JzecaÏis étant donné

la présence du gène isa codant pour un transporteur ABC (ABC-23). Les transporteurs ABC

sont des pompes membranaires constituées de trois protéines chargée d’expulser les

molécules pour Lesquelles elles ont de l’affinité. Elles utilisent généralement l’ATP comme

énergie pour créer le flux 25,47.86 La CMI pour les streptogramines chez E. faeciurn est de 16

jig/ml On retrouve également des entérocoques résistants aux streptogramines possédant

le gène rnsrC codant pour une pompe à efflux 85

Enterococcus spp. possède également des pompes à efflux. EfrAB, retrouvé chez E.

faecatis, code pour une pompe conférant la résistance à plusieurs antibiotiques dont la

structure n’est pas reliée: norfloxacin, ciprofloxacin, doxycycline, acriflavine, 4’,6-

diamidino-2-phenyiindole, clii orure de tetraphenylphosphonium, daunombicine et

doxombicine. Une augmentation de la CMI à l’arbekacine, novobiocine, daunombicine,

doxombicine, au bromure d’éthidium et à la safranin O a également été observée 56• E.

faecalis possède également le gène erneA codant pour une pompe à efflux pour le

norfioxaxin (fluoroquinolone). Les mutants délétères ont vu leur sensibilité à l’acriflavine,

ciprofloxacin, clindamycine, erythromycine et la novobiocine augmentée de 2 fois 25,47

Des entérocoques résistants à la bacitracine ont également été isolés de fèces de

porcs et de poulets . Ils sont très souvent retrouvés chez le poulet vivant et sur leurs

carcasses. Cependant, leur transmission du poulet à l’humain n’a pas été démontrée76. La

résistance à la bacitracine chez les entérocoques semble être uniquement reliée aux gènes
1 59ocr
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6.2.2 Escherichia cou

6.2.2.1 Descriptïon générale

E. cou est un bacille Gram négatif membre de la grande famille des entérobactéries.

Ils sont oxydase négative, dégradent le glucose par fermentation, sont anaérobies

facultatives ainsi que mobiles. C’est une bactérie ubiquitaire retrouvée dans la microflore dti

tube digestif des animaux et de l’humain et par conséquent souvent utilisée comme

indicateur de contamination fécale 23

6.2.2.2 Infections

Chez les humains, les souches de E. cou virulentes peuvent causer différentes

maladies (colibacilloses). Par exemple, les souches entéropathogènes (EPEC) causent des

diarrhées chez les jeunes enfants. Les souches entérotoxigènes (ETEC) causent des

diarrhées sévères, dont la diarrhée du voyageur, dues à la production d’entérotoxines

thermolabiles et/ou thermostables. Les E. cou entéroinvasives causent des dysenteries

associées à des selles mucoïdes, contenant du matériel nécrotique et pouvant être

sanguinolentes. Certaines souches peuvent également produire des colites hémorragiques

lesquelles sont appelées maladie du hamburger. Les aliments contaminés dont la cuisson n’a

pas été complétée peuvent alors transmettre les E.coti zoonotiques 23

Chez le poulet à griller, certains sérotypes peuvent causer des infections du tractus

respiratoire et des tissus mous. On parle entre autre d’aérocasculite et de cellulite. Ces

infections réduisent la consommation de nourriture par les animaux et les affaiblissent

considérablement. Les infections à E. cou causent beaucoup de pertes économiques dans

l’industrie avicole. L’infection est souvent traitée avec des fluoroquinolones, de la

pénicilline et de la streptomycine

6.2.2.3 Résistances aux antibiotiques

E. coti est un pathogène autant retrouvé chez les animaux que chez les humains. Il

est donc souvent exposé aux agents antimicrobiens. Malheureusement, il devient de plus en

o
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C
plus résistant aux antibiotiques utilisés autant en médecine humaine qu’à la ferme. Les

souches de E. cou sont communément résistantes aux pénicillines à large spectre et au

tnméthoprime et plus sensibles au céphalosphonnes de troisième générations ainsi qu’au

nitroftirantoïne. La résistance au 3-Iactames de dernière génération ainsi qu’aux

fluoroquinolones est en hausse constante depuis plusieurs années 90 La résistance aux

antibiotiques semble plus élevée en Amériques centrale et du sud, en Espagne et en Turquie

comparativement aux États-Unis et à l’Europe centrale Les personnes en contact avec les

animaux de la ferme sont plus susceptibles d’avoir une flore intestinale composée de E. cou

résistants aux antibiotiques .

E. cofl peut devenir résistant aux fluoroquinolones suite à une mutation du gène

gvrA ou par la présence du gène plasmidique qnr. Cette résistance est associée à l’utilisation

de cet antibiotique pour contrôler les infections à E .coÏi 72.99• E. cou peut aussi être résistant

aux macrolides par le biais de la présence des gènes erm et aux f3-lactames par production

d’une multitude de f3-lactamases. Certaines f3-lactamases sont même actives contre les

(j dernières générations de céphalosporine et contre les combinaisons contenant des

inhibiteurs de f3-lactamases. Ce phénotype est appelé ESBL pour «extended spectrnm 13-
lactamases ». Ces résistances sont plasmidiques et donc peuvent être transférées. Une

grande variété de gènes codent pour cette résistance 722•

On rapporte également des souches résistantes aux tétracyclines. Les gènes

impliqués sont les gènes tet. Le produit des gènes protège le ribosome, lieu d’action des

tétracyclines et peuvent également coder pour des pompes à efflux 90

On peut également retrouver chez E. cou une pompe à efflux, AcrAB, capable de

transporter la tétracycline, le chloramphenicole, les 13-lactamines. la novobiocine, l’acide

fusidique, l’acide nalidixique et les fluoroquinolones. Cette pompe a aussi de l’affinité pour

le SDS, le Triton X-100, les sels biliaires, certains colorants, certains désinfectants et même

certains solvants 55,101• E. cou possède au moins 20 gènes associés à des fonctions d’efflux,

mais peu, en comparaison au système AcrAB, confèrent une résistance multiple. Les autres

o
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systèmes conférant une résistance semblable à cette pompe à efflux sont EmrE et MdfA

Il a été rapporté que la résistance à la tétracycline, au sulfonamide et à la

streptomycine est très élevée chez les souches de E.coli isolées du poulet à griller. Il a

également été démontré que l’utilisation de l’oxytétracycline, de la sarafloxacine et de

t’enroftoxacin ne sélectionne pas pour des résistances à des antibiotiques précis . Les

isolats du Canada peuvent être résistants à jusqu’à neuf antibiotiques 27 Ils peuvent être

fréquemment résistants à la tétracycline l’amoxicilline, le ceftiofure la spectinomycine et les

sulfonamides 26

o

o
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7.1 ABSTRACT

Antimicrobial agents such as zinc bacitracin (ZB) and virginiamycin (VG) are used

as growth promoting agents (GP) in broiler chicken production to enhance feed efficiency.

There are some concems that this practice is promoting resistance to antimicrobial agents.

The objective of this srndy was to evaluate the effect of the use of ZB and VG on the

emergence of antimicrobiai resistance (AMR) in a commercial broiler chicken farrn. Three

trials were each conducted using three different diets: one without antimicrobial agents, one

containing VG and one with ZB. The average daily weight gan and average mortality were

calculated for the tbree trials for each group and compared. Before and after a 34 day

growing period, Escherichia coti and Enterococcus spp strains were isolated from litter as

well as cloacal swabs and tested for their susceptibility to various antimicrobial agents. The

presence of the VG resistance genes vatD and ermB and the bacitracin resistance gene bcrR

in Enterococcus spp. isolates was then determined by PCR. Comparative quantification of

vatD and bcrR genes in total DNA extracts from litter was done by SYBR Green Real-Time

PCR (QPCR). VG and ZB did not have any effect on the average daily weight gain or

mortality of the birds studied. E. cou and Enterococcus spp. isolates from chickens receiving

different diets with and without ZB or VG had varying levels of resistance to various

antimicrobiai agents over time. These GPs did not select for specific AMR in Enterococcus.

The use of ZB and VG seemed to lower the percentage of E. cou isolates resistant to

cephalothin, nalidixic acid and sulfamethoxazol. The presence of bcrR gene could flot

explain ail resistant phenotypes to ZB. Other genes than vatD and errnB seemed to be

involved in the resistance to VG. QPCR analysis indicated that the use of ZB and VG was

not associated with bcrR gene in DNA extracts from titter but that the use of VG was

associated with vatD presence.

C
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7.2 INTRODUCTION

The emergence of AMR is now considered to be a serious public health threat.

Agriculture practices stiit rely on antimicrobial agents for growth promotion and for the

treatment and prevention of infectious diseases (1). The use of antimicrobial agents in

animal husbandry is now considered to be associated with the development of antibiotic

resistant foodbome pathogens (2, 3), since several bacteria isolated from food retail stores

are resistant to multiple antimicrobial agents (4). Escherichia cou and Enterococcus spp. are

ofien used in such studies as indicators of faecal contamination (5). They represent Gram

negative and Gram positive bacterial populations respectively and are part of the normal

bacterial fora of broiler chickens. They may also be resistant to many antimicrobial agents

(6).

Antimicrobial agents given as GP are used in very low concentration and have been

used since 1950 to improve zootechnical performances (1). While regulations have been put

in place in Europe to reduce the use of antimicrobial agents for growth promotion (7), the

broiler chicken industry in North America stiil wildly uses GP antimicrobial agents ZB and

VG (8, 9).

Zinc Bacitracin is a polypeptidic antimicrobial agent produced by BaciÏÏus

Ïicheniformis. It is a combination of 3 major and at least 13 minor polypeptides. It inhibits

the dephosphorylation of C55-isoprenylpyrophosphate, blocking the recycling of this

transporter needed for the production of the peptidoglycan celi wall. ZB is used in human

medicine mainly as a topical ointment due to its nephrotoxicity (10).

Resistance to bacitracin in BaciÏtus Ïichenformis is caused by a unidirectional pump

coded by the bcr genes. A similar mechanism of resistance has been obsewed in E. cou and

Enterococcus spp. (11). Bacitracin resistance genes bcr of Enterococcus spp. are thouglit to

be regulated by a recently discovered gene, bcrR (12). E. cou also possesses the bacA gene
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that confers an additional mechanism of resistance to ZB as well as other kinases that

dephosphorylate the transporter (13).

Virginiamycin is a member of the streptogramin antimicrobial agent class that is

divided into two categories: group A which are macrocyclic lactones and group B which are

hexadepsipeptides. Each group is bacteriostatic, but when used together, they act in synergy

and become bactericidal. The growth promoter VG is a combination of these two classes,

represented by VG Ml (group A) and VG SI (group B) in a 70:30 ratio. It binds to

ribosomal RNA 23S of the 50S ribosome sub-unit and inhibits protein production. The VG

spectrum of action includes Gram positive as well as some Gram negative cocci (14).

Resistance to VG can be the resuit of target modification caused by erm genes. The

errnB gene is often found in Enterococcus spp. and targets group B compounds.

Modification of the 50S ribosome sub-unit can also cause resistance to macrolide and

lincosamide creating a phenotype know as MLSb resistance (15). The efflux pump can also

be associated with resistance to VG. Efflux pump resistance genes msr (16), efficient against

group B compounds, and vga (17, 1$), efficient against group A compounds, can be found in

Staphvlococcus and Enterococcus spp. (15). finally, inactivation of VG by vat genes (19),

targeting group A compounds, and vgb genes (20), targeting group B compounds, can cause

resistance to VG in Enterococcus spp. (15).

Few studies in Canada have evaluated the effect of ZB and VG on the emergence of

antimicrobial agent resistant bacteria in the broiler chicken andlor farm environment (21,

22). The aim of this study was to evaluate the potential of GPs ZB and VG to promote AMR

in commensal bacteria Enterococcus spp. E. cou (via co-selection) as well as to increase the

AMR gene reservoir in the environment of broiler chickens. In order to do so, broiler

chickens were fed with or without ZB or VG. Resistance profiles of Enterococcus spp. and

E. cou were evaluated at the beginning and at the end of a 34 day growing period. Presence
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of different resistance genes related to the GP was also assessed in fnterococcïts spp.

(D isolates and the resistance genes bcrR and vatD copy number was compared in litter total

DNA extracts by Real-Time PCR.

7.3 MATERIALS AND METHODS

7.3.1 Farm Trials

This fieid study was undertaken on a commercial broiler chicken farm (f. Menard

Inc.) simated in farnham, Québec, Canada. The farm was divided into three separate floors

each with a distinct feed system. Each floor was dedicated to one specific diet and housed

4000 female Ross broiler chickens at a density of 0.85 square foot per chicken. The diet

types consisted of a standard commercial vegetal soy-com diet with ZB added (Albac, 55

ppm, Aipharma Canada Corp., Ontario, Ca) or with VG added (Stafac 44, 22 ppm, Phibro

Animal Health, Saskatchewan. Ca). Diets were given during the whole experiment. A

control group, without GP was incÏuded in the study. Three consecutive trials were

conducted and each trial was started on a different floor. The birds were fed and watered aU

tibitum. Ail birds were one day of age at the beginning of each trial, were vaccinated against

Marek disease as well as pneumonia at the hatchery and weighted approximately 50 grams.

Exact composition of the vaccines used at the hatchery was not avaiiabie. Dead broiiers were

removed on a daily basis. Birds were studied for a period of 34 days. Biosecurity measures

were put in place to avoid crosscontamination between treatments. Specific boots and

equipments were used for each condition. Between each trial, the litter was removed and

replaced with fresh material (mixed coniferous wood chips) and the floors were thoroughly

cleaned as well as disinfected.

Cloacal and iitter sampies were coliected for microbioiogical anaiysis from each of

the three triais as foilows. At the start of cadi trial, transport cases containing 150 day old

chicks were swabbed upon arrivai. On day 34, Cive sampies each consisting ofcloacal swabs
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pooled from three birds were taken randomly from each section. five portions of

approximateiy 100 g of litter were taken randomiy from each of the three sections on day O

and day 34 of each trial. Prior to slaughtering, birds raised in the same diet condition were

weighted altogether in the same transportation vehicie. Average daily weight gain (total

weight of ail birds\number of birds weighted\day of growth) and average mortality in ail

three trials were calculated and results between each condition compared.

7.3.2 Bacterial Isolation

Enterococcits spp. and E. cou were isoiated from sampies as follows. Briefly, for E.

cou, samples were diluted in peptone buffered water (BD, Oakville, On, Ca) in a ratio of 1:9.

Peptone buffered water was incubated at 37°C ovemight and one loop was streaked on

MacConkey Agar (Fisher Scientific, Ottawa, On, Ca). Typical E. cou colonies were isolated

on 5% Sheep Biood Agar (Quélab, Montréai, Qc, Ca) and conflrmed with triple iron sugar

agar, citrate agar, oxidase and by catalase tests. One out of 10 isolates with typical

biochemical pattems was further characterised on API 20E galleries (bioMérieux,

Hazelwood, Missouri, USA) (23). For Enterococcus spp., samples were diiuted in

Enterococcosel broth (Fisher Scientific, Ottawa, On, Ca) in a 1:1 ratio. One loop of

Enterococcosel broth was streaked on Enterococcosel Agar (f isher Scientific, Ottawa, On,

Ca) after an ovemight incubation at 42°C. Typicai Enterococcus spp. colonies were selected

and identified by using Slanetz and Bartley Agar (Fisher Scientific, Ottawa, On, Ca),

mannitol and arabinose fermentation and methyI-Œ-D-glycopyranoside test (23). Resuits for

Enterococcits spp. include ah results obtained from both Enterococcits ftxecaÏis and

Enterococcttsfaecium unless otherwise stated.
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7.3.3 Antimicrobial resistance

Ail Enterococcus spp. (n=21 1) and E. cou (n=214) isolated from litter and from birds

were tested for phenotypical AMR (Table 1). Resistance to selected antimicrobial agents

(Oxoid, Nepean, On, Ca) was determined by disk diffusion according to Clinical and

Laboratory Standards Institute (CLSI) guidelines (24). The following antimicrobial agents

were used for ail isolates: nalidixic acid (NA), amikacin (AK), amoxicillinlclavulanic acid

(AMC), ampiciilin (AMP), apramycin (APR), bacitracin (B), cefoxitin (FOX), ceftioftir

(XNL), cefinaxon (CR0), cephalothin (KF), chloramphenicol (C), ciprofloxacin (CIP),

clindamycin (DA), enrofloxacin (ENR), erythromycin (E), gentamycin (CN), kanamycin

(K), neomycin (N), quinupristinldalfopristin (QD), streptomycin (S), sulfamethoxazole

(RL), tetracycline (TE), trimethopnm-sulfamethoxazole (STX) and vancomycin (VA).

Escherichia cou ATCC #25922 and Enterococcus fixecalis ATCC #29212 were used as

controls.

Bacitracin was used in the disk diffusion assay to evatuate Z3 phenotypical

resistance. VG was flot accessible in disk format for the agar disk diffusion assay.

Resistance to VG was then assessed using a minimal inhibitory concentration (MIC) agar

dilution method. VG was extracted using acetone from Stafac 44, containing 44 g of

virginiamycin per kg of Stafac 44, to a concentration of 20 mg virginiamycinlml (25, 26).

After extraction, acetone was filtered with a 0.22 im steriie fiiter and added aseptically into

50°C non-solidified Mueller-Hinton Agar (Oxoid, Nepean, On, Ca) to obtain serial twofold

dilutions of VG in agar plates ranging from 2 .tg/m1 to 256 .tg/m1. Isolates were inocuiated

on plates to assess VG resistance. Breakpoint for resistance to VG was 8 ig/ml in the 2001

DANMAP report and used only for Enterococcus faeciurn (5). Since this study uses the

growth promoter as a source of virginiamycin for the MIC essay and that resuits for

Enterococcus spp. include both E. faecatis and E. faecium data, we choose a breakpoint by
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looking at the distribution of MIC in our isolates. The MIC of VG used to determine the

isolates resistance was 32 jig/ml, corresponding to one standard deviation over the means of

the MIC obtained. Minimum Inhibitory Concentrations (MIC) of Enterococcus spp. isolates

for VG followed a Gaussian distribution. AMR profiles from E. cou and Enterococcus spp.

were obtained and the percentages of resistant isolates were compared using Escherichia cou

ATCC #25922 and EnterococcusjiecaÏis ATCC #29212 as controls strains.

7.3.4 DNA Extracts

Bacterial isolates randomly selected from isolates found in litter and birds were

grown ovemiglit on 5% (v/v) Sheep Blood Agar (Quélab, Montréal, Qc, Ca). One loop of

bacteria was resuspended in 200 jil of lysis buffer (Tns-HC1 20 mM, EDTA 2 mM,

Triton X-100 1.2% (v/v), pH 8.0) containing 10% (w/v) of Chelex-100 (Biorad,

Mississauga, On, Ca) and then hcated 8 minutes at 95°C. Samples were centrifuged at 5 000

x g for 2 minutes and supematants were used directly for conventional PCR (27).

Total DNA extraction from litter (n=36) was achieved by centrifugation at $000 x g

for 10 minutes of 2 ml of litter thoroughly mixed 1:9 in Peptone Buffered Water. The pellet

containing bacteria was washed with 1 ml of washing buffer (Tris-HCI pH 8.0, NaCI 150

mM). After another centrifugation step, the pellet was resuspended in 200 il of lysis buffer

supplemented with 2% (v/v) SDS and added to 30 mg of 0.1 mm glass beads (Biospecs,

Bartlesville, Okiahoma, USA) in a 1.5 ml microfuge tube. Microffige tubes were then

vortexed 5 minutes using a Turbomixer (fisher Scientific, Ottawa, On, Ca) to allow cdl

breakdown (28). Chelex-100 was added to obtain to a final concentration of 10% (w/v) afier

lysis. Tubes were then heated $ minutes at 95°C. Tubes were cooled down for 2 minutes and

then were centrifuged at 10 000 x g for 2 minutes. DNA in the supematant was cleaned up

and concentrated using the Qiagen DNAeasy Tissue kit (Missisauga, On, Ca). The DNA

extraction protocol began at the proteinase K digestion step with incubation period at 70°C



28

of 15 minutes. Manufacturer’s instructions were then followed. Prior to extraction, a

loopftill of a Enterococcus faecium isolate (#crsv-entO 1), previously charactcrized in our

laboratory, containing errnB, vatD and bcrR genes was added to one litter sample as a

positive control.

7.3.5 Potymerase Chain Reaction

GP resistant and susceptible phenotypes were used from day O (n=45) and day 34

(n=45) to determine the carnage ofthe selected growth promoting associated AMR genes by

conventional PCR genes only in Enterococcits spp. Isolates. Sensible isolates were used to

asses possible carrying of resistance gene who could be silent (29). PCRs for VG associated

resistant genes vatD and ermB and for ZB associated resistance gene bcrR were performed

using the Invitrogen Taq polymerase kit (Burlington, On, Ca) using 1 unit of Taq

polymerase, 1.5 mM of MgCÏ2, 1 mM of dNTPs, 0.5 .tM of each primer and 0.1 jsg/j.tl of

BSA. In house PCR pnmers (Table 2) were designed using GenBank sequences with the

free access software PeriPrimer (30). Amplification conditions in an Eppendorf Mastercycler

gradient system (Brinkman Instruments Canada, Mississauga, On, Ca) were as follows:

initial denaturation step of 5 minutes at 95°C, followed by 40 cycles of 5 seconds at 95°C,

15 seconds at the appropriate annealing temperature (Table 1), 5 seconds at 72°C and a final

extension step of 2 minutes at 72°C. Amplicons were visualized after electrophoresis on 2%

(w!v) agarose gels using SybrSafe (Invitrogen, Burlington, On, Ca). Positive controls for

vatD and ermB were provided by Dr Michel Bergeron from Centre Hospitalier Universitaire

de Québec (CHUQ, Qc, Ca) and for bcrR provided by Dr Gregory M. Cook from New

Zealand University ofOtago (9).

7.3.6 SYBR Green Reat-Time PCR (QPCR)

The genes bcrR and vatD, commonly associated with GP resistance, were cloned

following manufacturer’s recommendations using the TopoTA cloning kit with
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electrocompetent ToplO E. cou celis from Invitrogen. Positives clones were sequenced

using Genomelab DTCS-Quick start kit from Beckman-Coulter (Mississauga, Ontario,

Canada) using a Beckman CEQ 8000 automatic sequencer. Plasmids from selected clones

were then extracted with the NucteoSpinR Ptasmid kit from BioLynx Inc (Brockville, On,

Ca). Plasmids were linearized with BamHI enzyme (Roche, LavaI, Qc, Ca) and used for

optimization, standardization and generation of standard curves ranging from 106 to 101

copies. QPCR assays were performed using the same primers than conventional PCR (Table

1). Stratagene Brilliant® SYBR® Green QPCR Core Reagent Kit (VWR, Mont-Royal, Qc,

Ca) was used as recommended by the manufacturer with primer concentrations of 750 nM.

QPCR was performed using Stratagene Mx4000® system (Stratagene, La Joua, On, Ca).

Cycling conditions consisted of an initial denaturation step of 10 minutes at 95°C followed

by 45 cycles of 5 seconds at 95°C, 15 seconds at the appropriate annealing temperature

(Table 2) and 20 seconds at 72°C with 2 fluorescence acquisitions at 72°C. Temperature

ramping rate was set to 2°C/second. Melting curve analysis was performed at the end of

amplification using l°C/minute for a 30 minute segment. Obtained threshold cycle (Ct)

values were expressed as grams of extracted litter. Low Ct/g values correspond to high copy

numbers of the target gene. Four litter samples retrieved at T=34 days for each feeding trial

for each replicate were compared in duplicate on the same QPCR reaction plate.

o
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7.3.7 Statistical analyses

Kruskal-Wallis statistical test was used to compare the average daily weight gain and

average mortality of birds between each condition. The association test Cochran-Mantel

Haenszel was used to determine the relationship between feed and the resistance level and

the relationship between time and resistance level using the fREQ procedures of the SAS

Institute (SAS 2000). A tinear mixed model was used for the QPCR experiments to assess

significant differences between diets. The statistical significance was set at a P value of

P<0.05.

7.4 RESULTS

7.4.1 Average daily weight gain and average mortality

The average daily weight gain was respectively 64.4, 64.13 and 64.04 g/day for diet

without antimicrobial agents, with ZB and with VG respectively. No significant differences

were found between the various diet conditions. The average mortatity rate was respectively

2.08, 1.80 and 1.76% for diet without antimicrobial agents, with ZB and with VG

respectiveiy. No significant differences were found between diet conditions.

7.4.2 Antimicrobial resistance profiles

The level of resistance at day O and day 34 was compared for each diet for each

microorganism. for E. cou, significant variations in the percentage of isolates resistant to

antimicrobial agents were found in ail conditions (Table 3). AIl isolates were resistant to VG

and ZB. for Enterococcus spp., a significant decrease and increase in the percentage of

resistant isolates were observed in ah types of diet (Table 4). Data showed that the

percentage of resistance to four antimicrobial agents (bacitracin, erythromycin,

quinupristinldalfopristin and apramycin) increased regardless of the type of diet. The

prevaience of isolates containing ail four resistances was 66%. Resistance to VG and ZB in

Enterococcus spp. isoiates was also variable.

C
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The level of resistance between diet groups was also evaluated at the end of each

trial. For E. cou, some significant differences were found. Surprisingly, the percentage of

resistant isolates to KF was higher in the control feed then in the ZB and VG feed. The

abundance of resistant isolate to NA was higher in the control feed then in the ZB diet and

higher percentage of resistant isolate to NA was found in the VG diet compared to the ZB

diet. The isolates resistant to RL were more abundant in birds fed the control diet than the

ZB diet. There was no significant effect of diet on the freqtiency of Enterococcus spp.

resistant to any of the antibiotics tested.

7.4.3 Presence of anfimicrobial resistance genes

Screening of Enterococcus spp. isolates by PCR revealed the presence of bcrR, vatD

and ermB in 50.5%, 14.0% and 67.0% of the isolates. Phenotypical resistance to ZB was

observed in 52.0% of screened isolates, resistance to VG in 64.0% of screened isolates and

resistance to QD in 70.0% of screened isolates.

C
7.4.4 Real-Time PCR

Sequencing of bcrR and vatD cloned amplicons gave 100% ofhomology with target

gene using both Blast (31) and ClustalW (32) alignment. Standard curve parameters obtained

with the bcrR clone were y = 3.558*LOG(x) + 42.55 with an efficacy of 91% and a

regression coefficient of 0.999. Comparative quantification data for bcrR in the litters

harvested at the end of the experiment gave the following Ct/g of extracted litter: diet

without antimicrobial agents =134.62, Z3 diet=132.7$ and VG diet=131.03. As expected,

only one amplification product was visible on the denaturation curve. When the Ct/g values

for each diet were compared together, no significant difference was found for the presence of

bcrR gene.

Standard curve parameters for the vatD clone were y = 4.531*LOG(x) + 49.85 with

a Iow efficacy of 66% buta regression coefficient of 0.988. Comparative quantification data
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obtained from the same amplification plate for vatD in the litters harvested at the end of

the experiment were 198.53, 200.69 and 185.16 Ct/g of extracted litter, respectivety for diet

without antimicrobial agents, ZB diet and VG dict. Once again, only one amplification

product was visible on the denarnration curve. Statistical analysis revealed that litter extracts

from VG diet contained significantÏy more vatD gene copies (lower Ct/g values) then the

other two diets.

7.5 DISCUSSION

7.5.1 Average daily weight gain and average mortality

Average daily weight gain and mortality were evaluated to assess the impact of the

use of ZB and VG supplemented diets on broiler production performances. It this study, the

use of ZB and VG had no effect on the average daily weight gain and the average mortality

of broiler chickens. These resuits are in accordance with other studies where no difference

was observed for ZB and VG used as GP (33-35). On the other hand, other studies reported a

positive effect of GP on zootecimical performances (36-39). These studies were made in

laboratory conditions and sometimes used small quantities of birds. The fields conditions,

even with high biosecurity measures, as well as the great number of birds used (3 X 4000)

might explain why no effects of ZB and VG were seen on the average daily weight gain and

average mortality of the broilers. Dunng this study, birds studied were not challenged by

pathogens like Clostridium perfringens. It is therefore impossible to know if VG and Z3

would have had a positif effect on sick birds.

7.5.2 Antimicrobiat resistance profiles

One objective of the present study was to determine if the use of GP would increase

the resewoir of AMR in the commensal bacterial population of broiler chickens. In a similar

experiment, McDermott et al. (40) observed an increase in the resistance to QD in

Enterococcus faecium isotated from VG fed broiler chickens. This effect was flot observed
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in the present study. It is far more difficuit to control ail husbandry variables in a

tE commercial-scale experiment than in a iaboratory setting.

Percentages of resistance at T=O days are not equivalently distributed in ail test

conditions like we thought it should be (Table 2 and Table 3). This might be due to an

insufficient sample size. AMR stili increased dramatically in time and statistical test showed

significant changes in time and between diets conditions.

In this field study, a decrease in CN resistance was observed for ZB and VG diets.

Decrease ofresistance to CN in broiler chicken farm was also reported in a recent study (41).

One possible explanation for CN decreased resistance wouid be the effect of a possible use

of this antimicrobial at the hatchery level. Absence of gentamicin in the field smdy could

have decreased the advantages conferred by gentamicin resistance and thus dccreased

presence of resistant isolates to gentamicin (41). This explanation could be applied to the

other antimicrobial agents with decreased percentage of resistance found in the present

study. Variations ofAMR, over time, may also be associated to broiler age and the microbial

ecological evolution in the growing period which could also be influenccd by GPs.

Variation of the antimicrobial profiles may be also due to other factors than just the

presence of GP. For example, it is known that some resistance to metals, like zinc, may

coselect for AMR (42). In this study, zinc level found in ZB feed was flot normalised in VG

and control diets. Differences observed between ZB condition, the VG condition and the

control condition may be due to an added effect of zinc rather then the sole presence of

bacitracin.

Selection of phenotypical resistance to antimicrobial agent may be also due to

coselection of physically linked gene by other factors then GP presence (43). For exampie,

resistance gene errnB in E. faecium has been found physically linked with other important

resistance gene (44).
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Spread of the resistance to B, E, QD and APR may mainly be the resuit of the

colonisation of the farm by specific strains of Enterococcus spp. (45). ClonaI analyses of

Enterococcus spp. isolates are required to verify this hypothesis.

E. faecaÏis have intrinsic resistance to VG since it posses the chromosomal resistance

gene isa (46). Because of this, those species are flot ofien used in VG resistance studies. In

this experiment, CMI of VG against E. faecaÏis varied from 32jsg/mi to >256sg/mi, and

resistance genes vatD and ermB were found in a variable prevalence in these isolates (data

flot shown). This is highlighting the fact that even naturaHy resistant bacteria may acquired

resistance gene present in environment and thus should be considered more often in AMR

studies. Monitoring ofAMR could be assessed by global surveillance of important resistance

genes (47).

7.5.3 Occurence of antimicrobial resistance genes
Presence of GP associated resistance genes in our isolates was assessed and the PCR

— for bcrR and vatD used as a preliminary step in developing the QPCR assay. The prevalence

of GP associated genes is variable in the poultry environment. To our knowledge, ZB

resistance gene bcrR lias only been found in Enterococcïts spp. and its prevalence is

currently unknown. The presence of streptogramin resistance gene vatD is variable, ranging

from 0% to 100% in Enterococcus spp. while errnB presence also varies ftom 0% to 100%

depending on the time and location ofthe smdy (40, 48-50).

The bcrR gene was not found in ail phenotypically ZB resistant Enterococcus spp.

isolates, suggesting that other genetic determinants are associated with this resistance. The

bcrR gene was also found in a phenotypically ZB sensible strain, highuighting the fact that

sensible strains should be included when assessing AMR gene occurence.

Resistance to streptogramin cannot be explained only by the presence of the vatD

gene or ermB gene since it was not found in ail VG or QD resistant isolates. The presence of
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only one of these genes is not Hkeiy te confer full resistance to streptogramin since they

are targeting only one of the growth promotant components (51). Only 12.64% of the strains

harboured both vatD and ermB genes (Data flot shown). These findings suggest that other

genes responsibie for VG resistance may be present. Resistance prevaience te QD and VG in

Enterococcïts spp. did net aiways cerrelate, indicating that the chosen MIC of VG used te

determine the isolates resistance could be iowered in ftirther experiments. This may aise

explain why streptogramin resistance gene ermB was aise found in seme VG susceptible

Enterococcus spp. isolates.

7.5.4 Real-Time PCR

It is possible that changes ebserved by the use of indicater microerganisms weuid net

reflect cempletely the impact ef GP use en the varieus bacterial species. A QPCR was then

developed for a comparative quantification in total DNA extracts of the resistance genes that

may be present in other bactenai species. This approach has been used for the study ofother

antimicrobiai agent resistance genes in other experiments (52, 53). Te eur knowledge this is

the first time that this appreach has been used te evaluate the ZB and VG resistance gene in

the breiler chicken environment.

Lack of differences between conditions for bcrR comparative quantification is in

accerdance with the absence ef seiective pressure fer bacitracin in Enterococcus spp. by diet

conditions. ZB resistance gene bcrR has net been reported yet in bacteria other than

Enterococcus spp. This gene may be present in ether bacteria that might net have been

selected by GP and thus aise making bcrR gene repartition almost equal in ail diets

conditions. Other bacteriai genus with varieus resistance levels te Z3 shouid be evaluated

for the presence ef bcrR gene in erder te compare the phenetypic resuits of ZB resistance

with the resuits obtained by QPCR.

Diet containing VG did net seem te contribute te the selectien ef virginiamycin
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resistant Enterococciis spp. but seemed to contribute to the selection of streptogramin

() resistance gene vatD. This resuit reinforce the hypothesis that resistance to VG in this

experiment could flot only be the resuit of vatD gene presence but also to the presence of

many genes that are flot necessarily selected by growth promoting doses of VG.

7.6 CONCLUSION

Based on our resuits, the antimicrobial agents ZB and VG used as GP does flot

increase the average daily weight gain or decrease the average mortality of broiler chickens.

The GPs used in this study did flot influence the overail resistance phenotype of commensal

E. cou and Enterococcus spp. of broiler chicken. However, the use of VG may select for

specific resistance gene in Enterococcus spp. This study also demonstrated that QPCR is a

useful tool to monitor AMR in broiler litters and can be used efficiently in future

experiments to quantify the risk posed by the presence of specific AMR genes in the broiler

chicken farm context.
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Table 1: Isolates distribution throughout the study

Enterococcus spp. Enterococcus spp. E. cou E. cou

(Day=O) (Day=34) (Day=O) (Day34)

No No No No
Replicate ZB VG ZB VG ZB VG ZB VG

additive additive additive additive

1 11 $ 10 11 13 12 7 11 9 14 13 15

2 15 12 16 14 13 11 16 16 13 16 14 16

3 13 13 12 9 9 9 12 13 12 9 9 10

o

o

o
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Table 2: List of primers used in this study

Gene Bank Accession Prirners Sequence Flybridisation Amplicons
Gene

Number (5’-3’) Temperature (°C) Length (pb)

F-CATTTAACGACGAAACTGGC
ermB AY827545.1 55 400

R-GGAACATCTGTGGTATGGCG

F- CAAATCATAGAATGGATGGC
vatD L12033.1 53 251

R- TTTCGTTAGCAGGATTTCC

F- GTTACCCTAACATGGAGTCG
bcrR AY496968.1 55 215

R- AAACATAACCGCCAACAGAG

o
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Table 3: Significant antimicrobial resistance means variation over time (Day O vs Day 34) in E.
cou for each type ofdiet

Antimicrobial Agents with Significant Antimicrobial Agents with Significant

Increase of Resistant Isotates Percentage Decrease ofResistant Isolates Percentage
Diets

Antimicrobial Antimicrobial
T= O (%) T=34 (%) T= O (%) T=34 (%)

Agent Agent

No KF 5.50 43.00 CN 15.75 2.00

Additive SXT 0.00 17.67

AMC 33.25 14.00

ZB No significant antimicrobial AMP 82.50 27.33

KF 31.25 15.67

K 0.00 16.67 AMP 32.50 9.67

VG N 0.00 9.67 CN 12.50 1.00

NA 0.00 21.67

o
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Q Table 4: Significant antimicrobial resistance means variation over time (Day O vs Day 34) in
Enterococcus for each type of diet

Antimicrobial Agents with Significant Antimicrobiat Agents with Significant

Increase of Resistant Isolates Percentage Decrease of Resistant Isolates Percentage
Diets

Antimicrobial Antimicrobial
T= O (%) 1=34 (%) T= O (%) T=34 (%)

Agent Agent

AK 68.50 94.33 ENR 17.75 0.00

APR 67.75 91.33

B 35.25 67.33

E 18.00 72.13
No

K 80.75 97.33
Additive

N 58.75 91.33

QD 28.50 90.67

TE 72.75 97.33

VG 58.00 79.33

APR 80.25 97.00 CN 46.75 29.00

B 43.00 97.67

E 54.25 81.00

Z3 KF 20.00 58.00

QD 47.00 9 1.00

VG 62.25 86.67

AK 85.50 97.00

APR 77.25 97.33 ENR 12.50 0.00

B 37.50 77.67

VG E 49.75 86.00

N 72.25 95.00

QD 63.50 93.67

G

o



8 Discussion générale des résultats

8.1 Gain de poids quotidien moyen et mortalité moyenne

Les promoteurs de croissance sont utilisés en grande partie pour favoriser la

croissance et améliorer les paramètres zootechniques comme le gain de poids moyen

quotidien, ta mortalité ou la conversion alimentaire. Plusieurs études ont été effectuées sur

le sujet et le protocole la présente expérience mis au point selon elles.

Une de ces études par Engberg et aÏ (2000), comportait l’utilisation de 960 oiseaux

élevés en parquets et répartis en huit réplicats, pour quatre conditions de nourriture: sans

promoteurs de croissance, avec bacitracine de zinc à 22 mg/kg avec salinomycine à 60

mg/kg ou la bacitracine de zinc en combinaison avec la salinomycine. L’étude s’est

déroulée sur 42 jours. Les résultats obtenus ont permis aux auteurs de conclure que lorsque

la bacitracine de zinc était employée seule ou en combinaison avec de la salinomycine

augmentait le gain de poids moyen quotidien des oiseaux 31•

En 2003, Brennan et aï ont évalué l’effet du BMD «Bacitracin Methylene

Disacylate », avec ou sans narasine, sur l’entérite nécrotique causée par Ctostridiurn

peifringens. L’étude comportait 2 000 poulets élevés en parquets et séparés en cinq

traitements : 1) sans C. pefringens et sans moulée médicamentée, 2) bactéries sans moulée

médicamentée, 3) bactéries et BMD à 55 mg/kg, 4) bactéries et narasine à 70 mg/kg et 5)

bactéries et moulée contenant BMD et narasine. L’étude comportait 41 jours de croissance

et les poulets ont été nourris à partir du jour 0. Les résuLtats de cette étude ont fait la

démonstration que lorsque les oiseaux sont sollicités par un pathogène, les promoteurs de

croissance augmentent les performances zootechniques des poulets dans les 15 premiers

jours de croissance des oiseaux’3.

Dans une autre étude de Pedroso et al (2006), une moulée supplémentée ou non de

BMD à 27,5 mg/kg a été donnée à 1 200 poulets et ce jusqu’à 21 jours d’âge. Les poulets

ont été élevés en parquets et les performances zootechniques des différents groupes

comparés. Les performances des oiseaux élevés en parquets ont été augmentées par l’ajout

des promoteurs de croissance

C



Dans une autre étude, Donabedian et aÏ (2003) ont vérifié l’effet de l’ajout de

virginiamycine à la moulée sur des poulets à griller. Huit poulets ont été nourris avec des

doses sous-thérapeutiques de virginiamycine sur une période de 11 semaines et huit autres

n’en n’ont pas reçu. Les deux groupes étaient séparés géographiquement. Aucun effet de la

virginiamycine sur te gain de poids n’a été noté dans cette étude 28

Dans une étude supplémentaire, Dumonceaux et al (2006) ont utilisé 400 poulets

distribués en 20 parquets, utilisant une litière provenant de poulets adultes n’ayant pas été

nourris avec des antibiotiques, et d’autres qui ont été nourris avec une moulée contenant 22

mg/kg de virginiamycine ou non. L’étude a été réalisée sur une période de 50 jours. Les

performances zootechniques ont été augmentées par l’ajout de virginiamycine dans les deux

premières semaines de l’étude 29

L’effet de l’ajout de BMD et de virginiamycine sur les poulets à griller a également

été évalué par McDermott et al (2005). Dans cette recherche, on a utilisé 20 oiseaux par

parquets. Le design expérimental comprenait 72 parquets permettant 24 réplicats de trois

traitements: sans antibiotiques, BMD à 50 mg/kg pour la phase de début et 25 mg/kg pour

la phase de croissance et virginiamycine à 20 mg/kg pour la phase de début et 10 mg/kg

pour la phase de croissance. L’étude s’est déroulée sur sept semaines. Deux groupes de

poulets ont été utilisés. Un groupe a été sacrifié dans le but de vérifier l’état du tractus

digestif des oiseaux et un autre utilisé pour des expériences de gain de poids uniquement. Le

deuxième groupe a vu un effet positif des promoteurs de croissance sur les performances

des poulets à griller et l’autre groupe non (poulets sacrifiés)65.

En synthèse, il existe plusieurs études ayant porté sur l’effet des promoteurs de

croissance bacitracine de zinc et virginiamycine. Par contre les méthodologies diffèrent

d’une étude à l’autre. Nous avons considéré ces méthodologies dans le design expérimental

de la présente étude. Cependant, nous avons apporté quelques modifications par rapport aux

études déjà publiées. Dans notre étude, nous avons utilisé 3 réplicats de 4000 poulets par

conditions. Plus de poulets ont été utilisés pour refléter les conditions des élevages

commerciaux. C’est est un nombre nettement supérieur au nombre utilisé dans les autres

o



C études. La présente étude comporte mois de réplicats que la majorité des études citées

précédemment. Nous avons suivi les oiseaux jusqu’au jour 34 contrairement aux autres

études. Nous avons également commencé tous les cycles de production sur une nouvelle

litière. Ceci est nécessaire puisque qu’une rotation des conditions de moulées a été effectuée

entre les parquets des réplicats. Cette rotation des parquets, permettant d’éviter un effet lié à

un enclos précis, n’a pas non plus été effectuée dans les autres études.

À la lumière de nos résultats, la présente étude suggère qu’en conditions terrain

employant une bonne pratique d’élevage que l’utilisation des promoteurs de croissance

bacitracine de zinc et virginiamycine n’a pas d’effet sur le gain de poids moyen quotidien et

la mortalité moyenne dans l’élevage de poulets à griller, lorsqu’utilisés à des concentrations

de 55 mg/kg et 22 mg/kg respectivement.

Il semble que l’utilisation de promoteurs de croissance ait affecté positivement, mais

de façon marginale le taux de mortalité. Le taux de mortalité a toujours été plus élevé

lorsque la moulée donnée aux poulets n’était pas supplémentée en antibiotiques. L’écart

entre le plus haut et le plus bas taux de mortalité observés dans les trois réplicas était

moindre pour le groupe traité avec de la virginiamycine (données non montrées). Les plus

hauts taux de mortalité ont été observés en début de lot. Ceci est associé aux chocs

(déshydratation, luminosité, température) subit par les poussins lors du transport. Il se peut

que l’utilisation des promoteurs de croissance en début de croissance protège les poussins et

jeunes poulets des effets néfastes du transport (immunité diminuée). La conversion

alimentaire des oiseaux na’ pu être calculée car la quantité précise de moulée consommée

par les oiseaux n’est pas connue. Nos résultats sont en accord avec une partie de la

littérature, mais conteste d’autres études.

Quelques facteurs peuvent expliquer ces résultats relatifs gain de poids moyen

quotidien mesuré et les différences observées avec la littérature. Les poulets ont été pesés en

groupe, par condition, à la fin des périodes d’élevage. Ceci est différent des pesées

individuelles utilisées dans la littérature. Cette méthode a été utilisée pour simplifier le

pesage vu le grand nombre d’oiseaux présent dans les différentes conditions. Cette méthode

o



C n’a pas généré beaucoup de données bien qu’un grand nombre d’oiseaux ait été pesé.

Ceci diminue le pouvoir statistique de l’étude. Un plus grand nombre de réplicats et ainsi

qu’une augmentation de la quantité de données générées permettrait sans doute d’augmenter

le pouvoir statistique de l’étude et pourrait permettre l’observation de différences entre les

groupes. Au niveau dti gain de poids moyen quotidien, étant donné le peu de variation

observé et le grand nombre d’oiseaux utilisés, on peut penser qu’augmenter le nombre de

réplicats n’aurait cependant pas d’effet. Évaluer le gain de poids moyen quotidien après les

deux premières semaines de croissance pourrait permettre de voir l’effet des promoteurs de

croissance virginiamycine et bacitracine de zinc chez les poulets en jeune âge.

L’utilisation de bâtiments commerciaux ne permet pas la maîtrise de tous les

paramètres de croissance et ce malgré une biosécurité très élevée. Les bâtiments étaient

soumis à de bonnes pratiques d’élevage, ce qui se reflétait notamment par l’emploi de

nouvelle litière pour tout nouvel élevage, l’emploie de couvre chaussure propre à l’entrée de

tous les parquets et des opérations de lavage et de désinfection entre les lots de production.

Dans des bâtiments commerciaux, il est difficile de contrôler la température externe, le taux

(J d’humidité et la possible introduction de la maladie par des vecteurs tels les mouches et les

rongetirs. Dans notre étude, le facteur sur lequel il était possible d’avoir le plus de contrôle

était l’alimentation. L’utilisation de bâtiments commerciaux permet d’avoir un portrait plus

réaliste des conditions terrain, tels qu’expérimentés par les producteurs de poulet à griller.

Les études précédentes utilisent pour la plupart des bâtiments situés dans des centres de

recherche ce qui leur permet de contrôler avec beaucoup plus de précision les paramètres de

croissance des oiseaux. Les facteurs environnementaux des bâtiments commerciaux ont

peut-être masqué l’effet des promoteurs de croissance sur la mortalité et le gain de poids

moyen quotidien des oiseaux de l’étude. Aucun épisode de maladie n’a été détecté durant

les expériences. Il est possible que les résultats observés aient été différents si cela avait été

le cas tel qu’observé par Brennan et aÏ. (2003) La présente expérience ne permet pas

d’évaluer l’utilité des promoteurs de croissance en cas de maladie.

À la lumière de nos observations sur le gain de poids moyen quotidien et la mortalité

moyenne des oiseaux, il est possible de croire que les promoteurs de croissance
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C virginiamycine et bacitracine de zinc, lorsque employés dans des conditions d’élevage

similaires à celles employées dans l’étude, n’influencent pas le gain de poids moyen

quotidien ni non plus la mortalité des oiseaux. Dans cette optique, les promoteurs de

croissance pourraient être retirés puisque leur utilisation ne semble pas apporter des

avantages marqués à l’élevage des poulets à griller. Ceci diminuerait les coûts

d’exploitation des éleveurs. Cependant, l’expérience Européenne où on a assisté à une

diminution du statu sanitaire des élevages après retrait total des promoteurs de croissance

incite à agir avec prudence. Des études à long terme sont donc nécessaires pour bien évaluer

les conditions optimales d’utilisations des promoteurs de croissance ainsi que les stratégies à

employer pour les remplacer.

Si de bonnes pratiques d’élevages sont unanimement adoptées à travers le réseau des

producteurs de volaille, les possibles effets néfastes sur la santé globale des poulets

pourraient sans doute être évités ou du moins atténués. L’utilisation de bacitracine de zinc et

de virginiamycine pourrait être continuée, mais à des doses thérapeutique lorsque la

situation dans un élevage l’oblige. De plus, le nouvel engouement pour les produits bio par

C les consommateurs vient de plus en plus meure de la pression sur les producteurs. Produire

une viande sans promoteurs de croissance permettrait de combler se besoin. Une viande

produite sans promoteurs de croissance permettrait de s’assurer également de passer les

frontières sans l’éventuelle application de barrières tarifaires sous prétexte d’utilisation

d’antibiotiques en élevage comme promoteurs de croissance.

8.2 Résistance phénotypique aux antibiotiques

Pour répondre à l’objectif initial de vérifier l’apparition d’un potentiel réservoir

phénotypique de résistance aux antibiotiques dans les populations de microorganismes

indicateurs suite à l’administration de promoteurs de croissance, une série

d’antibiogrammes utilisant la méthode de diffusion sur disque a été réalisée chez les

microorganismes indicateurs. Pour une même condition de moulée, les pourcentages

d’isolats (moyennes des trois réplicats) de E. cofl et de Enterococcits spp.

phénotypiquement résistants à un antibiotique donné, obtenus à la fin de l’expérimentation
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Q cour 34), ont été comparés avec ceux obtenus au début de l’étude cour O). Les

pourcentages d’isolats résistant à un antibiotique donné retrouvés dans les différentes

conditions de moulée ont par la suite été comparés deux à deux à la fin de l’expérience (jour

34). Ceci a été fait dans le but de vérifier dans un premier temps si la résistance à un

antibiotique précis était modifiée après 34 jours d’élevage dans chacune des conditions de

moulée et dans un deuxième temps si l’utilisation de VG, de ZB et la non utilisation de

promoteurs de croissance modifie la résistance à certains antibiotiques précis.

8.2.1 Escherichia cou

Peu d’études ont jusqu’à présent été réalisées pour mettre en lumière l’effet de la

bacitracine de zinc et de la virginiamycine sur la résistance phénotypique aux antibiotiques

chez E. cou. Dans l’étude de McDerrnott et al (2005), l’utilisation de la virginiamycine ne

semble pas augmenter le nombre ou la proportion de souches résistantes aux antibiotiques
64 L’effet de l’utilisation de la bacitracine de zinc et de la virginiamycine sur la résistance

aux antibiotiques des isolats de E. cou n’a pas encore été vérifiée, E. cou étant

naturellement résistant à la bacitracine de zinc ainsi qu’à la virginiamycine. Une étude

réalisée par Diarrasoubba et al en 2007 suggère que les promoteurs de croissance n’ont pas

d’effet sur la sélection de phénotypes de résistance aux antibiotiques chez E.coÏi. Cette

étude a été réalisée en utilisant des isolats provenant de fermes de poulets à griller utilisant

de manière régulière des promoteurs de croissance 27 Une étude plus précise effectuée

également par le même groupe de recherche, Diarra et aï., suggère que la salinomycine

influencerait positivement la résistance au ceftiofur, à la spectinomycine et à la gentamycine
26

Nous avons utilisé ce microorganisme car il est souvent employé dans les études sur

la résistance aux antibiotiques (DANMAP et PICRA) comme microorganisme indicateur du

niveau général d’antibiorésistance. De pius, bien qu’il soit naturellement résistance aux

promoteurs de croissance étudiés, nous pensons qu’il se peut que la résistance aux

antibiotiques chez E. cou soit modifiée par des mécanismes de co-sélection dus à une

pression directe des antibiotiques ou dus à une pression venant de la modification de la
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population bactérienne de l’environnement des poulets à griller.

Chez E. cou, des diminutions ainsi que des augmentations des pourcentages d’isolats

résistants à certains antibiotiques ont été observées lorsque l’on compare le jour O et le jour

34 au niveau du pourcentage de résistance à un antibiotique donné des isolats d’une

condition (Table 3, page 45).

Une hypothèse expliquant ta diminution du pourcentage d’isolats de E. cou résistant

à la gentamicine peut être émise. En 2007, Smith et aï rapportent que l’utilisation des

antibiotiques dans un élevage de poulet à griller occasionne une diminution du nombre

d’isolats résistants à la gentamicine durant l’expérience. Les auteurs suggèrent que

l’utilisation du vaccin de Marek, contenant de la gentamicine selon les formulations, peut

être à l’origine du phénomène . Les poussins utilisés lors de la présente étude ont été

vaccinés en couvoir contre la Maladie de Marek. Malheureusement, nous n’avons pas accès

à la formulation de se vaccin, mais il se peut que se dernier contenait de la gentamycine.

Étant donné que l’antibiotique n’a pas été utilisé dans l’élevage suivi, il est possible que les

souches résistantes à la gentamicine générées par l’utilisation du vaccin de Marek en

couvoir n’aient plus été sélectionnées favorablement vers ta fin de l’expérience en l’absence

de cette pression de sélection lors de l’élevage. Les souches résistantes à la gentamicine ont

pu alors être remplacées par d’autres, ce qui pourrait expliquer en partie que moins de

souches résistantes ont été isolées à la fin de l’élevage comparativement au début.

Il se peut également que la diminution de la résistance aux autres antibiotiques

provienne de la sélection en couvoir de souches précises, causée par l’utilisation de

molécules antibiotiques chez les poulets reproducteurs ou lors de l’éclosion des poussins.

Suite à l’absence de ces pressions sélectives dans l’élevage, le nombre d’isolats résistants

aux antibiotiques a pu chuter lors de l’expérimentation.

Les études précises effectuées au niveau des couvoirs, faisant état des bactéries

résistantes aux antibiotiques ainsi que des gènes de résistances qu’elles transportent, n’ont

pas été réalisées au Canada. Pourtant, les couvoirs sont le point de départ des poulets dans la

chaîne alimentaire et donc une source potentielle de dissémination des bactéries résistantes.
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Par exemple, dans le présent projet, Saïmonella spp. a également été isolée. Lorsque les

poussins étaient porteurs de salmonelles à leur arrivée, il était très facile d’en isoler de la

litière et des oiseaux au jour 34. Lorsque les poussins n’étaient pas porteurs de salmonelles,

peu de souches étaient retrouvées chez les oiseaux et la litière à la fin de l’expérience

(données non montrées). Comprendre la dynamique des populations bactériennes du

couvoir pourrait certainement aider à freiner la dissémination des bactéries résistantes aux

antibiotiques et minimiser le flux de gènes de résistance qui y est associé. Il se peut

également que les variations de pourcentage de résistance aux antibiotiques aient été

causées par une simple modification de la flore bactérienne des oiseaux ou une meilleure

capacité de colonisation de certains isolats de E. cou ne contenant pas nécessairement de

résistance aux antibiotiques.

Selon les résultats obtenus, il semble que l’utilisation de bacitracine de zinc et de

virginiamycine diminue le pourcentage de résistance des isolats à certains antibiotiques. Il

existe une différence significative pour trois antibiotiques (céphalotine, acide nalidixique et

sulfamethoxazol) entre les traitements à la fin de l’élevage, ce qui est en désaccord avec les

résultats obtenus par McDerrnott et al. (2005) (aucun changement des profils

d’antibiorésistance des isolats de E. cou). Il se peut que la cause soit l’inhibition du transfert

plasmidique par la bacitracine de zinc et la virginiamycine, celle-ci ayant déjà été rapportée

dans la littérature par Mathers et aï chez des souches de E. cou. Dans cette expérience, un

plasmide contenant une résistance à la tétracycline, à l’ampiciline et au ciprofloxacin n’a pu

être transféré par choc thermique lorsque des promoteurs de croissance, dont la bacitracine

de zinc et la virginiamycine, sont mis en contact avec les souches 62 Les éléments

génétiques mobiles peuvent contenir des gènes de résistance atix antibiotiques ‘.

L’inhibition de leur transfert par les promoteurs de croissance lors de l’expérimentation

pourrait expliquer la diminution de la résistance aux antibiotiques dans l’élevage. La

résistance à l’acide nalidixique chez E. cou peut être codée des gènes plasmidiques, qnr

La résistance à la céphalotine (ESBL) être plasmidique $2 et la résistance au

sulfamethoxazol par les gènes sut peut l’être également

Le niveau de résistance à la bacitracine de tous les isolats de E. cou semblait la
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C même (pas de diamètre d’inhibition lors de la diffusion sur disqtie). Il en va de même

pour la résistance à la virginiamycine (CMI> 128 .tg/ml). Ceci suggère que les isolats n’ont pas

acquis de mécanismes de résistance supplémentaires associés aux deux promoteurs de croissance

utilisés. Les isolats pourraient être sérotyper et vérotyper pour vérifier si l’élevage a été colonisé par

un séropathotype particulier de E. cou.

8.2.2 Enterococcus spp.

Chez les isolats d’Enterococcus spp, des diminutions ainsi que des augmentations du

nombre d’isolats résistants à certains antibiotiques (jour O vs jour 34) ont été observées dans

les différents traitements (Table 4, page 46). Quatre résistance aux antibiotiques semblent en

augmentation, peu importe les conditions de moulée utilisée bacitracine, érythromycine,

quinupristine/dalfopristine et apramycine.

Chez Enterococcus, dans notre étude, la diminution du pourcentage d’isolats

résistants à certains antibiotiques (jour O vs jour 34) est peut-être causée par une sélection au

couvoir de certaines souches résistantes aux antibiotiques tout comme pour E. cou. Les

variations d’antibiorésistance peuvent également être simplement causé par une évolution

L dans le temps de la population bactérienne vers de souches ayant une capacité différente de

colonisation des oiseaux selon leur âge et ayant des résistance aux antibiotiques différentes
57

L’augmentation observée du pourcentage d’isolats résistants à un noyau de quatre

antibiotiques (B, E, APR, Q/D), peu importe la condition de moulée utilisée, suggère

l’émergence dans tout l’élevage d’une souche particulière de Enterococcus spp. ayant

colonisé le bâtiment.

Les gènes de résistance aux antibiotiques peuvent être liés à d’autres gènes. Par

exemple, il a été démontré que le gène ermB est lié à un groupe de gène (aadE-sat4-aphA-

3) chez Enterococcusfaecium multiésistants Certains gènes de résistances tel que vatD et

ermB peuvent même être physiquement liés, soit retrouvés sur le même plasmide 42• Il se

peut que l’émergence observée de ces isolats résistants à des antibiotiques particuliers ne

soit pas due uniquement à la pression sélective des promoteurs de croissance. Certains
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mécanismes de résistances aux métaux peuvent être liés à des résistances aux

antibiotiques tel la résistance au zinc et la résistance aux 3-lactamines 8 Étant donné que le

facteur contrôlé dans l’étude était l’alimentation, il se peut que d’autres pressions, encore

non identifiées, aient influencé la colonisation du bâtiment par des isolats particuliers.

Peu d’études se sont penchées sur la résistance associée aux promoteurs de

croissance bacitracine de zinc et virginiamycine chez le poulet à griller. Donabedian et aï en

(2003) n’ont pas été en mesure d’effectuer d’association entre l’utilisation de

virginiamycine et la présence de résistance à Q/D chez un petit échantillonnage de 17

souches de E. faeeium 28

Dans une étude de McDermott et al réalisée en 2005, on tente de mieux comprendre

l’impact de l’utilisation de la virginiamycine sur les entérocoques associés aux poulets à

griller. Les antibiogrammes ont été effectués en utilisant la technique du SensititreMlJ. Les

résultats de l’étude ont permis de déduire que l’utilisation de virginiamycine sélectionne

positivement pour des souches de Enterococcus Jaecium résistantes aux tétracyclines ainsi

,,.

qu’à la quinupristine/dalfopristine (Q/D). La résistance à Q/D serait maintenue uniquement

si une exposition constante des oiseaux à la virginiamycine est présente 64.Aucune

différence dans la résistance à Q/D, aux tétracyclines ou autres aux autres antibiotiques

testés n’a été observée dans la présente étude. Ceci est en désaccord avec les conclusions

tirées par l’étude de McDermott.

Il est impossible d’écarter la possible dissémination des souches à travers tout

l’élevage, malgré les mesures de biosécurité élevées. Ceci pourrait expliquer la non

visualisation d’une pression sélective sur les entérocoques.

L’utilisation de promoteurs de croissance, bien qu’elle ne semble pas sélectionner

pour des phénotypes particuliers de résistance aux antibiotiques chez les entérocoques, dans

une période limitée, fait néanmoins partie des facteurs participants à la dynamique de la

ferme sélectionnant pour des souches résistantes aux antibiotiques. Pour vérifier si les

résultats observés dans cette étude pour l’antibiorésistance sont causées par une souche

particulière, une analyse de la clonalité des isolats recueillis devrait être faite en utilisant la
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méthode du PFGE ou du MLST 69.70 Pour vérifier les mécanismes de cosélection des

gènes de résistance aux antibiotiques avec d’autres, des études plus approfondies seront

nécessaires.

L’analyse de l’antibiorésistance a été effectuée chez Enterococcus, peu importe

l’espèce présente. Dans plusieurs études, l’analyse de Ï’antibiorésistance générale et celle

associée à la virginiamycine est faite uniquement pour E. faecium 28.44.64 Dans la présente

étude, une variation des CMI pour la résistance à la virginiamycine a été observée autant

chez E. faeciurn ainsi que chez E. faecaÏis (données non montrées). Ceci suggère que les

isolats des deux espèces possèdent divers mécanismes de résistance à un même antibiotique.

L’analyse unique de E. faeciurn aurait pu mener à l’omission d’éléments importants de

résistance à la virginiamycine se retrouvant chez E. faecalis s. Cette situation pourrait

mener à la sous-évaluation du risque posé par la présence de gènes de résistance non

exprimés dans l’environnement du poulet à griller. Il est vrai qu’un gène présent, mais non

exprimé, ne confère pas automatiquement de résistance additionnelle à une bactérie le

portant. Le danger, représenté par le gène de résistance à l’antibiotique, s’il n’est pas

exprimé, n’est pas atténué étant donné la possibilité de transfert existant à un autre

microorganisme pouvant alors devenir résistant à l’antibiotique à son tour.

8.3 Résistance génotypique aux antibiotiques

8.3.1 PCR

Nous avons vérifié la présence de certains gènes associés à la résistance aux

promoteurs de croissance chez les isolats de E. cou et Enterococcus spp. Ceci a permis de

valider les résultats d’antibiorésistance phénotypique. Les PCR mis au point ont également

servi à la création des PCR quantitatifs. Les analyses en PCR portaient sur les souches

d’entérocoques étant donné que les gènes sélectionnés ne sont pas reconnus pour être

retrouvés chez E. cou. Des souches résistantes et sensibles ont été sélectionnées

aélatoirement de manière à ne pas passer à côté de gènes pouvant être silencieux

La prévalence du gène de résistance bcrR chez les entérocoques isolés de

l’environnement du poulet à griller est méconnue. La prévalence de vatd et ermB varie
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Ç d’une étude à l’autre. Le gène de résistance vatD peut être retrouvé chez 0% à 100% des

Enterococcus spp. Il en va de même pour ermB 44,46.87•

Dans une étude similaire à la nôtre réalisée en 2005, des souches de E. faecium ont

été criblées par PCR pour la résistance à la virginiamycine dans le but de détecter vatD,

vatE, vgb, erm et msrC. Seul le gène rnsrC a été détecté chez 97% des souches 64.Dans

notre étude, nous avons évalué la présence de vatD, ermB et bcrR. Une courte étude

préliminaire a d’abord été réalisée sur 25 isolats d’entérocoques et a révélé que ces gènes

semblaient les plus prévalent chez la population d’entérocoques de la présente étude. Le

gène msrC n’avait été identifié que dans une seule souche (données non montrées).

Pour bcrR, le gène ne se retrouvait pas chez tous les isolats résistants à la

bacitracine, ce qui peut suggérer que d’autres mécanismes de résistance pourraient être en

cause. En ce qui a trait à errnB, le gène était retrouvé chez des isolats classifiés comme

sensibles à la virginiamycine. Il se peut que la CMI choisie (32 j.tg/ml) pour caractériser les

isolats comme résistants ait été trop élevée. Le DANIvIAP en 2001 utilisait une valeur de 8

ig/ml 24 La présence unique de ermB ne devrait pas conférer une résistance à la

virginiamycine très élevée puisque ce gène ne cible que l’un des deux composés formant le

promoteur de croissance 22

Les souches caractérisées comme sensibles à la virginiamycine, possédant le gène de

résistance ermB, ne possédaient pas le gène vatD. D’autres gènes que errnB et vatD

semblent avoir été impliqués dans la résistance à la virginiamycine dans notre étude chez

Enterococcus puisque certains isolats hautement résistants ne possédaient aucun des deux

gènes. Avant de conclure que la valeur de CMI retenue comme seuil de résistance était trop

élevée, une analyse plus en profondeur devrait être effectuée pour vérifier la présence des

autres déterminants de la résistance à la virginiamycine. Ceci permettrait de bien établir la

CMI comme seuil de résistance pour les isolats d’Enterococczts spp.

La source de virginiamycine utilisée pour effectuer les antibiogrammes était le

promoteur de croissance tel que disponible dans les meuneries. L’idéal aurait été d’avoir eu

accès à une source purifiée de promoteur de croissance. Malheureusement, les compagnies
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O pharmaceutiques et distributeurs contactés n’ont pas voulu collaborer activement dans la

présente étude. L’utilisation de molécules plus purifiées aurait peut-être permis d’établir une

meilleure corrélation entre la présence des gènes de résistance et la CMI des isolats.

La microflore du poulet à griller est complexe et semble en constante évolution. Il

serait important d’inclure à de fritures études la quantification des autres genres bactériens

présents, lesquels peuvent contenir eux aussi des gènes de résistance aux antibiotiques. La

méthode du PCR en Temps-Réel permet la quantification générale des gènes ciblés. Il n’est

donc pas nécessaire avec cette méthode de cultiver les autres genres bactériens pour vérifier

la dynamique de gènes particuliers

8.3.2 PCR en Temps-Réel

Le PCR en Temps-Réel (ANNEXE I) a été développé dans le but de vérifier

quantitativement si l’utilisation de promoteurs de croissance pouvait générer un réservoir de

gènes de résistance aux antibiotiques. La source d’ADN utilisée était l’ADN total extrait

d’échantillons de litières souillées, échantillonnées à la fin des différents réplicats de

Q l’expérience. Ceci nous a permis de quantifier les gènes peu importe la source dont ils

provenaient; qu’ils soient associés à un microorganisme indicateur, sur des éléments

génétiques transposables ou contenus dans des microorganismes où le gène n’a pas encore

été identifiés.

Le séquençage de l’amplicon cloné qui contenait une séquence appartenant à bcrR

s’est avéré homologue à 100% avec la séquence cible, en utilisant une analyse Blast et

ClustalW. Un PCR en Temps-Réel a également été mis au point pour le gène de résistance

vatD. Le fragment cloné de l’amplicon de vatD est homologue à 100% pour le brin Foward

avec la séquence ciblée, en utilisant une analyse par Blast et CltistalW. La séquence du brin

d’ADN inverse n’a pas pu être déterminée. Il existe des régions homologues entre le

plasmide vecteur et le fragment de vatd devant être cloné. Ceci pourrait expliquer la

diminution de l’efficacité du QPCR pour vatd ainsi que la difficulté de bien séquencer le

brin reverse des clones sélectionnés.

Le PCR en Temps-Réel a déjà été utilisé pour quantifier le réservoir de gène de
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résistance à la tétracyctine retrouvé dans le fromage en utilisant la technologie Taqman 60

Pour de ce qui est de l’utilisation de PCR en Temps-Réel avec SYBR Green pour quantifier

les gènes de résistances bcrR et vatD, il s’agissait de la première étude à le faire, à notre

connaissance.

Suite aux observations recueillies, aucune différence au niveau de la quantité de

bcrR retrouvée dans les litières n’a pu être observée entre les groupes. Ceci est en accord

avec les résultats de résistance phénotypiques suggérant que la ZB et VG ne sélectionnent

pas pour des résistances à des antibiotiques précis.

Pour l’instant, bcrR n’a été isolé que chez Enterococcits. Il se peut qu’il se retrouve

également chez d’autres genres bactériens n’ayant pas subi l’influence des conditions de

moulées utilisées. Ceci pourrait expliquer sa distribution équivalente, peu importe

l’utilisation des promoteurs de croissance ou non.

L’analyse des résultats de PCR en Temps-Réel pour le gène de résistance vatD a

permis d’observer qu’il y a eu lors de l’expérience une sélection en faveur de ce gène dans

Q l’ADN total extrait des litières provenant du groupe traité avec de la virginiamycine. Chez

E. cou et Enterococcus, il n’y a pas eu de sélection favorable pour une résistance à la

virginiamycine, ce qui concorde avec les profils réalisés par antibiogrammes. L’opposition

entre les deux résultats vient renforcer l’hypothèse que la variation de la résistance à la

virginiamycine chez Enterococcus n’était pas uniquement liée à un gène de résistance

précis. Il se peut également que le gène ne soit pas répandu dans plusieurs espèces

bactériennes.

L’analyse de la résistance génotypique a révélé que d’autres gènes de résistance que

ceux sélectionnés semblent présents dans l’élevage. L’ajout de ces autres gènes de

résistance codant pour la résistance à la bacitracine et à la virginiamycine à fin de détection

pourrait bonifier une ftiture étude. L’analyse par PCR en Temps-Réel des litières recueillies

à la fin des expériences a démontré que les promoteurs de croissance n’influencent pas la

distribution du gène bcrR. Par contre, la virginiamycine semble sélectionner favorablement

pour le gène de résistance vatD. Ces deux gènes ne sont malheureusement pas assez

C
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C représentatifs de la résistance globale aux deux promoteurs de croissance, puisqu’ils ne

semblent pas être les seuls impliqués. Le gène bcrR code potir un régulateur d’un opéron

associé au système de pompe ber chez Enterococcus. L’emploi de gènes plus conservés

entre les espèces possédant un mécanisme similaire de résistance, tel bcrA et bcrB 71, aurait

pu permettre d’obtenir un meilleur portrait de la résistance globale à la bacitracine.

Également, il aurait été possible d’utiliser des alignements de séquences multiples de

gènes se retrouvant chez plusieurs genres bactériens pour dessiner des amorces universelles

permettant l’obtention d’un portrait plus global de la résistance à un antibiotique donné.

Souvent, pour une même résistance à un antibiotique, plusieurs de gènes peuvent être

impliqués. L’obtention d’amorces universelles permettant de dresser un portrait génétique

global d’une résistance à un antibiotique précis est presque utopique. Le PCR en Temps-

Réel devrait alors être utilisé pour quantifier les gènes de résistance qui sont principalement

impliqués dans la résistance aux antibiotiques ou causant une plus grande variété de

résistance aux antibiotiques, soit ceux représentant le plus de risque pour la santé publique

et vétérinaire.

La technologie du SYBR Green employée pour le PCR en Temps-Réel offre

plusieurs avantages lorsque comparée à la technologie TaqMan: le coût est moins élevé et

la technologie pius facile à utiliser. Cependant, puisqu’une seule valeur de fluorescence peut

être acquise, soit la fluorescence totale dégagée par l’échantillon, l’emploi de plusieurs

paires d’amorces donnant des amplicons différents est impossible. Ceci fait en sorte

qu’aucun contrôle de qualité ne peut être inséré lors des extractions d’ADN pour permettre

une normalisation de tous les échantillons. L’emploi d’une technologie permettant

l’utilisation de plusieurs fluorochromes, tel le PCR en Temps-Réel Taqman, permettrait une

telle normalisation.

o



9 Conclusions

À la lumière des différents résultats obtenus lors de cette étude, nous pouvons faire

les observations suivantes

Les promoteurs de croissance bacitracine de zinc et virginiamycine n’ont pas permis

d’améliorer significativement le gain de poids moyen quotidien ou de diminuer la mortalité

moyenne des poulets à griller dans les conditions de cette étude.

Les promoteurs de croissance bacitracine de zinc et virginiamycine n’ont pas causé

la sélection d’isolats d’entérocoques résistants aux antibiotiques.

Une association entre le promoteur de croissance bacitracine de zinc et la réduction

du pourcentage d’isolats de E. cou résistants à la céphalotine, à l’acide nalidixique et au

sulfamethoxazole a été observée

Les gènes de résistance au promoteur de croissance vatD et ermB ont été retrouvés

dans la population d’entérocoques étudiée. D’autres gènes de résistance à la virginiamycine

sont sans doute présents tels vatE, vga et vgb.

Le gène de résistance au promoteur de croissance bcrR a été retrouvé dans la

population d’entérocoques étudiée. D’autres gènes de résistance à la bacitracine sont sans

doute présents tels bacA, ywoA et yts.

La sélection du gène bcrR impliqué dans la résistance à la bacitracine par les

promoteurs de croissance bacitracine de zinc et virginiamycine n’a pas été observée.

La sélection du gène de résistance à la virginiamycine, vatD, par le promoteur de

croissance virginiamycine a été observée.

En résumé, il a été observé dans cette étude que les promoteurs de croissance

bacitracine de zinc et virginiamycine, lorsqu’employés chez le poulet à griller dans la durée

de cette étude, ne créent pas de réservoir de résistance phénotypique aux antibiotiques. Par

contre, la virginiamycine semble sélectionner pour un gène de résistance, vatD. Ce

mécanisme doit cependant être approfondi.
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Figure 1: Courbe standard utilisée tors du PCR en Temps-Réet
pour quantifier te gène bcrR
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Figure 2 : Courbe de dénaturation du PCR en Temps-RéeL
pour quantifier le gène bcrR
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O Figure 3 : Courbe standard utilisée lors du PCR en Temps-Réel
pour quantifier le gène vatD
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figure 4 : Courbe de dénaturation du PCR en Temps-Réel

() pour quantifier le gène vatD
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figure 5 : Quantification du gène de résistance à la virginiamycine vatD
tel qu’obtenu par PCR en Temps-Réel
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