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e 1 -Transferts de résistance entre bactéries

1.1 - In vitro : transmission verticale et horizontale
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figure 3.3. The three mechanisms of horizontal transfer of genetic material between bacteria. White arrows indicate the
movement of genetic material and recombination events, Bold black lines represent antimicrobial resistance genes or gene clus-
ters. In transduction, 2 bacteriophage injects its DNA into a bacterial cell and in the occurrence of a lysagenic phase, this DNA
becomes integrated into the chromosome of the recipient cell, In transformation, naked DNA is taken up by a competent cell
and may possibly recombine with homologous sequences in the recipient’s genome. In conjugation, a plasmid is transferred 1 1
from a donor bacterium (transfer is coupled with replication and a copy of the plasmid remains in the donor) to a recipient cell B O e rl I n a-n d Wh Ite
in which it can replicate. During its stay in various host bacteria, the plasmsd may acquire a transposon carrying antimicrobeal
resstance genes,
H NN B e

anses \}




anses \._)



Transfert de résistance entre souches de \
Campylobacter jejuni o B

Souche Cj R1 TETR (tetO) et AMPS

Souche Cj R2 TETS et AMPR Inoculation par voie orale

R1 R2

R1 R2 R1 R2
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Prélevements de matieres fecales et analyse des souches de C. jejuni

* |solateurs A : ré-isolement de R1
« |solateur B : r-éisolement de R2

« Isolateurs C et D : réisolement de R1, R2 et de souches de C. jejuni résistante aux
deux antibiotiques R1+R2 (AMPR et TETR, tetO, profil RFLP de la souche R2)

Donc transfert de genes de résistance entre deux bactéries de la méme
espece, spontanément en absence de pression de sélection antibiotique

Avrain et al, JAM 2004



Transfert de résistance entre Entéerobactéries

Inoculation par voie orale des poulets :

E. coli R1 RifR pMG252 (FOX, CHL, SUL, TMP, STR, KAN, TOB, GEN, NAL)
E. coli R2 RifR pMG298 (CTX, CHL, SUL, TMP, STR, KAN, TOB, GEN, TET, NAL)

Prélevements de matieres fécales et analyse des souches d’Entérobactéries

Sur milieux supplémentés (GEN, CTX ou FOX) : ré-isolement de R1 et R2

+ 36 jours apres inoculation une autre souche de E. coli (non RIifR, autre
profil PFGE) ayant acquis toutes les résistances du plasmide pMG252,

+ a partir de J36 des isolats de Klebsiella pneumonie ayant acquis les
resistances du plasmide pMG298 sont isolés (de plus en plus souvent)

Donc, dans le microbiote, transfert de genes de résistance entre deux
bactéries de genres différents, spontanement en absence de pression de

sélection-antibiotique — NSO e
Le Devendec et al, Mic. Drug Resist. 2011




Transfert de résistances lors de traitements antibiotiques :

""" — Ecolt
Inoculation - B
dans sacs Ré-isolement des E. coli a
aériens partir des organes internes

E. coli Path-S3
Vaccination H120 (IT) | sensible

+/- Traitements antibiotiques :
oxytétracycline,
triméthoprime-
sulfadiméthoxine,

amoxicilline,
enrofloxacine
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Inoculation par voie orale de souches de E. coli multi-résistantes ( = portage

E. coli R1 RifR pMG252 (FOX, CHL, SUL, TMP, STR, KAN, TOB, GEN et NAL)
E. coli R2 RifR pMG298 (CTX, CHL, SUL, TMP, STR, KAN, TOB, GEN, TET et NAL)

Dheilly et al, Vet, Mic, 2011



Transfert de résistances lors de traitements

antibiotiques : E. coli

* Analyse de la sensibilité des souches isolées d’organes internes (sacs
aeriens, foie, rate, péricarde)

« 222 isolats sensibles a tous les antibiotiques (=Path-S3)

« 1 isolat obtenu a J27 des sacs aériens d'un oiseau traité par
trimethoprime-sulfamide a acquis un plasmide codant pour les
resistances a FOX, CHL, SUL, TMP, STR, KAN, TOB, GEN et NAL
(pPMG252) = Path-S3-MDR

-> Acquisition par la souche Path-S3 présente dans les
organes internes de plasmides presents dans des bactéries
du tube digestif ou de I’environnement !

—— OS5 :}
Dhelilly et al, Vet, Mic, 2011



e 2 —Transmission horizontale de bactéries
resistantes entre animaux
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Transmission entre animaux

Porcs inoculés ou non a TO et T24h avec une souche E. coli
résistante a rifampicine et cefotaxime

Mise en contact des contacts a J2

Animalerie 1 Animalerie 2 Animalerie 3

£ témoins 3inoculés \ 3inoculés

3 + @27 : +

@ @ g2 contacts . @2 contacts .
By &y

5 t6Moi @ 3inoculés 23 inoculés
témoins + . + .
@ @ \2 contacts @ 2 contacts@

Préelevements de matieres fécales, denombrement sur
milieu avec rifampicine et cefotaxime




Transmission entre animaux

Titre E. coli sur milieu supplémenté en rifampicine et
cefotaxime

,
i}fa ; B Inoculés
é \ ] Contacts
% 3
E 2
E 1
0
Inoculatlons Mlse en contact des porcs inoculés et naifs

Tous les porcs contacts excretent des E. coli résistants a la rifampicine
et au CTX des le lendemain de la mise en contact
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Transmission entre animaux : une souche resistante
diffuse t-elle moins qu’une souche sensible ?

« Comparaison de la diffusion chez le poulet
d’'une souche de Campylobacter coll
sensible et de son mutant resistant aux

macrolides

——— AP5ES :}



Transmission entre animaux : démarche expérimentale

Souche C. coli sensible
Sélection des mutants de C. coli résistants a I’érythromycine

> Détermination des CMIs

Caractérisation par
\ Séquencage des 3 copies des genes codant

I'ARNr 23S ainsi que les géenes rplD et rplV

Souches rrlA rriB rriC rplD rplVv CMIs (pg/ml)

ERY TYL AZM CIP AMP TET

454 ( Sensible) - - 8 32 32 05 8 >16

454R (Mutant R) | A2075G A2075G A2075G - - >64 >1024 >512 05 8 >16

Etude du colt biologique ?:

Colonisation et diffusion in vivo (chez le poulgt)

12

Zeitouni et al, 2012




Transmission entre animaux : colonisation et

diffusion de C. colichez le poulet

4 N
10 poulets inoculés
Inoculation par lasouche S —— + * Poulets EOPS
S poulets NON indemnes de Campylobacter
\_ inoculés )
4 N

10 poulets inoculés

Inoculation par le Mutant R —— N Pré|évem ents fécaux
5 poulets NON

\_ inoculés )

Jo

@ ‘]28

Analyses des titres (SetR)
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Zeitouni et al, 2012



Transmission entre animaux : colonisation et diffusion de

~C.colichez le poulet

Log,, CFU/g
8

] Souche sauvage sensible

- Mutant résistant

o - N w N ol (o] ~
I I I I

2 4 7 9 11 15 18 23 28

Temps (jours)

Aucune différence de colonisation n’a été observée
entre la souche sensible et son mutant résistant

----- [ == ] anses :)

Zeitouni et al, 2012 14



Transmission entre animaux : colonisation et

diffusion de C. coli chez le poulet

Parametres de diffusion 3 calculés sur la base d’un modéle
mathématique SIS (Susceptible —Infectious — Susceptible)

C. coli Sensible 3:2,4(0,84 -6,89)
Résistant 3:2,4(0,86—-6,98)

"

Pour C. coli : Coefficients de diffusion identiques de la souche
sensible et de son mutant résistant

= —— 3NS5 ;’15



= transmission horizontale
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3- Transmission verticale entre

géneérations
« Mammiferes
— Callens et al, 2015, Belloc et al, 2005

— Le niveau de résistance de la flore du porcelet
dépend du niveau de résistance de la truie et de
'usage des antibiotiques chez la truie

e Olseaux

— Démonstration de E. coli pathogenes et résistants
identiques entre reproducteurs et poussins
(contaminations des coquilles, environnement du
couvoir...)

—— 2NSES .}



Transmission verticale et a distance

= Suede :
==="  |Importation des grands —parentaux

===~ porteurs d’'une souche de E. coli
... l€Sistant aux C3G

| @ | Litiere, fond de boite
S O Environnement couvoir
-H'| o e 1 At
Eﬁ TQU® == ] @ E. coli résistant aux C3G
——— A Clone résistant (MLVA)

— — 25O :}

Nilsson et al, JAC, 2014



4- Transmission inter-especes

Animal = Homme par voie alimentaire
Salmonella
Campylobacter
Enterobacteries :
* Plasmides de résistance aux C3G similaires chez E. coli
(poulets sains), Salmonella de viande de poulets) et cas

de salmonellose humaine (Cloeckaert et al, 2010)

« Transfert spontané d’'un plasmide de résistance aux C3G
d’'un E. coli de volalille vers des E. coli humains en
fermenteur (Smet et al, 2010)

— ANSES .}



4- Transmission inter-especes animales et

vers I’environnement

e Inoculation d’un taureau avec
; *EIIMLH . o une souche E. coli resistante
I d’origine bovine
._Ih 1] T
1"‘*"“‘ Ré-isolement a partir
| Hoitr Budsing « du taureau, de la génisse
h1 .
Pig Faces « des litieres
TR T I I -
——— 4 « de souris en cage (sans
A TH T N contact direct)
L . * De porcs (batiment adjacent)
L1,  De poulets en cage
-“"'“'“I”  Decoqgs en liberté

Carmbarz © - « Des mouches
‘L_l_l_l]]_[ —0 1 & T
noaulaioT

e a wm . @ o om  Des soigneurs...
- DAYS AFTER IMOCULATION Ances :)
- Maas lomg = 5180~ — — — — — — — — - e

Mérshall et al, PNAS 1990



Transfert vers ’environnement

(Pourcher et al, sT02014)

ANSES Ploufragan CA. Kerguéhennec

6 parcelles:
3 avec fumier T
3 avec fumier NT

fientes + copeaux de

1 échantillon =

non traités  traités bois

oG S épandage 8 T /ha 5 carottes de 100g
J-36 J-13 a -8 J-1 JO 7 13 20 27 34 44 56 97 jours
—— g
a 24 jours : Mesure de la concentration en fluoroquinolones :
enrofloxacine enrofloxacine et son métabolite la ciprofloxacine

10 mg/kg pdt 5 j

Dénombrement des Entérobactéries résistantes a la
ciprofloxacine

anses :_)




~Transfert vers I’environnement

(Pourcher et al, STO 2014)

enrofloxacine ciprofloxacine
BP 102 i parcelles
~ 600:]\ 518 o 35 0 P102
g R EP201 = 30 - _ mP 201
o 250 B P 302 g B P 302
5 i S 25
2 200 Ygpandage 2 épandage
2 150- 2 20
3 1 35 15 - 1
5 100 - 3 10 |
5 5
c 90 - s 5. I
) k)
O Il—-l T T T T Il—-_\ 0 T
0 7 13 20 27 34 44 56 0 7 13 27 34 44 56
Temps (jours) Temps (jours)

» fortes variations des teneurs en FQ = hétérogenéité du sol et du fumier

» enrofloxacine : quantifiable pdt 2 mois a des teneurs de I'ordre de 250 pg /Kg
= persistance de I'antibiotique dans les sols

— — NS5 :}



Transfert vers I’environnement

(Pourcher et al, sT0 2014)

concentration en
ciprofloxacine dans le milieu

104_
@O0 @l1mg/L W16 mg/L

épandage

103]{1 T{ i i ]{ :
U Mhbed -.

0 7 13 20 27 34 44 56 97

Entérobactéries (CFU/g MB)

Temps (jours)
Barres: valeurs min et max observées sur les 3 parcelles

» Des Entérobactéries résistantes sont observées sur le sol pendant un mois

_ —— 2NSES :}



Conclusion

* Transmission de genes, de plasmides... entre
bactéries

* Transmission entre animaux d’espece difféerentes, de
genérations difféerentes et vers I'environnement

« Transmission par la chaine alimentaire, par contact
direct ou indirect, par I'environnement (sols, eaux...)

* Importance du microbiote

= Phénomene multi-échelle, peu de frontieres
d'especes, pas de frontieres geographiques

Biosécurite +++
Solutions innovantes pour contrecarrer cette transmission !
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Réduire l'utilisation des antlb:othues vétérinaires :

- diminuer, c'est possible




