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Résumé

L'étude a consisté a évaluer par I'antibiogrammselssibilité aux antibiotiques de souches
aviaires Escherichia coli (n=308),de la région centre de I'Algérie, isolées de Iésion
de colibacilloses et de détecter les mécanismes teoalant la résistance a deux principales
familles d’antibiotiques : les béta-lactaminesestfluoroquinolones.

Des taux de résistance variables ont été obsengés-wis des antibiotiques. Le taux
de résistance le plus important a été observe -vis-ales aminopénicillines (66,2%).
Des taux de résistance moyens ont été observésa-vis des aminosides,
des tétracyclines et de [I'association triméthoprsa#améthoxazole
(cotrimoxazole). L'imipéneme et la colistine denenirles molécules remparts avec 0% et
0,68% de résistance, respectivement. La résistangequinolones classiques comme
'acide nalidixique (55,2%) a été conséquente, ilandu'elle a été plus faible vis-a-vis
des fluoroquinolones. Des profils de multirésiseaassociant entre 3 et 17 antibiotiques et
s'étendant a toutes les familles chimiques onbBgserveés.

Le principal mécanisme de résistance aux bétadaces a été la production
de bétalactamases. Les groupes phénotypiques npresdds ont été :la production
de pénicillinases a large spectre (51,9%) transl&sgpar conjugaison et de bétalactamases
a spectre eétendu (BLSE) (7,8%), non transférablespar conjugaison, ni par
électrotransformation, alors que les résistancés tatracycline ou au triméthoprime-
sulfaméthoxazole ont été transférables par éleatrskormation.

L'identification moléculaire des BLSE chez 11 sagpar PCR, puces a ADN et séquencage
a montré qu'elles appartenaient au groupe 1 dendlé CTX-M, et l'alléleblactx-mis a été
détecté chez 2 souches. Le gderry a été détecté chez la plupart des souches BLSE
testées.

La résistance aux quinolones associée aux BLSBEpasaété transférable et la recherche
de mutation dans les régions QRDR des genes deswuieés GyrA de I'ADN gyrase et
ParC/ParE (de la topoisomérase IV) chez 2 souchewisa évidence des mutations
classiqguement décrites dans les genes des dusdas:gyrA : Ser83Leu, Asp87AsrparC :
Ser80Iso eparkE : Ala458Ser.

Le typage moléculaire des 11 souches BLSE pas Iptofils plasmidiques a montré
des profils plasmidiques similaires comprenant asplides et le replicon-typing a mis
en évidence des groupes d'incompatibilit¢ IncF ret~IB. La PFGE pratiquée sur
les souches a révélé aussi des profils de macrictEst identiques. L'analyse
phylogénétique a montré leur appartenance au piodpg D. Tous ces résultats
sont indicatifs du caractére clonal de ces souches.

Le second volet de ce travail a porté sur I'évadumatlie la sensibilité de 215 souches vis-a-vis
de sept métaux lourds a des concentrations crifiggéfinissant |'état de résistance.
A l'exception du cuivre, cette étude a mis en enerdes taux de résistance parfois éleves,
tels que vis-a-vis du zinc (79,1%), du plomb (88)%t du chrome (45,6%). Des taux plus
faibles ont été enregistrés vis-a-vis de I'arg€hit,7%), du cadmium (11,6 %) et du mercure
(8,4%). Une diversité de profils de résistance) @%té observée, avec 24 métallotypes
de multirésistance associant jusqu’a 5 métaux s$amément et la prédominance
du métallotype associant zinc, plomb et chrome5Zy),

L'analyse des correspondances multiples (AGW)es valeurs du test d'indépendance;du
(p<0) a clairement établie la liaison entre la s&gice aux antibiotiques et la résistance
aux métaux lourds chez les souches testées. Cedana le sens d’'une probable pression
de co-sélection, d’'ou une adaptation, exercée s souches via un mésusage des
antibiotiques et un environnement de plus en pblisie par les métaux lourds.

Mots clés :E. coliaviaire pathogene, résistance antibiotiques, métauds,
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Introduction

L’élevage avicole constitue une source non nédlilged’apport protéique dans les
pays en voie de développement. En Algérie, lesd@arblanches et particulierement celle du
poulet de chair, contribuent dans l'apport de [me& bien que leur consommation soit
faible : 8 a 9kg/hab./an (ALLOUI, 2011 ; ICHOU, Z)IMADR, Ministere de I'Agriculture
et du développement Rur@12). La production annuelle de poulets de chaiflgérie est
de 253 000 tonnes selon la FAO (M.A.D.R., 2012)let104 061 Tonnes/An (31 %) selon
BELAID (2015).

La colibacillose, dont I'agent étiologique eBscherichia coli pathogéne aviaire
(APEC)est a l'origine, a travers le monde, de pertes @ridgques importantes dans la filiere
avicole dues a une mortalité, a la saisie de caesasu a une réduction dans la ponte. Elle est
sans doute parmi les infections bactériennes les fpéquentes et les plus importantes en
pathologie aviaire (ROJA& al.,2013 ; GUABIRABA et SCHOULER, 2015).

E. coli est une bactérie de la flore intestinale commendall’homme et des animaux a sang
chaud (KAPER, 2004). Cependant, la diversité ggnétde cette espece, due a un haut degré
de plasticité génomique, confére a certaines saudhe capacité d'évoluer vers la
pathogénicité et causer diverses maladies intéssired extraintestinales (CLERMONT al.,
2011). La classification en pathotypes est baséde type de maladie provoqué ; ainsi, les
souches &. coli pathogénes pour ’lhomme et les animaux sont classdrela base de leurs
facteurs de virulence qui conditionnent leur pouyzEthogene spécifique. Ces souches sont
classiquement divisées en souches a tropismeimge@nPEC: Intestinal Pathogeric coli)

et a tropisme extra-intestinal (EXPEC, ExtraintedtPathogeni&. col) dont font partie les
souches pathogénes aviaires (APEC, Avian PathogEni col) (MAINIL, 2003 ;
DOBRINDT, 2005 ; BELANGERet al.,2011). LesAPEC appartiennent a des sérotypes bien
particuliers (principalement O1, 02, O35 et O78) sbnt associées au syndrome de la
colibacillose, dont les lésions et les manifestatipeuvent étre variables suivant I'age de
'animal (STORDER et MAINIL, 2002 HUJA et al., 2015. Depuis leur découverte, les
antibiotiques se sont révelés trés précieux dansutte contre les maladies d’origine
bactérienne touchant 'lhomme et les animaux. dddbacilloses considérées comme les
infections bactériennes les plus fréquentes cheplkille représentent vraisemblablement la
premiere cause de traitement antibiotique dansélegages (ROBINEAU et MOALIC,
2010).

Les antibiotiques, associés a la vaccination eamé@lioration des conditions
hygiéniques ont fortement contribué au développeénam I'élevage dit «industriel».
L’élevage avicole a été le premier a s’industraliet c’est aussi chez le poulet qu'a été
découverte une autre propriété des antibiotiquasequ I'effet promoteur de croissance.
L'usage des antibiotiques dans ce but chez lesaamira préoccupé, des les années 60, les
médecins et l'opinion publique dans la mesure au aatibiotiques utilisés pourraient
favoriser I'apparition de bactéries résistantesdnaissibles a 'homme. En effet, ['utilisation
intensive, prolongée et inopportune des antibietsgen médecine humaine et vétérinaire ainsi
gu'en en agriculture a favorisé I'émergence de fmaicrésistantes, via la pression de
sélection, les échanges génétiques horizontauxaetretombinaison (DA SILVA et
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MENDONCA, 2012 ; RODRIGUEZ-ROJAS, 2013). La contaation de I'homme par des
souches portées par les animaux domestiques peutaéforigine de pathologies ou de
complication de pathologies (par la résistance)z clgomme. Cette contamination peut
s'effectuer a travers la consommation et la maaimi de denrées d'origines animales
souillées et par contact avec I'animal ou I'envurement souillé (feces, fumier, effluents
d’abattoirs).

L’émergence de bactéries résistantes aux antjoies, tant chez 'lhomme que chez
I'animal, est devenue une préoccupation majeurgadéé publique, elle complique la prise en
charge des maladies infectieuses en raison desssepahérapeutiques. La multirésistance
qui touche les souches commensales aviaires dstégyat un trait des APEC dont les isolats
sont souvent résistants aux tétracyclines, chlph@micol, sulfamides, aminosides,
fluoroquinolones et béta-lactamines méme a spétéredu (GUABIRABA et SCHOULER,
2015).
Le principal mécanisme impliqué dans la résistade® bactéries a Gram négatif aux béta-
lactamines, molécules majeures dans le traitementdlibacilloses (DEN®t al.,2015), est
I'inactivation enzymatique par la synthése deslbétamases capables d’hydrolyser le noyau
béta-lactame qui devient biologiquement inactifes@nzymes sont trées nombreuses (1300
variants) et hétérogénes, a déterminisme chromagmmou plasmidique (BUSH, 2012).
Parmi elles, les béta-lactamases a spectre él&gEHK) sont une grande famille trés
hétérogéne découverte dans les années 80 en Fpangen Allemagne, elles dérivent des
anciennes béta-lactamases (TEM-1, TEM-2 et SHVat nputation ponctuelle touchant leurs
sites actifs. Ces enzymes ont acquis la capachgdddlyser les céphalosporines a large
spectre et les monobactames, mais pas les céphmay@éfoxitine) ni les carbapénémes
(imipéneme) et elles sont inhibées par les inhilbgale bétalactamases. Une nouvelle classe
de BLSE a émergé depuis quelques années, la othesseCTX-M, pour céfotaximase,
largement disséminée parmi les isolats cliniquendins hospitaliers et communautaires, et
qui est de plus en plus détectée dans les alineniss souches animales (CARATTOLI,
2008 ; EWERSt al.,2013). La présence de BLSE est fréquemment a&ssadia résistance
a d'autres familles d'antibiotiques, dont la classgeure des quinolones (COQU al.,
2008). Classiquement, les mécanismes de résistancguinolones chez les entérobactéries
résultent essentiellement de mutations ponctuelfiesctant les genes chromosomiques des
topoisomérases et plus rarement d’'une diminutiotadeoncentration intracellulaire de ces
antibiotiques par impermeéabilité membranaire etsowexpression des systemes d’efflux.
Plus récemment, des déterminants plasmidiques desistance aux quinolones ont été mis
en évidence ; il s'agit de la protection des tapuoirases par de protéines Qnr, inactivation
enzymatique par AAC(BIb-cr et augmentation de l'efflux par QepA, OgxABacBlll
(NORDMANN, 2006).

Outre les antibiotiques, les volailles recoiveotient des métaux lourds comme le
zinc et le cuivre comme suppléments dans leur aliati®n a des fins nutritionnelles et de
prévention des diarrhées (ZHet al., 2013 ; YAZDANKHAH et al., 2014). De plus, la
pollution de I'environnement par les métaux lousidsst globalement accrue en raison de
leurs nombreuses et diverses utilisations dans di@®aines industriels, domestiques,
agriculture, médical...., ce qui expose les bae$éai ces métaux (ABDELATE¥t al.,2011 ;
ATIENO et al., 2013).
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Pour survivre dans des conditions de stress nwielli les bactéries ont développé divers
mécanismes biologiques, comprenant I'efflux des imétalliques a I'extérieur de la cellule,
l'accumulation et la complexation des ions métadig) a l'intérieur de la cellule, et la
réduction des ions de métaux lourds dans un étatsmoxique (ABDELATEYet al.,2011 ;
BENMALEK et al., 2014). Cette évolution adaptative souvent médige ges éléments
génétiques mobiles est souvent a l'origine d’'unesgion de cosélection qui s’étend aux
antibiotiques et aux biocides du fait de mécangsmede supports génétiques de résistance
communs (BAKER-AUSTIN, 2006 ; ROSEWARNEt al.,, 2010 ; DEREDJIANet al.,
2011 ; GULLBERGet al.,2014).

En Algérie, en médecine humaine, les récentes asnihe résistance aux antibiotiques
indiquent une situation inquiétante. En effet, dés dernieres années ont été marqué par
I'émergence et la dissémination de nouveaux géaegsistance notamment dans le nord du
pays chezE.coli, Salmonella Pseudomonas aeruginosat Acinetobacter baumannii
(MESSAIl et al.,2006 ; BABA AHMED-KAZI TANI et ARLET, 2014). Enevanche, en
meédecine vétérinaire a I'exception de quelquesrimédions ponctuelles, trés peu de données
sont disponibles sur les souches animales en déstésar leur comportement vis-a-vis des
antibiotiques, en particulier de deux importantesnifles : les béta-lactamines et les
fluoroquinolones. En filaire aviaire, on peut cites quatre études phénotypiques effectuées
par HAMMOUDI et AGGAD (2008) ; AGGADet al. (2010) ; BENAMEURet al., (2014)
sur des souches decoli de la région Ouest et de la région de Sétif (MES&AdL., 2013),
isolées de volailles atteintes de colibacillosesiafjue I'étude de AGABOWt al. (2016) sur
des souches de.colicommensales de la région de Constantine.

En revanche, a notre connaissance, aucune casati@n moléculaire de la résistance aux
antibiotiques de souches=d'coli pathogenes aviaires n’a été effectuée au momenbas
avions entamé ce travail.

Dans ce contexte, I'objectif de ce travail alé&éaluation et la caractérisation de la
résistance aux antibiotiques et aux métaux logtez des souches pathogends. doli
responsables de colibacillose dans la région ceettlgérie.

Cette approche vise un apport de données, encags, rasur |'état de la résistance aux
antimicrobiens dans la filiere aviaire, qui vomtggrer dans la stratégie globale de lutte et de
contrdle du phénomene de la résistance aux antjbes.

Le contenu de la these que nous présentons slarticonme suit :

- Une synthése bibliographique abordant les ¢é@ratiques de I'espedescherichia

coli, notamment du pathotype aviaire pathogéne ; lebiatitjues et la résistance aux

antibiotiques (mécanismes d’action et mécanismesédistance), avec un intérét
particulier pour les béta-lactamines et les flgoioolones et enfin les métaux
lourds, avec notamment les mécanismes de résistance

- Le travail expérimental comprend :

« L’évaluation phénotypique de la résistance auxbéstiques et aux métaux
lourds d’une collection de souches pathogenésatlli (n=308). La détection
et la caractérisation moléculaire des béta-lactamasspectre étendu (BLSE);
et I'épidémiologie des souches portant les BLSE.

* L’investigation statistique d'un éventuel lien entfes résistances aux
antibiotiques et aux métaux lourds.
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L’espéce Escherichia coli
Escherichia coli(E.col) est une bactérie a Gram négatif appartenant fartalle des
Enterobacteriaceaecolonisant le tractus gastro intestinal de I'homrdes mammiféres et
autres especes animaldes souches dE.coli commensales sont localisées dans le gros
intestin, spécialement dans le ceecum et le c@O MOULIN et FAIRBROTHER, 1999 ;
KAPER et al.,2004).
1-Historique

Escherichia colia initialement été isolé et décrit par le pédiatiemand Théodore
ESCHERICH, en 1885. Celui-ci démontra son existezmame hodte normal de l'intestin de
I'enfant et pour marquer a la fois ce tropisme aefréquence de son isolement, il I'appela
bacterium colicommune, ce que 'on peut traduire par « bacté@mensune du colon ».

C’est en 1919 que CASTELLANI et CHALMERS Ilui donheson nom définitif en
hommage a ESCHERICH en 1958 officiellement:scherichia coli sur recommandation du
sous-comitéEnterobacteriaceaelu Comité de Nomenclature de I'Association Intdorale
des Sociétés de Microbiologie.

Dés 1883, un vétérinaire Danois Carl Oluf Jensastybe que I'espéck.coli comprend des
souches pathogenes et d’autres non pathogenes (MAB03 ; MAINIL, 2013).
2-Taxonomie

Escherichia colappartient a la famille des entérobactéries quiprend 51 genres.

Le nombre d’especes par genre varie entre 1 a péces; vingt deux genres ne
comptent qu’'une espéce tandis que sept genreslostde 10 especes. Le nombre total
d’especes au sein de cette famille se situe &888ce$OCTAVIA et LAN, 2014).

Le genreEscherichiacomprend: Escherichia albertii, Escherichia coli, Escheriah
fergusonii, Escherichia hermanrdt Escherichia vulnerifOCTAVIA et LAN, 2014).

La classification deE.coli, selon la seconde Edition de Bergey's Manual o$t&watic
bacteriology (2004) est la suivante :

Phylum: Proteobacteria

Classe Gammaproteobacteria

Ordre: Enterobacteriales

Famille: Entreobacteriaceae

Genre: Escherichia

Nom binomial: Escherichia coli

3- Caractéristiques bactériologiques dékpece
3.1 -Morphologie

E.coli est un bacille de forme cylindrique (batonnet) acoobacillaire, Gram négatif
uniformément coloré, non sporulé, parfois capsigedum a 3im de long sur 0y de large.
Les cellules de E.coli se présentent soit seules ou groupées, le plusesbwpar deux
(diplobacilles), tres rarement elles sont renca#rén amas ; elles sont mobiles grace a une
ciliature péritriche. Les colonies ont un aspecimbé, lisse et rond (GROSJEAN et
PASQUIER, 2009).
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3.2- Caracteres culturaux

E.coliest une bactérie mésophile, son optimum de craissast proche de la température
corporelle des animaux a sang chaud (35-43°C)inhi¢el de croissance inférieure se situe aux
environs de 7°C. LeB. colisont tués rapidement lorsque la température déFga@s€s comme
dans le processus de pasteurisation.
Outre la température, le pH et I'aw peuvent ausBuéncer la multiplication d. coli dont
I'optimum de croissance est de 7,2 et 0,99 respauient. La croissancekl’ coliestarrétée a
des pH extrémes (<3,8 ou >9,5) et a une valeur &vieure a 0,94. Le degrBacidité d’'un
produit peut donc constituer un facteur de probectiour sa sécurité.
E. colise multiplie rapidement sur gélose ordinaire oa#le, aprés 18 a 24 heures donne des
colonies de 2 mm de diametre. Le dédoublement klideca lieu toutes les 20 mn (COHEN et
KARIB, 2006 ; JEANet al.,2007).

3.3- Caracteéristiques biochimiques

E. coliposséde des caracteres biochimiques particuliersgbant de la différencier des
especes voisines. Cette bactérie a un métabolisspiratoire, fermente le glucose
(habituellement avec production de gaz) et le Bt(®5 pourcent des souches). En ce qui
concerne la fermentation des suctes,coli synthétise des gaz et de l'acide en présence de
glucose, maltose, mannitol, xylose, glycérol, rhasm sorbitol ou d’arabinose mais pas en
présence de dextrine, d’amidon ou d’inositol. Cetspece produit de I'indole a partir du
tryptophane et n'utilise pas le citrate comme sewke carbone. Elle ne posséde pas d’arginine
dihydrolase ADH (JOLY et REYNAUD, 2006 ; FRENEX al .,2007). Par contre, elle produit
une réaction positive au meéthyl rouge mais négativéa réaction de Voges-Proskauer
(FRENEY et al.,2007).

3.4- Les caracteres génétiques @: coli

Le chromosome bactérien occupe un territoire campique (0,5 mm). Il est structuré
en super-hélice, comportant 50 lobes clesherichia coliet est relié a la membrane
plasmique au moins par 20 points d’attaches. Icesstitué d’une grande molécule d’ADN
double brin circulaire (DUPUY et NOUGIER, 2005).

L’une des souches B: coli la mieux caractérisée est la souche K12 utiliséance
outil de travail dans la recherche scientifiquensdaes études de génétique, de biologie
moléculaire, de physiologie, et de biochimie. Sodname a été publié en 1997, |l
correspond a un unigue chromosome circulaire dendljns paires de bases, sur lequel
sont identifiés 4289 génes codant des protéinegyeB@s codant des ARNt et 22 génes
codant des ARNr rassemblés dans 7 opérons ribosofXDBRINDT, 2005 ; WELCH,
2006).

Le génome de la souclie coli pathogene aviaire O1:K1:H7 a été publié en 2007 : i
comprend un chromosome circulaire de 5,1 Mpb efadnpides totalisant ainsi un génome
d’une taille de 5,6 Mpb (JOHNSO®t al, 2007). Le chromosome de la souche aviaire O :78
séquencé en 2013 a une taille de 4,7Mpb avec dasmmles de 217Kpb et 113Kpb
(MANGIAMELE et al.,2013 ; ROJASt al.,2013).

La comparaison entre les différents génomes deshssé. coli a mis en évidence la
présence de deux fonds génomiques principaux ; <omur génomique » (ou fond
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commun) présent dans toutes les souch&s doli et qui comprend pas moins de 2000
genes et le fond dérivé ou «génome accessoit@s,different entre les souches, qui
permet l'expression de facteurs de virulence praeofi des maladies plus séveres.
Le répertoire total de genes de I'espéce est estimpus de 16 000 et seulement 1% des
genes connues sont communs a toutes les souclies cdli (DOBRINDT, 2005 ;
CLERMONTet al.,2011 ; BLOUNT, 2015).

Les souches pathogenesd'coli possedent jusqu’a 20% d’informations génétiques
supplémentaires acquises vraisemblablement au amirgansferts horizontaux d’ADN.
De nombreux genes nouvellement acquis sont losatigé le chromosome, mais beaucoup
d’autres sont sur des réplicons extrachromosomjdeeplasmides (MAINIL, 2003

Au cours de I'évolution, ces genes peuvent s’irdégians des structures relativement
indépendantes, comme les transposons ou les pbagesregrouper pour former des ilots de
pathogénicité La séquence complete du génome dgepts souches B. coli montre la
présence de nombreuses séquences d’insertion {&)séquences bactériophagiques ainsi
gue d'autres plages de séquences inusuelles quigeemt de I'extraordinaire plasticité du
génome de ce genre bactérien (DOBRINDT, 2005).

La variabilité génétique retrouvée chiéz coli est due a la grande plasticité qui
caractérise leur génome (THOMAS et NIELISEN, 20@)e se traduit par la capacité de
ce dernier & moduler ces caractéristiques de faaturelle, soit spontanée soit en réponse
a un stimulus environnemental ce qui engendre destions structurelles du génome a
plus ou moins grande échelle (MAINIL, 2003)et@ plasticité génomique est a la
base de I'acquisition et la sélection de génesiddence, envers des recombinaisons et
des transferts génétiques non spécifiques.

4- Les différentes Classifications d&.coli

L'espéce E. coli peut étre divisée en trois principales catégorides souches
commensales, les souches provoquant des maladiestinales (IPEC) et les souches
responsables de maladies extra-intestinales (EXIPEQ$SO et JOHNSON, 2003 ; KAPER
et al, 2004). De méme, il existe différentes clasatfans de cette espéce : selon le sérotype,
le pathotype ou le groupe phylogénique.

4.1- Classification selon le sérotype

La sérotypage d& .coli est une méthode utile, trés utilisée mais compbaer 173
antigenes O, 80 antigenes K et 56 antigene H. dretype est la combinaison des 3
antigénes. Les antigenes somatiques O, capsulaires K et feags H peuvent constituer
ainsi plus de 10000 combinaisons possibles (ORSKEDWORSKOV, 1992 ; ROBINS —
BROWN et HARTLAND, 2002 ; PRAGERt al.,2003). Le sérogroupe est déterminé que
par I'antigene O seulement tel que 0157, 0111 etc.

De principaux groupes de sérotypes sont assocksaiches dek. coli intestinales et
extra intestinales ; de ce fait, ils constituges marqueurs épidémiologiques intéressants vu
gu’ils sont associés a des facteurs de virulenéeifigues de ces groupe®RSKOV et
ORSKOV, 1992, STENUTZ «l., 2006).
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4.2- Classification selon le pathotypé€igure 1)

Un groupe de différentes souches bactériennes teppat a la méme espéce causant la
méme maladie en utilisant les méme facteurs delevice est nommé pathotype
(KAPERet al.,2004 ; KAPERet al.,2005).

4.2.1- LesE.coli pathogenes Intestinales (IPEC)

Les E. coli pathogénes intestinales ou entériques (IPEGestinial pathogeni&.coli)
reconnus comme des agents responsables de syndram@ique d'origine alimentaire ou
hydrigue ont en commun de se multiplier dans Istitede leurs hotes. Elles se retrouveront
donc dans les féces et par la suite dans les effiuEnimaux (élevages et abattoirs) et les
effluents d’origine humaine.

Ce premier groupe de pathogenes est subdivisepaih®vars majeurs selon le type de
maladie engendré (figurel) (KAPER, 2004 ; CROXENRI&LAY, 2010):
les E. coli entérotoxigenes (ETEC), lesE. coli entéropathogenes (EPEC),
les E. coli entérohémorragiques (EHEC), IEscoli entéroagrégatives (EAEC), I& coli
entéroinvasives (EIEC) et |&s colia adhérence diffuse (EAEC) (CROXENal.,2013).

4.2.2-LesE.coli Pathogénes extra-intestinales (EXPEC)

Le deuxieme groupe dE. coli, a l'origine de maladies extra- intestinales (EXPEC)
a acquis la capacité de déjouer les défenses inamasi de I'hdte, a se propager dans
'organisme et provoquer notamment des infectiomsaires et des septicémies (JOHNSON
et RUSSO, 2005 ; ASLAMt al.,2014). Elles posent probleme autant en médecinmeaime
(notamment a cause des multiples résistances asqpisrtees le plus souvent par des
plasmides), qu’en médecine animale.

A l'opposé de<E. coliintestinales qui sont des pathogénes obligatoiessEXPEC sont
des bactéries pathogenes facultatives pouvant i@pjraa la flore intestinale normale d’une
fraction de la population saine ou elles vivent omndes commensaux (KOHLER et
DOBRINDT, 2011 ; MELLATA & al., 2013). Les pathotypes a l'origine des maladies
extraintestinales (EXPEC) sont : EEscoli uropathogenes (UPEC), IEs coliassociees a la
meéningite néonatale et a la septicémie (MNEC)estE| coli pathogenes aviaires (APEC).

Cette revue bibliographique se focalisera sur IBE®, objet de cette étude.

4.2.2.1-Les Escherichia coliPathogenes Aviaires (APEC)
Les Escherichia colipathogenes aviaires sont a l'origine d’'un largendail d’infections
localisées et systémiquesuramment appelés colibacillose aviaire. Les mt#sdéfinissant
les APEC est diversité et hétérogénéité (SCHOUEERI.,2012 ; MELLATA et al.,2012 ;
GUABIRABA et SCHOULER, 2015 ; MITCHELLet al., 2015) ; ceci est reflété par la
diversité des sérotypes de ce pathoMaes souchesd’E. coli pathogénes aviaires
appartiennent principalement aux sérogrou@ds 02, O78, 018, et O35 (MELLAT Aet
al. 2012) ; en Europe ce sont les sérotypds 02, O5, 08, 018 et O78) qui représentent
56,5% des APEC (SCHOULE® al.,2012).
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Figure 1: Différents groupes deEscherichia colipathogenes.

E. coli entéropathogéne (EPEQ, coli entérotoxinogeéne (ETEC) &. coli a adhésion diffuse
(DAEC) colonisent l'intestin et sont a l'origine diarrhées, alors qui. coli entérohémorragique
(EHEC) etE. coli entéroinvasif (EIEC) colonisent plut6t le colok.; coli entéroaggrégatif (EAEC)
peut coloniser les deuk. coli uropathogene (UPEC) colonise le tractus urinaisg|ijia la vessie
et est a l'origine de cystites. En fonction desdars de virulence hébergés par les souches, les
UPEC peuvent remonter jusqu’aux reins et entrainer pyélonéphrite. De plus, les UPEC comme
lesE. coli a I'origine de méningites néonatales (NMEC) peuanitainer une septicémid’apres
CROXEN et FINLAY, 2010).
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» La colibacilloseaviaire

Aujourd'hui, la colibacillose aviaire est a traversmonde, I'une des principales causes de
mortalité et de morbidité associée a de substéegipkertes économiquéBZIVA et STEVENS,
2008 ; MELLATA et al.,2012 ; GUABIRABA etSCHOULER, 2015).

Ces pertes économiques sont dues a des diminuestaux d’éclosion et de production
d’'ceufs, a la mortalité, la saisie a I'abattoire=t tolts associés au traitement et a la prophylaxie
(GUABIRABA et SCHOULER, 2015).

Ces dernieres années, beaucoup d'efforts de réelseomt été orientés sur la possible
transmission de I'animal vers ’'homme des souchd2HE (ANTAOet al, 2008). La volaille
est considérée comme la principale source animaleahtamination des humains par les
souches EXPEC(MOULIN-SCHOULEUR et al.,, 2007, BELANGER et al., 2011;
BERGERONEt al.,2012 ; MORAet al.,2013).

Les APEC sont responsables de colibacilloses, umilreyne complexe caractérisé par des
lésions de multiples organes, aussi bien chepiksaux domestiques que sauvages et dans
tous les types de productions de volaille (MOULISEBOULEURet al.2006; EWERSet al.,
2009 ; MORAet al.,2013 ;GUABIRABA et SCHOULER, 201k

Les principaux signes cliniques chez la volaillsca$és a ce syndrome est la fievre,
la dépression, les excréments jaunatres ou vesda@treles Iésions des organes internes
(STORDEUR et MAINIL, 2002 MELLATA, 2013).

Les APEC peuvent causer des types localisées &nsigeies de colibacilloses en
agissant comme un agent pathogéne primaire ou daceiGUABIRABA et SCHOULER,
2015.

Les formes les plus typiques de l'infection locadisen tant qu’agent primaire sont des
infections de I'appareil reproducteur, 'omphalktel’infection du sac vitellin. Les infections du
tractus génital incluent la salpingite, la périteret la salpingopéritonite tres commune chez
les poules pondeuses ; la péritonite est un synelnolos aigu et septicémique qui affecte les
poules pondeuses lors de la production des ceufsoiead’infection par les APEC semble
respiratoire et vaginale (MORAet al., 2013 ; GUABIRABA et SCHOULER, 201k
L’'omphalite et I'infection du sac vitellin se pratpar contamination fécale des ceufsimovo
durant la formation des ceufs quand les poules pmedesouffrent de salpingopéritonite
(GUABIRABA et SCHOULER, 2015).

L’infection initiale survient généralement 4 a 9nmsgnes pour les poulets de chair et chez les
poules pondeuses lors du pic de la production dcauénviron 30 semaineaNTAO et al.,
2008).

En tant que bactérie opportuniste seconddreoli peut jouer un réle dans certaines
infections osseuses et articulaires affectant lesages. Cependant le syndrome le plus
commun et le plus étudié de la colibacillose edbtane systémique qui commence dans les
voies respiratoires notamment chez le poulet dirlde et induit une colisepticémiRIQULIN-
SCHOULEUREet al.,2007 ;GUABIRABA et SCHOULER, 201k
La colisepticémie survient chez les oiseaux steesgéimmunodéprimés en raison d'une
détérioration de I'environnement tels que I'accuatioh de poussiére et de 'ammoniac, d’'une
infection & Mycoplasme, d’infections virales pes Virus de la bronchite infectieuse et le virus
de la maladie de Newcasle. Ces facteurs biotiqtiebietiques pourraient conduire a une
altération de la réponse immunitaire et/ou unelid¢icin des cellules épithéliales trachéales.
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Ce déficit dans les défenses mécaniques épith&lifdeorise la colonisation du tractus
respiratoire supérieur et inférieur, par les APEE€spntes dans I'environnement et la survenue
de [linfection respiratoire. Les APEC traversengpithélium respiratoire et pénetrent
profondément dans la muqueuse et la sous muqueuseagieindre le flux sanguin causant
ainsi une septicémi@&GUABIRABA etSCHOULER, 2015).

Les volailles surviant a une septicémie développent une aérosacculiteaigué
fibrinopurulente, une péricardite et une périhiégpatBien que I'aérosacculite soit observée, il
est difficile de savoir si elle résulte d'une expos respiratoire primaire ou d'extension de
polysérosite. En outre, les séquelles de la cdls@pie peut également mener a l'arthrite,
I'ostéomyélite, la péritonite et la salpingite (BRNES, 2008 ; DZIVA et STEVENS, 2008 ;
GUABIRABA et SCHOULER, 201k

» Les facteurs de virulence des APEC
Les caractéristiques génétiqgues qui définissenPHB ne sont pas complétement
élucidées.Comme les EXPEC humaine, les souches APEC peuttengénétiquement trés
diversifiées et avoir un répertoire distinctgines de virulence (MELLATAt al.,2013).
Les APEC possedent le plus souvent des génes diende semblables a ceux des EXPEC
humain pouvant occasionner des infections chezriihe (JOHNSONet al., 2012 ;ASLAM et
al., 2014 ; NANDANWARet al.,2014 ; ZHU et al.,2014).

La colibacillose aviaire commence généralement cemane infection respiratoire qui
évolue a l'infection généralisée résultant desofési fibrinopurulentes des organes internes.
Jusqu'a présent, les mécanismes de virulence AP&EGont pas encore bien définis.
La colonisation de la trachée et sacs d'air essidérée comme la premiére étape d'une
infection systémique par I'APEC, suivie de la cddation du foie et le péricarde, avec
bactériémie ultérieure (GUABIRABA &CHOULER, 2015).

Divers facteurs de virulence ont été identifiéuiP certains d'entre eux leur
implication dans la pathogénese a été expérimenéaie prouvée en utilisant des modeles
d'infection expérimentales (GUABIRABA &CHOULER, 2015 MITCHELL et al., 2015.
Cependant dans la plupart des cas la phase pd&cisgpathogenése dans laquelle ils jouent un
role reste encore inconnue (DZI\& al.,2013 ;GUABIRABA et SCHOULER, 2015).

Les facteurs de virulences potentiels associés AREC incluent :

- Les adhésines requises notamment pour la colamnsdé la trachée et du poumon :
les fimbriae de type 1 et P, les curli, lembriae Stg, 'autotransporter adhesion Aat,
I’'hnémaglutinine Tsh (temperature sensitive hemagjhit et le pilus ECPE.coli common pilus,
la protéine yqi (adhesin 1), Idenbriae Dr, I’Autotransporter AatA (Autotransporter adloey
(EWERS et al.,, 2003 ; ANTAO et al.,, 2009 ; WANG et al.,, 2011 ; GUABIRABA et
SCHOULER, 2015).
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- Les systemegd'acqusition du fer tels que I'aérobactine, |I’entérobactinéa
salmocheline, le systéme de transport du fer SingSnella Iron Transporter), la protéine de
transport ChuA pour l'utilisation de I'heéme. Cestiurs sont requis pour [linvasion du
systeme vasculaire via le poumon et les sacs aégriiommagés, qui sont une porte d’entrée
des bactéries, et pour la survie dans les fluidedodiques ou le fer est a faibles
concentrations (SABReét al., 2008 ; GAOet al., 2012 ; GUABIRABA et SCHOULER,
2015).

- La résistance au sérum et I'activité anti-phad¢micy par le biais des protectines tels
gueles capsules (antigene K1), les lipopolisacclearidLPS), la production de protéines
de surfaces Omp A, les protéines codées par lenpd@asColV telle que le déterminant de
la résistance au complément Iss (increased seruwival) et Tra T, une protéine
d’exclusion de surface (MELLATAet al.,2003).

- Les toxines peuvent aussi étre produitas les APEC. C’est le cas des toxines
CLT (Chicken Lethal Toxip Vat (Vacuolating Autotransporter Toxin), 'hémsine E,
les colicines et la toxine CNF1 (cytotoxic necroiis factor 1) (DHO- MOULIN et
FAIRBROTHER, 1999 ; EWERSt al.,2003 ; DZIVA et STEVENS, 2008 ; NAKAZATO
et al.,2009).

- Dans le métabolisme, la présence du systemdratesport du phosphate (pts),
le transporteur de nitrite (NirC), le métabolismie sucre (Aec35-37) (GUABIRABA et
SCHOULER, 2015).

- Dans des systemes de régulation appelés TW& dbmponents system) comme le
systeme RstA/RstB qui contribue a la survie extesitinale et dans des conditions de stress ;
le systeme PhoB/PhoR jouant un rble dans la médiatie la détection du Phosphate
inorganique et le systéme BarA/UvrY qui réguldaints facteurs de virulence tels que la
production d’hémolysine et du LPS (LipopolysacctieyiHERRENet al.,2006 ; CREPIN et
al., 2008 ; GUABIRABA etSCHOULER, 2015).

Divers autres facteurs de virulence ont égalementrépertoriés ; on citera IbeA et IbeB
(pour la résistance au stress oxidatif)) SsrA/SrfyBsysteme de controle de la traduction
des protéines), Type VI le systeme de sécrétmriyde IV (réle dans I'expression des
fimbriae de type 1), un régulateur TranscriptiongQ (impligué dans la régulation de
I'abssorption du fer), le Flagelle (FIiC) (DZIVét al.,2013 ; GUABIRABA etSCHOULER,
2015).

Il apparait a travers la littératureque les facteurs de virulence ne sont pas tous
présents dans un méme isolat et qu’il n'y a pasnique ou un ensemble de genes de
virulence spécifiques systématiquement associésx ABEC, dou la difficulté du
diagnostique et de la mise en ceuvre de traitenileliaint tous les isolats (SCHOULER al.,
2012 ; GHUNAIM et al., 2014 ; GUABIRABA etSCHOULER, 2015 HUJA et al., 2015
(figure 2). Cependant, il a été démontré que g@aes localisés sur le plasmide ColV sont
associés aux souches APEC, ce qui a permis diétebbutil de diagnostic prédictif rapide.

Il s’agit de :iroN (Salmochelin siderophore receptor genelpT(outer membrane protease
gene), hlyF (avian hemolysin), iss (increased serum survival gene) @A (Aerobactin
siderophore receptor gen€)OHNSONet al., 2008a). En effet, certaines combinaisons de
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génes de virulence sont de bons prédicteurs deshesuAPEC (GUABIRABA et
SCHOULER, 2015) SCHOULEREet al. (2012) ont établi quatre associations de genes qui
ont permis le diagnostic de 70,2% des APEC. De méassociation des facteurs de
virulence sitAP (iron acquisition locus), ompT, hiy@gadiroN a été établie chez 30 des 50
isolats APEC cliniques dans I'étude de DISSANAYAKEal.,(2014).
» Transmission des APEC et risque zoonotique

Les infections de 'APEC peuvent poser un risquear p@s humains, en raison de leur
potentiel zoonotique de leur capacité a infectethiges humain8ERGERONet al.,2012;
MELLATA, 2013).
Les aliments contaminés et plus particulieremestpi®duits de la volaille (viande et ceufs)
semblent étre un vecteur potentiel de souches ExRE@ogénes pour I'homme
(BERGERON et al., 2012 ; MORAEet al., 2013 ; MITCHELL et al., 2015). Il est probable
d’en retrouver dans différentes matrices envirorgrgales. En effet, une dissémination dans
'environnement via les effluents d’élevage, d’abas urbains est tout a fait envisageable du
fait que ces souches sont excrétées legafeces. La présence d’EXPEC dans différents
écosystemes montre que la dissémination de ceogeaths dans l'environnement est
possible méme dans des zones relativement is@&tsANGER et al.,2011 ; BERGERON
et al.,2012).
Les souches isolées de cas cliniques humains eialed de maladies extra-intestinales
partagent de nombreux facteurs de virulence.

L\¢$b¢3 Capsule

{polysaccharide
apsulaire K1)

Paroi

(hiyC, cnf1)

LPS [Lipopolysaccharide)
aageﬂe

Membrane

Side
S L cytoplasmique

(FuyAlucC lreM...)

Figure 2 : Principaux facteurs de virulence impéigwdans le développement des processus
infectieux chez les EXPEC (extraintestinal pathag&ncoli) (JAUREGUY, 2009).
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De maniere générale, il semblerait que les sousREC et UPEC ont en commun
des sérogroupes impliqgués dans les pathologies iham&01, 02, O8, O18) ainsi que de
nombreux facteurs de virulence (MELLATA, 2013). marces facteurs de virulence, on
retrouve les genes codant pour les sidérophoréaéebbactineiutA et son récepteuroN
portés par un plasmide chez les APEC ces geéneersedonc facilement transmissibles
d’'une souche a l'autr€RODRIGUEZ-SIEKet al., 2005). Le risque zoonotique des isolats
APEC est en effet inhérent au fait que certaiB@EC humains et aviaires ont un
background phylogénique similaire et partagent gé&ses communs et ce en plus de la
présence de plusieurs grands plasmides, une aatqtée définissant les APEC (JOHNSON
et al.,2007 ; MELLATA et al.,2009 ; MELLATAet al.,2012 ; MELLATA, 2013 ; HUJAet
al., 2015).Les preuves du potentiel zoonotique des souchegExgortées par les volailles,
oiseaux et animaux de compagnie (chien, chat) i=tativement nombreuses (BELANGER
et al.,2011 ; BERGERONt al.,2012).

Les volailles semblent donc étre un réservoir delses potentiellement uropathogenes pour
’homme car elles présentent des facteurs de vicel&eommuns parmi lesquels fasbriae

de type P, les sidérophores, la capsule de prote&R et dans une moindre mesure les
fimbriae S et F1C (MOULIN-SCHOULEURet al., 2007 ; BERGERONet al., 2012 ;
MELLATA, 2013; HUJAet al.,2015.

4.3- La classification phylogénique

Les souches &. coli peuvent étre assignées a 6 principaux groupgtogdniques
désignés A, B1, B2, D, E et F (CLERMONMT al.,2011). Les souches extra-intestinales
appartiennent au groupes B2 et D et portent plusadiurs de virulence que les autres
groupes (CLERMON'Eet al, 2000 ; NOWROUZIANet al.,2005; MELLATA, 2013). Les
E. colicommensales sont la plupart groupées dans le groylpe A (CROXEN et FINLAY,
2010).

Cependant les pathotypes Hecoli ne sont pas toujours tous groupés ensemble ;
ETEC a été trouve pour le groupe avec des groupgsgenétiques A et B1 tandis que les
EAEC sont regroupés en groupes phylogéniques ABBlet D ce qui démontre le caractére
disparate du génotype deéscolipathogenes (CROXERBt FINLAY 2010).

Une technique d’amplification par PCR de troisgfreents d’ADN €ChuA yjA et
TSPE4.C2 PCR triplex, a été mise au point afin de déteeniplus simplement
I'appartenance de certains isolats aux quatre g®yylogénétiques majeurs (B2, D, Bl
et A) (Figure 3) (CLERMONT et FINLAY, 2000).
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Figure 3 : Dichotomie permettant de déterminerrtauge phylogénétique de  souches de
E. colipar amplification génique (PCR) (CLERMONMT al, 2000).
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Chapitre 2 : Antibiotiques et Résistance aux antilmtiques
1. Généralités sur les antibiotiques

1.1-Notion d’antibiotique

Le mot antibiotique (du Grec anti : contre, bica:Jie) est défini comme étant un agent
antimicrobien naturel, d’origine biologique et /eynthétique et/ou semi synthétique (LAVIGNE,
2007) qui a faible concentration, agit sur desévaes sans étre toxique pour I'hote.
L'importance des antibiotiques est considérée emomade leur efficacité en médecine humaine et
animale. lls ont contribué a I'essor de I'élevagec@nstituent la premiére classe de médicaments
vétérinaires dans le monde. lls empéchent la niiadipon des bactéries (bactériostase) ou entrainen
leur destruction (bactéricide) par une action aweani d'une ou plusieurs étapes métaboliques
indispensables a la vie de la bactérie (LAVIGNH) 20

1.2- Caractéristiques des antibiotiques

1.2.1-Toxicité sélective

Pour étre efficace un agent chimiothérapeutiquealaiir une toxicité sélective ; il doit tuer
ou inhiber le germe pathogéene en portant le maissiple préjudice a I'héte. Cette sélectivité risul
de la présence de différences biochimiques impedaentre les bactéries et les cellules eucaryotes
(NEAL, 2003).

1.2.2- Spectre d’'activité
Il existe deux types de spectre :

Le spectre large : regroupe les antibiotiquesrduibent un nombre élevé de bactéries Gram+

et Gram-.

- Le spectre étroit : attribué aux antilgjoes agissant sur un nombre limité de germes.

Le spectre d'activité peut étre évolutif en fonatide I'apparition ou du développement d’'un ou
plusieurs mécanismes de résistance

1.2.3-Activité antibactérienne

Cette activité est définie comme étant I'effet Gatibiotique sur une bactérie qui va de
I'inhibition de la croissance bactérienne apres IBth de culture a la mort de la bactérie aprés 18h
d’incubation a 37°C (BRISABOISt al.,2006).
L'efficacité d’'un agent chimiothérapeutique contre microorganisme peut étre fournie par la
concentration minimale inhibitrice (CMI).
La CMI est la concentration la plus faible d’'unibiotique capable d’empécher le développement
d’'un microorganisme particulier. Cet effet est réie, c'est-a-dire que la croissance des
microorganismes peut reprendre des que I'antibiafé est arrétée.
D’autre part, la concentration minimale bactériqi@®1B) est la concentration la plus faible, capable
de tuer le microorganisme. Cette action dépendetde @arametres, a savoir la concentration et le
temps (YENNI, 2003).

1.3- Utilisation des antibiotigues en médecine vétgaaire

Les antibiotiques peuvent étre utilisés de quasgoris différentes avec des objectifs
variables : curatifs, préventifs et facteurs dessance (SHWARZ et CHASLUS, 2001 ; FABREGA
et al.,2008).
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1.3.1- Médicament vétérinaire

L'usage thérapeutique (antibiothérapie) a pour atibje I'obtention de la guérison des
animaux malades et la réduction de la mortalitéci €entribue au développement de I'élevage
industriel moderne et permet la maitrise de nongmgupathologies, parfois transmissibles a
I’'Homme lors des infections zoonotiques (SHWARZEIASLUS, 2001).

1.3.2-Prophylaxie

Les antibiotiques peuvent, parfois, étre admirssiréles périodes critiques de leur vie sur des
animaux soumis a une pression de contaminatioriééget bien connue (apres un transport ou un
mélange) apres contréle de la nature de l'infecpan des examens de laboratoire. Ce traitement
permet d’éviter totalement I'expression clinique.
Cette modalité d'utilisation des antibiotiques &saptée a une situation sanitaire donnée et deit ét
provisoire (CHAUVINet al, 2006).

1.3.3-Métaphylaxie

Lorsqu’une infection collective trés contagieusedsgelare dans un élevage, les animaux
exposés ne présentant pas de signes cliniquegymorsains ou en incubation) font I'objet d’'un
traitement au méme temps que ceux qui sont mal&kte pratique est tres fréquente chez la
volaille ; la métaphylaxie est mise en oeuvre dimpdiun seuil d’atteinte des animaux au sein du lo
de 10-15% de l'effectif (CHAUVINet al.,2006).

1.3.4- Facteur de Croissance

Les antibiotiques administrés a faible doses dalisientation animale ont un effet préventif
sur certaines infections bactériennes et modikeobmposition de la microflore intestinale enteain
une meilleure assimilation des aliments pour lesanx. Ces effets protecteurs entrainent un effet
zootechnique, sous forme d’'une augmentation didsse de croissance de quelques pourcents. Leur
administration requiert leur administration a desed sous-thérapeutiques et qui s’étale sur une
longue période (SHWARZ et CHASLUS, 2001).

2- Les antibiotiques

Il existe plus de 10 000 molécules antibiotiquessruae centaine seulement est efficace et
utilisables a des fins thérapeutiques. La plupast antibiotiques sont naturels et produits par les
procaryotes (actinomycetes surtout ou eubactéteshampignons (17 % des antibiotiques), les
végetaux supérieurs, les animaux et les lichens. drgibiotiques sont divisés en familles : les
béta-lactamines, les aminosides, les macrolidesgyelines, les quinolones, les polypeptides, les
glycopeptides, les phénicolés, les nitro-furanesirs modes d’action sont variablSSA\NDERSet
al., 2011).0On distingue alors les antibiotiques agissant dar paroi bactérienne, la membrane
cellulaire, la réplication de I'ADN, la syntheseof#ique (sous unités ribosomiale) etc...

La suite de cette revue bibliographique abordera les famillesl’antibiotiques concernés par
cette étude.
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2.1- Les béta-lactamines

Les béta-lactamines constituent la famille d’aotigues la plus importante, aussi bien par le
nombre et la diversité des molécules utilisables par leurs indications en thérapeutique et en
prophylaxie des infections bactériennes. Cette Iiemiqui regroupe les pénicillines, les
céphalosporines, les carbapénémes et les monoleagtash caractérisée par la présence constante du
cycle B lactame associé a des cycles et des chaineddatgeaiables qui expliquent les propriétés
pharmacocinétiques et le spectre d’activité ddereifits produits.
Les B-lactamines demeurent a I'heure actuelle les mtdédes plus utilisées dans le traitement des
infections dues aux entérobactéries. Cette laifigatibn est principalement liee a leur faibleitité
et a leur pouvoir bactéricide.
Les béta-lactamines constituent une famille tresiptexe dont la structure du nayau de base
comportant toujours le cycle lactame, permet de distinguer trois grands groupes dérives, de
I'acide 6-aminopénicillanique, les dérivés de Icir-aminocéphalosporanique et les monobactames
(BRYSKIER, 1999 ; CAVALLOet al.,2004).

2.1.1-Les dérivés de I'acide 6-amino-pénicillaniquéfigure 4)

Leur noyaude baseassociaun cycle bétlalactame un cycle thiazolidine, spécifique
des pénicillines donnant une structure a trois unays&elon que ce noyau est un péname, un peneme
ou un clavame, diverses substitutions conférent anblécule des propriétés et une activité
antibactérienne variable expliquant les variaianspkctre d’activité antibactérien.

- Les pénames ou pénicillinesont une vaste famille de produits ayant en comiemoyau
péname caractéristique des pénicillines. La natlreradical fixé sur le carbone 6 permet de
distinguer les produits de ce sous groupely dllieu de distinguerau moins septsous
groupesdifférenciéspar leur structure, leusstabilité, leur spectreet leur activité antibactérienne
(CAVALLO et al.,2004).

-Les clavames ou oxapénamesont issus de la substitution du soufre en positidu noyau
péname par un oxygene ; I'acide clavulanique eselde molécule naturelle produ¢reptomyces
cattleyaactuellement commercialisée dans ce groupe. L'itapoe de l'acide clavulanque réside
plus dans son réle d’'inhibiteur des bétalactamdseSmbler par fixation sur le site actif que de son
r6le antibiotique. Cette molécule est administré@ssociation avec une autre béta-lactamine comme
'amoxicilline ou la ticarcilline dont I'activité & rétablie en présence de souches bactérienne
productrices de bétalactamagAELAIN, 2008).

- Pourles pénemeda substitution du soufre en position 1 du noyéangme par un atome de
carbone est a l'origine du noyau péneme ; les pariemes les plus connus sont l'imipéneme, le
meéropeneme et I'ertapénéme. Ces molécules somt@asaes par leur puissance due a leur affinité
élevée aux protéines cibles, leur large spectribaatérien et une grande stabilité vis-a-vis de la
plupart des bétalactamases (CAVALEDal.,2004 ; ZHANELet al.,2005).

2.1.2-Les dérivés de l'acide 7-amino-céphalosporajie

Leur noyau de base associe un cyldactame a un cycle dihydrothiazine pour former
'acide 7-aminocéphalosporanique ou 7-ACA (noyaphééne), qui distingue les céphalosporines
des pénicillines. Suivant les substituants en RR4t on distingue les céphalosporines, les
céphamycines et les oxacépherffegire 5). La particularité du noyau céphéme et les nombreux
radicaux de substitution proposés expliquent lespngtés antibactériennes différentes des
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céphalosporines, justifiant leur distinction fooatnelle en plusieurs générations, de spectre et
d’intérét clinique variables (CAVALL@t al, 2004).

- Les céphalosporines de premiére génération onpecire limité aux cocci a Gram positif,
essentiellement les streptocoques et les staphylesosensibles a la méthicilline et a quelques
entérobactéries ne produisant pas de céphalosperinductible commeé. coli, les salmonelles,

P. mirabilisou Klebsiella sppElles sont hydrolysées facilement par les béiataases acquises.

Les principaux produits sont la céfalotine, la zéfme et la céfapirine pour les formes
parentérales, le céfaclor, le céfadroxil et |la leddae pour les formes orales.

- Les céphalosporines de deuxieme génération ontpantre un peu élargi au sein des
entérobactéries, avec des variations suivant ldéaules. Les céphamycines comme la céfoxitine
et le céfotétan leur sont rattachées du fait de knectre tres proche, étendu a certaines
entérobactéries productrices de bétalactamaseckesgéendu et aux anaérobies a Gram négatif.

- Les céphalosporines de troisieme génération seglignt par un accroissement important
de leur spectre antibactérien et par leur stabditéa plupart des bétalactamases comme les
pénicillinases de type TEM ou les céphalosporinabesmosomiques des entérobactériesPde
aeruginosaet A. baumannii Les principales sont le céfotaxime, la ceftriaxola ceftizoxime, le
céfixime, la cefpodoxime et la ceftazidime (BUSIGQ2).

- Les Céphalosporines de quatrieme générgtimssedent une stabilité accrue contre certains
types de bétalactamases produites Paeudomonas aeruginosat d’autres bactéries
entériques (les principales molécules sont le ¢éfét le céfpirome).

- Les céphamycines

Les principales molécules sont la céfoxitine etdététan qui sont rattachées, du fait de
leurs propriétés, comme indiqué ci-dessus, auxatépporines de deuxieme génération. Elles sont
caractérisées par un radical alpha-méthoxy enipnsit Ce radical protége le noyfulactame de
'hydrolyse par les bétalactamases, mais est resfixbm d’'un effet inducteur intense sur les
céphalosporinases chromosomiques.

2.1.3- Les monobactames

Leur noyau se caractérise par la présence du namygmocyclique, azétidine, limité au
cycle B -lactame. Seul l'aztréonam est a I'heure actuphescrit. Une série de substitutions
latérales sur le noyau monobactame lui confereaectéristiques originales. Une chaine latérale
aminothiazolyl lui confere une trés bonne actiitdtre les bactéries a Gram négatif aérobies et
plus particulierement contre les entérobactériag pesquelles il posséde une activité comparable
a celle des céphalosporines de troisieme génératioraison de sa bonne stabilité vis-a-vis des
bétalactamaseson activité s'étend B. aeruginosall n'a en revanche aucune activité sur les
bacilles a Gram positif et les anaérobies (CAVAL&l, 2004).

2.1.4-Mécanisme d’action des béta-lactamines
. Pénétration des béta-lactamines a travers la membrane externe
Chez les bactéries a Gram négatif, les béta-lansndoivent traverser la membrane
externe pour atteindre les PLP cibles. Cette menebagit comme une barriére hydrophobe et les
béta-lactamines, qui sont le plus souvent des madédydrophiles, vont traverser cette barriere
essentiellement par la voie des porines. Les perieprésentent une trés forte proportion des
protéines transmembranaires de la membrane exbarctérienne (environ 2@hezE. coli) et
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jouent un rble-clé dans la pénétration des bétaitaioes. Leur regroupement en triméres pour
former des canaux transmembranaires avec unels&umh tonneau et un canal central hydrophile
rempli d’eau permet la diffusion au travers de knmbrane de divers solutés hydrophiles, dont les
béta-lactamines hydrophiles.

Aprés avoir traversé la membrane externe, les lbétamines diffusent facilement a
travers le peptidoglycane dont la structure lapgssser des molécules de 100 000 daltons alors que
la taille des béta-lactamines varie de 300 a 70@m= Toutefois elles ne peuvent atteindre leur
cible que si elles ne sont pas hydrolyser par Esléctamases, des enzymes périplasmiques
produites naturellement ou acquises (BUS&HI., 1995 ; CAVALLOet al.,2004).

. Au niveau de la membrane cytoplasmique

D’'un point de vue stéréochimique, les béta-lacta®i sont des analogues de la
terminaison D- alanine -D- alanine des précurselgsla synthese du peptidoglycane. Elles
présentent une analogie structurale entre le npy#actame et le dipeptide terminal D-alanine-D-
alanine du pentapeptide constitutif du peptidoghgcaCe sont des molécules qui interférent avec
les étapes finales de la synthése du peptidoglycheer reconnaissance par les transpeptidases et
les carboxypeptidases (PLP) présentes a la sudada membrane cytoplasmique aboutit a la
fixation du cyclep -lactame sur le site actif de ces enzymes cilgjescomporte en général une
sérine. Cette fixation entraine une ouverture duedy -lactame par rupture de la liaison amide et
une acylation du site actif sérine avec formatiamdomplexe pénicilloyl-enzyme covalent qui
aboutit a linactivation du site actif de I'enzymgrovoquant une inhibition de la synthese du
peptidoglycane et l'arrét de la croissance baatéee La fixation est irréversible et I'antibiotique
se comporte comme un substrat suicide. Les bétank@wes n’'ont en revanche pas d’action sur la
transglycosylation (figure 6).

L’arrét de la synthése du peptidoglycane, qui tésie la fixation sur les PLP, va entrainer
un arrét de la croissance bactérienne qui correspobeffet bactériostatique de l'antibiotique.
L’action bactéricide des béta-lactamines sur leddvges sensibles est liée a une dégradation du
peptidoglycane qui conduit a une lyse de la baxt&i la lyse bactérienne peut théoriquement
survenir par I'action des forces osmotiques sur per@i altérée, le processus de lyse bactérienne
résulte surtout de la mise en jeu d’'un systemeaifaimtervenir des autolysines. Ces autolysines
sont des hydrolases endogénes présentes chez lesitleactéries qui, sous le contrble strict de
mécanismes de régulation, peuvent dégrader a phasieveaux la structure du peptidoglycane
bactérien. Elles sont actives au cours de la ptlaseoissance bactérienne, ce qui explique que les
béta-lactamines n'ont en régle générale pas diackiactéricide sur les bactéries en phase
stationnaire, mais uniquement sur celles en phaseralssance. Les bétalactamines activeraient
des protéines bactériennes appelées holines eiveraient également des inhibiteurs endogénes,
des hydrolases et des autolysines bactériennes.

Le systeme de régulation des enzymes lytiques gdersirbé, les holines formeraient
activement de canaux transmembranaires, permeitasitdes fuites membranaires, le passage des
hydrolases du peptidoglycane et la lyse de la bactBAYLES, 2000 ; CAVALLOet al.,2004 ;
WILKE et al.,2005; ZARAH et al.,2010 ; NORDMANNEet al.,2012).
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Figure 6 :Acylation du site actif sérine d’'une proté de liaison a la pénicilline (PLP) p
une [&te-lactamine (CAVALLOet al.,2004).

3 -La résistance aux antibiotique

3. 1- Fondementsle I'antibiorésistance

L’antibiorésistance se définit comme la capaciténd’ souche bactérienne a survi
et a semultiplier, en présence d’'une concentration éleVéatibiotique. Un micrc-organisme
est considéré « résistankossque sa concentration minimale inhibitrice (CMI) estg élevée
que celle qui inhibe le développement de la m& des atres souchese la méme espece
Elle apparait lorsqu’'un antibiotique ne parvienigk tuer ou a inhiber la croissance c
microorganismeQARLE, 2009).

La résistance est un caractére phénotypique qui @Ea naturel ou acquis.

résistance naturelle concerne tis les souches d'une espéce bactérienne détermine un
phénotype sauvage. Sur le plan moléculaire, legegy€le résistan naturelle sont d'origin
chromosomique. La résistance chromosomique € caractere permanent transmissible
cellules filles brs de la réplicatic bactérienne.
La résistance acquise ne concerne qu'une partiesaeshes d'une esp: bactérienne.
L'acquisition d'un nouveau mécanisme de résistegmdte soit d'ur mutation dans un ger
chromosomique soit de l'acquisition d'gene extrachromosomiguESAROS et al.,
2005).
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3.2- Support génétique de la résistandéigure 7)

Chacun des chromosomes, plasmides, éléments teaisps ou intégrons peut étre le
support génétigue de la résistance. Dans le premds; on parle de la résistance
chromosomique. Dans le second cas, on parle deédstance extra-chromosomique
(PEMBROKEEet al.,2002; COCCHlet al.,2007; CARATTOLI, 2013).

3.3-Types de résistance

» Larésistance naturelle ou intrinséque

Elle est programmeée sur le génome bactérien, fixemstante ; elle touche toutes les
bactéries de lI'espece mais elle n'est pas ou pawsrmissible sur un mode horizontal
(MARTINEZ et BAQUERO2000.

. La résistance acquise

Elle apparait chez les bactéries jusqu’alors s@silaux antibiotiques variés,
consécutivement a des modifications dues a des tiongachromosomiques ou a une
acquisition de génes de résistance.

Lorsque la résistance est due a une mutation clsommigue, elle se caractérise par sa
stabilité et son aspect héréditaire ; lors de lasitin bactérienne, la bactérie transmet son
caractere d’antibiorésistance aux bactéries fillde concerne souvent une seule famille
d’antibiotiqgue. Dans le cas ou la résistance rédliline acquisition de génes, elle est instable
en l'absence de facteur de sélection, transférdhlee bactérie a une autre appartenant
parfois a des espéces differenteARTINEZ et BAQUERO 2000 ;LAVIGNE et al.,2009 ;
COX et WRIGHT, 2013).
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_,-'-"'_'_'_‘_‘_‘—H-\.

/ Flasmide

Transductiun,‘"""}/
;-W-
é < 213_._, 4

Trans poson

=K B .
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Figure 7 : Les différents modes d’acquisition deseas de résistance (R)
aux antibiotiques chez les bactéries (LEVY et MARGH, 2004).
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3.3 Principaux mécanismes de résistance aux antibiotieqs
Trois catégories de mécanismes président la rasestaux antibiotiques (figure 8).

3.3.1- Diminution de la quantité d'antibiotique atteignant la cible

» Par baisse de la perméabilité membranaire

La baisse de la perméabilité membranaire est uramgoe de résistance rencontré
essentiellement chez les bactéries a Gram néfatsf.modifications affectant la quantité ou
la qualité des porines membranaires (protéinesémséles dans la membrane externe formant
des canaux transmembranaires) peuvent réduiratzentration de I'antibiotique au niveau de
son site d'action.

» Par Systemes d'effluxfigure 9)

Les systemes d'efflux sont constitués de protéjoeant le role de pompe capable
d'expulser I'antibiotique présent dans l'espacimladmique ou dans le cytoplasme hors de la
cellule. Ceux-ci étre spécifiques d'un antibiotiqau d'une classe thérapeutique ou se
comporter comme des systémes de résistance muttpligrant une résistance a plusieurs
groupes d'antibiotiques. Une bactérie peut possader multitude de pompes a efflux,
constituants normal de la cellule bactérienne, laines ou dissimilaires qui constituent des
éléments majeurs de la résistance bactériennesatjue au antimicrobiens (ZGURSKAYA
etNIKAIDO, 2000).

3.3.2- Modification de la cible

La modification de la structure de la cible peunitiuer son affinité pour I'antibiotique.
C'est un phénoméne de résistance acquise fréquéntogcerne la résistance aux béta-
lactamines (PLP modifiées du pneumocoque), lategsie aux fluoroquinolones (mutations
des topoisomérases Il et IV), la résistance auxrolides et antibiotiques apparentés
(méthylation de la sous-unité 50S des ribosomea),rdsistance aux glycopeptides
(modification de la structure du précurseur du joiegiycane).

* Protection de la cible
Il s'agit d'une protection réversible de la cibl&e type de mécanisme est illustré par la
résistance de type Qnr aux quinolones. Ces prat@raeegent les topoisomérases Il et IV en
empéchant la fixation ultérieure des quinolones.

3.3.3-Modification ou Inactivation de I'antibiotique

C'est un mécanisme frequemment décrit parmi lesh&sucliniques. L'inactivation de
I'antibiotique est catalysée par des enzymes quivgrd soit hydrolyser la molécule
d’antibiotique (ex : béta-lactamines) soit modifga structure en substituant de nouveaux
groupements chimiques (ex : aminosides) (LAVIGNE al., 2002 ; CARLE, 2009 ;
SCHMIEDER et EDWARDS, 2012 COX et WRIGHT, 2013).
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Figure 8 : Mécanismes de résistance aux antibiesigez les bactéries
(d’apres SCHMDER et EDWARDS, 2012)
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Figure 9 : Les Systemes d’efflux des Antibiotig(®. EKSHUN et LEVY, 2007)

Les systémes Tet ACrAB-TolC sont des transporteurs secondaires tjlisent la force protons

(H +) motrice tandis que NorMV{brio spp.), également un transporteur secondaire, eaplwi
gradient d’ions sodium (Napour conduire I'efflux.

MacAB est un transporteur principal qui utilisenéégie dérivée de I'hydrolyse de I'ATP pour congluir
lefflux. Systemes a composant unique (par exempteM, Tet) transportent les substrats a travers
la membrane intérieure ou ils diffusent ensuitaavedrs les porines (par exemple, OmpF) ou la
membrane externe vers le milieu extracellulaire.

Les systémes multicomposants comme AcrAB-TolC etABaTolC dirigent le transport de substrats
directement dans le milieu extracellulaire.
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4- La résistance des bactéries aux béta-lactamines

4.1-Fondements

Chez les bacilles a Gram-négatif (BGN), trois tygesnécanismes de résistance, princi-
palement acquise, ont été identifiés : la faiblénié# pour les PLP, les phénomenes
d'imperméabilité et d’efflux et surtout I'inactivah enzymatique par des protéines,dénommees
bétalactamases en raison de leur affinité pounyauf3-lactame PHILIPPON, 2013).

La résistance enzymatique est universellement tigamu sein de tres nombreux
genres bactériens. Les bétalactamases constieipiid commun mécanisme de la résistance
naturelle et acquise aux béta-lactamines, en pédicchez des bacilles a Gram négatif
(BGN) (MAJIDUDDIN et al., 2002 ; VON BAUM et MARRE, 2005 ; PHILIPPON et
ARLET, 2006; BUSH, 2010).De nombreux génes gouvernant ces résistances sont
chromosomiques ou portés par des plasmidesle maniere plus précise des genes cassette
situés dans un intégron comportant une CBmMMmon regio)) ont été identifiees grace a
I'approche moléculairé@PHILIPPON et ARLET, 2005 ; PHILIPPON et ARLET, Z8)0

Ces enzymes d’inactivation d’'une considérable diter(plus de 300 répertoriées)
sont distribuées au sein de 4 classes A, B, C eCBlles appartenant aux classes A, C et D
sont des enzymes a sérine active, seule la clagsgrBupant les métallo-béta-lactamases
(MBL) nécessitant les ions Zh pour leur activité (PHILLIPPON et ARLET, 2006 ;
PHILIPPON, 2013).

La capacité de résistance des bactéries vis-aas{3-dactamines repose sur deux
actions distinctes.

- Elles peuvent augmenter I'affinité des bétalactasgsoduites pour les béta-lactamines,
notamment par mutation chromosomique ou par adouisplasmidique d’enzymes
précédemment mutés.

- Les bactéries peuvent également augmenter la ¢giadiBnzymes synthétisée, de la
méme fagon, soit par le biais d’'une mutation chreonaique (touchant le plus souvent le
systeme de régulation du géne), soit par voie ptiqoe. Les enzymes sont alors
appelés enzymes a haut niveau d’expression ou ril@ep (PHILIPPON et ARLET,
2005 ; PHILIPPON et ARLET, 2006).

4.2- Mécanisme d’action

Les bétalactamases, localisées au niveau de l'egmalasmique chez les bactéries
Gram négatif, sont des enzymes d’inactivation adlydant le pont amide du cydilactame
(correspondant a la structure de basek&tamines) pour donner un acylenzyme qui sera
ensuite dégradé en acide inactif. Ainsi, les péimes sont dégradées en acide pénicilloique
et les céphalosporines en acide céphalosporoique.

La différence majeure entre les bétalactamasessePLP réside dans la vitesse a laquelle
I'acylenzyme est hydrolysgn effet, si les PLP ne sont capables d'hydrolgs&m cyclef3-
lactame par heure (I'acylenzyme apparait dans £eaame un intermédiaire stable), fies
lactamases les plus efficaces peuvent en hydroly@@® par seconde, rendant I'antibiotique
totalement inactif et régénérant I'enzyme pour upevelle réaction d'hydrolyse (VON
BAUM et MARRE, 2005).
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La réaction dhydrolyse de la liaison amide du cyclep-lactame suit troi
étapesreconnaissance du subs, acylation d’enzyme et désacylation.

Pour les enzymes de classe B qui dégradent pltisyd@rement I'imipnéeme, elle utilisent
les ions Zrr au lieu du radidahydroxyle de la sérine active (fice10).1l y a don« formation
d’'un complexe non covalent, sans intermédiaire -enzyme BRYSKIER 199¢;
BRYSKIER 2000).
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Figure 1@\ction d’'une serine bé-lactamase.
L’ enzymes s’associavec |'antibiotiqueet forme un complexe non covaledi Michaeli . Le cycle B -
lactame est ensuite attaqué par le groupe hydrékyesur la chaine latérale d'un résidu de setinsite
actif de I'enzymefprmant ainsi un ester d'acyl covalent.ydrolyse de éster libére finalemd I' enzyme
active et hydrolysd’'antibiotique inactii . Ce mécanisme est suivie pgas bétlactamases de classe
moléculaire A, C et Dmais les enzymes de la classe B utilisent un ic zinc pour attaquer I'anne
béta-lactamined (VERMORE, 199).
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4.3-Classification des bétalactamases

Il existe de nombreuses classifications des bétateses prenant comme criteres :
les caractéristiques physiques, le phénotype icilarases, céphalosporinases etc...
la nature du site actif, la séquence d’'acides @ésminl'origine (plasmidique ou
chromosomique), la situation constitutive ou irtchle.

Les classifications de$-lactamases considérées comme étant les plus qreds sont

dedeux types :

- La classification d’Ambler qui est une classificatimoléculaire basée sur la structure
primaire des bétalactamases.

- La classification de Bush-Jacobi-Medeiros considé@mme une classification
fonctionnelle reposant sur I'activité hydrolytigeela sensibilité des bétalactamases aux
inhibiteurs comme le clavulanate et 'EDTA.

4.3.1- La classification d’Ambler
La premiére classification basée sur des criteceEntifiques a été proposée en 1980
par Ambler (AMBLER, 1980). C’est la classificatida plus largement utilisée qui
subdivise les bétalactamases en 4 classes: A, Bt B, sur la base des analogies de

séquence peptidique, en particulier celles duesisymatique (HALL et BARLOW, 2005).

Ambler a initialement décrit une classe de sérimeymes (classe A) et une classe de métallo-

enzymes (classe B) qui requiert I'ion bivalentZzinc pour son activité. La classe C de

céphalosporinases ou Amp C bétalactamase (sérayeres) fut décrite en 1981 par Jaurin et

Grunstrom, et la classe D, regroupant les « oxaafles ou Oxa bétalactamase », fut

dissociée des autres classes de sérine enzymefinadies années 80 (BUSEt al., 1995 ;

PHILLIPPON et ARLET, 2006).

4.3.2- Classification de Bush-Jacobi-Medeiros

Cette classification, a été proposée en 1989 eiseetnjour en 1995. Elle se base sur
le spectre exact des enzymes, prenant en compeofié de substrat ainsi que le profil
d’inhibition ou d’activité hydrolytigue (BUSH, 1989 BUSH, 1989b; BUSH, 1995). Elle
reste toutefois peu utilisée en pratique médicale.

* Le groupe 1 correspond a des céphalosporinasemobomniques peu inhibées par
I'acide clavulanique.

e Le groupe 2 est composé de pénicillinases, céphaliomses, oxacillinases, et
carbapénemases chromosomiques ou codées par desdals et en général inhibées
par I'acide clavulanique. Ce groupe est sub-dieeé8 sous-groupes. En 1995, en
raison de I'augmentation du nombre de dérivés dald@amases TEM et SHV, la
classification initiale a été remise a jour etasskE ces dérivés dans différents groupes
possédant le préfixe « 2b » : les groupes Bhladtamases a spectre étendu), Bor (
lactamases dérivant du groupe 2b avec une affi@déite pour I'acide clavulanique)
et le groupe 2f (carbapénemases inhibées pasd’'atadulanique et possédant un site
actif a sérine).

 Le groupe 3 correspond a des métallo-enzymes e®@raémetrouvés chez les
Pseudomonas.
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Cette classification a ultérieurement été actuales® 2011 (BUSH et FISHER, 2011) et 2012
(BUSH, 2013a) avec notamment une subdivision deldase A d’Ambler avec 8 groupes
fonctionnels (figure 11, Tableaux I).

4.3.2.1-Les bétalactamases de classe A

La classe A des bétalactamases est la plus digersibmprend plus de 550 enzymes
(BUSH et FISHER, 2011). Historiguement, elle #faincipalement représentée par les
pénicillinases. Ces enzymes sont principalemenvexctsur les pénicillines (béta actamase
PC1 deStaphylococcus aureysmais aussi, a un moindre degré sur les céphaiogs de
premiére génération. La majorité de ces enzymess@ssible aux inhibiteurs de béta-
lactamase (acide clavulanique, sulbactam et taraipd.c
Les principaux représentants de cette classe sptéta-lactamases du type PC1, TEM, SHV
et récemment le type CTX-M.

» Béta-lactamases de type TEMTEMONEIRA - nom du patient)

Il existe au moins quarante variants entre TEMHY S

Au fur et a mesure de lintroduction des béta-laitees ont émergé divers types
enzymatiques. Ainsi, dans les années 1965, pes &prteoduction de I'ampicilline mais aussi
des céphalosporines de premiere génération ontgéntes premieres bétalactamada®dd-
spectrum dénommées pénicillinases (TEM-1/2, PIT-2/SHV-hez diverses entérobactéries
lors d'infection urinaire telles glscherichia  coli Proteus  mirabilis..
Leur déterminisme génétique de type transposor goirt divers plasmides a permis une large
diffusion dans le monde bactérielPseéudomonas aeruginosdans les années 1970,
Haemophilus influenzaedans les années 1975 puldeisseria gonorrhoeaeplus tard
Acinetobacter baumanfi{fPHILIPPON et ARLET, 2012).

Jusqu’a 90% de la résistance a I'ampicilline ckezoli est due a la production de
TEM-1. TEM-1 est capable d’hydrolyser 'ampicillinet & un degré moindre I'oxacilline ou
la céfalotine, et a une activité négligeable vigsades céphalosporines a spectre étendu.

Les mutations responsables de I'élargissement eetrgpont généralement lieu au niveau de
guatre «hot spots» de la protéine (positions 164, 238 et 240) (GNIADKOWSKI, 2008).

La premiere BLSE de type TEM (TEM-3) a été décoteven 1989. Depuis lors, plus
de 100 dérivés de TEM ont émergé par substitution du plusieurs acides aminés a partir
de TEM-1 (PATERSONtBONOMO, 2005 ; CARRER et NORDMANN, 2011).

La majorité de ces nouveaux dérivés sont des BIeSRlUs souvent produites par
E. coli et Klebsiella pneumoniag ces enzymes ont été aussi mises en évidencelehez
autres especes d’entérobactéries et chez d’auareteries a Gram négatif (BRADFORD,
2001).

Certains dérivés de TEM (environ 30) ne sont pasBIESE mais présentent une diminution
de sensibilité aux inhibiteurs de bétalactamasesoat les TRI (pour TEM Résistantes aux
Inhibiteurs) (CATTOIR, 2008).
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BETLACTAMASES
Site Actif Serine Metallo (Zn)
C A D Classe moléculaire
1 2 2d Groupe fonctionnel
‘ ‘ | ' ‘ ‘ ‘ Subgroupe
Fonctionnel
1 le 2a 2b 2be 2br 2f  2de 2df 3a
Cf Cf, Esc Pn n,Ef Pn, Cf Pn, Pn, Cf Pn, Esc, Pn, Cb Pn, Cf, Cb Ct Substrat
Esc, M Cb Esc, M M
- - + + + - +/- +/- +/- - - InhibCA
- - - - - - - - - + + EDTA
AmpC, GC1 PCl1 TEM-1 CTX-M IRT KPC OXA-11 OXA-23 IMP, VIM CphA Enzymes
CMY SHV-1 BLSE SHV-10 SME  OXA-15 OXA-48 NDM
(TEM-SHV)

Cb : carbapénemes ; Cf : premiéres cephalosporih@sibiteurs C : clavulanic acid et EDTA, etégk diamine tetraacetic acid ;
Esc, cephalosporins a spectre étendu, ; M : mataivees ; Pn, : pénicillines.

Figure 11 : Caractéristiques moléculaires et fametelles des groupes majeurs de bétalactamaseSQBIR013a).
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» Les Bétalactamases de type SHBULFHYDRYL VARIABLE)

Les premieres enzymes de ce type comme SHV-1rstsotivées naturellement dans
le phénotype sauvage des entérobactéries de @asatre autres chédebsiella pneumoniae
et Citrobacter koseri Le géne codant pour SHV-1 se situe sur le chromespour la
majorité des souches de€lebsiella pneumoniae,mais est habituellement porté par un
plasmide chek. coli(CHAVESet al.,2001).

Ces enzymes hydrolysent les pénicillines A et ¢artilline. Elles sont inhibées par les
inhibiteurs des bétalactamases que sont l'acidaulaaique et le tazobactam. Les bactéries
sont donc sensibles a l'association amoxicillinel@acclavulanique (AUGMENTIN®),

aux C1G dont la céfalotine, aux C2G, aux C3G stipeneme.

Plus de 160 variants SHV BLSE ont été décrits. SI2Y-SHV-2 et SHV-5 sont parmi les
BLSE de type SHV les plus communes (PHILIPPON, 2018 majorité des BLSE de type
SHV a été détectée ch& pneumoniaeCependant, ces enzymes se sont disséminées vers
d’autres entérobactéries et des épidémiBseudomonaaeruginosaet aAcinetobacterspp.
producteurs de BLSE de type SHV ont été décriteSHEBGMAN et al., 2004 ; El HANY,
2012).

» Les Bétalactamases a spectre élargi/étendu

Les BLSE (les bétalactamases a spectre élargilétend été nommées ainsi afin de
les différencier de leurs enzymes parentales «b&ialactamases a large spectre » qui
n’hydrolysent pas les C3G.Ce type d’enzyme confere une résistance a I'enksenidsf3-
lactamines, a I'exception des céphamycines (céfmxit céfotétan, latamoxef)
et des carbapénémes (imipéneme, doripénéme, ettapénméropéneme). Elles ont la
particularité d’étre inhibées par les inhibiteuestiBtalactamases dont I'acide clavulanique, a
la base méme du principe de détection des BILSistence de ces enzymes est maintenant
mondiale avec diverses épidémies rapportées daniepis pays (JACOB, 2010 ; ELHANY,
2012).

» Les BLSE de type TEM et SHV

De nombreux mutants de TEM-1/2 (plus de 190) oatidntifiés avec un phénotype
BLSE. Bien que fréquemment retrouvés ckezoli et K. pneumoniaeces BLSE ont été aussi
observées parmi d’autres espéces d’entérobactiemeE. cloacae, P. mirabili@insi que
chezP. aeruginosgdPHILIPPON, 2013).

Les substitutions d’acides aminés qui ont eu lieutnweau de I'enzyme TEM sont
localisées a des positions limitées. Les submtitatd’acides aminés aux positions 104, 164,
238 ou 240 produisent un phénotype BLSE mais leSBBte type TEM avec un plus large
spectre possedent plus d’'une substituti@eaucoup d’enzymes de type TEM induisent une
résistance plus importante a la ceftazidime eaziréonam qu’au céfotaxime, mais ceux qui
possedent une substitution d’'une sérine a la posRkB8 induisent aussi une résistance au
céfotaxime (ELHANI, 2012).

Simultanément au début des années 1980, en Allemagnt été découverts les dérivés
ou mutants de SHV-1 enzyme chromosomique dhepneumoniae Ces BLSE ont été
détectées parmi de nombreuses entérobactériemfnetatk. pneumoniaemais aussi chez
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P. aeruginosat Acinetobacter sp@Plus de 100 variants SHV BLSE ont été décrits ; SI2Y
SHV-2 et SHV-5 sont parmi les BLSE de type SHV f[@as commune§CARRER et
NORDMANN, 2011; PHILIPPON, 2013). BUSH (2013bhote toutefois que ces
substitutions ne conferent pas toujours un phéeofBhSE, si on se base sur l'activité
fonctionnelle plutdt que I'analyse de structureguaea conduit & des erreurs d’appelation.

» BLSE du groupe céfotaximase-Muenchen/Municlitype CTX-M)
- Origine et classification

Les BLSE de type CTX-M ont été décrites initialenen 1986 (FEC-1) au Japon,
en Allemagne et en France en 1989 (CTXM- 1) ; setlet depuis lors disséminé largement
dans le monde. Le type CTX-M a en effet, remplasénhutants TEM et SHVY comme BLSE
prédominantes dans plusieurs pays Européens, Eaget et K .pneumoniaeccomme hétes
majeurs (LIVERMOREet al.,2007 ; LIVERMORE, 2012).

Le premier grand changement, a partir de 2003,t desluit par une forte
augmentation de la prévalence de BLSE CTX-M, gaitadté sporadiquement enregistrées a
partir de 2001 (LIVERMORE, 2012).

Depuis, plus de 126 variants CTX-M ont été dée¢@sIAFOURIAN et al.,2015). Ces BLSE
doivent initialement leur dénomination au fait deeqenter une plus forte hydrolyse du
céfotaxime que des autres céphalosporines dedmoésigénération et ont été classés en 6
groupes phylogénétiques :
- Le groupe CTX-M-1 avec les alleles CTX M-1, 3, 1Q, 12, 15, 22, 23, 28, 29 et 30 ;
- Le groupe CTX-M-2 avec CTXM-4, 5, 6, 7, 20 et Teho
- Le groupe CTXM- 8 avec CTX-M-8, CTX-M-40 et CTX-B13 ;
- Le groupe CTX-M-9 avec CTXM-13, 14, 16, 17, 18, 29, 27 ;
- Le groupe CTX-M-25 avec CTX-M-26 ;
- Le groupe CTX-M- 45.
(ELHANI, 2012 ; BUSH, 2013b ; PHILIPPON, 2013).

Sur la base de leur apparentement de séquenagdad’aminés, il semble qu’elles
dérivent des ceéphalosporinases chromosomiques detéries du genreKluyvera
(RODRIGUEZ-VILLALOBOS et STRUELENS, 2006 ontrairement aux enzymes TEM et
SHV, il n'y a pas de point de mutation dans CTXefn pense que CTX -M était en premier
identifié a partir du chromosom&luyvera spp avant sa transformation en plasmide
(GHAFOURIAN et al.,2015).

L’environnement génétique de plusieurs CTX-M a peme découvrir I'existence des structures
génétiques inconnues telle que la séquence dimséBEcplapportant un promoteur ou encore
I'orf513 ouinsertion sequence common regi®@8CRJ). Enfin, on retrouve souvent de part et
d’autre du gene de cette bétaactamase, des régioespondant au chromosome du progéniteur
(Kluyverg confirmant la mobilisation de tels géenes chromagaes (PHILIPPON, 2013).

- Activité hydrolytique

A la différence des types précédents, les CTX-Méammt une résistance marquée au
céfotaxime (origine de son nom) et au céfépimerdganche,’inactivation de la ceftazidime
est plus limitée, a’dxception tnzymes récemment décrites (CTX-M-15, CTXM-16,
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CTX-M-27) qui ont une forte capacité hydrolytiqueup la ceftazidime. Les CTX-M sont
plus fortement inhibées par le tazobactam que jzaide clavulaniqugRODRIGUEZ-
VILLALOBOS et STRUELENS 2006).
- Bases génétiques de la diffusion des céfotaximases

On assiste a la diffusion mondiale d’'un clone utbpgéene dE. colide sérotype 025
et de séquence-type ST131, producteur de CTX-M-JACQOB, 2010).Le variant
CTX-M-15, qui hydrolyse laceftazidime a haut niveau, est actuellement le ptusamment
variant CTX-M identifié dans le monde chez les espéd'entérobactérielh. appartientau
sous-groupe CTX-M-1 et dérive de CTX-M-3. Sa séqgeeprotéique présente une mutation
ponctuelle en position 240 qui conduit a’ une ftute hydrolyse de la ceftazidime comparée
a celle du cefotaximéCARRER et NORDMANN, 2011 ; POIRE# al.,2012).

La dissémination horizontale des genes codant [gsuenzymes CTX-M sffectue
via des plasmides conjugatifs mais aussi viauties éléments génétiques comme les
intégrons et les séquencemslertion 1IEcpl et ISCR1.Ces enzymes sont souvent codées
par des plasmides de-6200 kb, au sein desquels coexistent frequemmengéless codant
pour dautres bétalactamases comme TEM-1, TEM-2 ou OXARORQRIGUEZ-
VILLALOBOS STRUELENS 2006 ; POIREL, 2012).
En effet, la dissémination rapide des gendaCTX-M est I'un des changements
spectaculaires dans I'épidémiologie des BLSE. Defiés éléments génétiques ont été
retrouvés a proximité des ger#acrx.m et il a été démontré que certains étaient resptesab
de leur mobilisation.
C’est le cas pour :

* Les séquences d’insertionHEpllike ont été associées a la majorité des genes

des groupes CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-9 et CTX-M-28_ ARTIGUE et al., 2004 ;
POIREL, 2008 ; ELHANEt al.,2011).

* Les éléments transposables CR&ntmun region ,lnommeé aussi orf513) ont
été associés aux genaacrx-m-2 et blactx-m-o €t d’autres séquences proches des séquences de
phages ont été identifiées a proximité du daélaerx-m-10€n Espagne.
Il a été suggéré que I'élémenidR1pourrait participer au processus de mobilisatiog@lees
par la réplication de type « Rolling cercle ».

La dissémination rapide de certains géolestx.v est due aussi a leur localisation au
niveau de plasmides doués de flexibilité et detipiés et appartenant a différents groupes
d’incompatibilité : IncFl, IncFll (de 50a 200kbndHI2, et Incl pour les plasmides a spectre
étroit d’hotes et IncN, IncP- 1-, IncL/M, IncA/C poles plasmides a large spectre d’hotes
(CARATTOLI et al.,2009 ; EL HANIet al.,2011 ; ELHANI, 2012 ; POIREEt al.,2012).

» Les carbapénémases
La résistance aux carbapénemes chez les enténobaatésulte essentiellement de
deux mécanismes impliquant tous deux des bétalastsn Le premier mécanisme associe
la production d’'une céphalosporinase chromosomiqueplasmidique ou une BLSE a
une diminution quantitative ou qualitative de 'eepsion des protéines transmembranaires
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qgue sont les porines. Le second mécanisme de adsistaux carbapénemes est lié a
I'expression de bétalactamases a forte activitédiytique vis-a-vis des carbapénemes, les
carbapénemases (NORDMANN et CARRER, 2010).

Au cours de la derniere décennie, I'émergence dachses produisant
des carbapénémases parmi les entérobactésesdomonas smiAcinetobacter baumanngst
remarquable (DORTET, 2014).

Les carbapénémases décrites chez les entérobsctgmartiennent aux quatre classes
connues de béta-lactamases (classe A, B, C, Ddadsification d’Ambler).

Les carbapéneémases de classe A ont été tout d’abppmbrtées dans plusieurs souches
d’entérobactéries isolées de I'environnemederfatia Enterobactey, produisant des béta-
lactamases dont I'activité était inhibée par I'&cdavulanique (NORDMANN et CARRER,
2010).Une variété de carbapénemases de la classe A ddhrabt été signalés telles que les
types KPCJargement rapportée ch&tebsiella pneumoniaet Pseudomonas aeruginosaais
eégalement le type GES notamment cAemetobactebaumanni(DORTET, 2014 PITOUT et

al., 2015).KPC- 1 (révélée plus tard identigue a KPC- 2)é&asignalé a la fin 1990 chéz
pneumoniaen Caroline du Nord. A ce jour, plus de 20 variatetsKPC ont été décrits, méme si
KPC-2 et 3 restent les variants les plus communérigamtifiés Ceux-ci, ont toutefois
également été rapportés chez d’'autres espécesrdleattéries bactéries telles dtreéerobacter
spp(PITOUT et al.,2015).

Ces enzymes hydrolysaient, a divers degrés, tdasebvéta-lactamines (NORDMANN et
CARRER, 2010).Une série de rapports ont mis en évidence la pcésde ces enzymes
eégalement chez des bactéries isolées a partir sleesonon humaines ou @&almonella
enterica subsp. entericane espece zoonotique (POIREL, 2014).

4.3.4Classe B : Les métallo-béta-lactamases

Les premieres carbapénemases de classe B (IMPRhdtllobéta- lactamases, MBL)
avaient été identifiees dans des espéeces d’entdésies typiquement hospitalieredefratia
Citrobacter et Enterobactey au Japon. Puis d'autres MBL ont été isolées ddes
entérobactéries, dans le monde entier ; il s’aggtmombreuses variétés de béta-lactamases de
type IMP , VIM, GIM-1, KHM-1 et NDM-1 avec une fatprévalence en Europe du Sud et
en Asie. Les enzymes de types VIM et IMP sont les plus rdpas. Leur héte le plus
habituel estK. pneumoniaeet les niveaux d'expression de la résistance samiables
(NORDMANN, 2000 ; NORDMANN,201Q DORTET, 2014 ;PITOUTet al.,2015).
Ce sont des métallo-enzymes qui contiennent deszimt dans leur site actif. Ces enzymes
hydrolysent fortement toutes les béta-lactaminésx@eption de I'aztreonam. Leur activité
n'est inhibée ni par I'acide clavulanique ni patdeobactam. Les genes de ces MBLs sont le
plus souvent plasmidiques et associés au seinédlioms et de transposons, structures qui
assurent la mobilité de ces genes de résistanda etultirésistance aux antibiotiques
des souches (NORDMANN, 2000 ; NORDMANN et CARRER1Q). Leurs genes sont
habituellement physiquement associés a des genessitance aux aminosides dans des
souches souvent résistantes aux fluoroquinolon@RMOMANN, 2010).

ABRAHAM et al (2014) ont mis l'accent sur le rble possible @@smaux

de compagnie en tant que source de souches protdescarbapénemases chez les humains
sur la base de deux études rapportant la présemxcEtats-Unis, chez des isolats de chiens,
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de NDM-1chezEscherichia coliet de OXA- 48 en Allemagne, chez des isolats. doli et
Klebsiella pneumoniaeCependant, compte tenu de la rareté des rappodardapénémases
chez les animaux et le fait que les carbapénemesont pas utilisés chez les animaux
producteurs de denrées alimentaires, le risque lp@anté publique reste marginal (POIREL,
2014).

4.3.5- Les béta-lactamases de Classe C
Les bétalactamases a serine de la classe C (AmpA) codées par des genes
chromosomiques ou plasmidiques. Ces céphalospesrsmst cliniguement importantes chez
Citrobacter freundii Enterobacter spp Morganella morganii Serratia marcescens,
P. aeruginosa Proteus sppet Providencia sppdu fait de la fréquence de mutants
hyperproducteurs parmi ces espgE&SDRIGUEZ-VILLALOBOS et STRUELENS2006).

Les bétalactamases AmpC sont capables d’hydrollgserephalosporines y compris
les céphamycines (céfoxitine) ainsi que les pdmes, mais pas le céfépime. Ces
bétalactamases sont résistantes aux inhibiteub®£@dactamases. Le gene AmpC constitutif
est faiblement exprimé cheg. coli et est absent cheKlebsiella et Salmonella spp
Cependant, ces especes peuvent acquérir diffésmnis-groupes d’AmpC codés par des
plasmides.

Escherichia coliproduit habituellement seulement de tres petiteantités d’'une
céphalosporinase AmpC chromosomique. Sa produesbreonstitutive. En conséquence, sa
production dépend surtout de la force du promotkurgeneampC. Cependant, d’autres
facteurs tels que I'amplification du gene ou l'ing@ de la séquence IS2 peuvent entrainer
une hyperproduction de Amp@ vitro (CARROFFet al., 2000 ; CORVEGet al., 2007).

La surproduction est liée a diverses mutations dassparties stratégiques du promoteur
ampC conduisant a une augmentation des taux de tigtisoret par suite, augmentation de
la production de I'enzyme et de haut niveau desta@sie a de nombreuses béta lactamines, y
compris les céphalosporines de troisieme génération

4.3.6- Les béta-lactanessde Classe D
Cette classe regroupe les bétalactamases a sppeE@s « oxacillinases » ou OXA.
Une grande partie hydrolyse I'oxacilline et sesw#r et sont faiblement inhibées par I'acide
clavulanique, le tazobactam ou le sulbactanmetitro par le NaCl. Ces enzymes sont
le plus souvent retrouvées chegeudomonas aeruginosaais aussi chez d’autres bactéries a
Gram négatif comme leécinetobacter sppet particulierementAcinetobacter baumanii
(BUSCH, 2010 ; POIRELt al.,2010 ; BUSCH et FISHER, 2011 ; BUSCH, 2013b).

C’est la classe de bétalactamases la plus divees#vec un profil de substrat pouvant
inclure des pénicillines, ou des pénicillines ephadosporines a spectre étendu et méme
des carbapénemes (POIRELal.,2010 ; BUSCH, 2013).

Cette classe représente 20% des séquences detadtalses répertoriées et représente
plus de 340 variants structuraux (BUSCH, 2013).nfdes bétalactamases de classe D,
des enzymes hydrolysant les carbapénémes ont ééfiges ; les plus connues sont les
enzymes OXA-48 initialement isolée #éebsiella pneumoniaéPOIREL et al., 2004), de
OXA-24, OXA-25, OXA-26, OXA-27, OXA-58, OXA-40, OXAL58, OXA-97 et OXA-23
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d’Acinetobacter baumaniiOXA-23 dont la diffusion est mondiale, a égadenété trouvée
chez deProteus mirabiliSPOIRELet al.,2004 ; POIRELet al., 2010 ; BUSH, 2013).

La majorité des bétalactamases de classe D desoleatéries et des especes de
Pseudomona®nt été localisées sur de grands plasmidesférades. Les genes des
bétalactamases de classes D sont souvent assod&s @assettes de genes d’intégrons de
classe 1, de transposons de la famille de Tn3 auilreent les intégrons, ou de séquences
d’insertion (POIRELet al., 2010).

Des plasmides possédant des gélasxa1 et bla crx-ma ont été identifiés chez des
isolats dE. coli chez les animaux ; des études récentes ont mametres fréquente
association ddla oxa-1 avec le déterminant de BLSE mondialement diffus&X-®15 dans
des isolats dé&. coli humains d’origines géographiques diverses. Cqmbw conséquence
d’étendre la résistance aux inhibiteurs de bétataases (POIREEt al., 2010).

4.3- Phénotypes de résistances naturelles des eotgactéries aux béta-lactamines

Le comportement des entérobactéries vis-a-vis dsiqrs béta-lactamines (amino
pénicillines, carboxy-pénicillines, céphalosporingle premiere génération) a permis
de caractériser dans les années 1980, quatre ppénate résistance naturelle : G1 (sensible),
G2 (pénicillinase de bas niveau), G3 (céphalospsgah et enfin G4 (pénicillinase +
céphalosporinase). Cette approche phénotypiqudutacommunément utilisée, a permis de
jeter les bases de la lecture interprétative (Tabld). Cependant, [lidentification de
nouvelles béta-lactamases produites par certaisgsces d’entérobactéries moins connues
des biologistes, car d’'isolement moins fréquenin@ra@ a proposer jusqu’a sept phénotypes
de résistance naturelle (PHILIPPON et ARLET, 2012).
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Tableau | : Correspondance des principales enzymes suivartlalssification structurale d’Ambler et
fonctionnelle de Bush (adapté de BUSHhI., 1995 ; BUSH et FISHER, 2011 ; BUSH, 2013a).
Classification | Classification Type Spectre d'activité Caractéristiques Enzymes
moléculaire | fonctionnelle de représentatives
d’Ambler de Bush B-lactamase
SERINE BETALACTAMASES
2a Pénicillinases | Bactéries a Gram Forte hydrolyse Pénicillines PC1 et autres
plasmidiques | positif dont Inhibée par CLA et TZB pénicillinases des
Staphylocoques et staphylocoques
entérocoques
2b B-lactamase a | Bactéries a Gram Forte hydrolyse Pénicillines et moing SHV-1, TEM-1, TEM-2,
large spectre négatif pour les (':é'phalo:sporir}es ] | TLEL (TEM-90)
plasmidique (céphaloridine, céfazoline, céfaloting
(TEM) et
chromosomique
(SHV)
2be B-lactamase a Bacilles a Gram Hydrolyse Pénicillines, BLSE: CTX-M-15,
spectre négatif céphalosporines a spectre élargi et | CTX-M-44 (Toho-1),
Classe A élargi/étendu aux monobactames PER-1, SFO-1, SHV-5,
C3G et aztréonam Inhibée par CLA et TZB TEM-10, TEM-26,
VEB-1
2br B-lactamase d E.coli, K.pneumoniae Forte hydrolyse Pénicillines ; C1G ef TRIs : TEM-30, TEM-
large spectre C2G 76, TEM- 103, SHV-10,
résistant a CLA Mauvaise inhibition par CLA SHV-26
2ber CMT : complex | Bactéries a Gram Hydrolyse Pénicillines, CMTs: TEM-50, TEM-
mutant TEM négatif céphalosporines a spectre élargi, 68, TEM-89
monobactames
Moins efficacement inhibée par
CLAetTZB
2c Carbénicillinase Bactéries a Gram Forte hydrolyse des Carbénicillines | PSE-1, CARB-3
négatif Inhibée par CLA
2e Céphalosporinase|  Bactéries a Grarkorte hydrolyse des céphalosporines CepA
négatif  (surtout leg Inhibée par CLA et TZB mais pas
entérobactéries) avec I'aztréonam
2f Carbapénémase Entérobactéries Hydrolyse Carbapénémes, IMI-1, KPC-2, KPC-3,
Pseudomonas Céphalosporines, Pénicillines et SME-1, GES-2
aeruginosa Céphamycines ; Faiblement inhibge
par CLAet TZB
1 Enzyme AmpC Bactéries a Gram AmpC (E. colietP. aeruginosa), CMY-2, FOX-1, MIR-1,
chromosomique et négatif Inactives que sur les carbapénemes P99
Classe C plasmidique Pas d'inhibition par CLA et TZB
Forte affinité pour I'aztréonam
le B-lactamase a Bactéries a Gram Hydrolyse, Pénicillines, GC1, CMY-37
spectre négatif Céphamycines, C3G, Monobactames
élargi/étendu Pas d'inhibition par CLA et TZB
2d Oxacillinases Entérobactéries Forte hydrolyse pour Cloxacilline ou| OXA-1, OXA-10
Pseudomonas Oxacilline
Classe D aeruginosa Pas toujours inhibé par CLA
2de B-lactamase a Pseudomonas Hydrolyse Pénicillines et BLSEs : OXA-11,
spectre aeruginosaet céphalosporines a spectre élargi OXA15
élargi/étendu entérobactéries Pas toujours inhibé par CLA
2df Carbapénémasg Entérobactéries hydrolyse Carbapénémes et OXA-23, OXA-48
Klebsiella pneumonia| Cloxacillines ou Oxacillines
S Pas toujours inhibé par CLA
ZINC BETALACTAMASES (Métalloenzymes)
3a Carbapénémasg Entérobactéries Hydrolyse tous les béta-lactames sapfiMP-1, L1, NDM-1,
Pseudomonas les Monobactames VIM-1
Classe B S aeruginosa, Inhibé par EDTA et chélateurs d’ions
Stenotrophomonas en métal.
maltophilia Pas inhibé par CLA et TZB
3b Bactéries a Gram Hydrolyse préférentiellement les CphA, Sth-1
négatif carbapénémes
Inhibé par EDTA et Chélateurs d'iong
métallique
Pas inhibé par CLA et TZB
Non déterminé 4 Pénicillinases Pseudomonas cepacia | Diverses enzymes non séquencées pe
correspondant & aucun groupe

Acide clavulaniqu ; TZB : Tazobactam ; TRIs : TEM résistant auxliiteurs ; CMT, complex mutant TEM ; C1G, C2G et C3G : cépbpbrine de

nremiére <ecnnde et trniciéme ndnér:
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Tableau Il : Phénotypes de résistance naturelleedéSrobactéries (d’aprés LIVERMORE, 2004 ;
PHILIPPON et ARLET, 2012).

Groupes et espéces associées Phénotype de résigtanc Béta-lactamines inactivées
naturelle

Groupe 1 Sensible Aucune
E. coli, Proteus mirabilis, Shigella sgalmonella sp (pas de béta-lactamase
Groupe 2 Pénicillinase bas niveau Aminopénicllines
Klebsiella pneumonia. oxytoca, Citrobacter kosefi Carboxypénicillines
(Levinea malonatica) Uréidopénicillines (S/R)
Groupe 3 Céphalosporinase Aminopénicillines
Citrobacer freundi, Enterobacter cloacae, Céphalsoporine det
Enterobacter aerogenes, Protenglole +, Serratia génération

marcescens, Enterobacter agglomerans, Enterobacter.
Hafniae, Providencia rettgeri, Providencia stuarti
Proteus vulgaris

Groupe 4 Pénicillinase + Aminopénicllines
Yersinia enterocolitica Céphalosporinase Carboxypénicillines
Uréidopénicillines (S/R)
Céphalsop *° génération

5-Mécanisme d’'action et résistance aux Quinolones

5.1- Mécanisme d’action

Les quinolones sont de puissants agents antibatsedont les cibles sont les enzymes
bacteriennes, ADN gyrase et topoisomerase IV. Giest des classes d’antibiotiques les plus
prescrites dans le monde, ce qui explique l'augatiemt constante des résistances
bactériennes. Pour atteindre leur cible, les qaimes doivent traverser la paroi bactérienne et
la membrane cytoplasmique des bactéries a Grartif pGhiez les bactéries a Gram négatif, elles
doivent aussi traverser la membrane externe, nedie étape est facilitée par une diffusion
passive a travers les porines, en fonction de dgré d’hydrophobicité et de leur poids
moléculaire et éventuellement par un passage direatvers la double couche phospholipidique.
Les quinolones vont alors bloquer la synthése ABN en inhibant les enzymes cellulaires
impliquées dans le maintien de la structure de RAD
A cette action bacteriostatique, s’ajoute une atitm du systeme SOS, secondaire au signal
engendré par le blocage de la réplication et I'adation d’ADN coupé, responsable de I'effet
bactéricide (JACOBY, 2005).
Les cibles des quinolones sont les topoisomérageteriennes de type 2 (ADN gyrase et
topoisomerase V). Ces topoisomerases sont desneszybiquitaires des cellules eucaryotes et
procaryotes, nécessaires a la vie cellulaire. Blbes impliquées dans le compactage de 'ADN
et la régulation de la conformation de 'ADN lors k& réplication, de la transcription et de la
recombinaison (figurel2).
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La plupart des eubactéries, combecoli , possedent 4 topoisomerases (I, II, Ill, V).
Les topoisomerases de type 1 (I et Ill) agissemt IADN simple brin, alors que les
topoisomérases de type 2 agissaunt I'ADN double brin. Ces derniéres sont des ersg/m
hétérotetramériquasomposeées de paires de 2 sous-uni@gA et GyrB pour 'ADN gyrase et
ParC et ParE pour tapoisomerase Ml s’agit de larges complexes enzymatiques corgstitie
deux paires de sous-unités, la protéine de 97 kipA,@&odée par le gergyrA et la protéine de
90 kDa GyrB, codée par le geggrB pour 'ADN gyrase ; la protéine de 75 kDa (ParCle®
par le gengarC et la protéine de 70 kDa ParE, codée par le gartepour la topoisomérase IV
(HONOREget al.,2006 ;MERENS et SERVONNET, 2010MUYLAERT et MAINIL, 2013).
Les cibles des quinolones sont les topoisomérageteriennes de type 2 (ADN gyrase et
topoisomérase V). Ces topoisomerases sont desneszybiquitaires des cellules eucaryotes et
procaryotes, nécessaires a la vie cellulaire. Blbes impliquées dans le compactage de 'ADN
et la régulation de la conformation de 'ADN lors k& réplication, de la transcription et de la
recombinaison. Ces enzymes structurellement psocdtalysent le passage d’'un brin ’ADN a
travers un autre dans un processus ATP-dépendamen@ant chacune a une fonction
spécifique. La topoisomerase IV est spécialises ladesenchevétrement de '’ADN nécessaire
a la division cellulaire.

5.2-Résistance des bactéries Gram négatif aux quinolosigure 13)

Classiquement, les mécanismes de résistance awmolangs chez les entérobactéries
résultent essentiellement de modifications ponlesieles cibles, les topoisomérases, et plus
rarement, d’'une diminution de la concentration aicgtlulaire de ces antibiotiques par
imperméabilité membranaire et/ou surexpressiorsgaemes d’efflu{NORDMANN, 2006.

* Modification de la cible

La résistance aux quinolones fait intervenir ddéfés mécanismes. Les mécanismes les plus
fréquents et les mieux connus sont les modificatides cibles, 'ADN gyrase et/ou la topo-
isomérase IV, par mutation ponctuelle entrainaet substitution d’acide aminé (ex. Ser83Leu
dans la sous-unité A de 'ADN gyrase ou Glu84Lyssd& sous-unité ParC de la topoisomérase
IV). Ces mécanismes entrainent une résistancetesttas quinolones, avec des augmentations
de CMI parfois un peu différentes selon les moEs(HONOREet al.,2006).

En fait, les mutations impliquent des substitutiensacides aminés qui apparaissent dans
une région particuliere des sous-unités Gyr et itanmée QRDR pour guinoloneresistance
determining region » Dans la structure tertiaire des topoisomerdsemmaine QRDR des sous
unités GyrA et ParC est proche de la région impkgdans la liaison de 'ADN aux enzymes,
alors que le domaine QRDR des sous-unités GyrBadf Be trouve a proximité de la région
correspondante dgyrA et parC, suggérant la formation par les deux domaines RRDNe
sorte de poche de liaison aux fluoroquinolones rduta cycle catalytique de I'enzyme
(HONOREget al., 2006 ; HOPKINSet al.,2006 ; MUYLAERT et MAINIL, 2013).
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Quinalones
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Figure 12 : Action des quinolones sur les topoisases (adapté de KOHANSK al.,2010)

Ainsi, le domaine QRDR de la sous unité Gyrk d'colise situe entre les acides aminés
67 et 106, avec ddwt spotsde mutations au niveau des acides amines en pesBi® et 87.
Cette QRDR est proche de la tyrosine 122 impliglages la liaison covalente de I'enzyme aux
groupements phosphate de 'ADN (RODRIGUEZ- MARTINEZal, 2010 ; MUYLAERT et
MAINIL, 2013).

D’autres mécanismes sont aussi tres souventqogdi Ce sont ceux liés a un défaut
d’accumulation dans la bactérie, soit par une dition de la pénétration de la paroi, soit par un
efflux important de quinolones
La diminution de la concentration intracellulaire guinolones pouvant atteindre la cible peut
étre liee soit a une impermeéabilité par mutatios genes régulateurs de la synthese des porines
soit a une hyperexpression de pompes d’efflux AdfRENS et SERVONNET, 2010) .

QepA et OgxAB, toutes deux des pompes a efflurédliation plasmidique de découverte
récente, induit pour la premiére, une diminutida sensibilité a la norfloxacin, la
ciprofloxacine et la enrofloxacine ; la secondé¢ également reliée a la résistance aux
fluoroquinolones et a d’autres agents antibactgéiieihque les dérivés de la quinoxaline, utilisés
comme promoteur de croissance vétérinaire (CHEN al., 2012; POIREL et al.,
2012 ; GOUDARZI etal., 2015). Dans tous les cas, ces mécanismes d’efflux corfenmss
résistance de bas niveau aux fluoroquinolonesabiariselon la molécule, mais pouvant se
cumuler avec d’autres mécanismes pour conférerasiance de haut nive@UYLAERT et
MAINIL, 2013).

* Inactivation de I'antibiotique
L’antibiotique pénetre dans la bactérie et attam® concentration intracellulaire normale,
mais il est partiellement degradé par une enzymgqucdiminue son activité sur la cible.
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Ce mécanisme de découverte récente pour les queol@006) n'est décrit pour I'instant que
chez les entérobactéries. Il est lié a la presdhwre acetylase codée par un gaae-6’-1b-cr
de support plasmidique (ROBICSEKal.,2006 ; MERENS et SERVONNET, 2010).

« La protection de la cible

Jusqu’en 1998, il était admis que la résistancegainolones était liée exclusivement a
des mécanismes de résistance de support chromasnrirensmissibles verticalement.

Il s’agissait majoritairement de meécanismes de c8éle de mutants résistants
par accumulation de mutations ponctuellEs. 1998, un nouveau mécanisme de résistance
aux quinolones fut décrit dans une souche nordieanée deKlebsiella. pneumoniaell
s’agissait d'un mécanisme de résistajusgue-la inconnu dit « Qnr R@inolone Resistange
(NORDMAN, 2006 ; POIRElet al.,2012).

La molécule de quinolone arrive intacte au niveallADN gyrase et de la topoisomerase, mais
une protéine a motifs pentapeptidiquesr) répetesde 218 acides aminéemmeée Qnr, vient
interférer dans le complexe ADN gyrase/ADN/quin@sret inhibe I'action des quinolones sur
sa cible. En présence de la protéine Qnr, les iforgctde surenroulement, relachement,
désenchevétrement de 'ADN gyrase sont rétabliese four, 5 déterminants différents ont été
rapportés : QnrA, QnrB, QnrS, QnrC et QnrD.

Il s’agit la encore d'une résistance de bas nivgausque les concentrations minimales
inhibitrices (CMI) sont multipliées par un factedira 8. Ces protéines Qnr sont codées par
des genegnr de support plasmidique chez les entérobactériesugaient été mobilisés a partir
de genesinr chromosomiques présents chez des bactéries da@denement hydrique, comme
les VibrionaceaeCette localisation sur un élément d’ADN mobile, leyge I'association de ces
génes de typgnr a des génes codant pour des résistances a d'fanndles d’antibiotiques
(NORDMAN, 2006 ;MERENS et SERVONNET, 2010MUYLAERT et MAINIL, 2013).

Les caractéristigues des quinolones et d'autmedlés d’antibiotiques utilisés dans ce travall
sont synthétisés dans le tableau lIl.

6- Voies de transmission de I'antibiorésistancgigure 14)

Le réservoir des genes de résistance aux antibéstig deux localisations principales, a
savoir les microflores commensales des organisivests et les bactéries environnementales.
En effet, les flores commensales gastro-intessnatede toute autre zone non stérile du corps
des hommes et des animaux sont le siége de tisngéErmanents de génes de résistance entre
les bactéries résidentes et les germes pathog&#MsYERS et al, 2004). Drailleurs, il
semblerait que ces échanges constants représgliinin danger pour la santé publique que la
pression de sélection exercée directement suggspathogénes lors des traitements. En fait,
le développement occasionmke novad’une résistance au sein d’'un microorganisme patheg
est moins fréquent et a moins d'impact que ledraitessant organisé depuis le vaste réservoir
commensal vers le pool relativement limité conétitles bactéries pathogénes (BOERLIN et
REID-SMITH, 2008).

Le second réservoir majeur des genes de résistmmceantimicrobiens est composé des
microbiotes environnementaux, ou la plupart desegeétransférables de résistance aux
antibiotiques sont apparus pour ensuite étre aggprides germes pathogenes et commensaux
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(MUYLAERT et MAINIL, 2012). L’ere moderne d'utilation des antibiotiques, telle que nous
la connaissons aujourd’hui, représente en quelque, sune pression de sélection artificielle
s’opérant sur les transferts naturels. En outusatje intensif actuel des antibiotiques occasionne
d'importantes perturbations des écosystemes meamsbenvironnementaux vias nombreux
résidus rencontrés dans les eaux usées, les feitnhes effluents d’aquaculture pour ne citer
qu'eux (EWERSet al.,2012 ; MUYLAERT et MAINIL, 2012).

mparmaabilita

Jepd ElMu=

Modification des cibles

-

T . drase IV Protection de la cible et
[\ inactivation enzymatique ABUE h-gr

Les resstances chromosomigaes sot les plus:  fréquentes

W Loo r@sbtances gleamidigues sont lea pus récentas

Figure 13 : Les différents mécanismes de résistamcguinolones
(BOUTIBA —BEN BOUBAKER, 2013)
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Tableau lll : Récapitulation des caractéristiques des bétalactamines, des quinolones et d’autresadtibiotiques BRYSKIER, 1999 ;
YALA etal, 2001 ; TORTOR/Aet al, 2003 ; CHENet al.,2012 ; KEMPFet al.,2013).
Groupe Membres Mécanismes d’action Effet Principal
d’'antibiotiques primaire et Mode de
spectre

Inhibition de la synthese de la paroi

Béta- lactamines

Pénicillines et dérivés

Inhibent les enzymes de transpéptidation (PLP)igquees dans

Bactéricide Large

2 [nactivation

Péniciline G, péniciline V, | le pontage des chaines polysaccharidiques du pghtahne enzymatique
carbénicilline... de la paroi bactérienne. ; Activent les enzymegugs de la (Béta-
paroi. lactamases)
Céphalosporines €1, 2™ (chromoso-
3*Meet £M™génération mique et
Carbanéns éléments
arbapénémes mobiles
Monobactame
Inhibition de la synthese protéique
Aminosides Streptomycines, Se fixe & la sous-unité 30S du ribosome pour inhibe | Bactéricide Inactivation
kanamycine, gentamicine, directement la synthése protéique et provoquer des enzymatique
néomycine, amikacine... erreurs de lecture de TARNmM. (APH; ANT
AAC etRMT).
Par Transpos(
et plasmides
Tétracyclines Tétracycline, oxytétracycline et| Fixation sur la sous-unité 30S du ribosome (site ed)| Bactériostatique Pompes a effly
chlortétracycline inhibition de Ig_fixation de l'aminoacyl-ARNt sure | site (géneget)
ribosomale spécifique.
Détérioration de la membrane
Polypeptides Polymyxines B, colistine Désorganisation membranaire par fixation sur les Bactéricide Modification
phospholipides et le Ilypopolysaccharide de la de la cible
membrane externe (LPS)
(Mutations)

APH : aminoside-O-phosphotransféras@NT : aminoside-O-nucléotidyltransférase®AC : aminoside-N-acétyltransféraseRMT : 16S rRNA methylases ;
PLP : Protéines liant Pénicillines.
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Tableau 1l : (Suite)Récapitulation des caractéristiques des bétalactanes, des quinolones et d’autres d’antibiotiquesBRY SKIER,
1999 ; YALAet al, 2001 ; TORTORAet al, 2003 ; CHENet al.,2012 ; KEMPFet al.,2013).

Famille Membres Mécanismes d’action Effet Principal Mode de
d’'antibiotiques primaire et résistance
spectre
Inhibition des acides nucléiques
Acide nalidixique, Acide pipémidique Inhibent 'ADN gyrase et la topoisomérase |V;| Bactéricide - Modification de la
interférent avec la réplication de I'ADN et la| Etroit (Gramexcept| cible (mutations)
transcription. Pseudomonasp.) _ Diminution de la
Quinolones concentration en
et ATB
. Ofloxacine norfloxacine - Protection de la cib
fluoroquinolones | ; , : ’
q ciprofloxacine, péfloxacine Large des FQ (Qnr)
- Pompes a efflux
(Qep et OgxAB)
Inhibition de la synthese des folates
Sulfamides Sulfadiazine, sulfanilamide... Inhibent la synthése du THFI'acide Présence d'intégron
tétrahydrofolique) par compétition avec classe 1
l'acide p-aminobenzoique (PABA). Modifications des cible
(genes su) de I
dihydro--pteroate
Bactériostatique synthetase (DHPS) et
Triméthoprime | Triméthoprime Inhibe la synthese du THF l'acide | Large

tétrahydrofolique) par compétition avec le
substrat de la dihydrofolate réductase.

(génes dhr) de g
dihydrofolate réducta
(DHFR)




ELEVAGES ANIMALES
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contaminés (Hygiéne en cuisine)

t

|
|
vi

T e\

Hopital

Etablissement

-

Vie sauvage
Pollution
environnementale
Consommation
de
viandes crues

de soins
\ intensifs

/

Communauté

Voyage
G E I E

~

Animaux
de
compagnie

Contactdirect

/

A
|
|
|
|
|

ENVIRONNEMENT
Sol, eaux, efflux, fumier

» Transmission probable
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Les métaux lourds et la métallorésistance

Les éléments métalliques sont, sous différentemder toujours présents au sein de
'environnement. A I'état de traces, quelques-unsitsnécessaires voire indispensables
aux étres vivants ; a concentration élevée, ennghg ils présentent une toxicité plus ou
moins forte (PICHARD, 2002). D’autres ne sont pésassaires a la vie et sont préjudiciables
dans tous les cas, comme le plomb (Pb) (CHIFFOLE2QQ1). La présence de métaux
lourds dans I'environnement résulte de causes ellsret des activités humaines. Elles
posent un probleme particulier, car les métaux deune sont pas biodégradables
(CHIFFOLEAU, 2001).

Ces métaux lourds ne présentent pas tous les nésgeass en raison de leurs effets
sur les organismes, leurs propriétés chimiques, sipbychimiques et biologiques.
Leur toxicité est tres variable et leur impacti&mvironnement trés différent.

1- Définition des métaux lourds

Les définitions des métaux lourds sont multipledegiendent du contexte ainsi que de
I'objectif de I'étude a réaliser.

D'un point de vue physique, le terme « métaux deur désigne les éléments
métalliques naturels, métaux ou dans certains éalloides (environs 65 éléments ; tableau
périodique en annexe 1), caractérisés par une foasse volumique supérieure & 5g Jcm
(ADRIANO, 2001 ; DESCHAMP &t al.,2006).

D’un point de vue purement chimique, les élémemtdad classification périodique
formant des cations en solution sont des métaux.

D’un point de vue biologique, on distingue deuxeypen fonction de leurs effets
physiologique et toxique : métaux essentiels eameétoxiques.

Le terme « élément trace métallique » est ausdis@itpour décrire ces mémes
éléments car ils se retrouvent souvent en tregefgillantité dans I'environnement (SANDAA
et al,2001).

L’'appellation métaux lourds est une appellation raate qui n'a ni fondement
scientifique ni application juridiqgue. Les métaugulds sont présents dans tous les
compartiments de I'environnement, mais en générajueantité trés faibles. On dit que les
métaux sont présents en «traces » (MIQUEL, 200AMY, 2002). La classification en
meétaux lourds est d'ailleurs souvent discutée aatams métaux toxiques ne sont pas
particulierement « lourds » (le zinc par exemptahdis que certains €léments toxiques ne
sont pas tous des métaux (I'arsenic par exempta)r Ees différentes raisons, la plupart des
scientifiques préferent a I'appellation métaux tsyr I'appellation « éléments en traces
métalliques » (ETM) ou par extension « élémentega (KHAN et SCULLION, 2002).
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2- Origines naturelles et humaines des métaux lourdsaths I'environnement

Une gquantité importante de métaux lourds est infteddans I'environnement. Deux
grandes catégories de sources peuvent étre digdagues sources naturelles et les sources
anthropiques qui sont liées directement a l'agitmimaine (GADD, 1992).

2-1- Les origines naturelles

Parmi les importantes sources naturelles, citadiVité volcanique, I'altération des
continents et les incendies de foréts. La contidibutles volcans peut se présenter sous forme
d’émissions volumineuses dues a une activité ek@psu d’émissions continues de faible
volume, résultant notamment de [l'activité géotheuei et du dégazage du magma
(DERMENDRAIL et al, 2000). Selon les métaux, les réserves les plysoriantes
se trouvent dans les roches et/ou les sédimentmioges et sont diffusées avec I'érosion
(TCHOUNWOUet al.,2012).

2.2- Origine anthropique (Tableau 1V)

L’activité humaine représente la principale soud@igmentation des flux de métaux
lourds dans l'environnement. Cette contaminatiorplasieurs origines telles que la
combustion de fossiles dont un grand nombre de urétant émis par la combustion de
charbon (cadmium,, zinc, mercure, nickel, plomlsenic), les gaz d'échappement des
véhicules, l'incinération des déchets meénagerseetattains déchets industriels, I'activité
miniére et enfin certaines pratiques agricoleslpditisation des produits souvent riches en
métaux comme les engrais, les pesticides, les rietation d’épuration (Di BENEDETTO,
1997 ; HENGSTLEREet al.,2003.

Les métaux provenant d'apports anthropiques sofgemts sous des formes chimiques
assez réactives et entrainant de ce fait des Bstr@s supérieurs aux meétaux d’origine
naturelle qui sont le plus souvent immobilisés sales formes relativement inertes
(McKENZIE et al, 1997).

Tableau IV : La présence de métaux lourds dans I'eriironnement Humain (HUSS,2011).

Métal Source

Aluminium Canettes de boissons, médicaments (vacpansements gastriques,
céramiques orthopédiques et dentaires, colle miégdica@osmétiques
creme solaire, Dentifrice, Casserole, déodoraht@ne alimentaire :
eau potable, légume Additifs alimentaires (bis¢yiteduits laitiers).

Arsenic Chaine alimentaire : eau potable (dépoteraux naturels), léegumes
notamment laitue, fruits de mer.
Cadmium Produits céramiques en contact avec legeem@limentaires,

cigarettes et fumées de piles, chaine alimentaieei:potable,
légumes, fruits de mer, Foies et reins d’animaux

Mercure Production de chlore, extraction d’or, jil&ppareils de mesures,
Amalgames dentaires, fumeées de cigarettes, Chimerdaire :
Poisson : espadons, thons, raies...

Nickel Bijoux, pieces de monnaie, chaine alimemetaieau potable,
mollusques, chocolat, soja, noix, farine

Plomb Batteries et accumulateurs, Peintures anegenn

Zinc organique Suppléments vitaminiques, Shampangpelliculaires, déodorants
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3- Les métaux lourds d’'importance toxicologique magure

Les métaux toxiques ont un caractere polluant agles effets toxiques pour
les organismes vivants méme a faible concentratiem’ont aucun effet bénéfique connu
pour la cellule, c’est le cas du plomb (Pb), mezc(iig), cadmium (Cd). L'effet toxique
dépend de la dose absorbée, la voie de pénétrationle la durée d’exposition
(JAISHANKAR et al.,2014).

* Le cadmium

Le cadmium est un meétal malléable d’aspect blarmudite. Sous-produit de la
métallurgie du zinc et du plomb ; ces principauxmposés minéraux sont : 'oxyde, le
chlorure, le bromure, le nitrate, le cyanure etqui sont des stabilisants de la matiére
plastique (JUSTEet al., 1995). Les usages industriels et l'utilisation desies d’épandage
dans les champs sont les principales causes d’'aughosm des niveaux environnementaux
(FRANK et LORGUE, 1992).

Le cadmium (groupe IIB de la table périodiqgue dé&sménts chimiques) est un
polluant ubiquitaire toxiques en raison de son umfice négative sur les systemes
enzymatiques cellulaires (SANITA et GABBRIELLI, 199

L’exposition chronique au cadmium, par inhalatian ingestion, se traduit par des
désordres sévéres au niveau des reins, des pourden$a reproduction, du systeme
cardiovasculaires et des os (ZHétl al., 2015). Ces effets négatifs sur la santé humaine so
dues a une vitesse d’excrétion lente (demi- vidldlé 20 ans) et a son accumulation dans
'organisme (BERTIN et ADVERBECK, 2006); une augmedion des cas de certains
cancers, en particulier des poumons est obsenz lesepopulations exposées au cadmium
(WALKES, 2000 ; CHAKRABORTYet al.,2013).

* Le mercure

Le mercure existe dans la nature sous trois fodifEsentes : le mercure élémentaire
(Hg), tres dense, volatile dés la température orcénéa cation mercurique (Hget (Hg).
L’'ion mercurique transformé en meéthyl mercure pativité microbienne est facilement
assimilé et stocké dans les graisses animales (BRBEICHE et al, 2000). Il peut
egalement étre méthylé en diméthyle-mercure, cogpokatile qui passe dans I'atmosphére
et va ensuite étre ramené dans les eaux et lepaoles précipitations Le mercure pénétre
préférentiellement dans I'organisme par les vogspiratoires (RAMADE, 2005). Grace a sa
solubilité dans les liquides, le mercure métallidtder) va se concentrer dans le systeme
nerveux, surtout au niveau du cerveau entrainantpratessus inflammatoire de type
encéphalite (FRANK et LORGUE, 1992 ; MARTIN et GRV®LD, 2009).
Sous forme de sels mercurique (Hdnydrosoluble, la cible principale sera les reidsnt
I'inflammation va conduire a une néphrite souveortteile.
Le cation méthyle mercure (GFHg), grace a sa partie lipophile va rapidement se&ainer
dans le systeme nerveux et sa neurotoxicité engendme encéphalite et une polynévrite
(CHAKRABORTY et al.,2013).
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* Le plomb

Le plomb est un métal mou, bleuatre a gris, ildféan 327 °C, possede une forte
densité et une ductilité élevée. C’est le métaplles universellement répondu des métaux
toxiques, la pollution a augmenté en raison desitgs minieres et divers usages industriels
(FRANK et LORGUE, 1992).
Le seuil de plomb sanguin toxique chez les enfgnisétait de 60 pg/dL dans les années
1960, a été abaissé a 10 pg /dL en 1991 (Z#1Al.,2015).
Les composés organiques du plomb, comme le plortiaéthyle et tétraméthyl sont
facilement absorbés apres inhalation provoquant deséphalopathies. Le systeme
hématopoiétique est extrémement sensible aux effetse métal (FRANK et LORGUE,
1992 ; JAISHANKAREet al.,2014).

4- Les métaux lourds essentiels

Les métaux essentiels sont des éléments indisgessab I'état de trace pour
de nombreux processus cellulaires et qui se traumemproportion trés faible dans les tissus
biologiques (certains peuvent devenir toxiqguesdgoesla concentration dépasse un certain
seuil (LOUE, 1993 ; KABATA-PENDIAS et PENDIAS, 20p1

A titre d’exemples, le fer est un constituant deéihoglobine ; le cuivre facilite
l'utilisation du fer dans la synthese de I'hémoghab La déficience en I'un ou l'autre de ces
meétaux provoque une anémie hypochrome et micraeyfeBRANK et LORGUE, 1992).
Le zinc a la concentration du milimolaire, est ulig@élément qui intervient dans de
nombreuses réactions enzymatiques (déshydroggmaséinase, peptidase) (JAISHANKAR
et al.,2014). Le sélénium est un composant de la dliaatperoxydase, responsable de la
destruction de I'HO2 et des lipides peroxydes ; sa fonction est étratantiee a celle de la
vitamine E, antioxydant biologique (FRANK et LORGUE92).

5- Autres métaux lourds

- L'argent

L"argent est un métal blanc, brillant et malléaldans la nature, il se trous®us
forme native ou dans les minerais de sulfure, de et de plomb tels que I"argentite ¢&9,
la cerargyrite (AgCl) et la pyrargyrite (AgbS).
Ce métal existe dans le sol, a la suite de prosegdachimiques, a une teneur moyenne de
0,1mg/kg. On utilise I"argent dans les alliagedbtssage et de soudure, dans la fabrication
de fongicides, d"argenterie et de bijouterie. It &galement utilisé comme agent
antimicrobien dans certaines installations dednaént de I'eau (HOWE et DOBSON, 2002).

- Le chrome

Ce métal fut nommé a cause des couleurs éclatgatésdonne a certains de ses
composés. Le chrome en trés faible quantité, €tatl'de trace », est essentiel pour la vie
humaine. L'exposition répétée et réguliere aux cosB8p chromés peut entrainer de graves
dommages pour la santé. Les quantités tres impgegate chrome dispersées par certaines
activités industrielles présentent aussi un réaggdapour les écosystemes (TCHOUNWOU
et al.,2012).
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- L’aluminium
L'aluminium est le troisieme élément le plus almridrouvé dans la crolte de la
terre (GUPTAet al .,2013). Avec la diminution du pH sa toxicité augmeenLa mobilisation
des ions aluminium toxiques (résultant de changésngans le pH du sol et de I'eau) causée
par les pluies acides et l'acidification croissadie I'atmosphere ambiante, a un effet
défavorable sur I'environnement et la faune aquatiet crée des désequilibres fonctionnels
systémiques chez 'Homme et 'animdAISHANKAR et al.,2014).

6- Effet des métaux lourds sur la santé humain@ableau V)

Certains métaux comme le fer, le chrome et le eusont nécessaires en petites
guantités pour assurer la santé des étres humdies animaux (MOHANet al.,2006). Mais
lorsqu’absorbés en trop grandes quantités, cesumébacasionnent divers problémes.
Pour 'Homme, la problématique des métaux lourds reajeure car elle affecte toutes
les caractéristiques de la vie. En effet, la cellest I'unité biologique fondamentale la plus
petite or les métaux lourds peuvent entrainer sgem&rescence (POEY et PHILIBERT,
2000).

Certains d’entre eux sont cancérigenes, il peutcdpravoir atteinte de l'entité
élémentaire de la vie. Les métaux lourds peuvetraigier chez 'Homme des pathologies
touchant a son intégrité physique et mentale. Lésux lourds peuvent s’accumuler au sein
de l'organisme et donc perturber son organisatigarne. Certains métaux ont des effets
tératogenes et d’autres peuvent s’accumuler au deifiorganisme et donc perturber son
organisation interne et entrainer des troublesadéétondité. (DI BENEDETTO, 1997 ;
TCHOUNWOU et al., 2012). Comme résumé dans le tableau V, chaquetidonc
fondamentale et vitale de 'hnomme est mise en dapgela présence des metaux lourds dans
I'environnement.

La quantité des métaux lourds absorbée par un hanfioe directement sur sa santé.
Elle peut présenter une toxicité aigué (pic deytah dans I'air ou I'eau), ou une toxicité due
a un effet cumulatif (par une exposition continuenglieu pollué ou parce que 'Homme est
en bout de chaine alimentaire) (TCHOUNW@®@tAI.,2012).

7- Impact des métaux lourds sur 'environnement

La présence de métaux dans I'environnement esitihién connu depuis des années.
Beaucoup d'entre eux sont utilisés dans des prgcéaddustriels et arrivent dans
'environnement humain par des émissions atmosphési, aquatiques ainsi que par
des rejets solides, tels que l'arsenic, le cadmilenchrome, le cuivre, le manganese,
le mercure, le nickel, le sélénium, ou le zinc oigae (TCHOUNWOUet al.,2012).

Dans les systemes aquatiques, la pollution métallaffecte la qualité des eaux de surface et
des nappes phréatiques pouvant aller jusqu'a onit@tion de I'utilisation de I'eau.

Les principales sources de contamination de I'emni s suivantes : les eaux usées
domestiques et industrielles, la production agesplles polluants atmosphériques, les
anciennes décharges, l'utilisation de substancegestauses pour I'eau, la navigation etc...

Dans les systemes terrestres, les métaux s'accnmdbns les sols et peuvent
contaminer les cultures, tous les végétaux sontadesmulateurs de métaux qu'ils soient
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aguatiques (algues) ou terrestres (feuilles desresrblégumes, champignons)..
(SCHUHMACHER, 1996). De nombreux éléments se tratie I'état de traces dans des
particules atmosphériques provenant de combustéonbaute température, de fusion
métallurgiques, des incinérateurs municipaux déscuées etc ...

Les effets biologiques, physiques et chimiques ek marticules sont fonction de la taille
des particules, de leur concentration et de leorpmsition ; le parametre le plus effectif sur
'environnement étant la taille de ces particuR®EY et PHILIBERT, 2000).

Dans I'air ambiant, on trouve de nombreux élémeatame le plomb, le cadmium, le
zinc, le cuivre,..., dont la concentration est d’atiplus élevée que les particules sont fines
(VEERESH, 2003).

La bioaccumulation est influencé par de nombreuatefas, I'acidité est certainement
le plus important puisqu’elle favorise la dissabuatiet le lessivage des métaux, augmente leur
biodisponibilité et dans certains cas I'émergereédmes chimiques plus toxiques.

Les interactions entre les cellules bactérienndesetnétaux lourds sont gouvernées par des
mécanismes passifs et actifs (CHANGal, 1997 ; HAFERBURG et KOTHE, 2007).

- Le premier processus (passif) est rapide, non fipéei et constitutif. Ce type
de transport cationique est contrdlé par le gradieimiosmotique a travers la membrane.
On parle alors de diffusion simple qui s’expliquar mles régulations d’équilibre entre les
compartiments internes et externes de la celludyisant des transferts passifs par des
porines.

- Le second processus (actif) est plus lent, indlgtitmpliqguant une forte affinité
au substrat et nécessitant souvent un apport é@mprgé(hydrolyse d’ATP). Ce type de
transport est utilisé principalement en cas dencaeou de besoin métabolique spécifique.
On parle alors de transport actif impliquant dasgporteurs membranaires dont la synthese et
I'activation sont contr6lées au niveau geéneétiqua divers systemes de genes (NIES and
SILVER, 1995 ; NIES, 1999).

8- Effets des métaux lourds sur les bactéries
* Nécessité des métaux lourds
L’interaction bactéries-métaux lourds a été suri@tuidiée dans les environnements
extrémes. La nature des interactions dépend dbrdliegique du métal dans la cellule.

Certains métaux lourds (nickel, cobalt, fer, zimcjvre, magnésium, manganese
molybdéene) sont les cofacteurs indispensables igirmes protéines pour leur stabilisation ou
leur conformation et dans certaines fonctions bhmafues et physiologiques
(TCHOUNWOU et al.,, 2012). Par exemple le nickei est un cofacteur desases
(DOSANGH et al, 2007) et des hydrogénases (WtJal, 1994 ; HIGUCHIet al, 1997 ;
HIGUCHI et al, 1999) ; le cobalt est un cofacteur chez certagmeymes du métabolisme de
la méthionine ou de la vitamine BQ&ZANG etal., 2003).
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EFF

ETS

Toxicité/forme la

Chroniques

Aigus

Eléments plus toxique Exposition peu Exposition peu
intense de longue | intense de courte
durée durée
Arsenic Formes inorganiques Cancérigene, Iésions Irritation des
(moelle osseuse, sang, mugqueuses, trouble
foie, systéeme nerveux)| digestif et Iésion de la
peau
Cadmium Formes inorganiques Potentiellement Troubles digestifs,
(chlorure et oxyde de | cancérigéne, ostéoporose, pulmonaires et rénaux
cadmium) Iésion du rein
Chrome Formes inorganiques Effets cancérogénes
(Cr VI, trioxyde de Cr) (poumons), lésions du | Irritations des muqueuse
rein, troubles respiratoires
respiratoires et gastro-
intestinaux
Toxicité rare sauf si Lésions des muqueuse
exposition exceptionnelle respiratoires
Cuivre
Troubles neurologiques
Méthyl mercure Troubles neurologiques| et digestifs, irritation deg
Mercure et du comportement, voies respiratoires,
tremblements Iésions du rein
Toxicité rare sauf si Troubles digestifs,
Fer exposition Iésion du rein,
exceptionnelle irritation (peau,
(trichlorure de fer) mugqueuses)
Toxicité assez rare Cancérigéne, asthme,| Troubles respiratoires,
Nickel formes organiques rhinites chroniques digestifs et cutanés
(nickel tétracarbonyl)
Potentiellement Troubles neurologiques
Plomb Formes organiques | cancérigéne, plombémig, (enfants plus sensibles)
convulsion, troubles digestifs et rénaux
neurologiques et du
comportement
Zinc Toxicité rare sauf si Irritations des muqueuse
exposition exceptionnelle respiratoires, gastro-
intestinales et cutanées
fatigue, frisson
Vanadium Toxicité rare sauf si Bronchites chroniques, Irritation (appareil

exposition
exceptionnelle
(pentoxyde de vanadium)

pneumonie, anémie,
|ésions du foie et des
reins

respiratoire, peau,
mugqueuse)
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D’autres métaux lourds, y compris le plomb, le cagm et le chrome n’ont aucun
effet avantageux connu aux cellules bactériennesoet toxiques méme aux basses
concentrations (EHRLICH, 1997).

La grande variété de métaux lourds et de leurstsefbelogiques nécessite chez

les bactéries une régulation fine pour le maintiboméostasie) et le contrdle de leur
concentration intracellulaire (NIES, 1999). Cetégulation évite I'expulsion des métaux
essentiels présents aux concentrations homéosatifflans le domaine nanomolaire) ou
'entrée de métaux en quantité toxique (de I'omieromolaire).
Ces ions métalliques entrent dans la cellule partefvention de porines exprimées
de maniére constitutive et dépend uniguement d'tedignt chimiosmotique a travers
la membrane bactérienne, ou par une concentratiénejie souvent sous la forme
d’hydrolyse de 'ATP.

Effet toxiques

La capacité d’un métal lourd, en particulier cele I'argent et du cuivre a exercer
en tres petite quantité une activité antimicrobeergiappelle action oligodynamique. Cet effet
est d0 a la combinaison entre les ions métalligaides groupements sulfohydroxyles (-SH)
des protéines cellulaires, celles-ci subissentdématuration (TORTORAt al, 2003).

Les sels des métaux lourds sont beaucoup plusedficet aussi plus utilisés dans le domaine
meédical comme agent antimicrobien ; les plus corsw# les sels d’argent, de mercure,
de cuivre, de zinc. La biodisponibilité, la tox&iet la nécessité des ions métalliques pour
la bactérie dépendent de leur caractérisation pbyshimiques et de leur concentration.

La toxicité intracellulaire des ions métalliquekewe de divers mécanismes :

- L’inhibition des activités enzymatiques :

Les cations meétalliques se fixent sur les résidggtémes, acide glutamique ou acide
aspartique qui font partie du site actif de pluseenzymes. Un grand excés d’ions
métalliques peut aussi entrer en compétition aveautre ion nécessaire a I'activité d’'une
enzyme et localisé dans son site actif (NIES, 1,99 AFERBURG et KOTHE, 2007

- L’altération de la structure des acides nucléiques

La fixation des cations métalliques sur les groupets phosphates des acides nucléiques
peut entrainer des modifications de structure ehmod@cla transcription ou la traduction des
génes (HENGSTLERT al, 2003).

- L’interaction avec les especes oxygénées réacissees des processus respiratgires
ce qui entraine la formation de radicaux libresyyamt endommager I’ADN (mutations),
les protéines (en créant des pontages inter et mtleculaires) ou encore les acides gras
insaturés de la membrane cellulaire.

9- La métallo- résistance bactérienne

La toxicité d’'un métal pour les micro-organismes$ @sterminée par sa capacité a
inhiber ou perturber la croissance cellulaire. $nache bactérienne est dite résistance a un
métal donné, quand elle est capable de se dévelagperésence d'une concentration,
significativement plus élevée que celle habituedlatractive sur la souche de cette espéece.

La définition de la résistance dépend de la comaBah considérée en éléments
toxiques choisis, de la souche étudiée mais awssicdnditions expérimentales notamment
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pour les éléments métalliques dont la spéciatiomicjue dépend des conditions du milieu
(GADD, 1992).

Sur le plan génétique, de méme que pour les atitjbes, la résistance des micro-
organismes aux métaux lourds peut étre naturelleiminséque) ou acquise par mutation
chromosomique, par acquisition de matériel génétigrogéne (plasmides, transposons,
intégrons) suite aux différents types de transfeorizontal tel que la conjugaison,
la transformation et la transduction. Une co-sé@eactles résistance aux antibiotiques (figure
17) et des métaux lourds a largement été décrites dee nombreux travaux (BAKER-
AUSTIN et al.,2006).

9.1- Principaux mécanismes de résistance bactériemaux métaux lourds
Les microorganismes, en particulier les bactépesivent interagir avec les métaux
lourds via différents mécanismes (figure 15) :

- Par une transformation des métaux par des procedsuxydation/réduction ou
d’alkylation. Ces modifications modifient générakemh la toxicité et la mobilité du
métal d’origine.

- Par accumulation des métaux par le biais de phénes d’adsorption passive
(indépendante du métabolisme) ou par transporf actiintérieur de la cellule
(dépendante du métabolisme).

- Par la production par les microorganismes destanbss telles que des composés

organiques ou des sulfures, par exemple, qui nerdifia solubilité et donc la mobilité

des métaux (LEDIN, 2000).

9.1.1 Résistance par systeme d’efflugfigure 17
De nombreuses bactéries sont capables d’excrétemigtaux par des systemes
d’efflux. L'efflux est le mécanisme principal dessistances inductibles : il réalise le transport
actif des ions métalliques via deux classes depres :

- soit des transporteurs primaires pour lesquelsalesport est directement couplé
a I'hydrolyse de I'ATP (ABC-transporteur « ATP bing cassette » ; ATPase) ;

- soit des transporteurs secondaires qui utilisentgradient électrochimique (CDF
(cation diffusion facilitators), RND (resistancedutation-cell division, MFS (Major
Facilitator Superfamily Ces types de transporteurs se caractérisent mmrfarte
affinité au substrat et permettent de maintenifadleles concentrations métalliques
dans le cytosol (NIES and SILEVER, 1995 ; NIES, 200

L’'un des exemples les plus connus est la bact@rmiavidusmetalliduransqui a fait I'objet
de nombreuses études.

Trois grandes familles de protéines responsablebetfRix chez les microorganismes
(NIES, 2003) ont été décrites :

- Les protéines de la famille resistance nodulation-cell division »(RND) dont
la premiere découverte fut la protéizcCBAde la bactériecCupriavidus metallidurans
CH34, qui a fait I'objet de nombreuses études (FRHE al, 1994) et dont le plasmide
pMOL30 permet la résistance au cobalt, zinc et ¢aohm{czg via un mécanisme d’efflux.
Les protéines RND ont d’abord été décrites comm@ronpe de protéines impliquées dans

55



Revue Bibliographique : Les métaux lourds et |la rakdrésistance

la résistance aux métaux lourd3upriavidus metallidurars la nodulation iMesorhizobium
meliloti) et la division cellulaireE. coli). De méme pour la protéine permettant la résistanc
au cobalt et nickelchr) portée par le plasmide pMOL28. L'efficacité desgstéme serait due
au fait qu’il permet de diminuer la concentratiogtoplasmique et la concentration
périplasmique. Dans ce cas, les cations peuvente&trétés avant méme leur entrée dans la
cellule (NIES, 2003). Ces protéines sont souveniplées a deux autres protéines : une
protéine de fusion membranaire (MFP) et un facteuta membrane externe (OMF) (NIES,
2003). Ce type de mécanisme est appelé HME-RNDyuerde substrat est un ion ou un
groupe d’ions de meétaux lourds (RENSING et GRASB803). L'ensemble des trois
protéines forme un canal par lequel les ions satuéés a I'extérieur de la cellule par
un systeme de type antiport cation-protanl® flux de cations métalliques est équilibré par
un flux de protons en sens opposé (DIEtL&l, 1995) comme le montre le modele établi par
NIES en 2003 (figure 16).

- La famille «cation diffusion facilitators » (CDF) dont les substrats principaux sont
le zinc, le cobalt, le cadmium et le fer. Ces syste d’efflux sont contrélés par le gradient
de concentration. Toutes les protéines CDF déatieg les bactéries sont impliquées dans la
résistance au zinc. C’est le cas de la prot€neD chezC.metalliduransCH34. La protéine
ZitB a été mise en évidence chiéz coli, pour son implication dans la résistance au zinc
(contrélée par le gradient de potassium et la eefonotrice protonique » ; son expression est
induite par la présence de Zn. Les protéines tendle CDF sont généralement responsables
de I'efflux des métaux présents dans le cytopla@eS, 1999).
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Figure 15: Les différents mécanismes de résistdasdactéries contre les métaux (M)
(VALLS et LORENZO, 2002

56



Revue Bibliographique : Les métaux lourds et la rabrésistance
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Figure 16 : Modéle du mécanisme cellulaire desgmes RND (NIES, 2003).

MFP : protéine de fusion membrannaire ; OMF : Rarcte la membrane externe ; RND : Protéines «teggie
nodulation-cell division » ; PG : peptidoglycan®P : périplasme ; MCP : membrane cytoplasmique.

Représentation schématique d'un complexe de R composé d'une protéine de la famille des RND (en
rouge) qui fonctionne comme une pompe insérée tlamsembrane internel.'action de protéines RND est
entrainée par des protons (points noirs) qui adhpétcédemment expulsés par la voie de la chagpéraoire.
Elle est reliée par une protéine périplasmiqueadrille desMFP (en vert) a une protéine insérée dans la
membrane externe appartenant a la famille des (en jaune). Les cations efflux par ce transporteur
chimioosmotique peuvent étre pris en charge atanigk périplasme ou du cytoplasme (adapté de RIESR).
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TRENDS in Micrablology

Abréviations :Chlor, chloramphenicol ; MATE, multidrug and toxiompound extrusic; merD, géne codant
une protein régulatrice de I'opéron 1 ; merE, gene de la protein d’efflux du mercuptHCM1, Salmonell:
typhi CT18 resistance plasmiQuin, quinolone ; strB, gene codant pour la pne modifiant la streptomyce
; Tet, tétracycline; Tetlprotéine d’efflux de la tétracycline, Trim, trimetbrime.

Figurel7: Exemples de mécanismes moléculaires -tendant la méto-antibio-co-
sélectior(BAKER-AUSTIN et al.,2006)

La corésistance est la liaison physique ddes déterminants de résistapee lequelle la résistance a
l'un des déterminants engendeerésistance a d'autres substances toxigbesmple de transport
simultané de la tétracycline éti cobalt par la protéine TetL. Autres exengpieontrar la liaison de
la résistancex la streptomycir et au mercure par les génes dsistance portés par le smide
pHCM1 etla liaison des opéro mex et czcconduisanta I'expression de l'efflux de mé (zinc,
cadmium ou cobalt) et une résistance a l'imipé..
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- LesP-type ATPasesst la troisieme grande famille dans I'efflux detan& formant
une grande famille de transporteurs actifs domtelfgie provient de I'hydrolyse de
'ATP (figure 18). Il existe des ATPases qui immnt et d'autres exportent les
métaux. Par exemple les Zn-CPx-type ATPases im@dg dans le transport du zinc,
du cadmium et du plomb principalement du cytoplasers le milieu extérieur ou le
périplasme. La premiére protéine décrite fut Cagidi,est impliquée dans l'efflux de
Cadmium, découverte ch&z aureugNIES, 2003).

I I Cytoplasme

! Fixation du
métal

\\ C
,
,
\‘\
GDGNDx P

Figure 18: Structure schématique des ATPases de type P1 indgligdans le transport des
métaux lourds (MONCHY, 2006).

Le site phosphate (TGES), le site de phosphoryldi@KTGT) et le site de fixation de 'ATP (GDGXNDXP
sont communs a toutes les ATPases de type PLl.itegasGPX, HP et les sites de fixation au métal ypis,

CXXC) sont spécifiques des ATPases de type P1 qugés dans le transport des métaux laurds

9.1.2- Résistance par séquestration

Si les métaux toxiques sont entrés dans la ceflulge peuvent pas étre excrétés par
des systemes d'efflux, plusieurs organismes oneld@pé des mécanismes de séquestration
cytologiques pour se protéger. Beaucoup d’orgargsmasistants aux meétaux sont capables
de séquestrer de grandes quantités de cationdiqétaldans des composeés internes comme,
par exemple, des granules de polyphosphates ogrdesements thiols (contenant du soufre)
(GADD, 2000 ; PAGESet al, 2007). Cette bioaccumulation des métaux lourdseet
stockage dans la cellule sous forme inerte pernteetcallule de diminuer leur toxicité. C’est
le cas cheLupriavidus metalliduran€H34 qui réduit le sélénite sous forme de sélénium
élémentaire et 'accumule sous forme de nodules darcytoplasme (ROUXt al, 2001 ;
SARRETEet al, 2005).
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9.1.3-Résistance par détoxification enzymatique

Les métaux peuvent étre biotransformés ges mécanismes d’oxydoréduction
(exemple : le fer et le manganeése) liés a la raspn cellulaire, ou par alkylation (le
mercure). Pour certaines bactéries comme les loeswilfato-réductrices ces transformations
sont tres importantes et ont une incidence surddigponibilité, la mobilité et la toxicité du
meétal dépendant de sa spéciation Les métaux taxigaevent étre également convertis en
une forme moins toxique ou en une autre forme falcieement et plus rapidement évacuée de
la cellule par voie enzymatique, par oxydation éduction (SILVER et PHUNG, 1996 ;
LEDIN, 2000).

9.1.4-Résistance par biosorption

La charge négative de leur enveloppe cellulaire dae les bactéries sont capables
de fixer et d’accumuler les cations métalliquessdiéanvironnement. De plus, du fait de leur
petite taille, les bactéries présentent un ratidasa/volume important qui leur confere une
grande surface de contact pour interagir avec ifenmement.

La paroi des cellules bactériennes présente de mamxlgroupements fonctionnels,
susceptibles de réagir avec les constituants exidri En effet, étant en contact avec le milieu
extérieur les différents composants présents saouahe externe des cellules sont des lieux
d’interactions privilégiés avec I'environnementn® métaux,...). Les groupes fonctionnels
présentant des fonctions anioniques au niveau darface bactérienne, sont les principaux
responsables de la capacité des bactéries a éganétaux. Ce phénomene, indépendant du
meétabolisme, est connu sous le terme de biosorptior passive uptake » (MALIK, 2004).

9-1-5- Résistance par sécrétion de substances exglulaires

Les micro-organismes peuvent produire et rejetes Vextérieur des substances
organiques tels que les exopolysaccharides (ERP®gacellulaires ou inorganiques
(métabolites) qui sont susceptibles de modifiermabilité des métaux (immobilisation,
solubilisation) (CHENet al, 1995). En effet, la précipitation extracelludintervient quand
ces substances réagissent avec les métaux sojutlesproduire un composé métallique
insoluble.

Les métabolites organiques tels que des ions eslfairbonates ou phosphates issus
principalement du métabolisme respiratoire peuypeétipiter des ions métalliques toxiques.
La formation de sulfures métalliques par les baetesulfato-réductrices est par exemple I'un
des processus d’'immobilisation microbiologique pdigss connus (LEDIN, 2000). Les EPS,
généralement acides, tres riches en groupementgéshaégativement, sont des molécules
trés réactives avec les métaux et tres mobilgsewient étre assimilées a des ligands dissous
pouvant participer ainsi a la mobilisation des met@CHENet al, 1995).
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Matériel et Méthodes
Matériel et méthodes

Objectifs du travail

Le travail a consisté a étudier le comportemenne’gollection d’isolats H. coli
aviaires issues de Iésions de colibacillose, isofieela région Centre Algérien, vis-a-vis de 22
antibiotiques appartenant a sept différentes fasmithimiques et de 7 métaux lourds. L'étude
a porté sur la détermination phénotypique de lpuodils de résistance aux antibiotiques et
aux metaux lourds et une analyse génotypique easirsbuches présentant des profils
intéressants.

1. Matériel
1.1 - Souches testées

L'étude sur l'antibiorésistance a porté sur url t#a308 isolats E. coli d’origine
aviaire isolées entre 2006 et 2011 a partir d'aganternes (foie, rate, péricarde et grappe
ovarienne) de poulets atteints de colibacill¢sephalite, septicémie, coligranulomatose,
chute de ponte ou syndrome respiratogeprovenant de différents élevages de la région
Centre Algérien (Bouira, Béjaia, Tizi Ouzou, Boudes) Les isolats ¢. colinous ont été
fournis par le service de Bactériologie du Labarat®égional Centre de Draa Ben Kheda.
Les animauxagés de 15 a 24 mois, émanaient d’élevages inelastie volailles de ponte,
de chair ou de reproducteurs, ils ont été élemé@satteries ou au sol, en bande unique et en
systeme « all-in all out ».

Les métallo-phénotypes ont été déterminés sus@@ibhes de cette méme collection.
L’identification bactérienne a été effectuée pae @ude macroscopique, microscopique et
'usage d’une galerie biochimique minimale (dé&ellen Annexe 1) et du systeme de galerie
API20E (Biomérieux). La recherche par PCR du geidld codant la beta-glucuronidase a
été effectué pour certaines souches (Btal.,1991 et PERRIN-GUYOMARI[2t al, 2008).

1.2- Souches de référence

E. coliCIP 7624 a été utilisé dans le controle de quaditBantibiogramme.

E. coli CIP 7624 et K12 BM21 (NB) ont été utilisées comme souches témoins
pour vérifier la sensibilité aux métaux lourds.

E. coli J5 (résistante a la rifampicine : R)f E. coli J5K12 (résistante a I'azide de
sodium et a la rifampicine) €. coli UA 6190 (résistante a la gentamicine et a la
rifampicine) ont ététilisées comme réceptrices dans les essais degaispn bactérienne.
Les essais d’électroporation ont été effectuéstdivamt les cellules compétentesedcoli
DH5a.
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2- Méthodes

2.1- Identification et sérotypage des isolats
Les différents tests morphologiques et biochimigeffectués ainsi que le principe du
sérotypage sont cités en annexe 1.

2.2- Etude de la sensibilité aux antibiotiques paantibiogramme
Les antibiogrammes ont été réalisés par la métldeddiffusion en milieu gélosé
selon la norme francaise NF U47-107 et les intéapichs selon les recommandations du
Comité de I'Antibiogramme de la Société FrancaiseMicrobiologie CA-SFM, 2010-
2012). Cette méthode est basée sur I'observatioia deoissance bactérienne en présence
d'un gradient de concentration d’antibiotique obtgmar diffusion a partir des disques
d’antibiotiques dans un milieu gélosé, il est imemnent proportionnel a la distance par
rapport aux disques. La croissance bactérienneétgalorsque les bactéries sont en contact
avec une concentration inhibitrice autour du disdjaatibiotiques.
2.2.1- Technique
> Milieu utilisé
La gélose de Mueller Hinton (MH) est coulée en 8eges de Pétri sur une
épaisseur de 4 mm. Elle est séchée a I'étuve avaplioi.
» Inoculum
L’inoculum est préparé dans I'eau physiologiqueilsté0,9 % NaCl) a partir de
colonies d'une culture pure de 18 heures sur miieggzolement. Le trouble de la
suspension doit étre équivalent a une densité wptig 0,08 a 0,1 a 625nm, ce qui
correspond & une charge de®16ellules/ml. La suspension est ajustée a
10Pcellules/ml et utilisée extemporanément.

» L’ensemencement
L’ensemencement se fait par inondation de la serétieére de la gélose avec 2
a 5 ml de la suspension bactérienne. On prélewidplus par aspiration a
I'aide d’'une micropipette. Il est nécessaire devgiréune courte période (10
minutes) de séchage a température ambiante ap@Emencement.

» Application des disques d’antibiotiques
Apres le séchage, les disques imprégnés d’antjoies de charges connues
(disques Liofilchem Roseto, Itali¢dimedia Laboratories Mumbai, India) sont
déposés sur la gélose a des distances déternlimae$ois appliqué, le disque ne
doit pas étre déplacé. Laisser a la températuraaatab(temps pour que les
antibiotiques diffusent dans le milieu avant déagerde la culture). La liste des
antibiotiques testés et leurs charges sont repgesedans le tableau VI.

» Incubation
Apres prédiffusion des antibiotiques, les boitet smubées 18 heures a 37°C.

» Lecture
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La lecture est réalisée en mesurant avec préa@siaide d’'une régle ou un pied a
coulisse les diamétres des zones d’inhibition.

Les résultats seront interprétés en fonction desélires critiques figurant dans
les recommandations du CA-SFM. La comparaison derésultats permet de
classer les bactéries dans I'une de ces catég8Beesible (S), Intermédiaire (I) ou
Résistant (R).

Contréle de qualité

L'activité des disques d’antibiotiques est conedtér I'utilisation de la souche de
référenceEscherichia coliCIP 7624 sensibles aux antibiotiques et dont tegds
acceptables des diamétres d’inhibition obtenuesliffasion sur milieu gélosé sont
indiguées (CA-SFM).

2.3-Recherche de bétalactamase a spectre élargsftde synergie)

La recherche de BLSE se fait dans les conditicarsdstrd de I'antibiogramme
selon la techniqgue DDS « Double Disk Synergy » dacgmt les disques de
céphalosporine de troisieme génération (C3G : aéfae, céftazidime) et d'aztréoname)
a une distance de 25-30 mm (de centre a centre)dibgue contenant un inhibiteur de
bétalactamases, I'acide clavulanique (AMC : acidgutanique+amoxicilline). C’est la
meéthode de détection la plus utilisée et recommapaé le CA-SFM.

Lecture

Apres incubation pendant 18 a 24 h a 37°C, la poesele BLSE chez les
bactéries se traduit par des images de type "boudbachampagne” indicatives d'un
effet synergique entre les disques contenant Eacidvulanique et les disques de
céphalosporines dé™ génération ou celui de 'aztréonam.

2.4-Détermination de la concentration minimale inhbitrice des céphalosporines
de troisiéme génération (CTX)
La technique de dilution en milieu liquide sur nojglaque est la méthode de référence
utilisée. Elle comprend les étapes suivantes :
- Préparation de la gamme des dilutions d’antibiotiqe et du milieu

Une solution mere d’antibiotique (CTX) a 1024 ugést constituée dans l'eau
distillée stérile. Des dilutions semi- logarithmégude la solution mére de raison 2,
sont ensuite effectuées pour obtenir des concemtgatintermédiaires allant de
512ug/ml & 0,5 pg/ml de CTX. Chaque dilution egtarée a raison de 25 ul par
cupule d’'une microplague a fond rond.

- Préparation de I'inoculum bactérien
Une suspension de la souche a étudier est prégandes a 10 ml d’eau physiologique
stérile a partir d’'une culture pure de 48h, a dessité optique de 0,08-0,1 a 625nm
(1¢® cellules/ ml). La suspension est ajustée au®Tfiur distribuer un inoculum de
10’cellules dans chaque cupule.
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Tableau VI : Liste des antibiotiques en disqudsés

Matériel et Méthodes

Antibiotique Abréviation Charge (ng)
Amoxicilline AMX 30
Amino-pénicilline et Ampicilline AMP 10
association
Amoxicilline + acide AMC 30
clavulanique
Carboxy-pénicilline Ticarcilline TIC 75
" Carbapénéme Imipénéme IPM 10
Q
E Monobactames Aztréonam ATM 30
o]
icé Céphalosporine de l1ére Céfazoline Ccz 30
< génération
8 Céphalosporine de 2eme Cefoxitine FOX 30
génération
Céphalosporine de 3éme Céfotaxime CTX 30
génération
Céftazidime CAZ 30
Céfixime CFM 5
Céphalosporine de 4éme Céfpirome CPO 30
génération
Aminosides Kanamycine K 30
Gentamicine GEN 10
Tétracyclines Tétracycline TE 30
Polypeptides Colistine CS 25
Association sulfamides- | Triméthoprime/sulfa SXT 1,25/23,75
Triméthoprime méthoxazole
(cotrimoxazole)
Quinolones et Acide Nalidixique NA 30
Fluoroquinolones
Acide pipémidique PA 20
Ciprofloxacine CIP 5
Ofloxacine OFX 5
Péfloxacine PEF 5
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- Distribution de I'inoculum bactérien
Le bouillon MH est distribué a raison de 70ul parpwe; la concentration
d’antibiotique obtenue va ainsi de 128ug/ml a 0/B)Lg
L’ensemencement doit se faire dans les 15mn suieaptéparation de I'inoculum ;
les cupules d’antibiotiques sont ensemencées gueteda suspension bactérienne.
Un témoin sans antibiotique est réalisé poagale gamme de la microplaque.
- Incubation
La plague recouverte d’'un couvercle en plastiguénesbée a 37°C pendant 18 a 24h.
- Lalecture
La CMI de I'antibiotique testé correspond a la antcation la plus faible (premiere
cupule claire) ou aucune croissance n’est obsgpa de culture par rapport au témoin
sans antibiotique).
-Contréle de qualité
La soucheEscherichia coli CIP 7624 sensible aux céphalosporines de troisieme
génération a été utilisée comme témoin de contiélgualité.

2.5-Transfert génétique par conjugaison
Le support plasmidique de la résistance aux ariipies a été recherché par des
essais de transfert par conjugaison selon deurqulas.
» Méthode 1 :Un transfert de la résistance au céfotaxime etradXicilline a été effectué
sur la base du protocole de conjugaison adoptdepkaboratoire national de référence de
I'antibiorésistance de 'ANSES Ploufragan (Frandehis différentes souches réceptrices ont
été utilisées dans ces essais :

- E. coliJ5 (RIF) : Résistante & la Rifampicine
- E.coliJ5 K12 (RIF AZF) : Résistante & la Rifampicine et & I'Azide deisod
- E. coliUA 6190 : Résistante a la Gentamicine et a larRjficine.

Cette méthode comprend les étapes suivantes :

- Une culture des souches donatricesEeoli est effectuée dans 5 ml de bouillon BHI
additionnés de CTX a raison de 32 pg/ml ou d’AMXaison de 16 pug /ml ou d'acide
nalidixique a 16 pg /ml. Les souches sont inculd&sC° pendant 18 a 24 heures.

- Un volume de 2 ml des cellules donatrices est ngélaavec 1 ml de la souche

réceptrice; 1 ml de bouillon BHI neuf est égalensagatté.

- Une incubation est effectuée a 37°C penddm#uBes sous agitation (50 rpm /mn sur
agitateur de type Heidolph).

- Des boites de sélection sont préparées avec leumMueller Hinton additionné

d’antibiotique, pour les souches donatrices, essitonjugants et la souche réceptrice.
La préparation des boites est indiquée dans ledabVI|.
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- Les tubes Falcon contenant le mélange sontiftegés a 5000 rpm (2124g) pendant

2mn.

- Les culots obtenus sont resuspendus dangl 2D8au physiologique stérile, puis
étalés sur les boites de sélection des souchestridesaet des transconjugants. Une
incubation est effectuée a 37°C pendant 18 a 24 h.

Le transfert génétigue entre deux bactéries seuitrgmhr le développement de
transconjugants ayant recu les marqueurs de laheadmnatrice (CTX, AMX et NA) sur le
milieu Mueller Hinton gélosé additionné d’antibipiies sélecteurs. Le caractéere de résistance
est donc porté par un plasmide; dans le cas comtrbserait chromosomique.

Tableau VIl : Préparation des boites de sélectamsdes transferts par conjugaison

Donatrices Réceptrices TRANSCONJUGANTS
Souche
E.coli J5 CTX | AMX NA RIF* RIF CTX RIF AMX RIF NA RIF
Marqueurs ) )
de sélection 32 16 16 150 150 CTX:32 pug/ml éll\'/ix .11560pg/;nlI NA :16pg/ml
(Mg/mD | pg/ml| pg/ml | pgimd |pgi | po/ml |RIF:150pg/mi o0 HOMEIRIF - 150ug/ml
E.coli J5K12 |CTX | AMX NA RIF* RIF AZ CTX RIFAZ | AMXRIF AZ |NA-RIF-AZ
Marqueurs
de sélection 32 16 16 150 |RIF 150ug/ml CTX :32 pg/ml| AMX : 16 pug/ml | NA :16pg/ml
(ng/mi . RIF : 150pg/ml| RIF : 150 pg/ml | RIF : 150pg/ml
pag/ml| pg/ml | pg/ml | pg/ml| AZ :100ug/mi NA: 16 pgiml | AZ : 100 pgiml | AZ : 100 pg/ml
E.coliUA6190 |CTX | GEN NA RIF* RIF GEN CTX GEN RIF - NA GEN RIF
Marqueurs NA : 16 ua/ml
de sélection 32 4 16 150 |RIF 150ug/ml RIF.15OL13/$I NA: 16 pg/ml
(ug/mi /ml /mll pg/ml | pg/ml | GEN :4ug/mi . RIF 150ug/mi
Mg Hg GEN :4pg/ml GEN :4pg/ml

AMX: Amoxicilline; AZ: Azide de Sodium CTX: Céfotame ; GEN: Gentamicine; RIF: Rifampicine

RIF* : oite de vérification de I'absence de la régist a la RIF chez les donatrices.

» Meéthode 2 :
Le second protocole de conjugaison adopté egirendes travaux de BAKOUB al.
(1983) et COURVALINet al (1985) ; il se realise sur milieu solide comsné :
Une culture de la souche donatrieeoli K12 J5 AZ RIFY est effectuée sur 5ml de

bouillon BHI supplémenté d’antibiotique de sélectiol’amoxicilline (AMX) a 16 ug /ml.

Les souches H:. colitestées sont ensemenceées, puis incubées a 37°anpédcheures.

Apreés incubation, 1 ml des souches donatrices ékingé sur gélose Mueller Hinton
avec 2 ml de la souche réceptrigecoliK12 J5 AZRIF?
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Pour les boites de sélection, le milieu Mueller tlimnadditionné d’antibiotique a été
utilisé pour la sélection de la souche donatries, tdansconjugants et de la souche réceptrice.

Aprés une nuit de contact entre les souches p#&enia culture mixte est mise en
suspension dans 2Q0 d’eau physiologique stérile. Ce volume de cultorte est ensuite
étalé sur des boites de sélection des transcortgigan

En cas de transfert, il y a développement de taamsgants sur le milieu Mueller
Hinton gélosé additionné d’antibiotiques sélecteurs

2.6- Transformation génétique par électroporation

2.6.1-Préparation des cellules compétentes

Une colonie dE.coli DHa est cultivée une nuit a 37°C sous agitation (pB@) dans 5
ml de milieu Luria Bertani (LB). Un volume de 1,2bde la culture est ensemencé dans 250
ml de milieu LB préchauffé a 37°C. Lincubation @°@ se fait sous agitation jusqu’a
atteindre une DO de 0,5 a 0,6 a 600 nm. La cuksteensuite mise dans des tubes froids
(FalconNalgen de 250 ml) ; un maxmium de 200 mires dans le flacon. Aprés une
incubation de 15 a 20 mn dans la glace, les cdtsoamt centrifugées 20 mn a 3500g a 4°C.
Les surnageants sont éliminés et les culots resdspe délicatement dans 5 ml d’eau froide.
200 ml d’eau froide sont ajoutés et 'ensembleadsts mélangé délicatement. Une seconde
centrifugation (3500g) de 20 mn a 4°C est réglieseculots sont resuspendus délicatement,
une fois le surnageant éliminé. Cette derniére aijmér est renouvelée une autre fois. Ces
différents lavages ont pour but I'élimination detsqqui peuvent géner I'électroporation.
Un culot de 500ul est généralement obtenu pour b@enculture. Un volume équivalent
d’eau froide est ajouté pour resuspendre les bastdres cellules sont réparties dans la glace
en aliquotes de 50 pl.

2.6.2- L’électroporation (électrotransformaton)

L’électroporation consiste a produire par une i électrique une ouverture
temporaire de pores dans la membrane cytoplasmise cellules compétentes afin
d’introduire du matériel génétique. Cette impulsgmoduit une désorganisation temporaire
des lipides membranaires et un changement du peltdetmembrane.

Les cuves a électroporation et des tubes de 1 &mlinsis, environ 15 mn, dans la glace. Les
cellules compétentes et les extraits plasmidigabtefius selon le protocole de TAKAHASHI
et NAGANO, 1984) sont également placés dans laegldin volume de 2ul d’extrait
plasmidique est mélangé doucement avec 50ul deleeitompétentes. Le mélange est mis
dans la cuve a électroporation qui est mise daékectroporteur. Les parameétres de
I'électroporateur sont réglés a 2500V; 25uF ;@0 2mm.

Apres I'électroporation, un volume de 250 pl ddieni SOC froid (composition en
annexe 1) est ajouté; tout le contenu est bienngéla la micropipette puis transféré dans les
microtubes de 1,5ml.

Une incubation d’une heure est effectuée avantsgierencer avec 50 pl et 250 pl de mélange
électroporé, deux boites de Mueller Hinton additiésnde I'antibiotique approprié a savoir :
TE a 8 ug/ml; SXT (TMP a 4 pg/ml et sulfamidessgug/ml) et CIP a 1 pg/ml.
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Un antibiogramme est systématiquement réalisé esutransformants obtenus sur boite de
sélection afin de vérifier I'incorporation des aztéaes de résistance transférés.

2.7- Genes recherchés par PCR

2.7.1-Confirmation de l'identification des souchesle E. coli par la recherche du
geneuid A

Certains isolats H.coli ont été soumis a une PCR pour la recherche deiugém
codantpour lap-glucuronidase selon le protocole inspiré de BEAl. (1991) et PERRIN-
GUYOMARD et al.(2008).

Toutes les PCR effectuées ont une étape communestiula préparation du lysat
cellulaire. Quelques colonies d’'une culture de 48B7°C sur milieu Mueller Hinton sont
mises dans des tubes eppendorf contenant 1ml di@pure stérile, ensuite les cellules
sont lysées par un passage de 10 mn dans un bai@ a89°C. Le lysat récupéré par
centrifugation est refroidi et maintenu en glacsgjuia son utilisation.

La PCR effectuée est multiplex, elle consiste aldiep spécifiquement et en grande
guantité, un fragment d’ADN a l'aide de deux cogptBamorces spécifiques : uidAl/uid A2
(Genbank, Accession No. DQ99880#)ipaH1/ipaH2(Genbank, Accession No. M76444)
Les séquences des amorces sont indiquées datdatt VIII.

Du fait queShigellapossede également le garidA, la seconde amorce spécifique du
géneipa (invasion plasmid antigengodant pour la virulence che2higella permet de
différencier cette derniére dE. coli.

E.coli est caractérisée par 1 bande a 133pb
Shigellapar 2 bandes a 133pb et 101pb

La réaction de polymérisation a été effectuée siaratubes dans un volume final
réactionnel de 50 comprenant '’ADN-cible (5ul), les quatre dNTP (0,2mM chacun), les 4
amorces spécifiques (0,3 UM chacune), le tampoeraignt de I'enzyme utilisée (1X) et 1,25
Ul de Taq polymérase (Go Taq Flexi polymerase)r(@oinexe 2 pour les volumes utilisés dans
chaque PCR).

L'amplification sur thermocycleur GStorm, compramte température de 94°C pendant
5mn afin de dénaturer I'ADN, suivi de 30 cyclesliératuration a 94°C pendant 30Qs
hybridation des amorces sur I'ADN a 57°C pendast 80 élongation a 72°C pendant 30s) et
enfin d'une extension finale & 72°C pendant 8mn.

L’ADN amplifié, a raison d’un volume de 20 pl additné de 8 pl de bromophénaol,
est analysé par électrophorese horizontale sut’'ggarose a 2% dans du tampon TBE a 1X
et sous une tension de 125volts (500mA et 150Wjiget 75mn. La révélation se fait sous
UV a 254 nm apres immersion du gel une trentaineiteite dans une solution de bromure
d’éthidium & 0,5ug/ml

Le marqueur de taille moléculaire utilisé est@ene Ruler plusl-kilobase DNA
ladder (ref : SM1333 fournit par Fermentas, Villalsur Yvette, France), a raison de 3 pl.

Les souches témoins sort.coli CIP 7624 eShigella sonneCIP 82-49; un témoin
négatif (Mix sans ADN) est également utilisé a claBCR.
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2.7.2- Recherche des bétalactamase de type CTX-M

La recherche de cette famille de béta-lactamas#e affectuée par PCR multiplex en
utilisant des amorces spécifiques des groupes CTXEMX-M-1; CTX-M-2 ; CTX-M-8;
CTX-M-9 et CTX-M-25 (les amorces utilisées sontsignés dans le tableau VIII).

Cette PCR multiplex a éte effectuée selon le padode WOODFORE2t al. (2006) qui
définit les concentrations finales suivantes pauvalume réactionnel de 23ul : 0,35 UM pour
les amorces, 0,2mM pour les dNTP, le tampon Ingéroa 1x , MgGla 1,5mM, le détergent
W-1 Invitrogen a 0,05%, la Taq ploymérase (Invignga 5Ulll (le détail du volume de tous
les composants du meélange réactionnel est mentemAdnexe 2).

Les conditions réactionnelles sur thermocyclel®@t@&m sont comme suit :

Une dénaturation de 5 mn a 90°C ;
30 cycles de94°C pendant 5s, 55°C pendant 4G2°€tpendant 50s ;
une élongation finale de 6mn a 72°C.

L'analyse électrophorétique est réalisée avemi&ses volumes de dépodt et concentrations
cités pour la PCR précédente. La migration s'éffesur gel d’Agarose a 2% sous une tension
de 125V pendant 90mn.

2.8- Détection des génes de résistance alB@ar utilisation de Puces a ADN

La biotechnologie des puces a ADN (microrrays oaromatrice) repose sur des
sondes constituées de produits PCR ou d'oligontidésfixés en rangées ordonnées sur des
lames de verre, de silicium ou de plastique. Cee$asont ensuite hybridées avec des cibles
fluorescentes (ADNc ou ADN génomique). Les molésuluorescentes les plus
couramment utilisées appartiennent a la famille dganines (fluorophore cyanine3 et
fluorophore cyanine5). Apres hybridation, lesoduits d'amplification hybridés sont
visualisés par détection colorimétriqles signaux d’hybridation sont détectés a l'aidad
scanner de fluorescence.
Une fois les intensités d’hybridation obtenues,important travail d’analyse des données
par I'outil bioinformatique est nécessaire pourexiraire les informations biologiques. En
effet, chaque point (ospot correspondant a de nombreuses sondes, c'est-a-dile
nombreuses copies d'une séquence d'ADN spécifigmegéne donné) de la puce va étre
analysé individuellement par un scanner a tresehasolution, et ce, a la longueur d'onde
d'excitation de la Cyanine 3 puis de la Cyanind_'Bnage scannée va étre traduite en
niveaux de gris.

L'intensité du signal entre le verieetouge est comparée : en fonction de l'intensité
du signal, il y aura plus ou moins de pixels pduague point de la puce. A chaque point (ou
spo) est attribué une valeur d'intensité normaliséegport a I'ADN "étalon" : on parle de
spike Chacune des valeurs peut étre analysée par dbeidaes de bio-informatique
permettant'analyse instantanée automatisé des résultataréa pnémed'estimer avec plus
ou moins de précision l'intensité d'expression d&me.

Dans ce travail, cette analyse a comporté plusiétapes :
2.8.1- Extraction de 'ADN
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Les souches sont repiquées sur gélose MH et insullBa 24 heures a 37°C.
Quelques colonies sont mélangées par vortex &@al2le solution de lyse A et 250ul de
lyse B. Le mélange est mis au bain marie 1h a 6pa@, 15mn a 95°C.

Apres incubation au Bain Marie, 200 ul de lysatitoldhé du méme volume d’éthanol
mélangé a l'aide d’un vortex. Le mélange est éasuipeté en évitant le précipité, puis mis
dans une colonne « DNEASY Mini spin » placé sutuloe de 2mlApres une centrifugation

a 6000g pendant 1 mn, la colonne a laquelle estitéy500 pl de tampon AW1 est remise
dans un autre tube de 2ml. Une seconde centritgatiune minute a 6000g est réalisée
avant de remettre la colonne additionnée de 5k pampon AW2 dans un autre tube de 2
ml. Une centrifugation de 3 minutes a 20000 g @imra d’enlever o maximum d’éthanol

La colonne est de nouveau mise sur un tube de 2aritad’ajouter directement sur la
colonne 200 ul de tampon AE. Aprés une incubationelminute a température ambiante,
une derniere centrifugation de 6000g pendant 1meffectuée pour assurer I'élution.

2.8. 2-Analyse par puce CHECK-MDR CT 101 (Bcentric, Bandol, France
L’analyse par les puces CHECK-MDR CT 101 permeddgection des principaux
génes de béta-lactamases de type : carbapénéi&sesNDM), BLSE (TEM, SHV et
CTX-M) et céphalosporinases plasmidiqgues (Am@®Y, DHA, FOX, MOX, ACC,
MIR, ACT).
Le protocole du kit CHECK-MDR CT101 fourni comprendis étapes: (figure 19).
Reconnaissance de I'ADN (étape A)

Le principe du systeme de diagnostic Check Poihtbasé sur la reconnaissance
moléculaire spécifique de séquences cibles d'’ADNaetplification avec des amorces
universelles. Chaque cible d'’ADN individuelle estonnue par une sonde spécifique qui
contient un code correspondant a une position en{gdresse) sur la puce. Ces codes sont
utilisés pour la détection sur la puce aprés aioptibn. Les sondes sont constituées de
deux segments (bras de sonde), qui sont jointes upar ligase d'ADN quand ils
correspondent parfaitement avec I'ADN cible. Séedsbras de sonde reliés généreront des
produits d'amplification. Les sondes qui differete 'ADN cible ne donneront pas des
produits d'amplification, méme dans le cas d'ufféréince d'un seul nucléotide.

Dans le kit, les microtubes sont assemblés pare8.dmorces sont différentes pour
chacun des tubes. En salle pré-PCR, 5 ul de solétisont ajoutés dans les tubes déja préts
(fournis dans le kit). En salle de PCR sont dersajoutés 10 pul d’ADN. Puis chacun des
tubes est identifié.

Il est indispensable de remuer fortement : la tsmudoit étre homogene et de couleur
bleue. La PCR A est effectuée durant 2h 36mn delprogramme suivant :

PCR A
Etape Température/temps | Cycles
1 95°C/3mn (1x)
2 95°C/30sec
65°C/5mn 249
3 98°C/2mn (1x)
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| Conservation | 4°C | |

Amplification de 'ADN par PCR (étape B)
En salle prée-PCR, un mélange de solution B et Cefisttué avec des volumes
correspondant au nombre d’échantillons a testarofleespondance fournie par le kit).
Aprés avoir vortexé, 30ul du mélange sont ajoutémélangés au contenu de
chaque tube issue de la PCR A. Les tubes subiks@nbgramme de la PCR B durant 1h
28mn, ses étapes sont les suivantes :

PCR B
Etape Température/temps | Cycles

1 95°C/10mn (1x)

2 95°C/5sec
55°C/30sec (30x)
72°C/30sec

3 98°C/2mn (1)

Conservation 4°C

A la fin de la PCR de I'étape B, les tubes sontamgés brievement puis éventuellement
conserves 24h a 4°C (voire jusqu’a 2 semaines ay20

Détection de 'ADN (étape C)

Les produits d'amplification sont hybridées a lacgp a ADN et visualisés par
détection colorimétrique. A cet effet, les puceSEN contenues dans des tubes dits Tubes
Array C sont insérés dans un lecteG@héck-Points Tube Readex)la fin de la réaction de
détection. Cela génere une image de la microneafuc sera analysée par le logiciel intégré
E-Ads

A cette étape, le protocole du kit consiste en decxbations des tubes contenant les
puces (CP Array Tub@endant 2 mn a 400rpm sur thermomixer réglé a 20/4¢ 300ul de
tampon de détection (buffer detection). Une foigdmpon rejeté, un méme volume de
tampon est incorporé avec 10 pl d’ADN (3 soughestube) avant d’incuber 30 minutes
au thermomixer a 50°C et 400rpm. Apres rejet dyptamdeux incubations avec 300 pl de
« blocking buffer » sont effectuées : la premieeesdminutes a 50°C ; la seconde, aprés
renouvelement du tampon, a 30°C pendant 10 misutethermomixer réglé a 400rpm.

Un volume de 150 ul de dilution effectuée exterapément (selon un tableau fourni
donnant la correspondance avec le nombre de tuiieg & tampon de détection et la
conjugate solution est ajouté aux tubes a puceésaptrait du précédent tampon. Les tubes
a puces subissent une incubation de 15 minuteS@ @®O0rpm) et deux autres incubations
de 2 mn a cette méme température, en présenceédde 6@ tampon de détection.

Une derniére incubm@in, avant lecture et analyse, est effectuée a demiyre ambiant
apres rejet du liquide et ajout de 150 ul d’'unetsmn de coloration (staining solution).

71



Matériel et Méthodes
Etape A : Reconnaissance de I'ADI

ADN Cible

e T o TR Sonde

Hybridation : ligation de la sonde Pas d’hybridation : pas de ligation de la sonde

Etape B : Amplification
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Etape C : Détection de 'ADN

L]
L]
®
@
®e
eoee0e

L]
=]
[
e o

Puce a ADN

~

Reader e
ou -

lecteur .

de puces B

Figure 19 : Etapes du kit Checlnp®Check points MDR CT101
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2.9 -Séquencage des génes de béta-laetsanet de la région QRDR (Quinolones
determining region resistance) des genes topoisornades

Le séquencage des genes des béta-lactamases Cb¥ach (1) et de la région
QRDR @yrA, gymB, parC et par E) de 'ADN gyrase et de la topoisomérase IV aé&fige
directement a partir du produit de PCR (amplifaratavec une DNA Taq polymérase
haute fidélité d’Eurobio) apres purification. Ltexction de 'ADN a été effectuée a l'aide
du kit « Qiaquick PCR » (Qiagen) (Annexe 2) unuwoeé final de 30 pl. La concentration
de 'ADN estimée a I'aide du NanoDrop.

Le séquencage a été réalisé a I'Unité Génétiquale/et Biosécurité - Plate-forme
Séquencage Haut débit et Transcriptomique, Ahsdmratoire de Ploufragan.
Les produits d’amplification ont été séquencésusubrin a I'aide du séquenceur "3130
GeneticAnalyser, Applied Biosystet@lectrophorese capillaireselon la méthode
universelle de Sanget al.(1992) avec un marquage permettant une détesitimutanée
de plusieurs fluorescences (5 fluorophores diffisien
L’électrophorese capillairen conditions dénaturantes sépare les produita déaktion de
séquence purifiés. L'enregistrement et I'analysecgple de la fluorescence spécifique du
ddNTP permettra alors d’assigner la base correspuadet de déterminer la séquence
nucléotidiqgue du brin matrice. Les séquences brgted automatiquement extraites et
analysées par le logiciel « Data Analysis » au €aliune étape appelée « Base calling »
(assignation des bases). Le sous-programme Baser @akmet cette bonne assignation
apres plusieurs étapes.
Les séquences obtenus sont analysées avec lesel®giBBLAST/FASTA du NCBI
« National Center for Biotechnology Information »http://www.ncbi.nlm.nhi.gov)
permettant de les comparer avec toutes les ségqdada banque de données GenBank.

2.10- Extraction et électrophorese de 'ADN plasidique
L'extraction plasmidique a été effectuée selonptetocole de TAKAHASHI et

NAGANO (1984). Elle se base sur le principe suivabes bactéries sont lysées en milieu
basique et en présence de détergent. Le lysahssite neutralisé par une solution saline de
force ionique élevée qui permet la renaturatioretdle de I'ADN plasmidique et la
précipitation de 'TADN chromosomique. La purificati de 'ADN plasmidique est complétée
par une extraction au phénol puis au chlorofornie @&&liminer respectivement protéines et
lipides. Enfin, 'ADN plasmidique est précipité datiéthanol avant solubilisation dans le
tampon, il peut alors étre soumis a une électragd®r

» Méthode d’extraction (Figure 20).

Une colonie de la souche test est inoculée dans d2milieu BHIB additionné d’'un
antibiotique approprié (CTX a 32 pg/ml ou AMX a ig/ml). Apres une incubation d’une
nuit (16 a 18 heures) a 37°C dans un bain-maris sgitation, la culture est centrifugée
pendant 10mn a 5000rpm (centrifugeuse Bekman 12bJA-25.15) et a 4°C.

Apreés élimination du surnageant, 600 pl de tambddilué au 1/18™dans de I'eau
ultra-pure) sont ajoutés. Le culot est resusperatuagpiration et refoulement afin de bien
homogénéiser sans former de bulles.
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Le tampon permet la fragilisation de la paroi baeténe et empéche la dégradation de 'ADN
par la complexation, sous l'action du chélateuprds (EDTA) gu'il contient, des ions
divalents de M§ nécessaires & I'activité des DNases.

La seconde étape consiste a la lyse cellulaireuparaitement au SDS alcalin en
ajoutant 1,2ml de tampon de lyse (dilué au %> avecNdOH 0,4N) et en mélangeant
délicatement sans vortexer par 5 a 10 retournements

Apres un repos de 5 minutes permettant la formafian lysat clair, un volume de
900! de tampon Befroidi a +4°C est ajouté et mélangé doucemenmts sortexer, par 10 a
20 retournements. Une incubation dans la glacenésessaire pendant 5 mn avant de
centrifuger 10 mn a 13500 rpm (centrifugeuse Bak@di2b rotor JA-25.15) a température
ambiante. Le tube est & nouveau maintenu 10mn &.+4he centrifugation de 10mn a
13500rpm (centrifugeuse Bekman J25 rotor JA-25.86)4°Cest a nouveau effectuée et le
surnageant obtenu transvasé dans un nouveau tahs.des conditions, ’'ADN linéaire mais
pas circulaire (plasmidique) est dénature.

La troisieme étape correspond a ['élimination desnt@minants de I'ADN
plasmidique : protéines, ADN chromosomique et ARNhdut poids moléculaire.

Sous une hotte, un volume égal de 2,4 ml de phépat additionnés avant
d’émulsionner par 5 a 10 inversions. Afin de casgenulsion, une centrifugation de 5mn a
5000rpm et a +4°C est ensuite effectuée. La phgeeuae supérieure obtenue, contenant
I’ADN plasmidique, est transférée dans un autkeeta I'aide d’'un céne tronqué en faisant
attention a ne pas aspirer I'interface qui contiestprotéines.

Un volume égal d’environ 2,4 ml de chloroforme essuite ajouté suivie d’'une
nouvelle centrifugation, dans les mémes conditions.

L’ADN plasmidique est enfin précipité afin de lenoentrer, par ajout au surnageant
limpide de 1ml d’éthanol absolu refroidi a -20°G tube doit étre retourné 5 a 10 fois puis
maintenu a +4°C pendant une heure (minimum 5mnatimum une nuit). Une derniere
centrifugation a 13500rpm (centrifugeuse Bekmanrd®d JA-25.15) et a +4°C est réalisée
avant d'éliminer l'alcool et laisser sécher lesotallobtenus en maintenant les tubes a
température ambiante. Le culot débarrassé de @hlest ensuite dissout dans 100ul de
tampon C et éventuellement conservé a -20°C jusaquilisation. L'extrait est alors
analysé directement par électrophorése ; la tdédke plasmides peut étre évaluée par analyse
du profil d’électrophorése.

La composition des différents tampons utilisésriggen Annexe 2.

» Electrophorése sur gel d’agarose

L’électrophorése a pour but la séparation et ltidization des fragments d’ADN
chargés négativement. Le bromure d’éthidium, flsoeat aux UV est utilisé pour la
visualisation sur gel.

20ul d’extrait d’ADN plasmidigue additionné de Sld tampon de charge sont mis a
migrer 4heures dans un gel d’agarose a 1% dansrdpon TBE 1X et & une tension de
125V. La révélation de I'ADN se fait sous UV a 254 aprés immersion du gel pendant une
trentaine de minute dans une solution de bromugéhdlium a 0,5ug/ml. Le marqueur de
taille moléculaire utilisé (3 pl) est lBene Rulerl-kilobaseplus DNA ladder (Fermentas,
Villebon sur Yvette, France).
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2.11- Typage des replicons ou « Replicon Typingselon CARATTOLI et al.
(2005)

Un réplicon est une unité de réplication ; il astedfet convenu d’appeler « replicon »
les structures génétiques, tels que les plasmidest la réplication autonome est
indépendante de celle du chromosomees plasmides sont classés en groupes
d’'incompatibilité en fonction de leur systeme detcdle de la réplication.

La « PCR-based replicon typing » de CARATTGHtIal. (2005) permet d’identifier
les 18 groupes d’incompatibilité les plus fréquechez les entérobactéries (FIA, FIB FIC
HI1, HI2, I11-ly, LIM, N, P, W, T, A/C, K, B/O, X, Y, F et FIIA).

Pour chaque souche testée 18 couples d’amorcesimia 3 PCR simplex et 5 PCR
multiplex réalisées pour la recherche de ces gdpecompatibilité. L'amplification a été
effectuées sur thermocyclers &rm (GRI-France) et Chromo4 (Biorad)'aide de la Taq
plymérase (Roche). Les volumes, les concentratienkes conditions réactionnelles utilisées
sont récapitulés en Annexe 2.

Les conditions réactionnelles utilisées sont comunie:;

- Pour la PCR simplex 1: 1 cycle a 94°C/5 min ; 30ey (94°C/1 mn, 52°C/30 s,
72°C/1 mn) et 1 cycle a 72°C/5mn.

- Les PCR simplex 2 et 3 ont le méme programme maeL aine température
d’hybridation respectivement de 65°C et 60°C.

- Pour les PCR multiplex, les mémes conditions detiga sont adoptées avec une
variation de la température d’hybridation qui est ¢5°C/30s pour la PCR multiplex
1;60°C/30s pourla PCR 2 et5; 67°C/30s paaiPIER 3 et 4.

Les dépbts sur gel d’agarose a 2% se font danmadéenes conditions citées précédemment.
La taille des produits amplifiés est respectivenpamtordre de PCR effectuées, comme suit :
* PCR simplex : FrepB: 270pb; K: 160pb et B/O: 159pb
e PCR multiplex : H:471pb ; HI2:644pb ; 11:139pb;3X6pb ; L/M:785pb ;
N: 559pb; FIA: 462pdBE 702pb; W: 242pb; Y: 765pb;
P:534pb ; FIC:262pb/CA465pb ; T: 750pb et Flls: 270pb.
Toutes les caractéristiques des amorces utilisragécapitulées dans le tableau VIIL.
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1 — Récupération du culot cellulaire

Centrifugation

Milieu sélectif :
centrifugeus

Culot
bactérien

Culture sous agitation de 18ha 37°C
sur 12 ml milieu BHIB

Centrifugation 10mn
a 5000rpm/mn a 4°C sur

e Bekman J25

(rotor JA-25.15%

2- Lyse des cellules et élimination des membranetsdes protéines

600pl de Tampon At resuspendre le culot
1,2ml de tampon de lyse ; 5 a 10 retournements

900u! de tampon Befroidi a +4°C ;
(ﬂg

20 retournements ;
Centrifugation 10mn a 13500rpm ; laisser a 4°C, 1
Centrifugation 10mn a 13500rpm a°€4

W

dans un
nouveau tube

Récupération de la phase
aqueuse avec des cones
tronqués

Phase aqueuse

<+—— Phase organique
(chloroforme)

2,4ml de chloroforme
5 a 10 inversions
Centrifugationbmn ¢
5000rpm et a +4°C

a I'alcool absolt

1ml d’éthanol absolu refroidi a -20°C
Retournements du tube 5 a 10 fois
Maintien du tube 1h a+4°C
CentrifugationlOmn a 13500rpm et a +4°C

Laisser
sécher a
température
ambiante

— 5 Vider l'alcool ———
dans 100

Culot I’ADN plasmidique

Figure 20 : Principales étapes de I'extractionmldgue selon
TAKAHASHI et NAGANO, 1984
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2.12-Typage phylogénétique par PCR ECORGollection de référenceEscherichia col)

L’analyse phylogénétique a montré quecoli est composée de 4 principaux groupes
phylogénétiques : A, B1, B2 et D et que les souchesdentes extra-intestinales appartiennent
principalement aux groupes B2 et a un moindre dagrgroupe D.

Les groupes phylogénétiques des souches testé#é determiné par PCR triplex selon
CLERMONT et al. (2000). Elle est basé sur I'amplification de troiarqueurs phylogénétiques :
le géne<chuA (impliqué dans le transport de ’'heme), le ggjaA (impliqué dans la réponse
cellulaire au stress acide et peroxyde d’hydropéenhan fragment d’ADN désigné TSPE4.C2
dont le réle reste indéfini.

Les amorces (Tableau VIII) des trois biomarqueurg été utilisées a une
concentration finale d’'un micromolaire pour un nmgja réactionnel de 23il. La
concentration des autres composants est de 0,2miMlg® dNTP, de 1X pour le tampon
Green Go Taq, de 2mM pour Mgt enfin de 1,25 Ulpour la Taqg polymérase (Go Taq
Flexi). Les volumes correspondants de chacun a@pasants sont indiqués en annexe 2. Le
volume de 'échantillon d’ADN incorporé est dguB

L’électrophorése s’effectue en gel d’agarose a 2%¢ ales dépbts similaires a ceux
précédemment cités et une mise sous tension a g@sdlant 90mn (500mA et 150W).

. Le marqueur de taille moléculaire utilisé (3 p$t le Gene Ruler plus 1-kilobase DNA
ladder (Fermentas, Villebon sur Yvette, France).

La bande ChuA se situe a 279pb ; la bande YjaAlpR et celle de TspE4C2 a 152pb.

L’assignation a un groupe phylogénétique donné gHectuée selon des combinaisons
des trois biomarqueurs présentés dans les trav@@®LERMONT et al. (2000). Lessouches
E.coli coli 5010622spe B2E.coli 5000196spe B2 ; Goren A (bande 211pb) et J5i{Ande
211pb) ont servis de témoins positifs.
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Tableau VIl : Amorces des différentes PCR

Matériel et Méthodes

PCR Séquence des amorces (5'-3’)
Gene/ Sens Antisens Amplicons Accession ou source
fragment bp
. uidA AAA ACGGCAAGAAAAAGCAG ACGCGTGGTTACAGTCTTGCG 133 Genbank, Accession No.DQ998806).
S
utj' ipaH TTCCTTGACCGCCTTTC GCCAGTACCTCGTCAGTCA 101 Genbank, Accession No. M76444
CTX-M | AAA AAT CAC TGCGCCAGTTC AGCTTATTCATCGCCACGTT 415 Woodforcet al., 2006
Groupe 1
CTX-M | CGACGCTAC CCCTGC TATT CCAGCGTCAGATTTTTCAGG 552
Groupe 2
= CTX-M | CAAAGAGAGTGCAACGGATG ATTGGAAAGCGTTCATCACC 205
ﬁ Groupe 9
o CTX-M | TCG CGTTAAGCGGATGATGC AACCCACGATGTGGGTAGC 666
Groupe 8
CTX-M | GCA CGATGACATTCGGG AAC CCA CGATGTGGGTAGC 327
Groupe 25
chuA GACGAACCAACGGTCAGGAT TGCCGCCAGTACCAAAGACA 279 Clermonttal., 2001
yjia A TGAAGTGTCAGGAGACGCTG ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC 211 Clermonttal., 2001
TSpEA.C2 | GAGTAATGTCGGGGCATTCA CGCGCCAACAAAGTATTACG 152 Clermonttal., 2001

PHYLOGENIE
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Matériel et Méthodes

Tableau VIII (suite) : Amorces des différentes PCR

Amorce Séquence d’ADN Site ciblé EMBL Amplicon
accession No. (pb)
HI1 RV 5'GGAGCGATGGATTACTTCAGTAC-3' par A-parB| AF250878 471
HI1 FW 5-TGCCGTTTCACCTCGTGAGTA-3'
HI2 FW 5-TTTCTCCTGAGTCACCTGTTAACAC-3' iterons BX664015 644
HI2 RV 5-GGCTCACTACCGTTGTCATCCT-3'
11 FW 5-CGAAAGCCGGACGGCAGAA-3' RNAI M20413 139
11 RV 5-TCGTCGTTCCGCCAAGTTCGT-3'
X FwW 5'AACCTTAGAGGCTATTTAAGTTGCTGAT-3' ORIy Y00768 376
X RV 5-TGAGAGTCAATTTTTATCTCATGTTTTAGC-3'
% L/M FW 5'-GGATGAAAACTATCAGCATCTGAAG-3' repA,B,C U27345 785
o L/M RV 5-CTGCAGGGGCGATTCTTTAGG-3'
> N FW 5'-GTCTAACGAGCTTACCGAAG-3' repA NC_003292 559
= N RV 5-GTTTCAACTCTGCCAAGTTC-3'
% FIA FW 5-CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG-3' iterons J01724 462
@) FIA RV | 5-GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG-3'
1 FIB FW 5-GGAGTTCTGACACACGATTTTCTG-3' repA M26308 702
& FIB RV |5-CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT-3'
e W FW 5-CCTAAGAACAACAAAGCCCCCG-3 repA Ul12441 242
W RV 5-GGTGCGCGGCATAGAACCGT-3'
Y FwW 5'-GCGAGAATGGACGATTACAAAACTTT-3' repA K02380 765
Y RV 5-AATTCAAACAACACTGTGCAGCCTG-3'
P FW 5'-CTATGGCCCTGCAAACGCGCCAGAAA-3' Iterons M20134 534
P RV 5-TCACGCGCCAGGGCGCAGCC-3
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Tableau VIII (suite) : Amorces des différentes PCR

Séquence d'ADN Site ciblé EMBL Amplicon
Amorc accession No. (pb)
FIC FW 5-GTGAACTGGCAGATGAGGAAGG-3' repA2 AH003523 262
FIC RV 5-TTCTCCTCGTCGCCAAACTAGAT-3'
O A/IC FW 5'-GAGAACCAAAGACAAAGACCTGGA-3 repA X73674 465
Z A/C RV 5'-ACGACAAACCTGAATTGCCTCCTT-3'
& TFW 5-TTGGCCTGTTTGTGCCTAAACCAT-3' repA K00053 750
— TRV 5-CGTTGATTACACTTAGCTTTGGAC-3'
% FIl s FW 5'-ctgtcgtaagctgatggce-3' repA AE006471 270
9 Fll s RV 5'-ctctgccacaaacttcagce-3'
i Freps FW | 5-TGATCGTTTAAGGAATTTTG-3' RNAl/repA AY234375 270
L Freps RV 5'-GAAGATCAGTCACACCATCC-3'
o K/B FW 5-GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC-3'
K RV 5-TCTTTCACGAGCCCGCCAAA-3' RNAI M93063 160
B/O RV 5-TCTGCGTTCCGCCAAGTTCGA-3' RNAI M28718 159
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2.13-Typage moléculaire par Analyse des profils deacrorestriction des souches par
électrophorese en gel pulsé (PFGE)
Le typage moléculaire par analyse des profils deramastriction de tout le génome
permet d’établir un éventuel lien génétique ergreisolats.
Cette méthode se base sur I'intégration des bestéans des blocs d’agarose (plugs), leur
lyse in situ avant leur digestion par une endorasg#éde restriction a faible nombre de
coupure permettant d’obtenir de longs fragmentsDiNAdits fragments de macrorestriction
qui seront séparés par PFGE (figure 21).
La PFGE est une méthode a pouvoir discriminargomant pouvant étre appliqué a
plusieurs souches. L'électrophorese en champ pelgéet ainsi de séparer des fragments
d'’ADN d'une taille supérieure a 50 kb. Le princige I'électrophorése en champ pulsé
consiste a alterner l'orientation du champ élegtrigu cours du temps. Chaque changement
de champ électrique réoriente la molécule d’ADN s-dd@ gel parallelement au champ
augmentant ainsi la probabilité que la molécule @NAsoit orientée de facon a passer a
travers les mailles du gel selon un déplacemertigrzag. Cette probabilité dépend de la
taille de la molécule et la vitesse de migratiamdragment d'ADN dans le gel varie dans le
sens inverse de sa taille.
Cette technique, adoptée d€huet al. (1986),comprend les étapes suivantegfigure 22) :
- La premiére étape est la mise en culture des seutfiecoli sur gélose Mueller Hinton, 24h
a 37°C.
- Préparation des inserts
A l'aide d'une Oese, quelques colonies de la celtbactérienne sont ratissées et
eémulsionnées dans 1ml du tampon CBS préalablemisnians une cuve a usage unique
pour spectrophotomeétre. La densité optique de $penwsion cellulaire doit étre ajustée
entre 1,3 et 1,6 & 600nm.
Un volume de 400 pl de la suspension bactériennstésg est introduit dans un tube
Eppendorf puis additionnés de 20 ul de protéinaga BROmg/ml). Les moules a inserts
sont préparés par obstruction du fond par un ratbn@sif. Un rebord est laissé dépassé
sur le c6té afin d’y noter la référence de la seuch

- Préparation de la solution SDS/ Agarose 1% en tammoTE

Une solution de SDS/Agarose de 10ml est prépameyoetant a ébullition dans un
micro-onde jusqu’'a dissolution, 0,1g d'agarose d&ms de tampon TE (a pHS8)
additionné de 1ml de SDS a 10%. La solution estismgaintenue en surfusion dans un
bain marie a 50°C. Un volume 400ul de solution $iQ&se 1% en TE est ensuite
mélangé, par aspiration-refoulement afin d’évies bulles, avec un méme volume de
suspension bactérienne. Le mélange obtenu esterapitt pipeté et déposé dans les
moules a insert sans faire de bulles, puis laissfsidir 10 & 15 mn a température
ambiante ou 5 mn au réfrigérateur.
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- Lyse des cellules bactériennes
A l'aide d'une oése, les inserts sont démouléssddes tubes Falcon de 50ml
numérotés. Une solution de lyse dans un volumk@5ml d’eau distillée est préparée
en mélangeant 150 ul d’'une solution molaire de Ti14,6) avec 600ul d’EDTA a
250mM (pH8), 300 ul de Sarcosine a 10% et 15 ppmaeeinase K a 20mg/l. Ces
volumes sont donnés pour le traitement d’une sauche
La solution de lyse est répartie, a raison de 8ianhs chaque tube Falcon en s’assurant
de bien y tremper que les inserts. Puis des bowschdamis sont vissés avant de visser
les bouchons des tubes Falcon. La lyse s'effeceraant 2heures sous agitation a
54°C.

- Lavages
Apres élimination de la solution de lyse, les itsspnt rincés 10mn sous agitation au
bain marie a 50°C, avec 10ml d’eau distillée chapdlablement portée a 50°C.
Cette opération est renouvelée une seconde fomr&lavages renouvelés au tampon
TE sont ensuite effectués. lls consistent a vetaas chaque tube 8ml de tampon TE
(a pH8) préalablement chauffé a 50°C et a mettus sgitation pendant 15 mn au
Bain Marie réglé a 50°CA l'issue des lavages, les bouchons tamisés comtdes
inserts sont vidés dans des tubes remplis de ®rardpon TE (pH8).

- Digestion enzymatique
Dans un tube Eppendorf de 2ml, chaque insert esigpl dans 100 ul de solution de
digestion et subit une digestion de 5h a 37°C {€}1La solution de digestion est une
solution tampon contenant I'endonucléase de résinicXbal (Roche) et du BSA
(1mg/l) préparée (selon des volumes valables poersouche, en annexe 2) avec 89 ul
d’eau ultra pure stérile, 10 pl de tampon 10X gt @'enzyme Xbal.

- Séparation électrophorétique des fragments
L’électrophorése s’est effectué sur un appareillectphorése en champ pulsé
CHEF-DRIII (BIORAD).

Cette étape commence par la préparation de 2indpan TBE a 0,5X et d’une
solution de 150ml d’agarose a 1% (maintenue efuson a 50°C) dans du TBE a
0,5X. Le bloc ou dispositif de coulage du gel esparé au préalable.

Le tampon TBE 0,5X est placé dans la cuve a @élphbrese aprés avoir vérifié le
niveau et le refroidissement a la température staehpour la migration (14°C). Pour
ce faire, le systeme de refroidissement doit éigeeen marche a I'avance. Les inserts
sont ensuite déposés sur le peigne avant de cdélieatement le gel d’'agarose sans
faire de bulles. Le gel est laissé « prendre ensenaspendant environ 30mn. Il est
ensuite extrait du bloc de coulage en le laissantsa plaque et en veillant a bien
enlever les morceaux de geélose tout autour et esode avant d’étre placé dans
la cuve a électrophorese remplie de tampon. Le ghagbda etSalmonella
Branderup ont servi de marqueurs de taille.
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- Programmation de I'électrophorése

Le programme de la PFGE est fixé comme suit :tension de 6 Volts/cm, un angle
de réorientation de 120 °, un temps de pulsealinié 2s, un temps de pulse final de
54s et une migration de 25h. L’'ampérage est d& 120 démarrage et ne doit pas
dépasser les 160A en fin de migration.

-Lecture du gel

Le gel est mis a colorer 20 a 30 mn dans une solate bromure d’ethidium (BET) a
0,5ug/ml. L’agitation du bac contenant le BET peronge meilleure diffusion. Le gel
est ensuite rincé avec I'eau distillée (le galtpester quelques minutes dans I'eau
sous agitation, pour enlever le bruit de fond Eipar le BET). Le gel est ensuite
observé et photographié sous ultra-violet.

- Analyse du gel

Apres lecture, le logiciel d’analyse BioGene (fdurmpar Biorad) permet la
comparaison des différentes souches.

Communément I'analyse visuelle se base sur lesresitde TENOVER al (1995) a
savoir :

- Profil identique: souches indifférenciables ;

- Différence de 1 a 3 bandes (1 événement génétignagenté probable ;

- Différence de 4 a 6 bandes (2 événements gémsliqyarenté possible ;

- Différence > 6 bandes (plus de 3 événements ig@s) : souches non reliées.
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1/ “Empaquetage” des bactéries
& dans Fagarose

n!i.:-.,g?' 5

1- Intégration des bactéries dans des blocs
'.'m_: -r-.__ e d’agarose (« plug»)

‘F-'Liii‘“

2- Lysein situ des bactéries et digestion par une
endonucléase de restriction (Xbal) avec un faible
nombre de site de coupure : macrorestriction

3- Séparation des fragments d ’ADN (10 a 800 kb)
par électrophorése en champ pulsé»  profils de
restriction ou pulsotypes _, analyse des pulsges
par logiciel d’analyse d'image (BioGéne)

r-—---—- -.q1

!

3 Migrabion
- Iif_'lerﬂH:

Figure 21 : Schéma récapitulatif du principe dBFRGE
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PREPARATION DES INSERTS

Qutlts deE.coli sur gélose MH 18h a 37°C.
SuspensiagtBrienne a une DO de 1,3 et 1,6 a 600nm
ajout de 20l de protéinase K (& 20mg/ml).
Solution 400ul de SDS/agaroseelPd E mixée avec 400ul de la suspension
Dépbt dans les moules a Plugs sans faire de biles5mn a température ambiante
ou 5 mn au réfrigérateur

LYSE DES CELLULES BACTERIENNES

Démoulage des plugs a l'aide d’une oése dansuthes Falcon de 50ml a tamis
Répartition de 3ml de solution de lyse dans chdiagen
Incubation 2ihes en agitation a 54°C (+/- 1°C)

LAVAGES

2 Rincages des inserts par ajout de 10ml d’estillélé chaude et incubation sous agitation 10n502C
4 lavages successifs par ajout de 8 nhahgpon TE et incubation sous agitation 10mn &C50
Stockage des inse#8@ dans des tubes contenant 5ml de TE pH8.

3

DIGESTION ENZYMATIQUE PAR L’'ENZYME XBAL

100puI de solution d’enzyme (Roche) dans un tubesBgprf de 2ml
Un insert est plongé dans la solutlerrestriction.
Incubation de 5h a 37°C (+/-1°C)

|

SEPARATION ELECTROPHORETIQUE DES FRAGMENTS

Préparation d’'une solution de150ml d’agara 1% dans du TBE 0,5X
Dépbt des plugs sur le peignmalage du gel.
Prise en masse du gel aehdnviron30mn
Extraction du gel du bloc a coulage et migdaplaque noire de la PFGE
Migration 25 h (Volts/cm:6 ; Included angl2@P ; Temps initial:2s ; Temps final: 64s)
Lecture du gprés immersion 30mn dans le BET (0,5ug/ml)

|

ANALYSE DU GEL PAR LE LOGICIEL D’ANALY SE BIOGENE (BIORAD)

Figure 22 : Principalespéta de la PFGE selon CHi al. (1986)
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2-14 - Etude de la métallorésistance par ensememnoent en spots

Dans cette étude, des seuils de concentratiiticpues ont été utilisés pour étudier le
comportement vis-a-vis de sept métaux lourds dé stluches issues de la collection de
Escherichia colaviaire.

Les métaux étudiés sont le Cadmium (Cd), le Mer¢d®, I'Argent (Ag), le Cuivre (Cu),
le Zinc (Zn), le plomb (Pb) et le Chrome (Cr).

Les seuils de concentrations maximales des meétausdd ont été obtenus par
plusieurs essais au laboratoire ; nous nous sommasgés sur les travaux réalisés par
NAKAHARA et al (1977), TREVORS (1985), DEVICENTE& al. (1990), CARDONHAet
al., 2005 et LOPEZ-SANDOVAL (2008). La concentratiomximale utilisée pour chaque
métal est décrite dans le tableau IX.

Technique :
» Préparation de la solution métallique
Les métaux lourds utilisés sont sous forme de Sgbartir des solutions méres des métaux
lourds (réalisées en eau distillée stérile), dekimes précis sont prélevés, permettant
d’obtenir, sur milieu minimum, les concentratiorigafes métalliques indiquées dans le
tableau IX.

Tableau IX : Concentrations finales de sels de mélaurds

Métal CdCl, | Hgcl, | AgNOs CuCl, ZnCl, Pb(CHsCOO), | CrO”
Concentrations 800 54,3 50 1600 1800 3200 75
Utilisées
pg/ml

CdCl: Chlorure de Cadmium HgCl,: Chlorure de Mercure; AgN©ONitrate d’argent; CuGl Chlorure
de Cuivre; ZnGt Chlorure de Zinc;Pb(CHCOO),: Acétate de plombCrQ,” : Chromate(VI).

¢ [noculum

Une suspension bactérienne est obtenue parodilitans 5ml d’eau physiologique
stérile de quelques coloniesEd'coli d'une culture de 18h a 37°C sur gélose de LURIA-
BERTANI, apreés revivification sur bouillon BHIB pdant 18h a 37°C.

Cette suspension est ajustée a une valeur de éemitjue comprise entre 0,08 et 0,1 a 625
nm, correspondant & 4@ellules/ml. L'inoculum est encore ajusté par diotau 1/10 &
10’cellules /ml.

* Ensemencement

L’ensemencement doit se faire dans un délai maxirderh5 mn qui suit la préparation
de l'inoculum. Les boites contenant 20ml de milminimum additionné du métal testé
sont ensemencées en spot pat Bes dilutions préalablement préparées. Plusigaushes
peuvent étre testées simultanément sur la méme dtode en délimitant chaque spot par des
guadrans préalablement tracé sur la boite (jusQu&uches par boite). Les boites sont
ensuite incubées a 37°C pendant 24h.
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Les soucheg&scherichia coliCIP 7624 et K12 BM21 ont été utilisées comme sagiche
témoinspour vérifier la sensibilité aux métaux lourds &tcloissance sur milieu minimum
sans métal. A cet effet, chaque boite test eseéugait ensemencée par les souches témoins.

Lecture
Apres incubation, la souche est considérée conwl&rante ou résistante a la
concentration meétallique testée s'il y a croissaau niveau des spots; en absence de
croissance, la souche est considérée comme sensible

2.15-Traitement Statistique des données

L'outil statistique a été utilisé afin de fairessortir un lien éventuel ou une
correspondance entre le comportement de notrectiothedE.coli aviaires pathogenes vis-a-
vis des antibiotiques et vis-a-vis des métaux Isurd

Pour ce faire, le choix du traitement statistigies données a porté sur la réalisation
d’'une analyse des correspondances multiples (ACHiécteee par le logiciel R (package
aded4). L'ACM a été réalisé sur un tableau compdehportant en colonnes les variables
qualitatives représentées par trois modalités dasgon (Résistant: A ; Intermédiaire : B et
Sensible : C). En ligne, les individus représeniest souches qui ont subi les différents
traitements. Le but de I'analyse est de déternstiey a ou non une dépendance (ou relation
d’influence) entre les variables (antibiotiquesreitaux lourds) d’'une part et d’autre part de
voir s'il y a formation de groupes d’'individus pageant un comportement commun vis-a-vis
de ces variables.

L'ACM trouve toute son interprétation dans le chqixlicieux des axes a choisir pour
l'interprétation. En effet, comme toute représeatatdans lI'espace, il est important de
choisir les plans bidimensionnels (formés de dexeskhqui offrent I'information la plus
compléte mais aussi la plus proche possible dédhté. Chaque plan donnera un nuage de
points dont chacun aura comme coordonnées lesrsalennées par les lignes et les colonnes
de la matrice originelle. Ainsi deux points peuvermbler trés éloignés sur un plan alors
gu’en réalité il suffit de changer de plan pourVes trés proches et inversement. Les axes
intéressants sont ceux que l'on peut interpréterregard des contributions des variables
actives. En pratique, on se contente souventedpinéter le premier plan principal (LEBART
et al.,2006 ; ESCOFIER al.,2008).

L’analyse de nos données a été effectué via lediegt d'indépendancépar logiciel
logiciel R) permettant de vérifier I'absence de lien statigtigatre deux variables X et Y
(respectivement résistances ATB et métaux lour@®s variables X et Y sont dits
indépendants lorsqu'il n'existe aucun lien staistientre elles : autrement dit la connaissance
de X ne permet en aucune maniere de se prononcaf. sthypothése nulle () de ce test
est la suivante : les deux variables X et Y somtépendantesEn termes de valeur-p,
I'nypothese nulle est généralement rejetée lorpge@,05. Dans ce cas, les variables sont
dépendantes.

De méme, un test de comparaison de proportionséautisé pour établir une
significativité des pourcentages de souches résedaet sensibles pour chacun des
antibiotiques et métaux lourds testés.
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1-Résultats
1.1-Identification et sérotypage

Une collection de 308 souches d’origine aviairdéiss de lésions de colibacillose a
été identifiée sur la base des principales caratitires morphologiques et biochimiques des
entérobactéries et de I'espeBscherichia colipar utilisation de la galerie biochimique
classique et de la galerie API20E. Certaines s@iohé également été confirmées par PCR
par la mise en évidence du genielA via la présence d'une seule bande de 133pb sur
I'ensemble des isolats (figure 23 et 23 bis).

Le sérotypage des souches a l'aide des antisérmtngOa, O2 et O78 (LDA22,
France) a montré que 11 isolats producteurs delbéimmases a spectre élargi (BLSE)
n'appartenaient a aucun de ces sérogroupes patwgemmuns des volailles (01, O2 ou
078).

1.2-Résistance aux antibiotiques
Les résultats de I'étude de la sensibilité de 3Hats deE. coli issus de lésions
de collibacillose vis-a-vis de 22 antibiotiquespagtenant a 7 familles chimiques ont révélé
la sensibilité a 'ensemble des antibiotiques desomats £3,38%),20 isolats (6,5%) se sont
aveéres resistants a une seule molécule d’antibietej216 isolats (70, 12%) a plus de deux
antibiotiques (figures 24 et 25).

Les profils de sensibilité et de résistance defatsaoestés sont récapitulés dans
le tableau X. La figure 28 indique les niveaux égistance par famille d’antibiotique.

Concernant les béta-lactamines, les résultats ontrdque I'imipéneme, de la famille
des carbapénemes, est la seule molécule activeesgemble des isolats testés. Les taux
de résistance les plus élevés ont été observésws-des aminopénicllines représentés par
I'ampicilline et I'amoxicilline et de la ticarcillie du groupe des carboxypénicillinesec
respectivement 60,2 %, 60,1%5%,6%. Des taux moyens ont été notés vis-a-viadges
béta-lactamines telles que I'aztréonam (10%) eté@zoline (31,25%), respectivement du
groupe des monobactames et des céphalosporinesedeepe génération. Les taux de
résistance les plus bas ont été enregistrés cBezéfghalosporines de seconde (céfoxitine),
troisieme (céfixime 8,4%@t quatrieme génération (cefpirome 4%) avec urémer(1,78%)
enregistré vis-a-vis de la céfoxitine (figure 26).

Il est a signaler que la résistance aux béta-ldnesnest associée a la résistance
a toutes les autres familles chimiques avec lagmétnce de I'association aux aminosides
(49 souches) et [lassociation béta-lactamines-asides-quinolones (44 souches).
La multirésistance a concerné entre au moins Diatitjues (11,4%) a 17 antibiotiques
(figure 27).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

s o R X E K X K 2
- B - e s W W

133pb
101pb

B
Figure 23 : Détection du géen@A par PCR multiplex

A- Puits 1, 2, 3,4,5, 6,7, 8,9 : souckesoli aviaires E63, E65, E69, E74, E88, E165, E173,4E1E201.
Puits 10 et 11 : Témoins négatifsmarqueur de masse moléculaire (Gene ruler 1-lsioiptus DNA
ladder Fermentas, Villebon sur Yvettariee).

B- Puits 12, 13, 14 et 15E.coli CIP 7624 Shigella sonneCIP 82-49, témoin négatif et marqueur de masse

moléculaire
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133pb

Figure 23 (bis) : Détection du geniglA par PCR multiplex.
Puits1 :marqueur de masse moléculai@ie rulerl-kilobase plus DNA ladder Fermentas, Villebon
sur Yvette, France) ;
Puits 2, 3, 5 et 8: souchEscoliaviaires E11, E21, E48, E69,
Puits 10, 11 et 12 : Témoin négakfcoli CIP 7624 et Shigella sonnetIP 82-49
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Pour la famille des aminosides, les résultats omitné que la gentamicine est active
sur une majorité des isolat€d'coli, avec une tres faible résistance des soucheséestm
1,4%. En revanche, la kanamycine s’est révélée smadtive avec un taux de résistance de
17,6%.

La résistance a la tétracycline et a I'associasiolfamide-triméthoprime a également
été observée dans la collection testée avec desneyens respectifs de résistance de
28,37% et 41, 75%.

La colistine de la famille des polymixines demetrés efficace sur tous les isolats a
I'exception deux souches.

La résistance aux quinolones a également été ddeseli en ressort que les taux de
résistance les plus élevés ont été observés \s-a@les quinolones classiques, l'acide
nalidixique et I'acide pipémidique (55,2% et £5)8 Des taux plus modérés ont concerné
les fluoroquinolones avec par ordre décroissaf{l%, 19% et 17% respectivement pour
I'ofloxacine, la ciprofloxacine et la péfloxacine.
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i sensibilité

M résistance

Figure 24 :darcentages d’isolats E. colisensible®t résistants aux antibiotiqt
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Figure 25Pourcentages d’isolatskE. coli mono et multiantibioresistats
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Tableau X : Taux de

ATB

Amoxicilline AMX
Ampicilline AMP

Amoxicilline + acide
clavulanique AMC

Ticarcilline TIC
Imipénéme IPM
AztréonamATM

Céfazoline CZ

Céfoxitine FOX

Béta-lactamines

Céfotaxime CTX
Céftazidime CAZ
Céfixime CFM
Cefpirome CPO

Kanamycine K

Gentamicine GEN

Aminosides

Tétracycline TE
Colistine CL
Triméthoprime
+Sulfamide SXT
Acide nalidixique NA
Acide pipémidique
PA

Ciprofloxacine CIP

Ofloxacine OFX

Quinolones

Pefloxacine PF

Résultats et Discussion

sensibilité et de résistamseisblats aviairesH! coli

Diamétres
critiques
(en mm)

S R
>21 <16
>19 <16
>21 <16
>24 <22
>19 <17
>27 <21
>18 <12
>22 <15
> 26 <23
> 26 <21
>25 <22
>24 <17
>17 <15
>18 <16
>19 <17
>15 <15
>16 <13
>20 <15
>19 <14
>25 <22
>25 <22
>25 <16

Nombre

de

souches
testées

308
304
307

307
308
270
304
280
308
306
285
177
289

292

289

293

303

308

297

300

306
300

155(50,9%)
243(86,8%)
276(89,6%)
269(87,9%)
255(89,5%)
168(94,9%)

232(80,3%)

284.(97,2%)

202(69,9%)
293 (100%)
170(56,1 %)
106 (34,4%)
132(44,4%)
224(74,7%)
193(63,1%)

213(71%)

PHENOTYPES

Nombre et Nombre et
pourcentage pourcentage
de souches de souches
sensibles intermédiaires

S I

109(35,4%) 14 @,5%)

111(36,5%) 10(3,3%)

149(48,5%) 73(23,8%)

112(36,5%) 12 (3,9%)

308(100%) 0
228(84,4%) 15(5,6%)

54(17,8%)
32(11,4%)
5 (1,6%)
9(2,9%)
6 (2,1%)
2(1,1%)

6(2,1%)

4 (1,40%)

5(1.7%)
0
6 (2%)
32(10,4%)
41(13,8%)
19(6,3%)
33(10,8%)

36 (12%)

Nombre et
pourcentage
de souches
résistantes
R

185 60, 1%)
183 60, 2 %)

85 (27,7%)

183 69,6%)
0
27 (L0%)
95 31,3%)
5 (1,8%)
27 8,8%)
28 9,2%)
24 (8,4%)
7 4%)

51 (17, 6%)

4 (1, 4%)

82 (28,4%)
2 (0, 68%)
127 @1, 9%)
170 65,2%)
124 41,8%)
57 (L9%)
80 (26, 1%)

51 (L7%)

Valeur
de

p

3,648101%™

ek

2,87710°

ek

3,28310°

5,03410°"
<2,210""
<2,210%"
8,02510°%"
<2,2101"
<2.210""
<2,210%"
<2,210%"
<2,210%"

Grx

< 2,210

Grx

< 2,210

Grx

<2,210
<2,21010¢"
0,0004177"
5,09310°%"
0,4795
<2.210""
<2.210%"

< 2,210%™

Remarque : Le Test d¢f de comparaison de proportions effectué pour aheuy den égale a 5% valeurs
trés hautement significatives.
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70,00% g 60,20%
0,10% 59,60%

60,00% - 55,20%
3 50,00% -
= 41.9% M41,80%
17
'g 40,00% -
= 31,30%
o) 9 ’ 28,40% o
> 30,00% - 20,1%
5
© 17,60% 19%

20,00% - 9,20% ’

0 ()
10% 8,80% 8,40%
10,00% A 49
l 1,80% l l % 1,40% 0
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B Béta-lactamines B Aminosides B Quinolones et Fluoroquinolones
AMX :  Amoxicilline ; AMP : Amicilline; AMC : Association acide clalanique; TIC : Ticarcilline; IPM : Imipénéme ATM : Aztréonam; CZ: Céfazoline;

FOX : Céfoxitine CTX : Céfotaxime CAZ : Céftazidime CPO : Cefpirome; CFM : Céfixime ; K : Kanamycine GEN : Gentamicine TE : Tétracyclini; CL : colistine ;
SXT : Triméthoprime +Sulfamide NA : Acide nalidixique PA : Acide pipémidique CIP : Ciprofloxacine OFX : Ofloxacine ;PF : Pefloxacine

6

Figure 26 : Taux d'antibiorésistance des isolats. doli aviaires
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Figure :27 : Pourcentages de souches résistaglem le nombre d'antibiotiq




Résultats et Discussion

1.2.1-Profils et analyse moléculaire de la résistaa aux béta-lactamines
1.2.1.1-Analyse des profils de résistance vis-a-wes béta-lactamines

L’'analyse des profils de résistance des isolaEsodli aviaires a mis en évidence la
présence de 190 souches résistantes aux béta-laesar@parties sur 17 profils évocateurs de
la production de bétalactamases.

Sur la base des recommandations de VEDEL (199WERMORE (2001) et le CA-
SFM (2012), quatre groupes ont émerge ; ils cpardent au phénotype déricllinase Bs
Niveau (PBN), de énicillinase_Hhut Nveau (PHN), de Bta-Lactamase afectre_Eendu
(BLSE) et de_E@€phalosporinaseaiit Nveau AmpC (CHN) ou hyperproduite (Tableau XI).

- Le premier et le second groupe (dominants aver sihiches) comprennent des
souches résistantes aux pénicillines (une soudhigns certains cas a 'acide clavulanique et
aux céphalosporines a spectre étroit (céfazoline).

- Le troisieme groupe regroupe les souches résestaaux céephalosporines de
troisieme (céfotaxime, ceftazidime et céfixime)geiatrieme génération (cefpirome), dont
l'activité est restaurée par l'acide clavulaniquees images de synergie (entre les
C3G/Aztreonam et l'acide clavulanique) prédictivéds la présence de bétalactamases a
spectre étendu ont été observées sur différentstsscomme présenté dans la figure 28.
Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) défotaxime ont varié entre 8 et plus
de 128ug/ml (Tableau XlI).

- Le quatrieme groupe correspond aux souches @hssl) présentant une résistance a
la céfoxitine, I'acide clavulanigue et aux céplsplorines de troisieme génération avec une
CMI du céfotaxime supérieure a 32 pg/ml.

- Le dernier groupe est constitué d’'une seule smuésistante a I'amoxicilline, a
I'association amoxicilline-acide clavulanique etaacéfoxitine, avec cependant un test de
synergie négatif. Ceci augure d’'un phénomene d'irmpabilité membranaire.

Les essais de transfert, par deux méthodes de gasqun, sur 18 souches a profil
PHN ont permis de mettre en évidence le transfertadrésistance a I'amoxicilline chez
I'ensemble des souches testées. En revanche, fnanisfiert de la résistance au céfotaxime
de 11 différents isolats a profil BLSE (sur lesgkitifs au test de synergie) n’a été observé
avec les trois souches receveuses utilisées etuwssi bien par conjugaison que par
électroporation. Le profil complet de ces onze bescainsi que des 18 souches PHN sont
détaillés dans le tableau XllI ci-dessous et emeaa 3 pour les souches PHN. Les résultats
de la conjugaison sont regroupés par souches nemeven annexe 3 et présentés en figure
29.
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Tableau XI : Profils de résistance et de potidn de bétalactamases des souchesall

aviaires
Profils de résistance Nombre Test Mécanisme
de de de
souches | synergie résistance
n (%)
Sensibles a toutes les béta-lactamines 118 - 118 (38, 3 %)
Résistantes aux béta-lactamines 190 190 (61,7%)
AMX 1 (E59) - Production de
Pénicllinase Bs
Niveau (PBN)
1(0,3 %)
AMX AMP TIC 65 - Production de
AMX AMP AMC TIC CZ 43 Pénicillinase Faut
AMX AMP TIC CZ 25 Niveau (PHN)
AMX AMP AMC TIC 25 160 (51,9 %)
AMX TIC CZ 1
AMX AMP AMC TIC CZ 1
AMX, AMP, TIC, ATM, CZ, CTX, CAZ, CFM, CPO 1 + Production de Bta-
(E174) Lactamases a
Spectre Eendu
AMX, AMP, TIC, ATM, CZ, CTX, CAZ, CFM (E2, 16 (BLSE)
E11, E42, E47, E 48, E63, E65, E69, E74, E88, E92, 24 (7,8%)
E101, E173, E182, E190, E 201)
AMX, AMP, TIC, ATM, CZ, CTX, CAZ, CPO (E24) 1
AMX, AMP, TIC, ATM, CTX, CAZ CFM, CPO 1
(E16)
AMX, AMP, TIC, ATM, CTX, CFM (E164) 1
AMX, AMP, AMC, TIC, ATM, CTX, CFM (E127) 1
AMX, AMP, AMC, TIC, ATM, CZ, CTX, CAZ, CPO 1
(E94)
AMX, AMP, AMC, TIC, ATM, CTX, CAZ, CFM 2
(E26, E32)
AMX, AMP, AMC, TIC, ATM, CZ, FOX, CTX, CAZ, 3 - Production de
CFM (E7, E68, E76) Céphalosporinase
Haut Nveau AmpC
AMX, AMP, AMC, TIC, ATM, CZ, FOX, CTX, 1 (CHN) ou
(E282) hyperproduite
4 (1,2%)
AMX, AMP(l), AMC, TIC, CZ, FOX (E135) 1 - imperméabilité

membranaire
1(0,3 %)
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Tableau XII : Concentrations minimales inhibitricds céfotaxime sur les isolats a
profil BLSE.

SOUCHE BLSE CMI
ug/ml
E.coliCIP 7624 0.5
E2 128
E1l >128
E16 64
E24 64
E26 64
E32 64
E42 64
E47 64
E48 128
E63 64
E65 >128
E69 8
E74 64
E88 64
E92 128
E94 64
E101 64
E127 64
E164 64
E173 >128
El174 >128
E182 64
E190 128
E201 >128
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Tableau XIlI : Profils d’antibiorésistance de 1liebesE. coli productrices de BLSE

« AMX |AMP |AMC |TIC [IPM ATM |CZ FOX CTX CAzZ dFM QPO K GE N TE CL SXT NA PA CIP | OFX PF
Q
<
S | 221S | 219S | >21S | >24S | >24S | >27S | >18S | >22S | >26S | >26S | >25S | >24S | >17S | >18S | >19S | >15S | >16S | >20S | >19S | >25S | >25S | >22S
8 <16R | <16R | <16R | <22R | <17R | <21R | <12R | <15R | <23R | <21R | <22R | <17R | <15R | <16R | <17R | <15R | <13R | <15R | <14R | <22R | <22R | <16R
Ell 0 0 16 8 31 20 6 24 0 16 0 ND 8 24 0 15 0 7 14 15 14 13
R R I R S R R S R R R R S R S R R R R R R
E48 0 0 16 15 32 20 0 19 0 16 0 ND 8 24 0 15 0 7 13 15 14 13
R R I R S R R I R R R R S R S R R R R R R
E63 0 0 16 20 30 11 0 22 14 12 0 ND 9 23 0 15 0 0 0 0 7 7
R R I R S R R S R R R R S R S R R R R R R
E65| 10 13 16 20 31 8 8 26 11 17 9 ND 7 23 0 16 0 7 7 8 9 7
R R I R S R R S R R R R S R S R R R R R R
E69 0 14 17 12 39 7 0 22 10 16 8 ND 9 27 12 15 0 0 7 7 10 7
R R I R S R R S R R R R S R S R R R R R R
E74 0 0 16 15 25 7 0 20 0 16 0 ND 9 30 0 15 0 0 0 9 13 7
R R I R S R R I R R R R S R S R R R R R R
E88 0 0 16 15 30 7 7 22 11 16 9 ND 10 26 9 15 0 0 0 0 7 7
R R I R S R R S R R R R S R S R R R R R R
E173 0 0 16 7 25 0 8 21 7 16 8 ND 8 21 0 15 0 0 7 0 7 7
R R I R S R R I R R R R S R S R R R R R R
E174 0 0 16 0 24 0 7 22 9 16 0 12 0 27 0 15 0 0 0 0 0 0
R R I R S R R S R R R R R S R S R R R R R R
E190 0 0 17 16 31 7 7 19 0 16 8 ND 9 27 0 15 0 0 7 0 10 7
R R I R S R R I R R R R S R S R R R R R R
E201 0 11 18 16 32 0 7 20 7 17 8 ND 9 27 0 15 0 0 0 0 0 0
R R I R S R R I R R R R S R S R R R R R R

* Souche :numéro de collectionQ : aucune zone d’inhibition ; le diamétre du disquantibiotique étant de 6mm.

AMX : Amoxicilline ; AMP : Ampicilline ; AMC : Amoxicilline + acide clavulanique ; TIC : TicarcillineIMP : Imipénéme ; ATM : Aztreonam ; CZ : Céfaina ; FOX :
cefoxitine ; CTX : cefotaxime ; CAZ : ceftazidimeCPO : Céfpirome ; CFM : Céfixime ; K : KanamycinGEN : Gentamicine ; TE : Tétracycline ; CL : stille ; SXT :
Triméthoprime/sulfaméthoxazole (cotrimoxazole) ; NAcide nalidixique ; PA : Acide pipémidique ;IFC: ciprofloxacine ; OFX : Ofloxacine ; PF : R&@acine ; ND : non
déterminé
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Figure 28 : Images de synergie entre les disquexiaitine+acide clavulanique
et les céphalosporines de troisieme générationlelsaézgolats & BLSE, E11 et E63
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Tranconjugant

Tranconjugant

Figure 29 : Transconjugants (souches PHN) idausansfert de la résistance a
I'amoxicilline observés milieu MH additionné d’amicilline-rifampicine
et azide de sodium (AMX-Rif- AZ)
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1.2.1.2-Caractérisation moléculaire de souches pradtrices de BLSE.

Onze isolats parmi les 24 positifs au test de gyeeont fait I'objet d'une
caractérisation moléculaire. Les essais de transfe caractere BLSE n'ont pas été
concluants ni par conjugaison ni par électroporatio

La recherche par PCR du gébkcrx.v réalisée avec les amorces spécifiques des
groupes CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 et CTX-A25, a révélé la présence chez
I'ensemble des souches analysées d’'une bandebSgb ddorrespondant au groupe CTX-M-1
(figure 30). Ce résultat a été confirmé par I'aselydes onze souches par puces a ADN
(Check-MDR CT101, Biocentric) qui a montré la présed’'un géndlacrx.v, associé avec
un géneblargy chez huit isolats (tableau XIV). Par ailleursséguencage et l'alignement des
produits d'amplification de deux souches E88 etdE-He respectivement 755 et 757pb, ont
révélé une identité de 99% et 100% avec le gélaerx.w-15. Les séquences et leur
alignements BLAST sont donnés en figure 31 et 31bis
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]
)
el
) ——
dere
e
e ]

i

552pb
415ph —»

205pb

Figure 30 : Détection des gert#acrx.m par PCR sur les isolats
dE. coliaviaires producteurs de BLSE

Puits 1 et 14 : marqueur de massecutdée (Gene ruler 1-kilobase plus DNA ladder
Fermentas, Villebon sur Yvette, Fnc
Puits 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 10, 11, 13 et 15: isolt1, E48, E63, E65,
E69, E74, E88, E173, E174, E190 et E201
Puits 16: Témoin CTX-M-1 a 415pb.
Puits 17: Témoin CTX-M-8 a 552pb.
Puits 18: Témoin CTX-M-9 a 205pb.
Puits 19: Témoin négatif.
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Tableau XIV : Résultats de 8iyse par puces a ADN (Check-MDR CT101,

Biocentric)
E1l1l - - . -
E48 Y Y Y -
E63 Y Y . -
E65 Y Y R R
E69 Y Y Y -
E74 Y Y Y .
E88 - i Y -
E173 Y Y Y -
E174 Y Y Y :
E190 - - v -
E201 Y Y Y :

Autres béta-lactamases TEM- E104K; TEM -R164C; TEM-R164H ; TEM-G238C ; SHV-238G ; 8H
G238S ; SHV-238A ; SHV-240E ; SHV-240KRTX-M1 ; CTX-M-2 ; CTX-M-9 ;CTX-M-8, CTX-M-25 ;
AmpC (plasmidique)CMY2 ; DHA ; ACT-MIR ; CMY_I ; IMOX ; ACC ; FOX.

Y:présence ; BLSE: béta-lactamase a spectre étendu.
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Results for:
Sequence ID: ref[NG_048935.1|Length: 980Number atiches: 1
Range 1: 159 to 911GenBankGraphics Next Match Busvatch First Match

Score

Résultats et Discussion

| IcllQuery_38867 2012-05-24_88R_C12.ab1(755bp)

~IE8s

Alignment statistics for match #1
Expect Identities Gaps Strand Frame

1346 bits(1492)  0.0() 753/755(99%)  2/755(0%) Plug(d

Features:

Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct

1

911

61

851

121

791

181

731

241

671

301

611

361

551

421

491

481

431

541

371

601

311

661

251

721

192

Figure 31
E88 (755pb) et E174 (757pb) avec la séquence weldg-rx-u15 décrit par KARIMet al.

GTTGAGGCTGGGTGAAGT AAGT GACCAGAAT CAGCGGCGCACGATCTTTTGGCCAGATCA 60

AR AR R A R A AR
GT TGAGGCT GGGT GAAGT AAGT GACCAGAAT CAGOGGCGCACGATCTTTTGGOCAGATCA - 852

CCGCGATATCGT TGGTGGT GCCATAGCCACCGCTGCCGGT TTTATCCCCCACAACCCAGG 120

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
CCGOGATATCGT TGGTGGT GCCATAGOCACCGCT GCCGGT TTTATCCCCCACAACCCAGG 792

AAGCAGGCAGT CCAGCCTGAATGCTCGCTGCACCGGTGGTATTGCCTTTCATCCATGTCA 180

LOCELETEE TR e e e e e e e e
AAGCAGGCAGT CCAGCCT GAATGCTCGCTGCACCGGT GGTATTGCCT TTCATCCATGTCA 732

CCAGCTGCGCCCGT TGECTGT CGCCCAATGCT TTACCCAGCGT CAGATTCCGCAGAGTTT 240

R AN R AR R AR AR AR
CCAGCTGOGCCOGT TGGECT GTCGOCCAAT GCTTTACCCAGOGT CAGAT TCCGCAGAGT TT - 672

GCGOCATTGCOOGAGGT GAAGT GGTATCACGCGGAT CGOCCGGAATGGOGGTGTTTAACG 300
AR R R R AR R AR AR
GCGOCATTGCOOGAGGT GAAGT GGTATCACGCGGAT CGOCCGGAATGGOGGTGT TTAACG 612

TCGECTCGGTACGGT CGAGACGCGAACGT TTCGT CTCCCAGCT GTCGGECGAACGCGGTGA 360

R R R R R R AR AR AR
TCOGGCTCGGTACGGT CGAGACGGAACGT TTCGT CTCCCAGCT GTCGGGCGAACGOGGTGA 552

CGCTAGCCGGEGECCGECCAACGT GAGCAATCAGCTTATTCATCGCCACGT TATCGCTGTACT 420

AR A R R R A R AR
OGCTAGCOGGGOCGOCAACGT GAGCAAT CAGCT TATTCATCGOCACGT TATCGCTGTACT - 492

GIAGCGCGECCGCGECTAAGCT CAGCCAGT GACATCGTCCCATTGACGTGCTTTTCCGCAA 480

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
GTAGOGOGGECOGCGCTAAGCT CAGCCAGT GACATOGT COCATTGACGTGCTTTTCCGCAA 432

TCGGATTATAGT TAACAAGGTCAGATTTTTTGATCTCAACTCGCTGATTTAACAGATTCG 540

RN R A AN RN R R AR AN AR
TCGGATTATAGT TAACAAGGTCAGATTTTTTGATCTCAACTCGCTGATTTAACAGATTCG 372

GITCGCTTTCACTTTTCTTCAGCACCGCGGECCGCGECCATCACTTTACTGGTGCTGCACA 600

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
GTTCGCTTTCACTTTTCT TCAGCACCGCGGOCGOGGCCATCACT TTACTGGTGCTGCACA 312

TCGCAAAGCGCT CATCAGCACGATAAAGTATTTGCGAATTATCTGCTGTGTTAATCAATG 660

R AR R A AR A R AR A
TCGCAAAGOGCTCATCAGCACGATAAAGTATTTGOGAATTATCTGCTGTGTTAATCAATG 252

CCACACCCAGT CTGCCTCCCGACTGCCGCTCTAATTCGGCAAGT TTTTGCTGTACGTCCC 720

U R N N E RNy
CCACACCCAGT CTGCCT CCCGACTGCOGCTCTAATTCGECAAGT TTTTGCTGTACGT- CC - 193

GCCGTTTGCGCATACAGCGGCACACTTCCCTAACA 755

AR AR A
GCCGTTTGCGCATACAGCGGCACACTT- CCTAACA 159

: Alignements des séquences d'ampiidicates geneBlacrtxv des souches BLSE

(2001)
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IclQuery 8255 2012-05-24_174R_D12.ab1(757b
Results for: l y ( P) j E174

Sequence ID: ref[NG_048935.1|Length: 980Number atiches: 1
Range 1: 161 to 917GenBankGraphics Next Match Prewtatch First Match

Alignment statistics for match #1

Score Expect Identities Gaps Strand Frame
1366 bits(1514)  0.00 757/757(100%) 0/757(0%) Plus/Minus
Features:

Query 1 CCTTAGGT TGAGCCTGGGT GAAGT AAGT GACCAGAATCAGCGGECGCACGATCTTTTGECC 60

AR R A AR AR A
Sbjct 917 CCTTAGGITGAGGCTGGGTGAAGTAAGT GACCAGAATCAGOGGOGCACGATCTTTTGGCC 858

Query 61 AGATCACCGCGATATCGT TGGT GGTGCCATAGCCACCGCTGCCGGTTTTATCCCCCACAA 120

AR AR AR R AR R A R RN
Sbjct 857 AGATCACCGOGATATCGT TGGTGGTGOCATAGCCACCGCTGOCGGT TTTATCOCCCACAA 798

Query 121 CCCAGGAAGCAGGCAGT CCAGCCTGAATGCTCCCTGCACCGGTGGTATTGCCTTTCATCC 180

AR R R R A R A R R AR AR
Sbjct 797 CCCAGGAAGCAGGCAGTCCAGCCTGAATGCTCGCTGCACCGGTGGTATTGCCTTTCATCC 738

Query 181 ATGICACCAGCTGCGCCCGT TGECTGICGCCCAATGCTTTACCCAGCGTCAGATTCCGCA 240

AR R R R R R R AR AR
Sbj ct 737 ATGTCACCAGCTGOGCCCGT TGGCTGICGOCCAATGCTTTACCCAGCGTCAGATTCOGCA 678

Query 241 GAGITTGCGCCATTGCCCGAGGT GAAGT GGTATCACGCGGATCGCCCGGAATGECGGTGT 300

AR R R R R AR A R R
Sbj ct 677 GAGTTTGOGCCAT TGCCCGAGGT GAAGT GGTATCACGOGGATCGOCCGGAATGGCGGTGT - 618

Query 301 TTAACGTCGGECTCGGTACGGT CGAGACGGAACGT TTCGTCTCCCAGCTGTCGGGECGAACG 360

AR R A R AR R R A R AR
Sbjct 617 TTAACGTCGGCTCGGTACGGT CGAGACGGAACGT TTCGT CTCCCAGCTGTCGBGCGAACG 558

Query 361 CGGTGACGCTAGCCGGGECCGCCAACGT GAGCAATCAGCTTATTCATCGCCACGTTATCGC 420

AR R A AR AR A AR AR
Sbj ct 557  CGGTGACGCTAGCCGGEGCCGCCAACGT GAGCAATCAGCT TATTCATCGOCACGT TATCGC 498

Query 421 TGTACTGTAGCGCGGCCGCGCTAAGCT CAGCCAGTGACATCGTCCCATTGACGTGCTTTT 480

AR R R R A R R A AR AR
Sbj ct 497 TGTACTGTAGOGCGGCCGOGCTAAGCTCAGCCAGT GACATCGTCCCATTGACGTGCTTTT - 438

Query 481 CCGCAATCGGATTATAGTTAACAAGGTCAGATTTTTTGATCTCAACTCGCTGATTTAACA 540

R R R R AN R N AR A
Sbj ct 437 CCGCAATCGGATTATAGTTAACAAGGTCAGATTTTTTGATCTCAACTCGCTGATTTAACA 378

Query 541 GATTCGGTTCGCTTTCACTTTTCTTCAGCACCGCGGECCGCGGECCATCACTTTACTGGTGC 600

AN R R A R A A AR AN
Sbj ct 377 GATTCGGITCGCTTTCACTTTTCTTCAGCACCGOGGOCGCGGECCATCACTTTACTGGTGE 318

Query 601 TGCACATCGCAAAGCGCTCATCAGCACGATAAAGTATTTGCGAATTATCTGCTGIGITAA 660

R RN AR AN R AR AR NAA ANy
Sbjct 317 TGCACATCGCAAAGCGCTCATCAGCACGATAAAGTATTTGCGAATTATCTGCTGTGITAA 258

Query 661 TCAATGCCACACCCAGTCTGCCTCCCGACTGCCGCTCTAATTCGECAAGTTTTTCCTGTA 720

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbj ct 257 TCAATGOCACACCCAGTCTGCCTCCOGACTGCOGCTCTAATTCGGCAAGITTTTGCTGTA - 198

Query 721 CGICCGCCGTTTGCGCATACAGCGECACACTTCCTAA 757

CECEEETEEETE e e e e et
Sbjct 197 CGTCCGOOGTTTGOGCATACAGOGGCACACTTCCTAA 161

Figure 31 (bis) : Alignements des séquences difiogtion des genebllactxv des souches
BLSE E88 (755pb) et E174 (757pb) avec la séquehcgeneblacrx-mis décrit par KARIM
et al.(2001)
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Le groupage phylogénétique des 11 isolats prodiciel BLSE a révélé la présence
d’'une seule bande de 279pb caractéristiquegroupe phylogénétique D selon CLERMONT
et al. (2000) (figure 32). La comparaison génétique arglses par RFLP/PFGE a montré
gue tous les isolats présentaient un profil d'’AR¥hmun de 12 bandes de tailles comprises
entre moins de 48,5kb et 669kb (figure 33).

Puits 1, 11 et 15 : marqueur
de masse moléculaire (Gene
ruler 1-kilobase plus DNA
ladder, Fermentas, Villebon
sur Yvette, France).

Puits 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 12 et 13: isolats E173,
E174, E201, E63, E65 E69,
E74, E88, E190, E11 et E48

Puits 16:E. coli5010622spe
B2 ; Puits 17 : témoin
négatif

) Chu A 279pb
<«—— TspE4C2 152pb

Figure 32 : Détermination par PCR du groupe phylétj§ue des isolatskl' coli
aviaires producteurs de BLSE
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1 2 3 4 56 7 89 10 11 12 13 14 15

Figure 33 RFLP/PFGE de I'ADN des isolat<E. coliaviaires producteurs de BL.

Puits 1 et 15marqueu de masse moléculaiteambda(Biolabs, Evry, Franc:
Puits 2 et 14Salmonea Braenderup
Puits 3 a 13: Isolatsi1, E8, E63, E65E69, E74, E88, E173, E174, E19(E201
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L'analyse des extraits plasmidiques des onze seuleéSE par électrophorése
(figure 34) a révélé des profils identiques powrtds les souches. Les résultats du replicon
typing (figures 35 et 36) ont montré que les osmaches testées possédaient un réplicon de
type F (bande a 270pb) avec ou sans FIB (ban@2pgb].

Sept plasmides de différentes tailles sont présknts chacun des isolats testeés :

- 3 plasmides de grande taille, supérieure a ZRK[5 kb ; 31,6 kb et 100 kb) ;
- 2 plasmides de moins de 5kb (2,5kb et 4,4kb) ;

- 2 plasmides de moins de 1,5kb (environ 1,4kbldi)1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

20kpb

Skpb

Figure 34 : Profils électrophorétiques des extiagliissmidiques d’isolats producteurs de BLSE
Puits 2 a 12 : isolats E11, E48, E63, E65, E69, EB8, E173, E174, E190 et E201.

Puits 1 et 13: marqueurs de masse moléculaire (Gdegrel-kilobase plus DNA ladder Fermentas,
Villebon sur Yvette, France).
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270pb

Figure 35 : Replicon typing (IncF) par PCR simpti®s isolats &. coli aviaires producteurs
de BLSE

Puits 1 : marqueur de masse moléculaire (Genelrdllabase plusDNA ladder Fermentas, Villebon

sur Yvette, France) ;
Puits 2 a 12 : isolats APEC &e coli E11, E48, E63, E65, E69, E74, E88, E173, E1740E1¥201.

Puits 13 : réplicon type F.
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FIB: 702pb
FIA: 462pb

14 15 16 17

<« 702pb

<“— W:242pb

Figure 36 : Replicon typing (IncFIA/FIB/W) par PGRultiplex des isolats B'.coli
aviaires producteurs de BLSE

Puits 1 et 14; marqueur de masse moléculaire (Ggeel-kilobase plus DNA ladder Fermentas, Vidatsur
Yvette, France) ;

Puits 2 a 12 : isolats E11, E48, E63, E65, E69, EB8, E173, E174, E190 et E201.

Puits 13: réplicon type FIA

Puits 15, 16 et 17: réplicon FIB, W et témoin atéfg
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Les résultats de la caractérisation moléculaireoties isolats aviaires producteurs de BLSE
sont récapitulés dans le Tableau XV :

Tableau XV : Caractérisation moléculaires des ts@acoli BLSE

PCR typage phylogénique PCR Replicon typing

PCR CTX-M ChuA |YjaA| Tspe | Groupe | M1 | M2 M3 M4 | M5 S1 S2 | S3
E11 | Groupe CTX-M1 + - - D - - FIB - - E - -
E48 | Groupe CTX-M1 + - - D - - FIB - - = - -
E63 | Groupe CTX-M1 + - - D - - FIB - - = - -
E65 | Groupe CTX-M1] + - - D - - FIB - - E - _
E69 | Groupe CTX-M1] + - - D - - FIB - - F - -
E74 | Groupe CTX-M1] + - - D - - FIB - - E - -
E88 | Groupe CTX-M1] + - - D - - FIB - - F - -
E173| Groupe CTX-M1 + - - D - - - - - F - -
E174| Groupe CTX-M1 + - - D - - FIB - - F - -
E190| Groupe CTX-M1] + - - D - - FIB - - F - -
E201| Groupe CTX-M1 + - - D - - - E - -

M1-2-3-4-5 : PCR multiplex 1, 2, 3, 4 et 5581-2-3 :PCR simplex 1, 2 et 3.

1.1.2- Profils et analyse moléculaire de la résistae aux quinolones

L’'analyse des profils de résistance des souchesisaen évidence 170 souches
résistantes aux quinolones réparties sur 8 diftérprofils. La résistance aux quinolones de
premiere génération prédomine avec 42 souchestamidisis exclusivement a l'acide
nalidixique et 47 souches simultanément a l'acidédixique et a I'acide pipémidique.
Certains profils de résistance se sont étenduglaoroquinolones, ofloxacine, ciprofloxacine
et péfloxacine. Les profils de résistance aux gjoimes sont présentés dans le tableau XVI.

Tableau XVI : Profils de résistance aux quinolodes souchesk.coli aviaires
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Profils de résistance aux quinolones Nombre delssi
(%)

NA 42 (24,7%)
NA PA 47 (27,7%)
NA OFX 2 (1,2%)
NA PA OFX 19 (11,2%)
NA PA OFX PF 4 (2,4%)
NA PA CIP OFX 7 (4,1%)
NA CIP OFX PF 1 (0,5%)
NA PA CIP OFX PF 48 (28,2)
Total 170 (100%)

Aucun transfert, par conjugaison et tw@tgoration, de la résistance a I'acide
nalidixique et a la ciprofloxacine, n’a été obseawssi bien pour les souches BLSE que PHN,
ce qui est indicatif d'une résistance chromosomique
L’analyse par séquencage des genes cibles desduioplones de deux souches productrices
de BLSE (E88 et E174) a mis en évidence la pré&sdaanutations dans les régions QRDR
(quinolone resistance determining region) des ggwesde I'ADN gyrase gbarC etparE de
la topoisomérase IV, expliquant ainsi la résistaiadgut niveau des souches aux quinolones
et fluoroquinolones. Les substitutions détectéesiegt les suivantes: pour le géne
gyrA: Ser83Leu et Asp87Asn, pour le ggreeC . Ser80Iso et pour le geparE: Ala458Ser.
Les alignements de séquences des génes ajyids parC et parE etles substitutions
détectéesont présentées en annexe 4 et en figure 37, 3.

1.1.3- Profils et analyse moléculaire de la résistae aux autres antibiotiques

Concernant la famille des aminosides, trois types pdofils de résistance ont été
observés : I'un incluant 48 souches résistantes kahamycine, le second avec 4 souches
résistantes a la gentamicine et le dernier assol@andeux antibiotiques, observé sur trois
souches.

Dans notre collection, la résistance a la tétrawgcest associée aux autres familles
d’antibiotiques chez 23 souches. 39 souches omtcgmire, simultanément été résistantes
au cotrimoxazole, béta-lactamines et quinolones.

Les résistances a la tétracycline et au cotrimdeaant pu étre transférées avec succes
par électroporation a partir des souches prodedstribe BLSE, révélant ainsi le caractere
plasmidique de la résistance a ces deux moléculasconfirmation physique de ce transfert
par I'analyse des profils électrophorétiques ddsagx plasmidiques des transformants a
montré que les résistances a la tétracycline ebaaimoxazole chez les souches BLSE étaient
portées sur les mémes grands plasmides delpl@0kb (figure 39).

Ala : alanine ; Asp acide aspartique ; Asn : aggiam; Leu : leucine. ; Ser : serine ;
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aa 83 serine=>»leucine

Aa 87 aspartate=»asparagine

Figure 37 : Mutations détectées dans les régiorldR8u genayyrA de I'ADN gyrase
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Extraits plasmidiques obtenus Extraits plasmidiques obtenus
en présence de tétracycline en présence de cotrimoxazole

[ N O B

Figure 39 : Profils plasmidiques des transformabtenus par électroporation a partir de

souchesd’E. coli producteurs de BLSE
Puits 1 et 14 : marqueur de masse moléculaire (Béler 1-kilobase DNA plus ladder Fermentas, Witle sur

Yvette, France) ;
Puits 2, 3, 4, 5, 6 et 7: Transformants tétracgetdésistants des souches E11, E48, E63, E65, tEEA &4
Puits 8, 9, 10, 11, 12 et 13 : Transformants owikazole-résistants des souches E11, E48, E63, E6S et

E1l74
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1.2- Etude de la résistance aux métauxulals

Les résultats de I'étude de la sensibilie 215 isolats dé&scherichia colivis-a-vis
de concentrations critiques de 7 métaux lourdsyanitré que 187 (87%) isolats présentaient
une tolérance ou résistance a au moins un métak\Eamche, 28 (13%) isolats se sont avérés
totalement sensibles a tous les métaux lourds stedté récapitulation de I'ensemble
des résultats est présentée dans le Tableau XVII.

L’analyse par métal lourd, a révélé qu&x€eption du cuivre, qui semble toxique pour
toutes les souches, les isolats testés ont pésam tolérance aux autres métaux lourds.
En effet, une tolérance importante au zinc et lnmp a été observée avec des taux
de résistance respectifs de 79,1% et 59,1%. Desdauésistance moyens ont été constatés
vis-a-vis du chrome (45,6%), l'argent7(7%)et le cadmium11,6 %) Le plus bas taux
de résistance a été enregistré vis-a-vis du me(84&o) (Tableau XVIII).

Tableau XVII : Catégories de comportement des isak. coli vis-a-vis des métaux lourds
(n=215).

Catégories Nombre et pourcentage
Nombre et pourcentage de souches sensibles 28 (13 %)
Nombre et pourcentage de souches résistantes 187 (87 %)
Nombre de métallotypes observés 29
Nombre de profils de multi-résistance 24
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Tableau XVIII : Phénotypes de résistance aux meétaurds des isolatsi.coli (n=215)

Métal lourd Nombre et pourcentage| Nombre et pourcentage Valeur
de souches sensibles de souches résistantes de
Zinc 45 (20,9%) 170(79,1%) < 2.25016“*
Plomb 88 (40,9%) 127 (59,1%) 0,0001688" |
Chrome 117 (54,4%) 98 (45,6%) 0,06687
Argent 177 (82,3%) 38 (17,7%) <2.210"7
Cadmium 190 (88,4%) 25 (11,6 %) <2.210°°"
Mercure 197 (91,6 %) 18 (08,4%) <2.210"7
Cuivre 216 (100%) 0% < 2.210""

Remarque : Le Test gfu de comparaison de proportions effectué pounaleur den égale a 5% ;
: valeurs trés hautement significatives.
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L’analyse des profils de métallorésistance a migwdence 29 métallotypes différents
(résistance a au moins un des métaux lourds) dbrsbAt des métallotypes de multirésistance
incluant 2 a 5 métaux lourds, et qui concernerit B8lats soit 84,2 % des souches testées
(Tableaux XVIII et XIX, Figure 40). L'associationedtrois métaux lourds prédomine avec
31,2% des souches testées. Deux métallotypes dirésigtance prédominent associant trois
meétaux lourds : le zinc, le plomb et le chrome §20), et deux métaux : zinc et plomb (16,3%).
La multirésistance associant 5 métaux lourds algsérvée sur trois métalloprofils dont le profil
dominant (7 souches) concerne I'association desta@dses au mercure, argent, zinc, plomb
et chrome (Tableau XIX). Les profils de métallas&mnce par souche sont détaillés en annexe 5.
Les figures 41, 42 et 43 illustrent le comporemdes souches témoins de sensibilité
et de certaines souches testées.

A l'exception de 29 isolats . coli, la résistance aux métaux lourds est fréquemment
associée a la résistance aux antibiotiques deel’ebie des familles chimiques étudiées avec
un trait particulier vis-a-vis des béta-lactamieesles quinolones.

Les métallo-antibiotypes observés pour les bétitaines et les quinolones détaillés par
souche et par nombre d’antibiotigues et de métamxds sont consignés en annexe 5.
Cependant, en ce qui concerne les béta-lactamiless,résultats récapitulés par profil
d’antibiotique et nombres de métallotypes asso@és montré que les profils Elcoli
producteurs de PHN sont prépondérants, notammexat d& profil le plus répandu qui associe
les résistances aux aminopénicillines et ticamglliavec celles aux métaux lourds
(16 métallotypes associés).

Le métallotype zinc-plomb est le plus souvent agsaux souches a phénotypes PHN et
BLSE (Tableaux XX et XXI, résultats détaillés@amexe 5).
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Tableau XIX : Métallotypes des isolatd&d’coli aviaires

PROFIL Nombre de SOUCHES Nombre
métaux de souche
Zn 1 E26, E30, E34, E52, E75, E76, ES82, E84, E11317EE149, 22
E158, E159, E212, E217, E237, E243, E250, E26IQFE282, (10,2%)
E348
Pb 1 E67, E92, E226, E354 4 (1,9%)
Cr 1 E210, E235, E236, E268 4 (1,9%)
Ag 1 E31, E33, E228 3 (1,4%)
Cd 1 E109 1 (0,5%)
Zn Pb 2 ES8, E10, E11, E16, E48, E50, E53, E61, E65, E64, EBS, 35
E90, E93, E100, E107, E114, E125, E139, E166, EET83, (16,3%)
E186, E188, E216, E238, E239, E240 , E251, E2785H2287,
E304, E340, E343
Zn Cr 2 E38, E39, E41, E42, E4B]168, E191, E195, E211, E213, E2209, 14 (6,5
E246, E252, E349 %)
Ag Zn 2 E6, E29, E345 3 (1,4%)
Ag Pb 2 E87 1 (0,5%)
Cd Pb 2 E335, E336 2
(1%)
Hg Ag 2 ES57 1 (0,5%)
Pb Cr 2 E234 1 (0,5%)
Zn Pb Cr 3 E13, E15, E20, E22, E23, E24, E43, E44, E45, EGG, E124, 44
E167, E170, E173, E174, E175, E176, E184, E1907EBEQ01,| (20,5%)
E214 E232, E233, E247, E249, E255, E262, E2636FP871,
E281, E292, E299, E300, E301, E302, E312, E3B20HE
E321, E322, E329
Cd Zn Pb 3 E18, E21, E25, E63, E169, E177, E185, E204,8E27 9 (4,2%)
Ag Zn Cr 3 E171, E227, E264 3 (1,4%)
Ag Zn Pb 3 E54, E265 2 (1%)
Ag Pb Cr 3 E338, E341 2 (1%)
Hg Ag Zn 3 E5, E83, E129 3(1,4%)
Cd Zn Cr 3 E164, E187 2 (1%)
Cd Hg Cr 3 E352 1 (0,5%)
Hg Zn Cr 3 E3 1 (0,5%)
Ag Zn Pb Cr 4 E225, E241, E258, E283, E284, E333, E337 3,3%%)
Cd Zn Pb Cr 4 E165, E206, E215, E269, E279, E280 6 (2,9
Hg Ag Zn Pb 4 E86, E95, E276 3 (1,4%)
Hg Zn Pb Cr 4 E328, E330 2 (1%)
Cd Hg Ag Zn 4 E347 1(0,5%)
Hg Ag Zn Pb Cr 5 E14, E51, E59, E224, E248, E319, E334 7 (3,3%)
Cd Ag Zn Pb Cr 5 E332, E339 2 (1%)
Cd Hg Zn Pb Cr 5 E254 1 (0,5%)

Ag : Argent ; Cd : cadmium ;Cr : Chrome Hg : Mercure ;Pb: plomb ;Zn : zinc
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35,00%
30,00%
25,00%
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10,00%
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0,00%

31,2%(67)

26,5%(57)

15,8%(34)
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4,7%(10)

1ML 2ML 3ML 4ML 5ML

Figuré0 : Pourcentages de résistance par nombre de xrliétads
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Tableau XX : Nombre de métallotypes associés adastance aux béta-lactamines chez
les isolats dE. coli

Profil de résistance aux béta-lactamings Nombre de mg’::[allotypes
associés
AMX AMP TIC 16
AMX, AMP, AMC, TIC, CZ 8
% AMX AMP TIC CZ 5
B AMX AMP AMC TIC 10
AMX TIC CZ 2
AMX, AMP, TIC, ATM, CZ, CTX, CAZ, CPO, CFM 1
AMX, AMP, TIC, ATM, CZ, CTX, CAZ, CFM 4
" AMX, AMP, TIC, ATM, CZ, CTX, CAZ, CPO 1
2 AMX, AMP, TIC, ATM, CTX, CAZ ,CPO, CFM 1
AMX, AMP, AMC, TIC, ATM, CTX, CAZ, CFM 1
AMX, AMP, TIC, ATM, CTX, CFM 1
O AMX, AMP, TIC, ATM, CZ, FOX, CTX, CAZ, CFM 1
; AMX, AMP, AMC, TIC, ATM, CZ, FOX, CTX, CAZ 1

AMX : amoxicilline ; AMP : ampicilline ; TIC : ticarcilline ; ATM : azrtréonam ;CZ : céfazoline; FOX :
céfoxitine ;CTX : céfotaxime CAZ : céftazidime CPO : cefpirome CFM : cefixime

* Profils classés selon leur prépondérance dandlection de souches (décrits en tableau XI).
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Tableau XXI : Métallotypes des isolat&dtoli producteurs de BLSE

\;\Aétal Cadmium Argent Mercure Cuivre Zinc B(Ij(l)%mb/ Chrome
Souc 800pug /ml 50 pg/ml 54,3 pug/ml 1600ug/mi 1600pg/ml ml Hg S50ug/ml
E11 - - - - + + -
E48 - - - - + + -
E63 + - - - + + -
E65 - : - : + + -
E69 - : - : + + -
E74 - - - - + + -
E88 - - - - + + -
E165 + - - - + + +
E169 + - - - + + -
E173 - - - - + + +
E174 - - - - + + +
E190 - - - - + + +
E201 - - - - + + +
CIP - - - } : } -
+

CIP sur milieu Minimum sans métal

+ : croissance de l'isolat ; - : pas de croissance
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Pour les quinolones, les résultats ont montrélgpeofil d’antibiorésistance comprenant
une résistance aux 5 molécules de quinolones se¢hdk, PA, CIP OFX PF) est
frequemment associé aux métaux lourds avec 13 lotgfads observés. Le profil dominant
associe, comme pour les bétalactamines, le zihe ptomb (12 souches). Les résultats sont

récapitulés dans le tableaiIl et détaillés en annexe 5.

Tableau XXII : Nombre de métallotypes associés a la résistaaux quinolones chez les isolats

dE. coli
Profil de résistance aux quinolones Nombre de métallotypes
associes
NA 12
NA PA 11
NA OFX 2
NA PA OFX 6
NA PA, CIP OFX 3
NA PA OFX PF 2
NA CIP OFX PF 1
NA PA, CIP OFX PF 13

NA acide nalidixique PA : acide pipémidique CIP : ciprofloxacine OFX : ofloxacine ;

PF: péfloxacine
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Souche CIP7624

Figure 41 Croissancd'E. colisur milieu minimum en préser
et en absence de métal

A : Croissancele la souchE.coli CIP sur milieu minimum exempt dmétal.
B : Croissanceles isolatd’E.coli en présence de mercure a 54gam
C Croissance des isoled’E.coli en présence de plomb a 3Qapml

126



Résultats et Discussion

Figure 42 r@ssancedes isolats &. colien présencale méte
A :argent a 5Qug/ml;
B : cadmium 80@Qg/ml
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Souche sensible
CIP7624

Figure 43: Croissance des souché&s dbli a BLSE en présence de chrome aug0ml (A)
et de zinc a 160Qug/ml (B-C)
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Le traitement statistique des donnés par ACM (emeakn composantes multiples) par
le biais du logiciel R (package ade4) a permisatidt un lien et de confirmer la correspondance
entre la résistance aux antibiotiques et la m@st® aux métaux lourds de I'ensemble
des souches testées, ce qui suggere un effet diectisn entre les deux types d'antimicrobiens.
Les résultats de I'ACM (figure 44 et 44 bis) feessortir un premier plan exprimant 28% de
la variabilité totale avec une valeur propre ded8J/2ous jugeons linformation contenue sur
ce plan suffisante, en dépit de faibles valeursedies qui sont en général moins intéressantes
gu'en ACP (analyse en composantes principalesxell'a&xprime le maximum de variabilité
avec 20,33% (u= 0,35) suivi de l'axe2 avec uneabdiié de 8,183 %.

La définition des axes est basée sur les valeursod&ibution des variables (Résistant: A ;
Intermédiaire : B et Sensible : C) et des individles souches qui ont subi les différents
traitements). Nous remarquons au final que deuws axeux seuls expriment plus de 28%
de variabilité, ce qui fait d’eux le principal sugpde notre interprétation.

Sur la représentation graphique, un premier plaest@-dire |'ax& va exprimer
les regroupements des variables entre elles es Hlaffinité. Nous remarquons une formelén
ou les deux extrémités correspondent aux caracatésesant et sensible alors que le fondJdu
représente le caractére intermédiaire. On dit ajafé y a un gradient qui se forme et qui va
du caractere résistant vers le sensible en pasaafiintermédiaire.

Sur l'axe 2, il y a une répartition des individus ®nction des caracteres qu'’ils partagent a
savoir la résistance, la sensibilité et I'internadai, ce qui donne une allure également en U.
Afin de faire une représentation qui fait interagita fois les individus et les variables, il est
alors intéressant de superposer les deux axeslaDeigsu de cette superposition exprimera
I'expression de dépendance entre les variablestégaries.

Par ailleurs, le test duy? d’indépendance fait apparaitre des valeurs d€0p5, appuyant
I'hypothese d’une dépendance des variables compertede résistance aux antibiotiques (de
différentes familles) et aux métaux lourds (notamifargent, le zinc, le plomb et le chrome).
L’ensemble des valeurs figure en annexe 6.
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Discussion

L'étude de la sensibilité aux antibiotigues de 368lats dE.coli aviaires issues
de lésions de colibacillose a mis en évidence ésestance variable a différentes familles
chimiques. Concernant les béta-lactamines, a djgtian de l'imipénéme actif sur tous
les isolats, des taux élevés de résistance omtbsErves vis-a-vis de I'amoxicilline (60,1%),
I'ampicilline (60,2 %) et la ticarcilline (59,6%). Des taux moins impot& (49%)
de résistance a I'amoxicilline et 'ampicilline oété signalés par HAMMOUDét AGGAD,
(2008) sur 251 souchesd'coli APEC de la région Ouest. Plus récemment, togsjdans
cette région et sur les APEC, AGGAD at (2010) n’'ont signalé aucune résistance a
I'ampicilline. Ces taux sont nettement plus éledéass les observations de MESS#Ial.
(2013) qui ont signalé 87,8% et 84,5% de résigtamis-a-vis de I'amoxicilline et
de I'ampicilline, respectivement. Des taux élevégékistance aux aminopénicillines ont été
rapportés en Egypte (97,3%) par AHMEDal. (2013) sur des souches pathogenes aviaires,
et récemment en Chine dans deux études dedbAl. (2015) et Llet al. (2015) avec
respectivement 66,67% et 97,7%, ainsi qu'en Ira®{Opar KAZEMNIA etal. (2014).

En France, le rapport annuel de 2014 du réseasudeeillance de I'antibiorésistance
de 'ANSES a estimé la résistance a I'amoxiadlet 'ampicilline chez les poules et poulets
(toutes pathologies confondues) a 32% et 31 %entisement (ANSES, 2015).

Dans notre étude, I'association amoxicilline-acidéavulanique s’est avérée
relativement efficace avec un taux de résistanc27dé% ; des taux avoisinants (35,6%) ont
été signalés en Egypte (AHMER al.,2013). Une tendance a la baisse a été par corie no
en France, avec seulement 5% de résistance en(2NBES, 2015).

Les céphalosporines a spectre étroit (de premiéreseeonde génération) ont
globalement montré une bonne activité avec des daurésistance respectifs de 31,3% et
1,8% envers la céfazoline et la céfoxitine. Undmhstat a été rapporté en France dans le
rapport de l'année 2014 de 'ANSES qui a signa#é densibilités quasi-totales vis-a-vis
de ces molécules. En revanche, des taux plusstt@wéété rapportés notamment en Egypte
(65.8%) (AHMED et al.,2013) et en Chine (61,5%)3ans une étude effectuée entre 2011 et
2013 sur 130 poulets malades (CHEMNI.,2014).

Les céphalosporines de troisieme génération seas@nées actives. En moyenne de faibles
taux de résistance (environ 7,6%) ont été enmégigiour les quatre molécules testées avec
une légére supériorité de la céftazidime et dutagfime. Une nette tendance a la baisse de
la résistance aux C3G a été constatée en Frantetaux de résistance est passé a 5% en
2014 (ANSES, 2015). En Egypte, le taux de résigtans-a-vis du céfotaxime de souches
d'E.coli issues de septicémie a été de 23,3% (AHMEILRI., 2013) ; celui-ci a atteint en
Chine une valeur de 46,2% selon I'étude de CHEMl. (2014) et un taux plus élevé
(58,6%), sur un total de 87 APEC isolées de epticemiques dans la région de Hebei (LI
etal., 2015).
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Concernant la famille des aminosides, notre étudenia en relief l'activité de
la gentamicine (1,4% de résistance) sur la majatéé isolats. Ce taux reste également
relativement modéré a l'encontre de la kanamycibg 606). Les taux de résistance a
la gentamicine indiqgués dans I'Ouest Algérien (A&EGet al.,2010) et dans la région de
Sétif (MESSAlet al.,2013) ont été également faibles ; ils sont aisngntre 3% et 5,5%,
respectivement. Dans plusieurs études effectugdssie, la résistance aux aminosides était
significativement plus élevée. Des taux de 44,8%95% et 51,8%nt été observés vis-a-
vis de la gentamicine, respectivement au Vietn&ssUl et al.,2014) et en Chine (ZHANG
et al.,2012a ; SUNet al., 2012). Des taux importants ont également étéatdg dans ce
continent vis a vis de la kanamycine avec 44.9% iatham (USUlet al.,2014) ; 78.05%
dans le Nord de la Chine (ZHAN@t al., 2012a) et 55,8% dans la province Chinoise
du Shandong(SUN et al., 2012). En Europe, les aminosides demeurent un bon rempart
contre la résistance des souchds. doli aviaires. En France, un faible taux de résistance
estimé a 5% a été signalé par le réseau RESAPATése@ d’épidémiosurveillance
de I'antibiorésistance des bactéries pathogenesades) (ANSES, 2015) ; elle a été estimée a
1 a 4% globalement en Europe (de JO&tGl., 2012). Une recrudescence semble toutefois
s’amorcer en Espagne si I'on considere le taux 3 tapporté par SOLA-GINESt al.
(2015).
Le principal mécanisme de résistance aux aminogigles est la modification
de l'antibiotique par différentes classes d’enzyni8&/N et al., 2012). La résistance a
la kanamycine reléve de [lactivite APH(3)-1 et ABY-II qui affectent également
la néomycine. La résistance a la gentamicine astestt détectée chez les entérobactéries,
Acinetobacteret Pseudomonasl’enzyme AAC(3)-I est dans ce cas largementrithgée
(NGUYEN et LAMBERT, 2012). Ce type d’enzymes a ééerit chez des souches aviaires
pathogenes (WANG Xet al.,2014 ; ZHANGet al.,2014 ; Llet al.,2015).

En ce qui concerne les quinolones, les isol&sabli testés ont montré des niveaux
de résistance élevés a l'acide nalidixique (55,28b)a l'acide pipémidique (41,8%).
Les fluoroquinolones ont été en revanche globamgalus efficaces, notamment
la ciprofloxacine avec un taux de résistance d%.1@e méme constat a été signalé dans les
études de HAMMOUDEt AGGAD, (2008), AGGADet al.(2010), MESSAEt al (2013) et
BENAMEUR et al. (2014) En Europe, la résistance aux quinolonesbke bien maitrisée
dans certains pays tel que la France avec unebs#éside 59% vis-a-vis de l'acide
nalidixique et de plus de 80% pour les fluoroquamals (ANSES, 2015). Par contre, des taux
de résistance élevés a l'acide nalidixique (72,8%p la ciprofloxacine (24,5%) ont été
signalés en ltalie par VANNet al., (2014) et en Espagne (22% pour ciprofloxacing) pa
de JONGet al. (2012). Par ailleurs, des taux de résistance atasmants, vis-a-vis
des fluoroquinolones, ont été signalés dans si#getudes : une résistance compléte en
Egypte dans une étude de MOHAMMED al. (2014) effectuée sur un lot de 96 souches
APEC et des taux respectifs de 93,1% et 94,3%awvis de |'ofloxacine et de la
ciprofloxacine dans une étude en Chine, effectuge un lot de 87 poulets atteints de
septicémie (Llet al.,2015). La recherche du cotransfert de la résistangequinolones lors
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des essais de transfert par conjugaison de latadses aux béta-lactamines s'est avérée
négative, ce qui en accord avec le caractere to&e chromosomique des mécanismes
impliqués dans la résistance de haut niveau auxotpnes (mutations des topoisomérases,
impermeéabilité cellulaire, surexpression des systediefflux).

Notre étude a montré un niveau de résistance mayametracycline (28,4%). Un taux
beaucoup plus élevé (90,35%) a été observé enidldans I'étude de BENAMEURet al
(2014). La tétracycline semble étre I'antibiotigigemoins actif, en France, si l'on tient
compte du niveau de sensibilité en 2014 (55% [gowoli issu de poules et poulets, toutes
pathologies confondues) (ANSES, 2015). De nombteavaux en Chine (JIANGt al.,
2011 ; ZHANGet al.,2102b ; CHENet al.,2014 ; Llet al.,2014 ; DOUet al.,2016), en
Egypte (AHMEDet al.,2013), au Zimbabwe (SAIMHt al.,2012) et en Espagn@e JONG
et al.,, 2012 ; SOLA-GINES:t al., 2015)ont mis en évidence une résistance quasi-totale ou
totale de souches APEC vis-a-vis de la tétracyclirens la filiere aviaire, les principaux
genes déterminant la résistance a la tétracyotinelss genetetA ettetB codant des pompes
a efflux (ZHANGet al.,2012b ; AL BAHRYet al.,2013).

L’association Sulfaméthoxazole-Triméthoprime s’esttrée moyennement active,
avec un taux de résistance de 41,9%. Un taux $imi(d2%) a été constaté dans I'Ouest
Algérien a travers I'étude de HAMMOULRt AGGAD (2008), alors qu'ils étaient plus élevés
(82,2% et70,17%) respectivement pour MES8AhAI (2013) et BENAMEURet al (2014).

En Iran, I'étude deTALEBIYAN et al. (2014) enregistre également un taux moyen
de 39,62%. Cette association était beaucoup pliceied en France ou le réseau RESAPATH
(ANSES, 2015) a enregistré une sensibilité de 8h#r cdes APEC. Par contre, des taux
de résistance plus importants, d’environ 57%, eatséggnalés dans le reste de I'Europe tels
gu’en Allemagne et en Grande Bretagne (de JOM@l., 2012). La résistance vis-a-vis
de cette association était plus accentuée en Egypten taux de 82% a été successivement
signalé dans les études d’AHMED al. (2013) et MOHAMEDet al. (2014). De méme en
Chine, des taux de 66,1 ; 81,5% % et 91%, ontagtgortés respectivement par JIANGal.
(2011), CHENet al.,(2014) et GAlet al. (2015).

Les genes de la famillsul (sull, sul2 et sul3 dont la volaille serait un réservoir important
(SOUFI et al., 2011) et les genedhfr codent respectivement poumne dihydroptéroate
synthétaseet une dihydrofolate réductasen inhibées par les sulfamides et le trimethoprime
respectivement Ces enzymes sont impliquées dans les voies de yniiese

du tétrahydrofolate, précurseurdes acides nucléique¢§SKOLD, 2001 ;HO et al., 2009 ;
KOZAK et al., 2009 ;SOUFIlet al.,201]). Ces génes de résistance sont souvent incliss dan
les cassettes des intégrons de classe 1gtHD, 2009 ; VASILAKOPOULOUet al., 2009 ;
CAVICCHIO etal., 2015.

La colistine demeure une alternative thérapeutigté&¥essante dans la mesure ou les
taux de résistance globalement rapportés dantdeature, de méme que celui observé dans
notre étude (0,68%), sont bas ; en effet, seuls deunos isolats ont montré une résistance.
Ceci rejoint les observations de HAMMOUBt AGGAD (2008 ), AGGADet al. (2010) et
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MESSAI et al., (2013) signalant des taux de résistance vis-aeifa colistine ne dépassant
pas 3% a 5,5%. En Europe, la synthése des doffieetuée par KEMPF edl. (2013) a
signalé des taux de résistance trés bas en Euspmwentre 0 et 0,5 %. Le taux le plus
élevée a été atteint en Belgique. En revanchejviean de résistance a la colistine avait
tendance a s’élever dans certains pays asiatiqes que le Japon (2.3%) et la Chine
(12,9%) (KEMPFet al.,2013). Dans I'étude de MOHAMMER®! al. (2014) en Egypte, 14
isolats APEC de poulets sur un total de 25 (sdibh6se sont avérés résistants a la colistine.
La colistine a récemment été réintroduite dansideuit thérapeutique pour le traitement
des bactéries Gram négatif résistantes aux carbapEnet a acquis un statut d’antibiotique
de dernier recours dans de nombreux pays (KERtP&., 2015 ; QUESADAet al., 2015).
Cependant|es bactéries peuvent devenir résistantes a laticai par modification de leur
lipopolysaccharide. En effet, les produits desegémr (polymyxine resistance) favorisent
la modification covalente du lipopolysaccharidegudla fixation réduite des polymyxines a
la membrane externe des bactéries a Gram nég&NPF et al., 2015 ; QUESADAet al.,
2015). Par ailleurs, alors que la résistancecaliatine était jusqu’a présent exclusivement a
médiation chromosomique, il a été récemment ré\é&iéergence chez une souchk.doli
d’origine porcine, d'une médiation plasmidique @dte résistancejja le genemcr-1. MCR-

1 est une enzyme de la famille des phosphoéthanamansférases, dont I'expression chez
E. coliaboutit a I'addition du phosphoethanolamine slipide A du LPS (LIUet al. 2015).

Dans la présente étude, la multirésistance a étguénte Des résistances
concomitantes a 2 jusqu'a 17 antibiotiques appantea une ou plusieurs familles chimiques
(béta-lactamines, quinolones, aminosides, tétrawyat cotrimoxazole) ont été observeés.
Ceci va dans le sens des observations de AG@iAd)., 2010 et BENAMEURet al. (2014)
d’'une multirésistance s’étendant a quatre familsiques, sur un lot de 80 APEC isolés
de la région de Tiaret et a au moins 6 antibiosqeleez 28% des soucheB.doli. Le méme
constat a été fait dans de nombreuses autres ételles que celles de HAMMOUDI et
AGGAD (2008) ; AHMEDet al. (2013) ; MOHAMED etal. (2014) et TALEBIYAN et al.,
(2014). On notera en particulier, les études Chmwide JIANGet al. (2011) et CHENet al.
(2014) qui ont révélé une résistance disolats BPHs a vis de 6 et 5 classes
d’antibiotiques, respectivement. Les taux de résist (notamment vis-a-vis des béta-
lactamines) et de mutirésistance élevés chez nashee dénotent d’une utilisation intensive
ou d’'un mésusage des antibiotiques en élevageéeapie aviaire, comme le signale une
abondante littérature sur l'usage des antibiotiqeasélevage aviairdSCHWARZ et
CHALSUS-DANCLA, 2001 ; MELLATAEet al.,2013).

La production des bétalactamases augurée par tddspde résistance constitue
le principal mécanisme de résistance aux bétarants chez nos souches. En effet, un profil
pénicillinase haut niveau (PHN) a large spectreéadétecté chez la majorité des isolats
(n=160) avec principalement une résistance aux @peincillines (amoxicilline et
ampicilline) et a la ticarciline chez 65 souchégss essais de transfert par conjugaison
de I'amoxicilline, un des principaux marqueurs a@etgpe de mécanisme, effectués sur 18
souches, ont révélé le caractére transférable, donmédiation plasmidique, de cette
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résistance. Chez les souches PHN ayant montrérasistance étendue a la céfazoline et a
I'association clavulanante-amoxicilline, le mécames serait di a [I'’hyperproduction
de pénicillinase a médiation plasmidique de typ®TE TEM-2 ou SHV-1 comme cela a été
décrit par MARTINEZet al. (1989) ; BUSHet al.(2001) ; MESSAEt al. (2006) ; BUSCH et
FISHER (2011).

Le profil comprenant la résistance a la céfoxitide 'association amoxicilline-
clavulanante ainsi qu’aux C3G, notamment au céfotex détecté chez quatre souches
évoque unesurproduction de céphalosporinases de type AmpQCorfabsomique ou
plasmidique) caractérisées par I'hydrolyse des a&@@gporines a spectre étendu,
des céphamycines et une résistance a l'acide aldgue (MESSALkt al.,2006 ; MULVEY
et al., 2005) Le phénotype AmpC résulte ainsi d’'une surexpressioromosomique de
I'enzyme AmpC (c-AmpC) ou de I'acquisition d’'un ptaide transférable codant pour le géne
ampC (p-AmpC) (OTEOet al., 2010 ; OLSENet al., 2014 ). En effet, Escherichia coli
possede un gene chromosomiqampC a promoteur faible, ainsi qu'un atténuateur
de transcription. Les souches porteuses du géngype sauvage produisent une faible
quantité d’AmpC et sont sensibles a l'ampicillihe promoteur deampC et les régions
d'atténuation sont souvent porteuses de mutationduisant a la surproduction de I'enzyme
(CARROFF et al, 2000 ; CORVECet al., 2002 ; CORVECet al., 2007 ). Ces souches
surproduisant AmpC ne sont pas seulement résistaritampicilline mais ont une sensibilité
généralement réduite aux céphalosporines a largetrep Génétiquement, les mutations
les plus communes sont celles qui créent un pramdoet et des mutations qui déstabilisent
l'atténuateur (CARROFIet al, 2000 ; CORVECet al., 2002 ; MULVEY et al., 2005).
Dans I'élevage aviaire en Europe, le gdia-\y-., codant pour une céphalosporinase
médiation plasmidique, est le géne le plus frequenirdétecté chez I'espeEe coli (EFSA,
2011 ; BOERJESSONt al., 2013 ; CHAUVIN et al., 2013 ; DIERIKX C. et al., 2013 ;
REICH et al., 2013 ; MOet al, 2014). Une prévalence de 33% dans la filieraievia été
rapportée en Europe, par EWEBRSI. (2012). Ce géne a également été détecté en Tetisie
en Egypte (BENSALLEMet al., 2012 ; AHMED et al., 2013) et ailleurs dans le Monde,
comme au Brésil (BOTELHGet al., 2015) et au Japon (KAMEYAMAet al., 2013).
Cependant, des mutations du promoteur du gem€ ont également été détectées chez des
souches fécalesHl' coli (KOJIMA et al.,2005).

Par ailleurs, un profil de résistance a la céfaritiassocié a une sensibilité aux C3G
a été observé chez une souche ; ceci pourraitteefléhe diminution de la perméabilité
consécutive a une faible expression de porinesABIREt al., 2003 ; CLARKEet al.,2003 ;
BOYER et al., 2012).De plus amples investigations sont nécessaires lgucidation des
mécanismes de résistance a la céfoxitine dételsszsrms isolats.

Un profil de bétalactamase a spectre étendu (BlaS&§ détecté sur 24 de nos isolats
(7,8%), révelé par une synergie C3G/associationxamime-clavulanate. De hauts niveaux
de résistance au céfotaxime ont été décelés chezsmaches, traduits par des CMI
supérieures a 128ug/mil.

Un taux de BLSE similaire a été rapporté chezklesli aviaires pathogenes en Egypte dans
I'étude de AHMEDet al. (2013). Des prévalences plus importantes (de 128,86) sur
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des souches aviaires pathogenes ou non pathogahetéorapportées dans de nombreux
travaux (Llet al.,2010 ; RANDALL et al.,2011 ; BENSALLEMet al.,2012 ; TOSZEGHY

et al.,2012 ; ZHENGet al., 2012 ; ABREUet al.,2014 ; Llet al.,2014 ).

En Algérie, les souchesH' coli aviaires ont tres peu été caractérisées tant splate de

la virulence que de l'antibiorésistance, notammiest bétalactamases a spectre étendu
(BLSE) des souches animales en général, tres @etted jusqu’'a présent. Les premiers
travaux publiés ont concerné des souchg&s cbli pathogénes humaines (TOUAEt al.,
2006; MESSAlet al, 2006 ; RAMDANI-BOUGUESSA, 2006).

L’analyse moléculaire de 11 isolats BLSE, par PCORpeces ADN, a révéle
la présence d'un gersacrxy du groupe 1. Certaines des souches possédaidaiméagad un
gene de typdlargm non BLSE. Le séquencage effectué sur deux soucheis en évidence
l'alléle blactx-m-15. Il est établi depuis 2001 que les BLSE les plépandues parmi
les souches humaines dans le monde sont du grogbendtamment du type CTX-M-15
(PEIRANO et PITOUT, 2010), tandis que le type deSBELle plus frequemment détecté en
filiere aviaire, aussi bien chez. coli que chezSalmonella,est CTX-M-1 (EFSA, 2011;
CHAUVIN et al.,2013 ; GRAMIet al.,2013; OLSENet al.,2014).

Si CTX-M-15 a été communément rapporté chez lestsmicliniques et environnementales
en Algérie (TOUATIet al.,2006; MESSAIl et al, 2006 ; RAMDANI-BOUGUESSA, 2006 ;
ALOUACHE et al, 2011 ANSSOURet al., 2014; YAHIAOQOUI et al., 2015 par contre,
c'est la premiéere, dans cette présente étude,CixeM-15 a été rapporté sur des souches
animales, en Algérie.

A travers le monde, la présence de CTX-M-15 darfdiére aviaire a été rapportée
chez des isolats intestinau¥dtoli en Belgique (SMET, 2008), en Chine (Lldt.al.,2010;

LI J. et al.,, 2010 ; ZHENGet al., 2012), en Grande Bretagne (RANDAI4t al., 2011),
au Japon (HIROEt al., 2012 ; SHAHADAet al., 2013) et en Tunisie (MAAMARet al.,
2016). Cette BLSE a également été rapportée dansidade de poulet au détail
(LEVERSTEIN-VAN HALL et al., 2011), chez des poulets malades (RANDAgtLal.,
2012), notamment atteints de colibacillose @il al., 2015) et des poulets sains
(TOSZEGHYet al.,2012 ; TONGet al.,2015).

Il est aussi important de signaler que le var@hkK-M-15, prépondérant en milieu clinique,
reste relativement peu fréquent chez les souchesakes (FISCHERet al., 2014) ; par
conséquent, sa présence chez toutes nos souctgdmts élevages, sites et années, laisse
suggérer une endémicité de cette BLSE, a l'ingaredqui a été déja signalé en Algérie chez
les souches cliniques humaines hospitalieres etnuorautaires (TOUATIet al., 2006;
MESSAI et al, 2006 ; RAMDANI-BOUGUESSA, 2006 YAHIAQUI et al., 2015. A cet
effet, une analyse plus approfondie du fond génétide nos souches nous renseignerait sur
une éventuelle relation phylogénétique entre leglses animales et humaines, indicatrice
d'une transmission animal-homme.

Le groupage phylogénétique des 11 souches BLSErmipeale les assigner au
phylogroupe D. Il est globalement admis que leskes dE.coli pathogenes extraintestinales
humaines (EXPEC) appartiennent aux groupes phy&ggies B2 et D alors que les souches
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commensales et de lI'environnement sont du groupet B1 (JOHNSONet al., 2001,
CARLOS et al.,2010 ; CHAUDHURI et HENDERSON, 2012 ; MELLATA, 20).

Selon JOHNSONet al. (2008b), HUSSEINet al. (2013) ainsi que BARBIERét al.
(2015), les APEC sont majoritairement du groufte/Bet D.
A notre connaissance, I'une des premiéres misedvisience du genklacrx.m-15 chez des
isolats dE. colidu groupe D responsables de colibacilloses aviairé® rapportée au Japon
par ASAlet al. (2011). Des isolats du groupe D multi-résistamtségalement été rapportés
en Egypte (HUSSEINet al., 2013) sur des APEC a l'origine de colisepticéreie,lran
(SALEHI et GHANBARPOUR, 2010) et en Chine (WANs$Bal.,2010). Il est a noter que
BRANGER et al. (2005) ont signalé que lds. colia CTX-M émergeant chez les EXPEC
appartenaient au groupe D et qu’elles étaient &ggquent résistantes aux fluoroquinolones.
Il est également établi que les souchds. doli aviaires appartiennent principalement
aux serogroupes 01, 02, 018 et O78 (LA RAGIONEWO&ODWARD, 2002 ; EWERS
et al.,, 2004 ; MELLATA et al., 2013 ; WANG S.et al., 2014 ; DOUet al., 2016) ;
cependant le sérotypage de nos souches ciblastoagroupes a été négatif. L'appartenance
des souches APEC, dont celles du groupe D, a dsusgrogroupes n’est pas a exclure et
a été décrite dans de nombreuses études, panamint pour les sérogroupes 05, 06, O7,
08, 09, 011, 015, 019, 020, 025, 026, 035, 036}, @B5, 068 073, 088, 092, 0100,
0101, 0103, 0106, 0108, 0109, 0111, 0115, 012G0OD153 et 0156 (DIAS da
SILVEIRA et al.,2002 ; WANG etl., 2010 ; MALUTAEet al.,2014).

Contrairement a ce qui est le plus souvent obséN#SZEGHY et al., 2012 ;
CHAUVIN et al., 2013 ; Llet al., 2015 ; TONGet al., 2015), il est remarquable que pour
la majorité de nos 11 isolats, la résistance aB® @Gédiée par une BLSE de type CTM-15,
ne semble pas transférable aussi bien par conpmgaigue par électroporation.
Cette particularité a été observée par RANDAdilal. (2011) et FISCHERet al. (2014) sur
des souches non pathogenes de volailles et par WME86al. (2008) sur des souches
CTX-M-15 humaines. Ce phénoméne est sans douted lida présence de géne sur
le chromosome, comme cela a été mis en évidenee abs souchesH' coli pathogenes
humaines dans les études de GALASMAI. (2006) ; COQUEet al. (2008) ; CERQUETTét
al. (2010) ; HIRAIl et al. (2013); RODRIGUEZet al. (2014) et des souches intestinales
aviaires (SHAHADA et al., 2013 ; FISCHERet al., 2014). De tels réarrangements
de CTX-M15 sur le chromosome ont également étéstimy@es sur des souches®mmonella
entericasérotype Concord (FABRE, 2009), des souchesqgcles deklebsiella pneumoniae
(COELHO et al., 2010), deProteusmirabilis (SONGet al., 2011 ; MAHROUKI et al.,
2012) et deMorganella morganii (MAHROUKI et al., 2012). Des réarrangements
similaires sur le chromosome ont été décrits pouautces variants CTX-M tels que
CTX-M-14, CTXM-9 et CTX-M-51 chez des souches dumes cE. coli (KIM et al.,2011 ;
RODRIGUEZ et al., 2014) et CTX-M-2 associé a la résistance aux doires chez
des souches intestinales de poulets sains (FERREtRA, 2014). Ces réarrangements sont
liés au fait que CTX-M-15 est associé aux ségeendnsertion IEcpl, localisées en amont
du gene, trés efficaces en termes de mobilisadbrd’expression. Elles permettent
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la transposition de ce gene et ont certainementriboé a sa grande dissémination en
particulier via les plasmides du groupe IncF (ECHRE& al., 2006; EI HANY, 2012 ;
D’ANDREA et al., 2013 ; LAHLAOUI et al., 2014), voire a son intégration dans le
chromosome (COQUEet al., 2008 ; POIRELet al.,, 2008 ; FISCHERet al., 2014 ;
ZURFLUH et al., 2015). Malgré que les enzymes CTX-M soient prinepent
plasmidiques, il apparait que des gebkgrxu localisés sur le chromosome ont également
été décrits et que ce phénoméne ne parait pas aassique l'on pourrait penser
(RODRIGUEZ et al., 2014). Dans ce cas, la localisation sur le chsomee renforcerait

la stabilité et la maintenance du géne dans laékhaciméme en absence de pression
de sélection et sa dissémination sera de typalc(RODRIGUEZet al.,2014).

L'analyse électrophorétique des extraits plasrm&bodes 11 souches BLSE a révélé
des profils plasmidiques identiques augurant daatare clonal de ces souches. Nos isolats
hébergeaient de grands plasmides de plus de 20kb petits plasmides dont la taille va
jusqu'a moins de 1,5kb. Les résultats du repliggmt ont montré que toutes ces souches
possédaient un réplicon de type IncF, ainsi queFIB pour certaines. Un des traits
caractéristiques des APEC est leur possession aedgrplasmides pouvant coder pour
des génes de virulence et de résistance aux digims (JOHNSON et NOLAN, 2009 ;
JOHNSON et al., 2012 ; OLSENet al., 2012) dont la taille varie entre 30 et 200kb
(RODRIGUEZet al., 2014 ; YANGet al., 2015). De plus, les types de réplicons les plus
frequemment détectés chez les entérobactérieanpates résistances aux antibiotiques sont
IncF, A/IC, LIM, I1, HI2 et N (CARATTOLI, 2009 ; ZBFLUH, et al., 2015). Le groupe
IncF est potentiellement le contribuant majeur déesdiffusion, a travers le monde,
de différents genes de résistance (CARATTOLI, 2003 SENet al.,2012 ; KILLANI et
al., 2015). Les plasmides IncF sont souvent des plasyadaible nombre de copies pouvant
contenir plus d’un réplicon (FII, FIA et FIB) promeant la réplication (COQUEt al.,2008 ;
CARATTOLI et al.,2009 ; CARATTOLIet al.,2013 ; RODRIGUEt al.,2014 ; YANGet
al., 2015). De méme, selon JOHNSON et NOLAN (2009), pemsmides codant pour
des traits associés a la virulence appartiennemtsigaexclusivement au groupe IncF.
COQUEet al. (2008) ont souligné que les plasmides IncF caresiitune famille hétérogéne
et largement diffusée chdz.coli, pouvant acquérir le gerda crx. m15. Selon ces auteurs,
les plasmidedblactxmis N€gatifs mais avec ce géne localisé dans le crvome suggerent
aussi un échange dynamique entre le chromosomeseplasmids résidents. De méme
des évenements de recombinaison entre plasmidéssimt fréquents et pourraient avoir
contribué a leur grande diversité (contenu en ¢épb variables, génes d’antibirésistance,
taille...), leur évolution et leur persistance daingerses lignées HE:coli (COQUE et al.,
2008).

Nos résultats ont également révélé que pour cesemémisolats BLSE, la résistance
a la tétracycline et au cotrimoxazole s'est avéréasférable et portée par de grands
plasmides (plus de 20kb). Ceci va dans le sensveesds études, notamment sur des souches
d'E. coliaviaires pathogénes ou commensales, qui rappaytentes plasmides de la famille
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IncF peuvent intégrer et transférer des genessista@ce de diverses classes d’antibiotiques,
a savoir les tétracyclines, sulfaméthoxazole, asiites, quinolones et chloramphénicol
(BORTOLAIA et al.,2010 ; TOSZEGHYet al.,2012 ; LIAOet al.,2013 ; LIUet al.,2013 ;

LI et al.,2015 ; YANGet al.,2015 ; ZURFLUHgt al.,2015 ).

Nous avons signalé plus haut, I'absence du cogdrdd la résistance aux quinolones
avec le phénotype PHN et de son non transfertdessessais sur les souches BLSE conforte
son caractéere chromosomique. Le séquencage des gbtes des fluoroquinolones a mis en
évidence, chez 2 isolats BLSE, la présence dequitsimutations dans les QRDR (quinolone
resistance determining region) dans les génes dmua-unité GyrA de I'ADN gyrase et
des sous-unités ParC et ParE de la topoisomévadee$s mutations détectées étaient pour
GyrA: Ser83Leu et Asp87Asn, pour ParC: Ser80Ispoeir ParE: Ala458Ser. La résistance
de haut niveau aux fluoroquinolones observée chezgsvolats BLSE peut étre inhérente aux
différentes mutations dans les genes gyrA et p&IRAUD et al., 2001 ; ZHAOet al.,
2005 ; PATERSENet al., 2006). En effet, UCHIDAet al. (2010) et ABDI-HACHESOO
(2013) signalent qu’au moins trois mutations sogtessaires dans I'ADN gyrase ou
la topoisomérase IV pour générer des résistancesflaaroquinolones, avec Ser83Leu,
Asp87Asn sur GyrA et Ser80Iso sur ParC comme nuutaties plus efficaces ; elles sont par
ailleurs communément retrouvées. La mutation auldielle Ala458Ser sur ParE a été
associée a des niveaux €levés de résistance @riHlaxacine chez des isolats cliniques
humains (SOLOZANO, 2007 ; MORGAGBL al.,2009 ; MOONEet al.,2010 ; UCHIDAet al.,
2010) et d’origine animale, souvent aviaire (YAN$Bal.,2004 ; LEEet al.,2005 ; ZHAO et
al., 2005 ; KARCZMARCZYKet al.,2011 ; ABDI-HACHESOCQet al., 2013 ; VANNI et
al., 2014).

La résistance simultanée aux céphalosporinesdrspitendu et aux fluoroguinolones chez
les E. coli pathogenes aviaires est relativement rare ; rellesa toutefois été rapportée en
Italie sur des souches intestinales produisantdeants CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-14

ou SHV-12 (GIUFREet al.,2012). En Grande Bretagne, des BLSE CTX-M-1 et @144
associées a des mutations sur GyrA ont été décsléedes isolats intestinaux de dindes
(RANDALL et al.,2013). Elle a également été détectée en Chingesusouches intestinales
combinant des genddaremz0s bla crx-m avec le déterminant plasmidique gnrS parfois
associé au genes aac(6’)-1b-cr (aminoglycoside &btyltransférase typelb Cr) (kt al.,
2014). Une étude sur des isolatk.d¢oli issus de carcasses de poulets a permis de déceler
6 sub-types de BLSE CTX-M associées a une résisstanx fluoroquinolones due a
des mutations QRDR combinées a I'acquisition deegéPMQR (ogxAB, aac(6')-Ib-cr,
gnrS1 et gnrS2) (LINet al. (2010). De méme, des souches issues de colilsitiecelant
I'association de différents mécanismes de résistamgx fluroquinolones, modification

de cibles et genes PMQR, ont été détectés ereKik et al.,2014). Dans le méme sens,
AHMED et al.(2013) en Egypte et ldt al.(2015) en Chine ont décrit des souches possédant
différentes bétalactamases dont des BLSE, incl@a-M-15, associées a des genes PMQR
(genes plasmidiques de résistance aux quinolones).
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Le typage moléculaire par RFLP/PFGE effectué swr Iibisolats BLSE, reésistants
simultanément aux C3G, aux fluoroquinolones, atd@acycline et aux aminosides
(kanamycine), a révélé une similitude de leursqyfges, en accord avec ce qui a été observé
au niveau des profils plasmidiques. Ceci est indidaine relation clonale entre nos isolats et
donc d'une dissémination clonale de la résistamz@mment ddlactx-m-15, Ceci est d'autant
plus vraisemblable que les souches proviennent rdlevyements effectués sur différents
élevages et sur différentes années.

L’existence ou I'émergence de clones chez les Ex®E®@ souvent décrite dans la littérature.
C’est le cas du clone multirésistant pandémiqueatieogene humaii. coli B2:025:H4-
ST131 exprimant CTX-M-15 souvent associé a la t&@ste aux fluoroquinolones
(CLERMONT et al., 2008 ; RODRIGUEZ et al., 2014 ; MATHERSet al., 2015 ;
ZURFLUH et al., 2015) et récemment retrouvé dans des cas de midmie aviaire
(BARBIERI et al., 2015) ; du clone humain majeur ST38 (groupe Dparsable de
la dissémination de CTX-M-15 et CTX-M-14 (COQU¥ al., 2008 ; RODRIGUEZet al.,
2014). Un clone virulent pandémique. coli ST405-O102:H6-D a émergé et propagé
le variant CTX-M-15 entre 'homme, les oiseaux sayes, les animaux de compagnie et
'environnement (NASEER et SUNDSFJORD, 2011 ; SCHABR et al., 2016).
RODRIGUEZ et al. (2014) ont décrit une localisation chromosomiqeeGIrX-M-15 chez
ce nouveau clone. Avec le cloiecoli ST131, deux autres clones multirésistants (ST69 et
ST23) ont été souvent isolés de sources non hemantluant les animaux d'élevage, de
compagnie, I'eau et les aliments (WOODFORDal., 2011). Sur au moins 8 pays de I'est
asiatique, USCHIDAet al. (2010) ont décelé un clone clinigue humalg. adoli résistant a

la ciprofloxacine et contenant de multiples mutagi QRDR. Dans cette région du monde
(en Inde), une étude récente détecté chez le paulet lignée commune de souches
intestinales cE. coli productrices de BLSE de type CTX-M (KAR al., 2015). En grande
Bretagne, RANDALLet al. (2013) ont détecte, sur 27 élevages de canards,relation
clonale entre des isolats intestinaux persistafisabli porteurs de CTX-M-1 et CTX-M-14
et de la résistance a la ciprofloxacine. De mémax ddones E. coli CC10 et CC23
appartenant au groupe phylogénétique A et réssstatd ciprofloxacine ont été dépistées en
Italie, simultanément chez I'Homme et dans larfdiaviaire (GIUFREet al.,2012).

Comme évoqué précédemment, la caractérisation malgx de nos souches productrices
de BLSE, a mis en exergue une relation clonaleeda$r isolats analysés n’excluant pas ainsi
I'hnypothése d’'une transmission verticale de cettde résistance notamment a travers
la pyramide de production, souvent méme sans pres& sélection (CHRISTENSEI& al.,
2003 ; GIOVANARDI et al, 2005 ; PATERSEMt al., 2006 ; BORTOLAIAet al., 2010 ;
DIERIKX C.M. et al.,2013 ;INGRAM et al.,2013 ; NILSSON et al., 2014). Par ailleurs
la transmission horizontale vidivers éléments génétiques mobiles pourrait coecern
d'autres phénotypes de résistance telle que lstagse aux aminopénicillines, la tétracycline
et le cotrimoxazole (CARATTOLEt al., 2009 ; BORTOLAIA et al., 2010 ; STOKES et
GILLINGS, 2011 ; HUSSEINet al., 2011 ; WOODFOREet al., 2011 ; TOSZEGHYet al.,
2012; AHMED et al, 2013 ; CARATTOLIet al.,2013, RANDALL et al.,2013).
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L'usage abusif et inopportun des antibiotiqueseresh facteur déterminant dans
I'émergence et la diffusion de la résistance pampression de sélection et promotion
des échanges génétiques (EL RA®#flal., 2012). Ainsi, cet état de fait pose le probléme
de la menace d’un potentiel risque zoonotique (R§Etal., 2012 ; GIUFREet al.,2012;
AHMED et al, 2013 ; HUSSEINet al.,2013 ; FICSHERet al.,2014). En effet, la littérature
a largement rapporté que la production animale nmt@nt aviaire serait un important
réservoir de gene de résistance permettant lantiasi®n entre animaux ou de l'animal a
'Homme (SCHROEDERet al.,2004; FABREGA et al., 2008 ;VASILAKOPOULOU et al.,

2009; BORTOLAIA et al.,2010 ; LEVERSTEIN-VAN HALLet al.,2011 ; EWERSet al.,
2012 ;GIUFREet al.,2012; JOHNSONEet al.,2012 ;MANGES et al.,2012 ; MORAet al.,
2013 ;CHANTZIARAS et al.,2014).

Par ailleurs, le phénomene de cosélection de lataése, également largement documenté
doit étre évoqué. En effet, cette cosélection dida communauté de support génétique des
caracteres de résistance peut se produire viargbiaiques (FRIMODT-M@LLER et
KOLMOS, 2011 ; INGRAMet al.,2013 ; ZHUet al.,2013 ; DENGet al.,2015), les métaux
lourds (BAKER-AUSTINet al.,2006; SEILER et BERENDONK, 2012ZHU et al.,2013 ;
GULLBERG et al., 2014 ; BECERRA-CASTROet al., 2015) ou les antiseptiques et
désinfectants (POOLEt al., 2002 ; MULLAPUDI et al., 2008 ; WALSH et FANNING,
2008 ; OOSTERIket al.,2014).

Dans ce contexte, notre étude a également portdastolérance de nos souches
dE. coli aviaire a 7 métaux lourds. A I'exception du cujvr®s observations ont fait
apparaitre des résistances et tolérances impostadis isolats, particulierement vis-a-vis
du zinc, du plomb et du chrome. Une tolérance dreira été constatée vis-a-vis de l'argent,
du cadmium et du mercure.

La plupart des descriptions de la résistance autaumélourds chez les bactéries
concerne des souches provenant de I'environnerDEntméme, toute comparaison avec
d’autres travaux reste difficile, du fait de lafdience d’origine des souches, des seuils
de concentrations, de la méthodologie et des nodeagsistance ou de sensibilité adoptées.
Toutefois, toutes proportions gardées, des souéhdSram positif et a Gram négatif
résistantes a des teneurs de 100 a 1500 pg/ndindest d’autres métaux lourds ont été
isolées des eaux usées de Oued El Harrach ddndd’'éle BENMALEKet al. (2012).
Ces souches se sont avérées résistantes égalemerantibiotiques. Ces auteurs ont
également détecté des soucheddiebsiellaet Pseudomonasolées d’effluents hospitaliers
tolérant des concentrations de 250 a 950 pg/ntladenium et corésistantes au zinc et au
mercure (BENMALEKet al, 2014). HABI et DABA (2009) ont détecté des enb&atéries
d’eaux de surface de la région de Sétif résissaaitdes concentrations critiques de 8 ; 32 et
4096 pg/ml de mercure, cadmium et plomb, respetive. Ces souches étaient également
résistantes a différents antibiotiques dont laatdtzline. Des coliformes fécaux isolés d’eaux
usées d’abattoirs au Kenya, ont montré des résesaau zinc a un seuil maximal de 10mM,
au plomb et au nickel a un seuil de 15mM, au mer@urlmM, au cuivre et au cobalt a
10mM. Un taux de 11% de ces souches ont présemténddallotypes associant jusqu’a
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5 métaux et 7 types de familles d’antibiotiques IBNO et al.,2013). De méme, une étude
Indienne effectuée par sur des isolats. @oli provenant d’eaux usées issues d'un hdpital
a montré que ces isolats toléraient des concemsatiie cadmium et de chrome de 100 a
1600 ug/ml (ALAM et IMRAN, 2014). Diverses autres étudest fait également mention
de bactéries a Gram négatif tolérantes au cadmisoiées du sol (ABDELATEYet al.,
2011) ; de sols agricoles en Inde irrigués avecadeix usees avec des résistance jgghsal

de mercure, 20Qg/ml de cadmium, 160Qg/ml de zinc, 240Qug/ml de plomb, 80Qug/ml

de chrome, 160@ig/ml de cuivre et de nickel, et ce, avec 38,2% slmsches résistantes
simultanément a des combinaisons de 6 métaux (AHEMBABDEL MALIK, 2014).

A partir de I'eaude mer (de la baigskenderun bayen Turquie), des bactéries a Gram
négatif se sont avérées résistantes a des teneuf2@D ug/ml de plomb, de plus de
3200 ug/ml de chrome et de zinc et & un ensemble d'atithies dont la céfazoline, le
nitrofurane, lecefuroxime et letriméthoprime—sulfaméthoxazo(MATAYAR et al.,2010).
Par ailleurs, des souche€dcoli humaines responsables de diarrhée, portant d&EBL
de type CTX-M et le gensilE de la résistance a I'argent ont présenté des @d@hassant
512ug/ml (SUTTERLINet al.,2014)

La résistance bactérienne vis-a-vis du mercuresass doute I'une des premiéres
résistances aux métaux lourds signalée danddealitire et ce, dés les années 70. C’est le cas
des travaux de NAKAHARZAet al. (1977) qui ont enregistré une résistanc®sieudomonas
aeruginosaa une concentration de d@ml pour le HgCl. Une étude réalisée par
CARDONHA et al (2005) a permis de noter une résistance de 18jé%souches a
une concentration de p§/ml du chlorure de mercure. POIAT&t al (2000) ont étudié
la résistance de 363 souches d’entérobactéried vis-du mercure ; 29,2% des souches se
sont avérées résistantes. De méme, les travauxMig-BITTENCOURT (2007) rapportent
un taux de 61% de résistance. Une étude récemetwte en Egypte par HELAL EI-SAYED
et al. (2016) sur des effluents industriels a détectélmedéries a Gram négatif du genre
Acinetobacter montrant une résistance élevée au mercure (75tifithl), ainsi qu'au
cadmium, plomb et chrome a des teneurs respedr&)0ug/ml ; 125-175ug/ml et 200-
250 ug/ml.

L’analyse des profils de métallorésistance a mogtré la résistance de nos isolats
dE. coli aux métaux testés comprend souvent le chlorurgrde De plus, le métallotype
le plusobservé est celui avec une résistance simultanémaBb et Cr, ce quaugure d'un
support génétigque commun de la résistance aux métaurds chez ces souches.
En effet, il est établi a travers de nombreux tvaur les entérobactéries, y compris
d’origine animale (DENGet al., 2015), que les géenes de résistance aux meétauxssavent
portés par des plasmides souvent transférablegrategposons, en particulier le transposon
Tn21 chez les APEC qui code pour la résistancemarcure (BASSet al, 1999), et des
intégrons (POHLet al., 1977 ; FOSTER, 1983 ; BASS al1999 ; CABALLERO-FLORES
et al.,2012 ; DENGet al.,2015). Ainsi, il suffirait qu’une concentratioBlsctrice d'un seul
métal soit atteinte pour maintenir la présence gdlaemide responsable d'une multirésistance.

De récentes études telles celles de GULLBERGI. (2014) et CHENet al. (2015)
avancent que les concentrations subinhibitricesntidbtiques et de métaux lourds
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contribuent a la co-sélection de génes de résistans faibles concentrations d'antibiotiques
et de métaux lourds présents dans des environnsrexternes pollués et chez les animaux et
les humains traités pourraient permettre la s@ecét I'enrichissement des bactéries avec
des plasmides de multirésistance, ce qui contréduest I'émergence, l'entretien et
la transmission de la résistance aux antibioticues bactéries pathogeneSULLBERG et

al., 2014). En agriculture, il faut savoir que le zétde cuivre sont utilisés comme promoteur
de croissance dans les élevages et comme protectidre la diarrhée (JACO& al., 2010 ;
BEDNORZA et al., 2013 ; YAZDANKHAH et al., 2014). Diverses études ont dans
ce contexte, établi le pouvoir sélecteurs de cémux (JACORet al., 2010 ; SILVEIRAet

al., 2013 ; HOBMAN et CROSSMAN, 2014 ; BECERRA-CASTROal.,2015) et de celui
du mercure (SKURNIkKet al.,2010).

Nos résultats ont montré que les antibiotiquesples souvent associés aux métaux
lourds sont principalement les béta-lactaminessbaiation sulfométoxazole-triméthoprime
et la tétracycline. Les profils PHN et BLSE sentmajorité associés simultanément au zinc
et au plomb et dans une moindre mesure a l'aggmtiainc, plomb et chrome. Le méme
constat a été fait pour les profils de résistanpecainolones.

L’analyse statistique a clairement établi une spomdance entre I'antibiorésistance et la
métallo-résistance chez nos souches, ce qui laiggposer un phénomeéene de cosélection
probablement di a une communauté de support gaeétiq

La littérature a amplement fait référence a l'agg@mn des métaux lourds a divers
antibiotiques en particulier de la famille desabictamines, des sulfamides, des aminosides
et des quinolones (ciprofloxacine, en particul{ASS et al.,1999 ; POIATAet al.,2000 ;
KARBASIZAED et al.,2003 ; MATYAR et al., 2008 ; BEAN,et al.,2009 ; DEVIKAet

al.,, 2013 ; ALAM et IMRAN,2014 ; BENMALEKet al, 2014 ; MAOet al.,2015). Ainsi,

il est souvent établi a travers de nombreux travaywe la résistance bactérienne
aux antibiotiques est fortement corrélée a lastésce aux métaux lourds (GULLBERG et
al., 2014 ; MAOet al.,2015 ; HELAL EI-SAYEDet al.,2016) et aux biocides (PAét al.,
2014). L’étude de MACet al. (2015) a par exemple mis en évidence une ctioglantre

la présence des génes de la résistance aux tétracyclines et la présdeceoncentrations
élevées en métaux lourds dont les mécanismessaaréce, telles que les pompes a efflux,
sont similaires. Les travaux de PAEt al. (2015) ont démontré que sur 4582 séquences
plasmidiques analysées, les genes de résistangeantimicrobiens (antibiotiques, métaux
lourds et biocides) étaient plus communs sur lasmpides de souches humaines et d’animaux
domestiques que sur ceux de souches de I'enviroemerde méme, une forte corrélation
a été établie par ROSEWARNH# al. (2010) entre la présence d’intégrons de clasdeet ¢
des Proteobacteriade bassins d’eaux douces avec la présence dexmiéiaas tels que

le zinc, le mercure, le plomb et le cuivré. l'inverse, I'étude deDEREDJIAN et al. (2011)
effectuée sur deBseudomonasle différentes provenances (hospitalieres et enmgment)

n'a pas établi de corrélation entre la résistaage antibiotigues et aux métaux lourds.
Cet effet de non co-sélection est attribué au fpie I'étude a été menée sur des
environnements originellement peu pollués.

144



Conclusion

Conclusion

Ce travail a permis I'évaluation de la sensibilité antibiotiques de souches aviaires
dE. coli (n=308), de la région centre d'Algérie, isolées Iésions de colibacilloses et
de détecter les mécanismes sous tendant la ré&sstan deux principales familles
d’antibiotiques : les béta-lactamines et les flgpiaolones.

Il ressort a travers les résultats que des tawésistance variables ont été observés vis-
a-vis des antibiotiques utilisés. A I'exceptionlilmipéneme qui reste totalement actif,
toutes les molécules de béta-lactamines ont étédnsmactives. Les taux
de résistance les plus importants ont été enrégistis-a-vis des aminopénicillines
(60,2%), alors que les taux les plus bas ont é&epk#s vis-a-vis de I'ensemble
des céphalosporines, avec la valeur minimale désta@sce enregistrée pour
la céfoxitine (1,8%).

Concernant les autres familles d’antibiotiques, thas< de résistance moyens ont été
observés vis-a-vis des aminosides, des tétracgcknede I'association triméthoprime-
sulfaméthoxazole (cotrimoxazole). La colistine darmeeune molécule rempart avec
guasiment aucune résistance (0,68%) chez lestssiita coli.

La résistance aux quinolones comme I'acide naligiel (55,2%) a été conséquente,
tandis qu'elle a été de moindre mesure vis-a-essfldioroquinolones (26% comme taux
de résistance maximum pour l'ofloxacine). Des ifgafe multirésistance associant entre
3 et 17 antibiotiques et s’étendant a toutes lesliss chimiques ont été observeés.

Le principal mécanisme de résistance aux bétarlacts développé par nos
isolats a été la production de bétalactamases.grt@spes phénotypiques dominants
décelés ont étéla production de pénicillinases a large sped@fied %) transférables par
conjugaison et de bétalactamases a spectre étBh@EE), a connotation céfotaximase
(7,8%), non transférables ni par conjugaison, ni glactrotransformation, alors que
les résistances a la tétracycline ou au triméthwpsulfaméthoxazole ont été
transférables par électrotransformation.

La caractérisation moléculaire des BLSE a montrée aqelles-ci appartenaient
au groupel de la famille CTX-M. Le séquencageatifé sur deux souches a permis
d'identifier l'alleleblactx-m1s. Le geneblajgy a été détecté chez la plupart des souches
BLSE testées (8/11).

Le typage moléculaire des 11 souches BLSE pas Iptofils plasmidiques a montré
des profils plasmidiques similaires comprenantagiplides et le replicon-typing a mis en
évidence des groupes d'incompatibilit¢ IncF et IBcFLa PFGE pratiquée sur
les souches a révélé aussi des profils de macrictest identiques. L'analyse
phylogénétique a montré leur appartenance au pirodpg D. Tous ces résultats sont
indicatifs du caractere clonal de ces souches.

La résistance des isolats producteurs de BLSE é@galement étendue a d’autres familles
d’antibiotiques comme les quinolones et fluorogiones, cette résistance était non
transférable. La recherche de mutation dans le®megQRDR des genes des sous unités
GyrA de I'ADN gyrase et ParC et ParE (de la topoémase 1V) chez 2 souches a mis
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en évidence des mutations classiquement décrites lda genes des 3 SOUS-UNITRTA :
Ser83Leu, Asp87AsmarC : Ser80Iso eparkE : Ala458Ser.

Le second volet de ce travail a porté sur I'évatumate la sensibilité de 215 souches
vis-a-vis de sept métaux lourds a des concentsatispécifiques définissant ['état
de résistance. A I'exception du cuivre, cette étadmis en exergue des taux de résistance
parfois élevés, tels que vis-a-vis du zinc (79,1&t),plomb (59,1%) et du chrome (45,6%).
Des taux plus faibles ont été enregistrés vis-aei$argent (17,7%), du cadmium (11,6 %)
et du mercure (8,4%). Une diversité de profilsrégistance (29) a été observée, avec 24
métallotypes de multirésistance associant jusquigétaux simultanément et la prédominance
du métallotype associant zinc, plomb et chrome5Zy),

La résistance aux métaux lourds a fréquemmentssticee a la résistance aux antibiotiques,
en particulier vis-a-vis des béta-lactamines etoqigsolones.

Les souches a phénotype PHN ont été celles quipggsenté le plus de résistance
aux métaux avec 16 métallotypes associés. Le logtz zinc-plomb a été le plus souvent
associé aux souches a phénotypes PHN et BLSE.

Concernant les quinolones, le profil de résistarmmmprenant les cing molécules
de quinolones et fluoroquinolones testées (NA €W, OFX, PF) est le plus frequemment
associé aux métaux lourds, avec 13 métallotypesrods, avec également la prédominance
du profil zinc-plomb (12 souches).

L’analyse des correspondances multiples (AGM)le traitement des donnés par le logiciel
R (package ade4) et les valeurs du test d'indéperddu ¥*> (p<0) a clairement établie
la liaison entre la résistance aux antibiotiquedaetésistance aux métaux lourds chez
les souches testées. Ceci va dans le sens d'uiabbpeopression de co-sélection, d’ou
une adaptation, exercée sur nos souches via un sagsudes antibiotiques et
un environnement de plus en plus pollué par leauxéourds.

Cette étude a fait ressortir disux de résistance et des profils de multirésistan
préoccupants de souches pathogénes pour la voddilée potentiel zoonotique ; a cet
effet, il est nécessaire de :

- Réduire et dutiliser avec discernement lesbaniiques en médecine vétérinaire et
en conduite des élevages ;

- Surveiller I'évolution de lantibiorésistanceand le monde animal et caractériser
ses meécanismes ;

- Lutter contre toutes les formes de pollutionlpa métaux lourds et les biocides.

Les perspectives de ce travail seraient :

- D’analyser [I'environnement génétique du gérsacrx.m.1s positionné sur
le chromosome ;

- De typer par MLST (multi locus sequence type) omelproducteur de BLSE ;

- De compléter la caractérisation moléculairealgses phénotypes de résistance ;

- Et enfin, de détecter phénotypiquement et ggngiyement les facteurs de virulence
associés a ces souches multirésistantes.
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Glossaire

Glossaire

- Aérosacculite :Inflammation des sacs aériens des oiseaux pattioiie

- Arthrite : Inflammation aigué ou chronique d'une articulation

- Coligranulomatose : Elle se caractérise par une ascite et des |égiengranulomes
multiples dans les parois intestinales et d'autrganes : cocecum, foie, etc.. lls sont dus a
une réaction de l'organisme autour d'amas de @illdxs Escherichia coli

- Omphalite : maladie caractérisée par l'infection du sac vitedit unelnfection de
la cicatrice ombilicale.

- Périhépatite : Inflammation de la capsule du foie ou du péritajnel’'entoure.

- Péritonite : Inflammation aigué ou chronique du péritoine.

- Polysérosite :Inflammation généralisée des séreuses avec effusion

- Salpingite : Inflammation de l'oviducte.

176



Publication et Communications



Communications

Le présent travail a également fait I'objet de dex communications affichées :

1- « Caractérisation moléculaire de souchésatli aviaires productrices de BLSE, isolées
de la région Centre d’Algérie ».

Meguenni N., Le Devendec L., Jouy E., Bounar-Ke&ihBakour R. et Kempf I.

A la 32¢é Réunion Interdisciplinaire de Chimiothérapie Ari-Infectieuse. (RICAI)

Le 22 et 23 novembre 2012 au CNIT, Paris La Dé&fegRgance.

2 — « Caractérisation phénotypiqgue de la métaltdmmésistance d.coli aviaires
pathogénes isolées de la région Centre Algérien ».

Meguenni N., Boumghar T., Bounouar D., Kechih-BawuS. et Bakour R.

Séminaires International sur les Sciences Alimesgai

Le 14-16 Octobre 2014 Constantine, Algérie.



BioOne sz
EVOLVED

First Description of an Extended-Spectrum Cephalosporin- and Fluoroquinolone-Resistant
Avian Pathogenic Escherichia coli Clone in Algeria

Author(s): Nacima Meguenni, Laetitia Le Devendec, Eric Jouy, Maena Le Corvec, Saliha Bounar-Kechih, Rabah
Bakour, and Isabelle Kempf

Source: Avian Diseases, 59(1):20-23.

Published By: American Association of Avian Pathologists

DOI: http://dx.doi.org/10.1637/10804-022414-Reg.1

URL: http://www.bioone.org/doi/full/10.1637/10804-022414-Reg.1

BioOne (www.bioone.org) is a nonprofit, online aggregation of core research in the biological, ecological, and environmental
sciences. BioOne provides a sustainable online platform for over 170 journals and books published by nonprofit societies,
associations, museums, institutions, and presses.

Your use of this PDF, the BioOne Web site, and all posted and associated content indicates your acceptance of BioOne’s Terms of
Use, available at www.bioone.org/page/terms_of use.

Usage of BioOne content is strictly limited to personal, educational, and non-commercial use. Commercial inquiries or rights and
permissions requests should be directed to the individual publisher as copyright holder.

BioOne sees sustainable scholarly publishing as an inherently collaborative enterprise connecting authors, nonprofit publishers, academic institutions, research libraries, and
research funders in the common goal of maximizing access to critical research.



AVIAN DISEASES 59:20-23, 2015

First Description of an Extended-Spectrum Cephalosporin- and Fluoroquinolone-

Resistant Avian Pathogenic Escherichia coli Clone in Algeria

Nacima Meguenni,AB Laetitia Le Devendec,®“ Eric ]ouy,BC Maena Le Corvec,®“ Saliha Bounar-Kechih,” Rabah Bakour,* and

Isabelle Kempf®“F

ADépartement de Biochimie Microbiologie, Faculté des Sciences biologiques et Agronomiques, Université Mouloud Mammeri,
16000 Tizi Ouzou, Algeria
BANSES-Laboratoire de PJoufragan—Plouzané Unité Mycoplasmologie Bactériologie, 22440 Ploufragan, France
CUniversité Européenne de Bretagne, 35000 Rennes, France
Dlaboratoire vétérinaire régional de Draa Ben Khedda, Wilaya de Tizi Ouzou, 1500 Algeria

E aboratoire de Biologie Cellulaire et Moléculaire, Faculté des Sciences Biologiques, Université des Sciences et de la Technologie Houari

Boumediene, 16110 Bab-Ezzouar, Alger, Algeria
Received 25 February 2014; Accepted 24 August 2014 and revised Published ahead of print 29 August 2014

SUMMARY. Eleven avian pathogenic Escherichia coli (APEC) strains isolated from 2006 to 2010 from different farms in
Algeria and resistant to cephalosporins were studied. Their susceptibility to antimicrobials was determined by disk diffusion, and
the genes responsible for resistance to critical antimicrobials were studied by PCR, sequencing, and conjugation. Their genetic
profiles were compared by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE). All strains were resistant to extended-spectrum cephalosporins,
ciprofloxacin, tetracycline, trimethoprim-sulfamethoxazole, and neomycin and showed the same PFGE profile. For most of them,
resistance was encoded by a nontransferable group 1 blacrx.m gene, and multiple mutations were detected in the quinolone
resistance—determining regions. The clonal dissemination of this resistant APEC is worrying for animal and public health.

RESUMEN. Primera descripcion de un clon de Escherichia coli patogénico para las aves, originario de Argelia y con resistencia
contra cefalosporinas de espectro extendido y contra fluoroquinolonas.

Se estudiaron once cepas de Escherichia coli patdgena para las aves (APEC) aisladas entre el afio 2006 al 2010 de diferentes granjas
en Argelia y resistentes a las cefalosporinas. Su susceptibilidad a los antimicrobianos se determiné por difusion en disco y los genes
responsables de la resistencia a los antimicrobianos criticos fueron estudiados por PCR, por secuenciacién y por conjugacion. Sus
perfiles genéticos fueron comparados mediante electroforesis en gel con campos de pulsaciones (PFGE). Todas las cepas fueron
resistentes a las cefalosporinas de espectro extendido, a la ciprofloxacina, tetraciclina, trimetoprim-sulfametoxazol y a la neomicina y
mostraron el mismo perfil de PEGE. Para la mayoria de ellas, la resistencia fue codificada por un gene blacrx.nm, del grupo 1 no
transferible y se detectaron multiples mutaciones en las regiones que determinan resistencia a las quinolonas. La diseminacién clonal

de esta cepa resistente de E. coli patogena para las aves es preocupante para la salud putblica y animal.

Key words: avian pathogenic Escherichia coli, cephalosporin, fluoroquinolone, resistance

Abbreviations: APEC = avian pathogenic Escherichia coli; bp = base pair; CA-SFM = Comité de 'Antibiogramme de la Société
Francaise de Microbiologie; CIP = ciprofloxacin; ESBL = extended-spectrum beta-lactamase; ESC = extended-spectrum cepha-
losporin; MH = Mueller Hinton; PFGE = pulsed-field gel electrophoresis; QRDR = quinolone resistance—determining region

Colibacillosis caused by avian pathogenic Escherichia coli (APEC)
is a major cause of morbidity and mortality in poultry. It is
responsible for important economic losses and is characterized by an
initial respiratory syndrome in chickens aged 3-12 wk, usually
followed by a systemic infection with airsacculits, perihepatitis,
pericarditis, or septicemia. Other forms such as omphalitis, chick
septicemia, and genital infections in layers are also encountered.

In Algeria, avian E. coli has been very poorly characterized
regarding its antimicrobial resistance. Similarly, until now, extended-
spectrum beta-lactamases (ESBLs) in general, and those from animal
strains in particular, have rarely been described. The published
reports are limited to human pathogenic strains of E. coli (22,25,30).
This work reports for the first time ESBL-producing Algerian APEC

strains.

MATERIALS AND METHODS

In total, 220 E. coli isolates were obtained from 2006 to 2011 from
internal organs (spleen, liver, pericardium, or ovary) of birds suffering

FCorresponding author. E-mail: isabelle.kempf@anses. fr
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from avian colibacillosis (omphalitis, septicemia, coligranulomatosis, egg
drop, or respiratory syndromes in broilers, layers, or breeders), from
different farms located in various regions of central Algeria (the
provinces of Bouira, Béjaia, Tizi Ouzou, and Boumerdgs). All farms
were all-in all-out intensive systems, either in cages or on litter floors.
The isolates had been isolated in the Veterinary Laboratory of Draa Ben
Khedda, Wilaya de Tizi Ouzou, Algeria, and a first screening to detect
resistance to extended-spectrum cephalosporin (ESC) was conducted at
the University Mouloud Mammeri of Tizi Ouzou by disk diffusion
according to Comité de '’Antibiogramme de la Société Francaise de
Microbiologie (CA-SFM) recommendations procedures (8). In total, 11
isolates exhibiting resistance to third generation cephalosporins were
transferred to Anses laboratory for characterization. These isolates had
been obtained from 2006 to 2010, from 11 different farms. In Anses
Ploufragan, the identity of E. coli isolates was confirmed by PCR (4),
and the isolates were tested by agglutination with O1, O2, and O78
antisera (LDA22, Ploufragan, France), before disk diffusion and
categorization according to CA-SEM (8). Escherichia coli CIP7624 was
used as a reference strain. The antibiotics tested were amoxicillin, 25 pg;
amoxicillin-clavulanic acid, 20/10 pg; cephalothin, 30 pg; cefotaxime,
30 pg; cefquinom, 30 pg; ceftiofur, 30 ug; cefrazidime, 30 pg; cefepime,
30 ug; tetracycline, 30 ug; trimethoprim-sulfamethoxazole, 1.25/
23.75 ug; cefoxitin, 30 pg; ertapenem, 10 ug; gentamicin, 15 pg;
neomycin 30 Ul; nalidixic acid, 30 pg; and ciprofloxacin (CIP), 5 pg.



Cephalosporin-resistant APEC in Algeria 21

1 2 3 4 56 7 8 9 10 11 12 13

10 11 12 13 14 15

669 kpb

485 kbp

Fig. 1. PFGE analysis of Xbal-digested genomic DNAs of ESBL-
producing APEC strains. Lanes 1 and 15: molecular weight markers
Lambda PFGE marker (Biolabs, Evry, France); Lanes 2 and 14:
Salmonella Braenderup; Lanes 3—13: APEC isolates E11, E43, E63, E65,
E69, E74, E88, E173, E174, E190, and E201.

Antbiotic discs were provided by Bio-Rad (Marnes la Coquette,
France), except for cephalothin, cefotaxime, ceftazidime, neomycin,
gentamicin, cefquinom, nalidixic acid, ciprofloxacin, tetracycline (all
from Mast, Amiens, France) and trimethoprim-sulfamethoxazole
(Oxoid, Dardilly, France). Conjugative transfer of ESC resistance was
carried out with E. coli J5, J5K12 and E. coli UA 6190 using Mueller
Hinton (MH) media containing cefotaxime (32 mg/L) and either
rifampicin (150 mg/L), sodium azide (100 mg/L), or gentamicin (4 mg/
L) according to previously described methods (13). Plasmids were
prepared according to Takahashi and Nagano (29) and used to
transform E. coli DH5alpha on MH agar containing either cefotaxime
(4 mg/L), tetracycline (8 mg/L), or trimethoprim-sulfamethoxazole (4/
76 mg/L). ESC resistance genes were detected with the use of
microarrays (Check-MDR CT101, Biocentric, Bandol, France) accord-
ing to the manufacturer’s instructions and multiplex PCR (33), and
sequencing of the blacrx.v gene was conducted as described previously
(13,32). Phylogenetic groups and replicons were identified according
respectively to Clermont ez al. (12) and Carattoli e al. (9), and the
profiles of the strains were analyzed by pulsed-field gel electrophoresis
(PFGE) after restriction with X4l (11). The sequences of quinolone
resistance—determining regions (QRDRs) of the gyrA, gyrB, parC, and
parE genes were determined as previously described (13).

RESULTS

No isolate belonged to main poultry pathogenic serogroups (O1,
02, or O78). Disk diffusion showed that the 11 E. coli strains shared
the same multiresistance profile with synergy between amoxicillin-
clavulanic acid and ESC characteristic of ESBL production. These
11 isolates also proved to be resistant to nalidixic acid, ciprofloxacin,
tetracycline, trimethoprim-sulfamethoxazole, and neomycin.

All 11 isolates belonged to phylogenetic group D and shared the
same PFGE profile (Fig. 1). For 10 of the 11 isolates, no ESC
resistance transfer could be obtained after repeated conjugation and
transformation assays, whereas tetracycline or trimethoprim-sulfa-
methoxazole resistances could be transferred by electrotransforma-
tion (data not shown). Only the E174 isolate allowed the conjugative
transfer of ESC, tetracycline, and trimethoprim-sulfamethoxazole
resistances to E. coli J5K12.

DNA microarrays showed the presence of a blacryx.m gene in all
11 isolates and for some of them a non-ESBL blargy gene.
Multiplex PCR confirmed the presence of a 415-base pair (bp)
product characteristic of group 1 blacrx.am genes. Sequencing of E88
and E174 isolates highlighted a 771-bp fragment 100% identical to
the blacrxm.1s gene. All 11 isolates had an F or FIB replicon type;
their plasmid electrophoresis profiles were identical (Fig. 2). QRDR

Fig. 2. Gel electrophoresis of plasmids. Lanes 1 and 13: molecular
weight markers (1-kilobase DNA ladder, Fermentas, Villebon sur
Yvette, France); Lanes 2—12: APEC isolates E11, E43, E63, E65, E69,
E74, E88, E173, E174, E190, and E201.

sequences of E88 and E174 isolates showed several mutations (gyrA:
Ser83Leu, Asp87Asn; parC: Ser80Iso; and parE: Ala458Ser), usually

involved in fluoroquinolone resistance.

DISCUSSION

This study provides a description of a series of APEC strains
isolated from different farms in Algeria over several years that all
belong to the same phylogenetic group D; they do not belong to
avian pathogenic serogroups O1, O2, or O78; and they present
the same PFGE and plasmid profiles, with the same plasmidic
resistances (tetracycline, trimethoprim-sulfamethoxazole) as well as
resistances to the critical antimicrobials ESC and fluoroquinolones,
coded by the blacrxa1s gene and substitutions in QRDR,
respectively. Our results highlight for the first time the presence of
a blacrxm.1s gene in APEC strains in Algeria.

Data concerning ESC resistance in Algeria are scarce. CTX-M-15
was first described in three urinary strains of E. coli obtained from
patients in the same hospital of Béjaia but from different medical
wards. These clonally related strains were also resistant to gentamicin
and trimethoprim-sulfamethoxazole but susceptible to ciprofloxacin.
In this same study, CTX-M-15 was also detected on a Klebsiella
pneumoniae strain isolated from the urine of a treated patient (30).
CTX-M-15 was subsequently reported on E. coli isolates from
various pathologic samples (ascitic fluid, urine, blood, cerebrospinal
fluid, wound) in two different hospitals in the Algiers area (25). The
PFGE profiles of five of these CTX-M-15-producing isolates
obtained from a neonatal ward were indistinguishable, suggesting an
epidemic clone; four of them were also resistant to gentamicin,
tobramycin, and trimethoprim-sulfamethoxazole.

The blacrx.m1s gene was also detected on pathologic isolates
from urine, blood, and pus, such as Enterobacter cloacae, carrying gnr
genes and originating from provinces in central and western Algeria
(19,20); hospital strains of K. pneumoniae from urine (23) and pus
(19); urinary strains of Proteus mirabilis and Serratia marcescens (19);
and, for the first time, in Sa/monella Kedougou (31). In addition, a
transmissible blacx nm.15 gene was detected in an environmental E.
coli isolated from seawater on a site adjacent to a populated area and
an offshore shellfish farming site, east of Algiers (1).

More widely in the Maghreb, blacrx.a.1s was also detected in
Tunisia in 2006 on the chromosome of urinary E. coli isolates
belonging to the international epidemic E. coli CIP-resistant clone,
and also on plasmids in clonally unrelated strains. Also in Tunisia,

ESBLs including mainly CTX-M-1 and to a lesser extent TEM-52,
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were detected in the feces of healthy volunteers (5). In fecal samples
collected from healthy chickens on farms, ESBLs were most often
CTX-M-1 and sometimes CMY-2 (6). In Morocco, blacrx.a.15 was
the most frequent genotype in a collection of community urinary
strains of E. coli isolated from across a large part of the country (3).
However, to our knowledge, there is no report of ESBLs in isolates
of animal origin in Morocco.

Worldwide, in human strains, the most widespread ESBL is CTX-
M-15, whereas in poultry CTX-M-1 is more frequent (14). CTX-
M-15 has only been incidentally reported in broiler retail meat or
fecal samples from healthy poultry (14). To our knowledge, one of
the first descriptions of the blactyx.m.15 gene on a phylogenetic
group D APEC was reported in Japan (2).

It is noteworthy that for the majority of our isolates, ESC
resistance could not be transferred, contrary to what is most
commonly observed (14). The chromosomal location of the ESC
resistance gene will have to be confirmed by hybridization of plasmid
profiles or I-Ceu PFGE patterns of the isolates. However, this
absence of transfer of blactx.1s was also observed in nonpatho-
genic poultry (26) and human strains (23) and could be related to
the chromosomal location of blactxa.1s in E. coli (10) and in
Salmonella enterica Concord (15).

The resistance to fluoroquinolones observed in our isolates can be
related to the different mutations in gyrA and parC (17). Moreover,
the additional Ala458Ser mutation in parE has been associated with
an increased level of CIP resistance (28).

To our knowledge, resistance to both fluoroquinolones and ESC
in pathogenic E. coli from poultry is relatively rare but has been
reported for intestinal strains producing CTX-M-1, CTX-M-2, or
CTX-M-13, or SHV-12 (18) in Italy. The description in Algeria of
an APEC clone resistant to fluoroquinolones and ESC, as well as to
tetracycline, trimethoprim-sulfamethoxazole, and neomycin, consti-
tutes a threat for animal health. It is possible that this clone was
selected by a heavy use of antibiotics in certain poultry sectors and
has spread horizontally. Another hypothesis would be its selection in
breeders and its vertical transmission in the poultry production
pyramid as described previously (7,16,24). Further epidemiologic
investigations are now necessary to explore these hypotheses. The
presence of this multidrug-resistant extraintestinal pathogenic E. col
clone could also be of great concern for public health. Indeed, many
observations lead to the hypothesis that chicken products could be a
source of foodborne multidrug-resistant extraintestinal pathogenic E.
coli infections (21). It is noteworthy that the clone we describe here
does not belong to the B2 group and has a PFGE profile different
from that of the B2 group E. coli sequence type ST131 (O25b:H4)
isolates (data not shown); this human pandemic clone was also
detected in companion animals, noncompanion animals, and foods
(27). Nevertheless, it will be important to investigate the presence in
Algeria, among human ExPEC isolates, of ciprofloxacin-resistant E.
coli, producing CTX-M-15 and belonging to the D phylogenetic

group.
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Annexe 1

Annexe 1 : Identification d’E.coli et Sérotypage

Démarche adoptée pour I'identification des isolatsde E.coli :

Démarche de l'identification des isolats

|

Souches isolées (recue du laboratoire VétérinamBK) sur milieu Hoecktoen

Purification des souches sur milieu Hoeckton

A partir d’une colonie caractéristique (saumon) oume &Klebsiella, Enterobacteet
Serratia

|

Etude Morphologique
/ \
Etude macroscopique des colonies Etude microscopique des cellules apres
coloration de Gram

Identification par les tests biochimiques

«— T~
Tests communs aux entérobactéries Tests discriminants pourk.coli
Oxydase (+) ONPG
Catalase (+) Urée /indole
Nitrate réductase (+) Citrate de Simmons

Mannitol-Mobdit

Milieu TSI (glose/gaz, lactose et
Saccharrose)

Recherche TDALRt ODC

|

Sérotypage de certaines souches
(Principaux sérotypes aviaires : O1, 02, 078
avec les sérums LDA22, Ploufragan, France).



Annexe 1

Le sérotypage de bacilles Gram

Le but est dedifféerencier les souches de microorganismes entifimcde leur
composition antigénique (sérotype/sérovar) gragaeatechnique sérologique (qui utilise des
anticorps).
Principe :

La recherche est basée sur la mise en évidence déaction spécifique entre un
anticorps présent dans un sérum test et un antjgemé par le microorganisme étudié. Cette
réaction est visualisée par une agglutination gtile résultat macroscopique de la réaction

antigéne-anticorps.

Caracteres Biochimiques différentiels des principax genres et espéces d’entérobactéries
(Le MINOR et VERON 1982).

_ Proteus

e 2 oy 2 g |3

EIEN|© |5 |23 5 SIS |22/ S|5 |3 | 3|3

s |2 nl| I ° 9 £ ol & sl 2| &| o | 2 s |3

A = S| 1 2l8l5|& |2 |8
S| E|E| @
Mobilité + - | - - O e I e A B
Gazen + + + - + + + d d + |+ | + d + +
glucose
Lactose - | +oux | +oux | - + + +/x | d | -oux | - - - - - - +
ONPG - + + d + + + + + -l -] - - - -
H,S + + + - - - - - - + |+ | - - - + -
Uréase - - -(+) | - -+ - - S+ ]+ o+ - - -
TDA - - - - - - - - - + |+ | + + + - -
Indole - - - d + - - - - + | - |+ |+ + + +
LDC + + - - d + d - + -l -] - - - + -
Citrate + + + - - + + + + d| d + + - +
Gelatinase - (+) = - - - d + + + | + - - - _ d
KCN - - + - - + + d + + |+ | + + + - d
Mannitol + + + + + + + + + - - + d - +
Adonitol - - - - - + d d - + d R d
Saccharose | - - d - d + + + - | x| d| d d - d
Salicine - - d - d + + + - d| - d - (+)
Inositol d - - - - + d d S - - + - -
Dulcitol + - d d| d d - - -l -] - - - - d
RM + + + + + - - - - + |+ | + + + + +
VP - - - - - + + + + - d| -
Malonate - + - - = + d d - - - - - - -
TTR + + + - - - - -ld |+ |+ - - - - d
ADH + + - d| d d -l -H - -] - - - - -
ODC d + - d d - + - + -+ |+ - - + +
Mucate + d + + + + + d = -] - - - - - +
+: Positif en 1 ou 2jours; -: négatif; x: taement et irrégulierement positif; (+): positif

tardivement ; d: différents types biochimiques [(+) : - en général, exceptionnellement positif
tardivement ; LDC : lysine decarboxylase ; ADHgiame dihydrolase ; TDA : tryptophane
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Principaux milieux de culture utilisés

Composition des milieux
* Bouillon coeur-cervelle (BHIB)

Composition en g/l

- Infusion de cervelle de veau 12,5

- Infusion de coeur de boeuf 5
-Protéase-peptone 10
-Phosphate disodique 2,5
-Chlorure de sodium 5
-Glucose ... 2

-Eau distillée gsp 1000ml
pH : 7,2+0,2

Stérilisation 20 minutes a 120°C

* Milieu Minimum
Composition en g/l
- Dihydrogeno-phosphate de potassium ¢(Rbl) 13,6

-Sulfate d’'ammonium (NH2Sa 2
-Sulfate de fer (FeSp 0,5
-Agar 15
-Glucose 4

Eau distillée gsp 1000ml
-pH: 7

Stérilisation : 20 minutes a 120°C.

* Milieu Mueller Hinton
Composition en g/l

- Infusion de viande de boeuf 2
-Hydrolysat Amidon de caséine 17,5
—Amidon 1,5
-Agar 17
-Eau distillée gsp 1000ml
pH : 7,4.

Stérilisation : 20 minutes a 120°C.

» Milieu SOC pour I'electroporation gsp 1l

-Bactotryptone 209

- Extrait de levure 59
-NacCl 10 mM
-Glucose 20 mM
-KClI 2,5 mM
-MgClz, 6H0 10 mM

Stérilisation : 20 minutes a 120°C.
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Annexe 2 : Protocoles et solutions de Biologie Malélaire

1- PCR recherche des génesd A/ ipaH

Composition du MIX (45pul):

Ci cf N= 1
Amorce uidA1l | 10uM 0,3uM 1,35
Amorce uidA2 | 10uM 0,3uM 1,35
Amorce ipaHl1 | 10uM 0,3uM 1,35
Amorce ipaH2 | 10uM 0,3uM 1,35
dNTP 10mM 0,2mM 0,9
Tp Green Go Taq 5X 1X 9
Flexi
MgCI2 Flexi 25mM 2mM 3,6
Go Taq Flexi 5Ul/ul 1,25UI 0,25
Eau 25,85
ADN 5ul
Conditions réactionnlelles
Dénaturation 94°C 5 min
94°C 30s
30 cycles 57°C 30s
72°C 30s
Elongation 72°C 8min
10°C oo
2- PCR CTX-M
Composition du
MIX:(23 pl
Ci cf N= 1(ul)
CTX-M1-F 10uM | 0,35 uM 0,87
CTX-M1-R 10uM | 0,35 uM 0,87
CTX-M2-F 10uM | 0,35 uM 0,87
CTX-M2-R 10uM | 0,35 uM 0,87
CTX-M9-F 10uM | 0,35 uM 0,87
CTX-M9-R 10uM | 0,35 uM 0,87
CTX-M8-F 10uM | 0,35 uM 0,87
CTX-M25-F 10uM | 0,35 uM 0,87
CTX-M8 et 25R 10uM | 0,35 uM 0,87
dNTP 10mM | 0,2mM 0,5
Tpn 2,5
Invitrogen10X
MgCl2 50 1,5mM 0,75
mM
W1 Invitrogen a 1,25
1%
Tag Pol 5U/ul 0,125
Eau 10,045
ADN 2uL 2




Conditions réactionnelles

Annexe 2

Dénaturation 94°C 5 min
94°C 25s
30 cycles 55°C 40s
72°C 50s
72°C 6 min
Elongation 10°C oo
3- PCR phylogénique
Composition du MIX (20ul):
Ci cf N= 1(ul) 50
Amorce chuA F 50uM 1uM 0,4 20
Amorce chuA R 50uM 1uM 0,4 20
Amorce YjaAF 50uM 1uM 0,4 20
Amorce YjaA R 50uM 1uM 0,4 20
Amorce TspE4C2 F | 50uM 1uM 0,4 20
Amorce TspE4C2 R | 50uM 1uM 0,4 20
dNTP 10mM 0,2mM 0,4 20
Tp Green Go Taq Flexi 5X 1X 4 200
MgCl2 Flexi 25mM 2mM 1,6 80
Go Taq Flexi 5Ul/ul 1,25UI 0,25 12,5
Eau 11,35 567,5
ADN:
3ul
Conditions réactionnelles
Dénaturation 94°C 4 min
30 cycles 94°C >
59°C 10s
Elongation 72°C Smin
10°C oo
4- Les PCR “Replicon Typing”
PCR simplex 1
Composition du MIX (23ul):
cf Ci N= 1 (ul)
FrepB FW 0,4uM 10puM 1
FrepB RV 0,4uM | 10uM 1
Tpn 10X 1X 10X 2,5
dNTP 200uM | 10mM 0,5
Taq Pol 1U 5U/ul 0,2
Roche
Eau Qsp 17,8
25puL
ADN 2uL 2




Conditions réactionnelles

Dénaturation 94°C 5 min
30 cycles 94°C 1 min
52°C 30s
72°C 1 min
72°C 5min
Elongation 10°C oo
PCR simplex 2 :
Composition du MIX (23ul):
cf Ci N=1 (ul)
K/B FW 0,4uM | 10uM
K RV 0,4uM | 10uM
Tpn 10X 1X 10X 2,5
dNTP 200puM 10mM 0,5
Taq Pol 1U 5U/ul 0,2
Roche
Eau Qsp 17,8
25uL
ADN 2uL 2
Conditions réactionnelles
Dénaturation 94°C 5 min
94°C 1 min
30 cycles 65°C 30s
72°C 1 min
72°C S5min
Elongation 10°C oo
PCR simplex 3 :
Composition du MIX (23ul):
cf Ci N= 1(ul)
K/B FW 0,4uM | 10uM 1
B/O RV 0,4uM | 10uM 1
Tpn 10X 1X 10X 2,5
dNTP 200puM 10mM 0,5
Taq Pol 1U 5U/ul 0,2
Roche
Eau Qsp 17,8
25uL
ADN 2uL 2

Conditions réactionnelles

Dénaturation 94°C 5 min
94°C 1 min
30 cycles 60°C 30s
72°C 1 min
72°C 5min

Elongation 10°C oo

Annexe 2



PCR multiplex 1

Compositiondu MIX (23ul)

Annexe 2

cf Ci N=1 (uL)
HI1 FW 0,4uM | 10puM 1
HI1 RV 0,4uM | 10uM 1
HI2 FW 0,4uM | 10puM 1
HI2 RV 0,4uM | 10puM 1
I1FW 0,4uM | 10uM 1
I1RV 0,4uM | 10puM 1
Tpn 10X 1X 10X 2,5
dNTP 200uM | 10mM 0,5
Taq Pol 1 5u/ul 0,2
Roche
Eau Qsp 13,8
25uL
ADN 2uL 2
Conditions réactionnelles
Dénaturation 94°C 5 min
94°C 1 min
30 cycles 65°C 30s
72°C 1 min
72°C 5min
Elongation 10°C oo
PCR multiplex 2
Composition du MIX (23ul)
cf Ci N=1 (pL)
X FW 0,4uM 10uM 1
X RV 0,4uM 10uM 1
L/M FW 0,4uM 10uM 1
L/M RV 0,4uM 10uM 1
N FW 0,4uM 10pM 1
N RV 0,4uM 10uM 1
Tpn 10X 1X 10X 2,5
dNTP 200puM 10mM 0,5
Taq Pol 1U 5U/ul 0,2
Roche
Eau Qsp 25pulL 13,8
ADN 2uL 2
Conditions réactionnelles
Dénaturation 94°C 5 min
94°C 1 min
30 cycles 60°C 30s
72°C 1 min
72°C 5min
Elongation 10°C oo




PCR multiplex 3 :

Composition du MIX (23ul)

cf Ci N=1(uL)
FIA FW 0,4uM 10uM 1
FIARV 0,4uM 10puM 1
FIB FW 0,4uM 10uM 1
FIB RV 0,4uM 10uM 1
W FW 0,4uM 10uM 1
W RV 0,4uM 10uM 1
Tpn 10X 1X 10X 2,5
dNTP 200uM 10mM | 0,5
Taq Pol 1 s5u/ul 0,2
Roche
Eau Qsp 25uL 13,8
ADN 2uL 2
Conditions réactionnelles
Dénaturation 94°C 5 min
94°C 1 min
30 cycles 67°C 30s
72°C 1 min
72°C 5min
Elongation 10°C oo
PCR Multiplex 4
Composition du MIX (23ul):
cf Ci N=1 (uL)
Y FW 0,4uM 10uM 1
Y RV 0,4uM 10uM 1
P FW 0,4uM 10uM 1
P RV 0,4uM 10uM 1
FIC FW 0,8uM 10puM 2
FIC RV 0,8uM 10puM 2
Tpn 10X 1X 10X 2,5
dNTP 200uM 10mM 0,5
Taq Pol 1U 5U/ul 0,2
Roche
Eau Qsp 25uL 11,8
ADN 2uL 2
Conditions réactionnelles
Dénaturation 94°C 5 min
94°C 1 min
30 cycles 67°C 30s
72°C 1 min
72°C 5min
Elongation 10°C oo

Annexe 2



PCR multiplex 5
Composition du MIX (23ul):

cf Ci N=1( uL)
A/CFW 0,4uM 10uM 1
A/CRV 0,4uM | 10puM 1
TFW 0,4uM 10uM 1
TRV 0,4uM 10uMm 1
FlIsFW 0,4uM | 10puM 1
FlIsRV 0,4uM 10uM 1
Tpn 10X 1X 10X 2,5
dNTP 200uM | 10mM 0,5
Taq Pol 1 5u/ul 0,2
Roche
Eau Qsp 13,8

25uL
ADN 2uL 2

Conditions réactionnelles

Dénaturation 94°C 5 min
94°C 1 min
30 cycles 60°C 30s
72°C 1 min
72°C S5min

Elongation 10°C oo

Annexe 2

2-Compositions des solutions et des Tampons

2-1-Extraction et électrophorése plasmidique (protocole de TAKAHASHI et

NAGANO (1984)

Solution tampon A : Acide Tris-acétique 400nM pH=8
EDTA disodique 20nM
Peser 2,422g de Tris base et 0,3725g d’'EDTA dismjigjuster le pH a 8,0 avec de
I'acide acétique puis compléter le volume a 50ndcagte I'eau ultra-pure.
Cette solution mere est diluée 10fois avec de lidaa-pure au moment de I'emploi.

-Solution d’hydroxyde de sodium (NaOH) 0,4N

Tris 100mM

SDS 4%

Peser 0,2425¢g de Tris base et 0,8g de SDS puislémmnje volume a 20ml avec de
I'eau ultra-pure.

Conserver a température ambiante.

Cette solution est diluée extemporanément au deat @aOH) 0,4N.

-Solution de lyse :

-Solution tampon B : Acétate de sodium 3M pH=5,5

Dissoudre 40,82g d’acétate de sodium dans envi@om @d'eau ultra-pure, ajuster le
pH a 5,5 avec de l'acide acétique puis complétaroleme a 100ml avec de l'eau
ultra-pure.

VI
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-Solution tampon C : Acide Tris-acétique 10mM pH=8
EDTA 2mM
Peser 0,0605g de Tris base et 0,0372g d’EDTA, exjustpH a 8,0 avec de l'acide
acétigue puis compléter le volume a 50ml avecekulultra-pure.
-Ethanol absolu refroidi a -20°C
- Phénol saturé en eau (Aquaphénol) conservé a +4°C
-Chloroforme R.P. pour analyse
-Solution de RNAse & 10d.kconservée & -20°C
-Solution de bromure d'éthydium (BEt) & 104.|

-Agarose standart qualité biologie moléculaire.

Peser 'agarose en poudre, ajouter le tampon diélgtoreése, porter a ébullition et
refroidi a 60°C.

Pour la coloration, ajouter directement 2 gouttéii(g) de BEt par 100ml de gel pour
'analyse de restriction, ou préparer un bain de Bi#ec 50ul pour 1 litre d’eau

déminéralisée soit (0,5md)lpour I'analyse des plasmides natifs.

-Tampon d’électrophorése :

- TBE

e Tris 0,09M

» Acide borique 0,09M

« EDTA0,04M pH8
Tampon TBE (pour Tris, Borate, EDTA)
Pour la préparation d'un tampon TBE (1x) pH 8,&pes
(asp 1L)

+ 10,78 g (89 mM) TRIS

- 5,50 g (89 mM) Acide borique

+ 0,58 g (2 mM) EDTA disodium salt
Mettre dans une fiole jaugée et mettre la quastitésante pour 1000 ml d'eau distillée. Pour
une concentration 10x, multiplier les quantités Jiar

- Tampon TE:

* Tris-HCI (1/00) pH 7,5 10 mmol/l

« EDTA 1 mmol/l

-Solution d’alourdisseur :
e Pourpre de bromocrésol a 0,1%
* Glycérol 50%
» Eau ultra-pure QSP 100%

2-2- PFGE (Protocole de Chuet al. 1986)

- Solution SDS/agarose 1% en TE :
Pour 10ml : 0.1g d’agarose dans 9ml de TE pH8
1ml de SDS 10%
Porter a ébulition au micro-onde afin de bien diskse I'agarose et placer le flacon en
surfusion dans un bain-marie a 50°C.
- Tampon CSB :
Pour 1 litre de tampon CSB pH8 (100mM Tris, 100mBDITA) :
e« 100ml de Tris 1M pH7.6
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e 200ml ’EDTA 0.5M
Dissoudre dans 600ml d’eau ultra pure stérile tajue pH a 8 puis compléter a 1L.

- Solution de lyse

Nombre de Tris 1M EDTA Sarcosine Eau Protéinase K
souches pH7.6 250mM pHS8 10% distillée (20mg/I1)
1 150l 600pl 300ul 1.935ml 15ul

- Tableau de digestion pour I'enzyme Xbal (Roche) cdanant du BSA 1mg/I

Réactif Volume par
souche (ul)
Eau stérile 89
Tampon 10X 10
Enzyme Xbal 1
Volume total 100

3- Séquencage Protocole du Kit : QIAQUICK PCR PURIFICATION - QIAGEN

But : purifier un produit amplifié de suite aprasHCR.
1- Ajouter 5 volumes deBuffer PB a 1 volume de produit de PCR (exemple : volume
PCR =100ul ajouter 500ul de Buffer PB).
Si le mélange est orange-violet, il faut ajoutepll@’acétate de sodium 3M pH5 et
mélanger. Le mélange doit devenir jaune.
2- Placer une colonne dans un tube collecteur (ectdn tube »). La remplir avec
'échantillon et centrifuger 1 mn (13000rpm sur trdageuse Thermo Scientific
MicroCL™).
3- Vider le tube collecteur et replacer la colonnelsumémetube collecteur.
4- Ajouter 750ul de Buffer PE pour laver la colonAgendre 2-3 mn. Centrifuger 1 mn
(23000rpm).
5-Vider le tube collecteur et y replacer la colonfieeentrifuger 1 mn(13000rpm).
6- Placer la colonne dans un tube propre de 1,5 ml.
7- Ajouter 30ul de Buffer EB (ou eau Ultra Pure) auntce de la membrane pour éluer
Attendre 1mn et centrifuger 1 mn (13000rpm).
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Annexe 3 : Donnés et Résultats des essais de tfents par conjugaison et

électroporation

Tableau | : Données sur les souchd&scoli BLSE

Annexe 3

Isolat Année Nature de l'isolement Origine
d’'isolement
E11 BLSE 2010 Lésion de colibacillose Région Centre*
E48 BLSE 2006 Lésion de colibacillose Région Centre*
E63 BLSE 2006 Lésion de colibacillose Région Centre*
E65 BLSE 2006 Lésion de colibacillose Région Centre*
E69 BLSE 2008 Lésion de colibacillose Région Centre*
E74 BLSE 2008 Lésion de colibacillose Région Centre*
E88 BLSE 2006 Lésion de colibacillose Région Centre*
E173 BLSE 2010 Lésion de colibacillose Région Centre*
E174 BLSE 2010 Lésion de colibacillose Région Centre*
E190 BLSE 2010 Lésion de colibacillose Région Centre*
E201 BLSE 2009 Lésion de colibacillose Région Centre*

Région Centre* Région couverte par le Labo Vétérinaire Régi@ehtre : Wilaya de Bouira,

Béjaia, TiziOuzou et Boumerdes.
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Tableau Il : Résultats des essais de transfert da tésistance au céfotaxime et a I'acide nalidixiquees souches BLSE

TRANSCONJUGANTS
SoucheE.coli J5 K12

TRANSCONJUGANTS
SoucheE.coli J5

TRANSCONJUGANTS
E.coliUA6190

ATB

RIF

NA

CTX

CTX -RIF NAL -RIF

CTX -RIF-A

NA-RIF-AZ

CTX GEN RIF

NA GEN RIF

E1ll

E1ll
CTX

Ell
NA

E48

E48
CTX

E48
NA

EG3

E63
CTX

E63
NA

E65

E65
CTX

E65
NA

E69

E69
CTX

E69
NA

E74

SOUCHES DONNATRICES

E74
CTX

E74
NA

+

+: développement d’ol présence du caractére de résistance ; -:absence de développement.
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Tableau Il (suite): Résultats des essais de transfale la résistance au céfotaxime et a I'acide nalixique des souches BLSE

TRANSCONJUGANTS
SoucheE.coli J5

TRANSCONJUGANTS
SoucheE.coli J5 K12

TRANSCONJUGANTS
E.coliUA6190

ATB

RIF

NA

CTX

CTX -RIF NAL -RIF

CTX -RIF-AZ | NA-RIF-AZ

CTX GEN RIF NA GEN RIF

E88

E88
CTX

E88
NA

E173

E173
CTX

E173
NA

El74

E174
CTX

E174
NA

E190

SOUCHES DONNATRICES

E190
CTX

E190
NA

E201

E201
CTX

E201
NA

+

+ : développement d’ou présence du caractére de résistance ; -:absence de développement.
AMX : Amoxicilline ; CTX : céfotaxime ; NA : acide nalidixique ; GEN : gentamicine ; AZ : azide de sodium
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Tableau Il : Profils d’antibirésistances des soucksE.coli PHN testées par conjugaison

« AMX |AMP |AMC |TIC [IPM ATM |CZ FOX CTX CAZ (¢PO CFM K GE N TE CL SXT NA PA CIP | OFX PF
Q
<
S | 221S | 219S | >21S | >24S | >24S | >27S | >18S | >22S | >26S | >26S | >24S | >25S | >17S | >18S | >19S | >15S | >16S | >20S | >19S | >25S | >25S | >22S
8 <16R | <16R | <16R | <22R | <17R | <21R | <12R | <15R | <23R | <21R | <17R | <22R | <15R | <16R | <17R | <15R | <13R | <15R | <14R | <22R | <22R | <16R
1| E8 0 0 19 8 31 27 11 26 29 28 35 30 30 25 8 16 0 0 0 15 12 10
R R I R S S R S S S S S S S R S R R R R R R
2| E10 0 0 9 10 30 30 12 23 32 30 33 24 16 19 18 15 24 10 13 14 13 12
R R R R S S R S S S S I I S I S S R R R R R
8| E13 0 0 18 0 26 27 26 23 27 26 25 25 11 28 20 16 36 0 0 0 11 0
R R I R S S S S S S S S R S S S S R R R R R
4| E15 0 16 21 21 30 27 15 22 26 26 28 25 22 19 18 17 32 10 15 17 14 15
R R R R S S I S S S S S S S I S S R R R R R
5| E18 12 12 16 11 34 30 11 28 30 30 33 38 23 27 0 15 0 10 11 17 18 16
R R I R S S R S S S S S S S R S R R R R R R
6| E19 0 0 18 0 24 27 17 18 26 26 ND 31 9 23 0 15 0 0 15 25 22 19
R R I R S S I I S S S R S R S R R I S I I
7| E21 13 0 33 19 37 27 0 39 26 26 ND 27 ND 17 31 15 28 0 0 26 23 25
R R S R S S R S S S S I S S S R R S I S
8 | E38 11 13 16 10 28 27 21 22 26 26 24S 26 7 20 24 15 30 0 14 16 21 21
R R I R S S S S S S S R S S S S R R R R I
° | E39 12 10 17 16 30 27 26 22 29 26 ND 25 24 23 29 24 20 13 19 28 25 28
R R I R S S S S S S S S S S S S R S S S S
10 E115| 18 15 20 12 35 28 24 23 26 28 ND 28 20 26 34 15 10 20 19 29 30 28
R R S R S S S S S S S S S S S R S S S S S
1| E165 0 0 20 12 38 28 17 27 36 32 ND 32 21 23 8 17 21 0 8 17 18 15
R R I R S S I S S S S S S R S S R R R R R
12| E169 0 0 19 11 38 30 15 23 34 31 ND 38 23 24 0 16 0 0 11 21 20 ND
R R I R S S R S S S S S S R S R R R R R

* Souche :numéro de collectionQ : aucune zone d’inhibition, le diamétre du disque d’antibiotique étant de 6mm.

AMX : Amoxicilline ; AMP : Ampicilline ; AMC : Amoxicilline + acide clavulanique ; TIC : TicarcillinelMP : Imipénéme ; ATM : Aztreonam ; CZ : Céfand ; FOX :
cefoxitine ; CTX : cefotaxime ; CAZ : ceftazidime&CPO : Céfpirome ; CFM : Céfixime ; K : Kanamycin€EN : Gentamicine ; TE : Tétracycline ; CL : atihe ; SXT :
Triméthoprime/sulfaméthoxazole (cotrimoxazole) ; NAcide nalidixique ; PA : Acide pipémidique ;IFC: ciprofloxacine ; OFX : Ofloxacine ; PF : Refacine




Tableau Il (Suite) : Profils d’antibirésistancesdes souche&.coli PHN testées par conjugaison

Annexe 3

« AMX |AMP |AMC |TIC |IPM ATM |CZ FOX CTX CAZ CPO CFM K GE N TE CL SXT NA PA CIP | OFX PF
Q
<
S | >21S | >19S | >21S | >24S | >24S | >27S | >18S | >22S | >26S | >26S | >24S | >25S | >17S | >18S | >19S | >15S | >16S | >20S | >19S | >25S | >25S | >22S
8 <16R | <16R | <16R | <22R | <17R | <21R | <12R | <15R | <23R | <21R | <17R | <22R | <15R | <16R | <17R | <15R | <13R | <15R | <14R | <22R | <22R | <16R
13| E172 0 0 14 15 26 28 8 23 30 29 ND 27 15 19 26 15 12 14 14 13 13 15
R R R R S S R S S S S I S S S R R R R R R
14| E188 0 0 0 9 34 30 11 ND 26 27 25 28 26 31 ND 24 0 0 0 15 11 0
R R R R S S R S S S S S S S R R R R R R
15| E206 0 0 18 17 38 28 18 24 34 31 ND 25 36 30 26 15 30 23 32 35 35 38
R R I R S S S S S S S S S S S S S S S S S
16| E211 0 0 0 9 33 27 17 ND 28 28 23 25 18 27 ND 18 0 21 21 25 26 24
R R R R S S I S S S S S S S R S S S S S
17| E269 0 0 13 13 40 26 0 22 26 28 ND 25 17 30 14 16 0 0 19 26 22 28
R R R R S S R S S S S S S R S R R S S I S
18| E302 9 11 13 0 31 28 11 16 30 30 30 29 19 22 30 16 0 10 15 23 23 17
R R R R S S R I S S S S S S S S R R I I I I

* Souche :numéro de collectionQ : aucune zone d’inhibition, le diamétre du disque d’antibiotique étant de 6mm.

AMX : Amoxicilline ; AMP : Ampicilline ; AMC : Amoxicilline + acide clavulanique ; TIC : TicarcillinelMP : Imipénéme ; ATM : Aztreonam ; CZ : Céfand ; FOX :
cefoxitine ; CTX : cefotaxime ; CAZ : ceftazidime&CPO : Céfpirome ; CFM : Céfixime ; K : Kanamycin€EN : Gentamicine ; TE : Tétracycline ; CL : stie ; SXT :
Triméthoprime/sulfaméthoxazole (cotrimoxazole) ; NAcide nalidixique ; PA : Acide pipémidique ;IFC: ciprofloxacine ; OFX : Ofloxacine ; PF : Refcine
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Tableau IV : Résultats des essais de transfert da tésistance a I'amoxicilline et de I'acide nalidique de soucheg&.coli PHN

TRANSCONJUGANTS** TRANSCONJUGANTS**
SoucheE.coli J5 SoucheE.coli J5 K12

ATB RIF NA AMX NAL -RIF AMX- RIF AMX RIF AZ NA-RIF-AZ

INA

ES8 + +
E8 AMX - +
E8 - +
NA - -
E18 + +
E18 AMX - +
E18 - +
NA - -

E21 - A "
E21 | AMX

E21 -
NA + + - -
E169 - + +
E169| AMX
E169 -
NA + - -
E206 - + +
E206| AMX

SOUCHES DONNATRICES

* *Transconjugants vérifiés par antibiogramme et PByRogénique (souche réceptrice du groupeA).



Annexe 3

Tableau V : Résultats des essais de transfert paogjugaison (méthode 1 et 2) de la résistance a I'axicilline de souche£.coli PHN

DONATRICES TRANSCONJUGANTS*
ATB RIF AMX AMX RIF AZ
E10 + +
E10 AMX -
E13 - + +
N E13 AMX
L E15 - + +
) E15 AMX
o E19 - + +
|<_E E19 AMX
zZ E38 - + +
= E38 AMX
O E39 - + +
e E39 AMX
N E115 - + +
L E115 AMX
L E165 - + A
O E165 AMX
2 E172 : " ;
8 E172 AMX
E188 - + +
E188 AMX
E206 R + +
E206 AMX
E211 + +
E211 AMX
E269 - +
E269 AMX +
E302 +
E302 AMX +

*Transconjugants vérifiés par antibiogramme Vi



ESSAIS DE TRANSFERT PAR ELECTROPORATION

Annexe 3

Tableau VI : Résultats des essais de transfert d& résistance a la ciprofloxacine par électroporatin

E11-CIP

E48-CIP

E63I-CIP

E65-CIP

E69-CIP

E174-CIP

50ul

250l

: aucun développement sur milieu Mueller Hintonitoldné de CIP a 1 pg/ml.

Tableau VIl : Résultats des essais de transfert da résistance a la Tétracycline et au Cotrimoxazolpar électroporation

E11-TE

E48-TE

E63I-TE

E65-TE

E69-TE

E174-TE

E11-SXT

E48-SXT

E63I-SXT

E65-SXT

E69-SXT

E174-SXT

50ul

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

250l

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+ : développement sur milieu Mueller Hinton additiéarde TE a 8 pg/ml et SXT (TMP a 4 pug/ml et suif@sna 76 pg/ml)

VIII




LTI

88.,U 1]02°3 : VJ4AD SuUaH

Fiasl JLEwYEBOYB LYY IVIEI08000 €05

..................... 293L9L993011011990WYOL99L09L2I%WLADLIVYYRWIIWYWIDDLYILSIVOIDIILLWYEYY W OOIWIQQIVOHLWLIWYIYOLLIOILL

| B

mm_mp«quﬁd\uod\ﬁuﬂo._,ﬁ._.@.m.ih@Juoa Qﬂuu Owu.ﬁ(ﬂ uo u&i.ﬁ uu 1(1{_90((”00 &Uﬁ@uuu{(((((o@u(uoﬁuﬂo d. DJ:-__ omm
D R R R R S R R R AN R R 242 Qouuw L IV YWY IOWWYIDD ﬁu(@wau d.a.ﬁ(.(io.a.ui.uoa.hw(.v IV

oot 055 085 S 005 o8t
LY 90 L000% OV ONYY YY1 DI OII00LVOLIWYOLYI0I0L LYY YYo000101900LYYYooIvIvLLodoLlyYI0000900101a%¥00000%W00LYIAL199L1IWYLS

| B
832 WV OGOV OOV Y Y YOI VO e0] WY IDIOWEYN YOI O WY OO0V 22 olvY 003000 0HINIVOISOIYOIEYID L
Zer v 6 o@u(a«o«««qioo {éuuoo IV 3239 ¢¢.<.30¢ u ouu ¢({wou< 3..3 Y¥Y 0000900000 LIVO200IVOD ¢.”u..u @ﬁu ® OvE
o5t oz o oze oge ov.m
DOWILOOIWONLOOLIOLYIWLLOIOLIOILILLWIDOVIONOOLYLIODILOIIVOIVIVYIVILLOOIOOLLIIVOLOOLIYIDIILVIOWIYWYLOOILYWLIOIWOLOOLLOD

| o

QL ¢@¢D 0PIV E QUO U,.m.u u VITOVIOIDO L] (¢Q¢_u¢.¢ Y3333 d.uu- 293 DIV Y ¢0 03 ol
8es ﬁ.ouﬂu @Ou(@ ﬁ&. (O ¢Uo OQU d.uu@(anva@ @Uu 4¢0¢u(¢ Oﬁ. %3222 400 .u.d.( 293 o3 83 LZT
numw _UNM D«r DmN _UD.N DDN n_m.v

LOHL93DTDLILWYYY Y YLV LIDOWYYIVYOOLIVOLYVWISOYLIVLIOIYYOLYIISIVLILLIIVISIOILDIIVIVLIOSIDIOWYOLIIOOLYOVEOIILDLYOYIIDLIDISLO]D

| e

9993 9L ILYY VY ATOVEFIANYOD oc@ WHIOY R A R 9303939V IVESSIIOWVOEI0 LY OWSIT Vo oLaoIoEsd 15
¢uuu¢ W < uu¢¢<(u((¢o w3y 9avvollvaaea ©2023L033v0vLo0220WNS 33904vevedalefvovaaolaeaoled vu
oLz o8k o8k ozl ool ok ozl

99119 -1 -21l9931l0lVololYllvoolllvlldllovawyaLllovwoy -~ - - - - mmmmm s s s s s s s s s s s T s T ST T s T s s

. _ | e
05 08 0.00 W3 (»vo ¢_ L e b
il 08 _mvbﬂ TOHIO IOV DY D DFOYYOOYE ] LYIVYILE8IIVIVIIYYYRYEYEIEL LIIVEIDVEILVvEY L1908 18Y LYO00vavy 18l |

[l n DD— D Dh bo 8 Ot n_m. 0z D—.

'U

1109S3YoN0s xXnap ap Al aselswosiodo] el ap Jued ‘Qredis aselhA9 NQV.| op VSHLIBS6 sap saouanbas : ¢ axauuy

¥ axauuy

PPE-LE RMESE

PGt edbag

R AT

prGetg elbes

PG5 ENORE

- e o]

VIR



e0%

ZBE
Bbtr

B

(o]
]

o
o

|2
Z

T
o

i

AP IRD L EoOVESITO0
0ovLo030D
055

onuu 200y
wioo3a 000wy
o5

PSS UESNES

D.W

WYY YODIAVIDOI WD

WEYIIWWIOD 3 .@Di¢ﬁaﬂm(¢(¢((0¢u¢.ﬂ0¢u.¢om
A

HYWYIIWYIIOLYI LW 2D
005 o8t

o
SOIVOFON YW VY OILIAVOIDOOIVYOLIWY LY IDIDLLYY WY OISOLILOIILYYVWODIVIVILODIOLYYIOOIODIDLILIVESIODIVOILVIILLIODILLIVY LODOW D

£8C

AW 6
2

DOTWON OV DT 0 YoIdoomY IV OEY I
DOV OOV YV DD (OUUQ u

s _u

.(.(_0

33929
D_W

R R e n. L]
WY O 0D

a3

233

((ﬁ@ﬂ(ﬂ(@ogb YN IOOILT Om

WY oI

WIOOICDID

ogE

ﬂMb‘Oﬂ@OH( wa.q_u a ©90 TEWEOS YD 13z

IW0I00IVWED

003 LIvYLo0ovD e
ose obE

LO9IWaWLOOLldDIVIVILSIOLISILILIVIIOVWIDI9OLWLIDIILODLYSIWINYLIYLILLIOOJI99LLIVOLO9LYIDIILYIIWLYYVIOODLYVYIDIVOLODL19T19L

DOIND OQ oY DIED waD
6.0@40( 39 .(.”d. 220X I0IED e}

oOLE

OWADTH < 593 T EE R 990 DOELIW VLSO
9(0@u¢ LEEY EERER L 6009 Swoko a53
: ooz

LT

DAL T IV
2 .n._bﬂ.(

d._( o
Ll

a WS Bal
Sivissvslsslieaied =
owz

SADDD LI LYY YT AN LD IO Y VIV Y SOLIVOLYYI9OVLIIVWISIWY QLY ID9IWLILLIVISIOILOT2AVWIVLIOOIDIOWYOLIIOOLYOWOIILOLYWOWIIDLIVIDLDITD

L33 0ED (((”ﬂﬂ(ﬂ&ﬁ@ddiuiié Bl

ca30odlallivewy
ozz oLz

2

DQLI9LIVILO99IL9LIYOIOLVWILVODLIIVIIDLDOVOWYOLIOVOYVOOVOLLIYD

DOVYVIVYOOLIYD,

w309 ud_ DAV OLYIIOTY DALITOIIVI
((oao oo(( D0 093 auou S0V IW

0l

> L] Aol B LR | Ao ]
o dvwa @b o

ok L

S SR

D0 O o O
JovovYe

DO oYY DY

DOV O DOV
or

[ai=]

SHIFI O
2930 0WY
oSl

@Moao
odiaa e

.u.- .................
FAY Tl LSO IvaIYL ._.a.ddh.ﬁ@.q@ua_..—,uu,qe.u@dopqm_q._.._.¢¢uaq._..q¢o¢qo.q-0.:. [

o5

¥ axauuy

ot

o

A

(o(@nuWMmtotﬁu. J9IOTOIIS L5

v owoID

oz

vovaaoldoaoLo000 £t
ol ozl

ol

SNEUBTUD Y

SEG LA TER0Y L VEADML TBIPOTIOE
COS LA EADISL L

ENEUITUO]

SPGLAFEDOY L FSADSL L TBIPOTLIOT
TG AITEADSL

ENEUITUO ]

SPSLA TR0 L FHADIL L TRIPOTLOT
TGS AIHA DS

ENEUIFUD ]

DPGLA FER0Y L FSADSL L TBIPOTLOT
TGS L AWHADEL

ENEUIFUO Y

DPGLAE FEIOY L PEADELE T BIPOTIOZ
TEFLATRADIS L

ENEUSTUD ]

SPGLA TEDOE L FEADEL L TBIPOTLOT

THGE %&0?& -



889 sa9ouanboas :seq np asuanbag
Z2°ST6000 ON 22uanbag ajsuaualay 19DN 92uUa49)94 9p aduanbas 1ney np aosuanbag

................................................................................................ JLOWYDOIVDLIIVY

I B

470 = zooin momimes Somimt fanomitimooeimatnimoimat oTames Sinimor faforom Sufemiontis momiagt mm S Samirom ST sSinim St Tzt Sonmt Samisos fomisomfismoecsitin mioed SESYYSOIVOWIIVY £io
899 3L ¥¥IBHIBHIVEI 091 LIVESOIPBBHIIILVIVIVYEBLVEL IBHYVYELLVIGVILY _qo«.qok«uh(ohp«;‘kﬁuuohuHopFoon_«(up(ﬁ SYVOOAWOLIDVY 000  BI9Z-LGIBFEEITEPIEEIN06EGL LerliE
\ p
0o o5 oro o€ 028 019 oos o8 085 oz 09

AYIDID9IIDLYIVYIIVYIOQOLYLOOVLIO9DD09LY L9900 L101192900%VYOLO9Ll09L00% YLD LIYYYYIlOvYYIOlolvYIllodvYo -JlLllYvYYvYyYyvYoolvwlooldvolyl

SNEUIEUOD

Nrwﬁ.(_u.ﬂn—.uw.o_ouu(Q((\UU((U&VQ (.O_OQOO 9000 ...u Q QU((_ 0 ‘((UU((UGO BU(OUH_Q ‘(((((QQU(QQQQ(
nmmﬂ(.ﬂ.OH.UOU.UO ‘0((30((0.@0 00 90900 0000 . . U\U(_(_ (.(.(.UU‘(.UQQ 00(0@00 ((((‘000‘0 090( ( R@N.nmmmvmmh&vvnwmmD.ommmhamz__m
055 ors nes 0z oL oos aetr 2t oot
IWYIYOLl19011l1l¥0llo00voroYYYYYollillvolloolv¥ollvyolvillol l¥ywvolooldlodllywvoolvivilololywioolooaolilliveloodvedly

| B

Lo DI O o0 SOIVOV oYYV OO Q339 IVVellvaod <¢_¢_.0.m0 STOAWVY VSOOIV ¥39909950" Q VoI 990V aOlY 16T
ot IV 000.(:0(0‘((.((00 i) o339 ﬂ(‘@ V320D VWYY oD OQ 2933 ((‘OQU{ L @UO &-10.900030 awed @00{@0 PEE BI9T-LGIBPECT-THPLEETN0EEGLLEHIIE
' D

V fuld -4 osg M
L1990 L1L0YYLIOo00VILlOo90VYOVYLIOOL09LY "Y119091L09012011%I229%I0909001LY 9001901 odVWIVY LYl 1990099 1L0YOLlOo0LVYI222LYIIVIYYYLOD

I I I - . I B

08z 05 200 VYLD OoVIESOIVOVILD: o 3 et 393 0 YIJOVIOOOOEY 193D WOoIvVIV v 293901 BV O Y3330 (_(_(. oE 051
e 1 3 09 IYVLooovD 000(9( 290 (_._..(_ 900 393 (000(00069 ¥ 2220 Q_n_f__nw( QOQ 00u IV O (0 99 (_(_( D8 Iz BINI-LSISIEEITHPILEIN0EESL LEL1IE
Omm ONM D_‘ﬂ DON oezT

JLYVVLIDIVOLO9D9LLS9I191920009L0LVVYVYYVIVIIIOVYVIVVOOLIVOLYVISOVIIVIOIVYOLVYIOSOIVLILLIIOVISISILO9DIVIVIOOIIOWVYOLIDOOLYOVODD

ENIUBIUD D

6Ll D SIVOWOD DINSEOIIIOWIUWV YN YT JIOoVYVIVVOOllovollvwI o a IV OlvIIed 9300e0avIVIlloedI oYY OlITD VOWed e
zZzz ALY LIV OLO9 200 oL©330900 ((q({dn 22 0((10{{0.@ 2% YYIOOVLIVLOIWY O 23 <32 ‘ =3 @0 903V IVE o0 0OoYYOROD OOV ONMOD ZIL SII-LSISPEET-TPPLEETIN06EEL 16IH
' v | ' ' ' 0

u] o ooz 0L 09k _Umu ok oz

I _ | B

) JODOWHITO ou samesD o o Voo u < uo FOVOUMOWNOWOWS - - - - - - - - - - - - - 3
olvova3o1l3030103300l vaLo9d vodolviiivoo Sovovvollo oWoV VBB vYE L LYy Iy va LES00vOvLIVYYEYEYBOBL 1 00vBoBvELY | 8297-LGi8EElTrrielN06es, tEr 1S

0oL 0L 0% ot 0E oz oL <\_> w

¥ axauuy



=]

=

oz
ft==]
b=l
=l=

o
Zll
[

anbnuapi asuanbas aun Juo SBYINOS XNap S &
¥/ T 1@ 88 S8yonos sap vikdouanbas sap sjuawaubiy

........... DLWy oDl wal 3D HIYIDIIDIIIL YIS D

WY YRITYILY LGN YO IVE LYY IVIRIIDIIILWIYY D S0%

........... SIEYYESIYE L0V AYAEI Ao 001 wWON YD L6

'
[alui=] 055 035 0L
A¥Y 199 l¥1loovlollollYylo9ldllllloe9l¥eoloollolllYylldllesy Yy W lIlwyllolvyllolwolllllyey sy ey oolviloodvolvylavyylyollodlllyodl

AEF IS I Wlo2awWlold20lW1lo2900Ll1l01ll99 08 e ola9llolldY e lldllw sy wllweyllolwlloaldwolldllww sy ye Y oolViloodWalylawylyollodlllwyadl 262

............... A9IL¥Lle99331l1l01l1la9d¥y9lo0llolldwwlldlle eyl eyllolydlloldyelldllYy sy ey eyl ylool ol e liwylyall9dlllwodl Sttt

AT 10D I W1loowloldlollYlo9021l1ldll99 0% ¥olo9llolldY e lldllw sy ey e llwsyllolvlloldwolllllYyw sy ye YoolvViloodv¥alylawylyollodlllwodl 552
' " ' ' T ' ' ' v ' '
[ul=4=] [ = osg o0zZg oL [uut=} [ul=i = Ot Ot [ul=) o o5t

SOOIV ON DT YR Y DI L1 Y9l 92 1l WSl iyl Iiddlal IV sy yaladllloldlywyyo2alylyllodalwyylaalodlalllivalaolwallvyldllaollldwsladayy]

DO O AN YWY YOI LIl o009l W ollw s olYldlollwey ey yoloolllolldlywywy ool WIvllololywlo9d9292091lI1ll% 009290920 1l%l0Ll1l92901l1l0%WY1la99%D a2
SOOIV LN LY YR Y DLl Y ol ool Yo llwy olYlldolly ey Yy oloollloldllywyoolY¥lyllodolywylooloolollllvolo0ldwollyldlloaoldlldwylooowd A58
DOIVONOEEYWE Y OILI1lYollo9lyolIlwwyolYylllolly ey yoloolllolllyweyooIlYylyllololwywyloolo9l9lllIlvola9l¥ollyldllaollllwylooowyd 9ss
DOV O OEEEE Y DI LI 1Y 9201922l l iy ol iddlal ¥ ey yalaadllloaldllywyyo2a2lylyllaodalyylaalaslallllivalaolwallyldllaanll ldwslasayyd 207

0 '
ot [aka ] 02t alkt oot oG 08 OLE [ai=r 0% e
Lo9d¥ 9w loollolyiVllolollodllllwdldowloldoolyloldlloldlyoldvdwwlwylllooldoolllvwoloolYlllllYldvVlywywlooldlywlolyoloollodlal

L9209 9wloollolyaVllo2lollodllllvidlaowloloolylalllolly2d¥Wdwwlwllla9doolllwoloolwlllllYaIVIly Wy loollwwWladvyalaDlladlol 63k
1l9922% 2% 19921l 09219 I%Ll1l2091l39201L011l%0092% 0909921919001l 201l% 9% dvylvyllloolo9lllvoloolvllldlYyddvlswwloollwwloa2lvyala2lladlal 522
L9909 oyl aal1alydyllaolalladllllYdlaylaloalylalllallySld iy ylwlllaSsdaal livaladl Wl ldLlYIIYLy vy laallewylaldyalaalladlal tfd

Lo 9w loollolyav¥llolollodllllvldlowloldooly¥lolllolly9ldv¥dwwlwlllo9doolllvoloolYlldlllYdd¥lywywylooldlwywladvoloalladlal L3k
[ ' T ' T ' ' ' T ' "
ocg 0z are [uu [u]=1o osZ oLz [ul=Fa4 [u]=F =z sz

DAL LE Yy Ly L9y iy ool IS LYy l1aan LI 190 ealyld920% 1l 113% 1909231 930% 3% L9901 9%yall1d99l%yayalllalwawllallalalalls

DIy Yy Y I Ll Doy I ool lvw olvy Joow v loldwwolvw 1l 9l v Illav o0 20lod 0w v lo9lloavyvyalllloolvowoldlolvoavllallololaoldD L5
DIl DLyl y Ll Doy ey I ool WSl Yyl ooyl lalyyolwllolylllaylaledlallYiylonllodyalllooly ey o9lllal Yoy llaellalelalds L
DAL DLW Y Y YLV IOV Y IV Y Oallvalyyloowlav¥laoldyeyolyllodvlllavylolodlall¥waylaoollawyallldoaolyoyolllolYyaowllallololaldllds 2k
DI DL LYY Yy LY Ll Doyl oo llvalyyloowWllvlaldwWwolwylloldwllldwlo2l92dl9d0% 2% 1lo900o% v allloolvawolllalYayllallo2l921l9309 6t

1 1 ' | ' ' ' [ ' '
0z are ang 06 L osl ailk gl gk ot ozl ozl
DLLlollwIllo9llolvololvllyoDlllYlllllowawyollow oy oo ollvlwyllo9llvIlvVllywworoewolollllvolovwolvyavlloaolavlyoooawowlaol -

SDLlollwdlo9ll2lvyololyllyoeDlllYylddllow oWy ollawowy oo DL LW - - - - - - - - mmm o m s s s s s m s s s s s T s s s T s s T s s m s s s 3
Sl 2l 1L Il 9290 Llal w2l ol syl w22l Il LIl ooyl laayy ool iy sy y I @S0 %I LIy Yy yEav@vy@lol LJIwRlav@LlvyEeyl 199 1@y 1lvaaavyay LEL L |
alflallwdlaallalyalals il iyaal s iadldayaryaljayayyaayal iy sy ] |l @allivlyl Ivyyarayalal Ilddval@ayalvyay |l laglay lwaaasasy @l - L

o B R R e Y B B B N o N = -t B Lt = B Y L e e 1 B o o R = e 3
(0 (0 0 [ '
akk QoL [al=] [ul=] [F3 og o0z o= o oz o

¥ axauuy

snsumEsU0g

DEG-A FE DO L FEADEL L TBIPO-ZLOT
TSE- LA DL

FRGLAT RMEEE

LEGLAHEBOF L FEHADSS T BI$0-Z 0T

SNEUREU0 D

DEGLA FEDOY L FEADES L B POTLOT
TGELAEHA DS

PpG-t e bag

LEGTLAL GEIOT b FEA DS BEPOT 0T

snsumEsU0g

BPGLA GEIOE L FEADES L BP0 0T
TEE-LASEA DES

L N =]

2Z5mLAL BEDOT L WEA D88 BI-#0-TLOT

SNEUREU0 T

DEGLA FEDOY L FEADES L B POTLOT
TGELAEHA DS

PGt T e Bag

LEGTLAL GEIOT b FEA DS BEPOT 0T

ELETLETER

BPGLA GEIOE L FEADES LT BI PO 0T
TEG-LAL A DL L

L N =]

LEGLAGEI0T | FEA DS BIP0T 0T

SNEUREU0 T

DES-LA GEION b A DES L BIFOT 0T
TGELAEHA DS

Ll =R W Ty ]

LEGUA FEDOT b FEHADSE GBI HOTLOT

\%



991S3] saduanbas :seq np asuanbas
2'ST6000 DN :92uanbas araloy [9DON @2ualajal ap aduanbas :Iney np asuanbas

88, U 1|0D°] : DJded 2uH L ETELITE

80z 4&10—.._.4_.._.u@._uﬂ.qé_uu._..—..q._.d.q..uﬂu._.@p._ﬁﬁuuu._.idéuu.q 89h SOZ0A 90 oMY SR BIFOTIOL
A i : PPN s o JOVE - I L0tz veda

0oz 05t b2 (%

L R iy ]

L8k uq._._,bué._..qdua_ou-vu._._.&ﬂ YWY eIl 1¢u.ﬁcenueu¢uoae YV OO0OVD e__u.u 233 .e_uu.-..-.,n—ﬁue uu a_.mo_qdm S5 GOIIATTA0N OMYSER BIF0TIOT
0z - coeeee e I YY O3V 0000030002099 ¥ 9999v2 30094vAL030Y eﬁxéﬁa 23 e ¥OIo¥YoLY bl L0z 7 vecks
|

0zz 01z 00 ool 03l oel 0zl
L19139931VLY0099a%I000 0¥ IV LIVYYLO00LIWLOIWOLOOILODIWLG - - - - - - c - r st

EnSUAEUD )

FAOILYIVOTO0IY IO EVIIVIvYY oaY ewu 933 B R S e R R e R R A R EAT R trrene b GOZRAUEAN FOMYEE BIH0C 0T
£k n.n__m.u .q..._wgu_quza ﬁ..u« u_.__ 2I¥Y 933 33&.32«4««5Cmmquuwuamuuf«qfuugfuqaahE.E«ﬁfff:F L0044tk

a5 [ 02 (4 ol Dled

¥ axauuy



/T3 saouanbas :seq np souanbag
Z2'ST6000 DN :22uanbasg soualaloy |9DN 92uUalajal ap aduanbas :1ney np asuanbas

DVDLIVIIDLIOYDIDLAVAIVYYOILDLLD99IIILYYDIDIWIVILILOIOLYYIOSIDILLDILYY Y SDID

BOZ 2otx ronssseis s e e e et s e e e e e o I6¥933 YYD 9OTIOEVVOIIVIVIEL 0T 0LV VI 09000 WHOTT it
3&quutu«««uuat@ofu«fuoa.uqawo?qu@owfu@«ﬁuo« 29%99: \AALE 99393 0v¥933vaVELs09lv¥30030 qﬂcavmemm
9.? D? DN? n-v? Dhmn
L¥93% 9922939399099 1I¥VOO0OVILOOLYOLLIOOLIOIILVLILOIIVLLILILLOIIWYIDIOOLVYOLIILOOLWOIOWYOLYILLOLIIDD " WIVOIOOIVWIDIDLYD

9I¥09IT0I6TH00OWINNHO0OYT @ 300 0LV ELOI I $93YRIHIOY SOWYHIOVY ¢ o 5993 LYEYSI 893V 93 0MND 02
Qm ﬁou«oﬁuuQUouaaﬁo uci&éeo«u (o 13533 292 u auuciuwuo o wuedt uu@uo¢ w01 699% 3032 lva £z7
ogE oeiz _N oez

Y LYWW LOOOLOWLOIWOLOOD LODIWLD - - - - = - - - - - = c et s e e s e s essssss e

<¢_ oﬂé I o 4 e 8 o e R e T o e T TR S B e S S R R e e e e T e !
wa ud DIV .m:wu 932 I JEB O LYY Y Y YW LLLIYYYIIBIEVIOBLYYELO0BEB Lo v Lo LB LVBOBLv LB LB L LY oFo0Bo@Evo L LELIOwYYEBLD 2L
ozz oz sl o8t 0Lk oal osi el ol ozl

¥ axauuy

SNSUBSUOT)

BOZ-L/A TEI0H FOMVSE BIFO-THOT
EEZI-LASL L DIEGEEEDIEN0EEEL LEp|1E
Snsuasuol

B0 T80 L IS8 TBI-FOTL0E
EGII-HALEL LD GEEEBIENOCEGL LESIIS
NSURSUO

BOZ-LA FE 90H L OV ABE T BIFOTEOT
BGIILAE L DEEGEEEETOBEEL LEHI1E

oled

VI



¥/ T3/883 saouanbas :seq np asuanbasg
Z2'ST6000 DN :2ousnbag aoualalay I9DN 82uUald}al 8p aduanbas :1ney np asuanbag

DVYOLLVIIDLASOVWOIILIVIVYVOILDLLO9IIDLYVYOIIVIVLILOIOLYYILOISILLOILYYYELID

m_wu_......_ ....__.._........__......_...... 0_(. .ou”.od_.@uu (guﬁéeuuuﬂeuadu (uaﬁutntﬂ(.(ouwew;
it uu.&.u._.nu...__ﬁ.d.u U.@...OO@...U«..#—,LOOD«.OQQOQQ Gﬁbﬂ._. 2B VE IO b B (R B e | YVeD B._UM..HU (¢Hﬂ‘ﬂ (UOO.”OU 0.0. WNOID v
! 0 " [

Ot (> ozb oL oot oae oag oLe opE
AVOIVOOITVI0ILDOOLIVVEOOOVWILOOLIYOLLGDLIGIDLVLILIOIIVLILITILILLIEGIIVYIOIDOLVOLIADILOOLVYOIOVYOLYLLOLIIOD “VIVOIDOIVWIDIILYD

ort BY 9000090909900 0MVYOOH OIS COWIOTD S0 DITYVIOT OO WOU OV OLY T390 L VEVSI000VIIIWV 0
£EE L¥9I¥ 9993939099000 0¥y e00ovaloolvelleolooan 933 999¥¥ 39398 ¢¢ ¥920¥Wo 0139936wv00999v0930Lv3a €22
oEE 0zt e 00E 042 : :

AW LYYW LI D0DILIVIDIWELO9ILOITIVLD

Lo 0 e Gt oo b L R I I I R I R I R Rl
22z AV Y VLo ool avEe v oL 630 000 @uuuﬁau:&cc«d:._.maén_ueu@«un_a;«eruue@ohu««fu.ﬂap«bu&h.:aho:.u_ua_uu@ua«uCfuuﬂ«&fu ek
0zz oz 00Z o8k 0z 0Lk 0@} o5k ol gk ozk

¥ axauuy

FRFUSFUOT
O GEIH L INSBe BIPOTI0C
EGEI-LAEL LD EGEEEDIE N0EEGL L Ep| S

SRUSTUOT
BOZ-1/ PR A0H T DU SRS BIPOTIOS
ERIT-LAEL LD EGEEEDIE OOEEGS L 6RI1E

ERSUBIUDT

BOT-4/t GEOOH L DY ISR BT POTLOT
ERZTLAELIDIEBEEEDIE O0EERL LER1IE

oled

VII



anbnuapl 82uanbas aun Juo SBYINOS XN3p SO €
/T 1P 88 Sayonos sap DJed saouanbas sap siuswaubi)y

o R R Y e B B T R A M N R B R R B B M R e R e )

| SnEuasung

............................................ 207447 e
(%4 WEYELLY LB LOBVEIIL Ly Ly ywBILBL1B8000 LYWEIOY IV 8L 1TI0ANER00 DM L TBIPOTIOL
B0z YOYOLLYLIOLIBYEIILLYLIYYYOILOLLIO9D 0D LWYRIIYIY 00L  S0ZbA HEG0H LOMYLEE BIPOTI0]

............................................ BAT-L A b )
1 | |
082 082 052 02
119091¥¥29909011901¥¥¥0101v00¥99108390999010%¥9099%01901Yo1199109000¥11900¥1101011910%¥I90991¥01101091Y0I9¥YoLY]

SnsUasu0]

91IWFI0I 9L oLId HOloHy o £l L0Z-pTaedR
92I%YIL020LYoL0d WO oW D ﬁ mm_ FITLA MR 00 VO SR L TRE-P0THOE

222%

0T -mmmm e LYY 9l 11l¥alyadddalaldoodllvyao0aylloolyollaalladl
Leb Llede .q.qn_w_w_u@n_-m_u WYY OO ILY oIV 9000908094000 0WY 4000 ILd0LYHLLo000400

232%
MR Y Y R R Falawa BOZ-LA HEBOH L DMV SRR BE-POTHOZ
92I%YIL020LYoL0d 4¢um_.4.q® _;_‘ G I-hEIHY SR

Gl L1alal¥¥laalal FEHOIILYalY¥aadl91919990ldWaaaayIlaolyallaalladl

232%

[T e B b v WYY OO ILY oIV 9000908094000 0WY 4000 ILd0LYHLLo000400 232%
I 1 I 1 I 1 I 1 I 1

0ZZ 1] 4 ooz 06l osl 0Lk 0al 05k Ol 0ek

Lal3392191I¥ad o0l IolllyldviyeyyloooldylolvalodllaldldWlodddoal Wy lLIVWYI2929% 109l yyallloaaldvyalllalyalalyle- - -

SREUEEUD S
AT P e o B e o b S R R B B e T e B e o B O O R R L R R B B L e e R R R R J07-4 7 weds
2 N R R R Y I 0 B B R 0 B RS B 0 B e B T T boZIAGES0D T OMY SR L T RIPOTLOZ
e N B T B I B B B B B e B 0 e k B4 GE DM FOMYDBE BI-0-THE
L R B B R Y - 0 B B R B L B B - R B R M ) on_uu@@u-iqqﬁﬂd._._.._.dﬁﬁun_ou@ﬁuuw._.qd@._.uu@@@._.uiq@._.u._.o._.d@u@._.{_.@@. b B I-EAOEY R

okl ook 05 08 oe o 05 it Il 0z ok

¥ axauuy

VIII



ENEUaEu0])
88,U 1]02°3 : Jued aul9
bz BoRL1vIvolLo BB VL0V BRI L YBBIBO L D01 08) 221/ 0€L007) TRl BE02L0
Wz | D BEEER Rl HEaT et
082 052 02 067
...... YYYYI00LYLILIO0LLI9YII0VOLILYOIVAIOVIVOLITIVEILYLO00LVO0OVLIS0ILLLIYVIVOIVIOLAYYOOVIAIOLI00L00L0vVaIVadaLLILILeY

nEusuG g
581 v 1810 1 MYV VaSs SUDLTSYIIEY IS TOVIY a0dlvaTovIoea PR EDH BV R b ua SN SOV OIISNOEY L 270 98 L007) THYHIR BIP0TIOL
0z -+ -+ WY OORVIEROD umqmgqo guqouﬁ_u{ u 0004¥000¥1097 ouﬁ_ quqpou _m.__igguu JLILOV bt $EEeH b CER

.“_m.m D__N .“_m_, E__. c_u_. am__

YOOl 0V IVY L LDDIVONY L OOVYYOLIVIDOLIVILVODOOVI LV INYOI DD IWOIDIDIOOWIOW - 0091 - -~ - -rrrmmmmmmmmmmmsmm s mm s s e e

| - o

2. ¥990BITNIY _.._..._ Eq 50¥YYOLIVID L R R D L L b HZATE00 ) FveE8 BH0TI00
£ Y8 ...a&n_._q 35& __<..ﬂ_3 éug_& JULERE __m..u._auﬁb...&n@ﬁ% 3 LY EBI80Y 15221 0vBLEBvYER.L 811201181 08vE00Y | $ET-H A kg
|

0 __ _”_w E. ﬁ 174 _u_u

JJ4ed

¥ axauuy

IX



#/T,U1102°3 : Jued 9UlD

EREUIEUOT)
2 IB00001y VIS L1 0810080881880 L1vELI380IvELIYIBELYYLLI100V1L0LvEEvYL11@vI00L10vEvBvEBI1801vv OB (67 8800 ATEL0D T Tudpll BIPOTIOT
............................................................................................ EZIhHFEORLL
ozb oLk oov pse 03t 0ie oot ose o
EnEUasu0]

96Z J2@v 28080001 avIBLEo LY I yYYEIaY LB vB Iy I vBLIYEILL11121831vBvI1288 L 08y yEovyLl0208L1vIvaBL)1E81v 8101 0vB808LvESI8I L0011 8L SRS GE L0 | L. BIPOTLOZ
................................................................................................................. ET b edsg

_u_m“m 0zZE D_W obe ﬁ_m_.w Dm_N 0Lz 05z 05T 174 0EZ
Tt lYYYYIOQLYLLODLLIIOVIIOVOLILYOOYOIOWIVOLIDLIVAILIVIOOILYODOWLDDILLIVIVOIVIDLOYYDOWIDIDLIODLIDLOWYOINOIILLILILOVYD

ERFUIFUC]

T Wl (CL R T JHVIIOV VOOV INONIY owu 535 GYYaaYIoY S u;... SV OIVOTT S 1L S80-1 A TE 00T Sk b BIMOTI0T
£z WYY OO0 m.u 30W3T .v«..o 2IY¥oD 2..3, u 2 W O30 euc_u WY OOYIDT SYN AN SWYE pil SIT- LA TETR L
ez 01z oct o5t ogl
DOLOIVIVYL LI LYWV LoV YV S L AVId0 LY ILvadodv I Iy LYY OI9 Ly alod0000ud0W -000L 0 - s et

| . o

0f B uu«odﬂmuumﬂoxﬁ SR _q,una_ ¢u_wa&_u ﬂm“doupn NN - DO - - - c v v ccccctccciteercrcscccssiitenes s b BEEATE LS00 FahL L BIPOTIOT
¥

[ - Oy gd.d._{b .W @Q(ﬂ S350 ﬁﬂ@.ﬂ&ﬂﬂ&(ﬂ.@ﬁﬁu Hﬂ@@ﬁ.ﬂ@ﬁuﬁuuh.uﬁ@wﬁ.ﬂ.qﬁ@&._.ﬁh._.uu._.._.ﬁhuéeqﬂuuﬁh._._ ERELTECR |

i
._u_L. Dm _uh _uv _um 0z _u—

JJ4ed

¥ axauuy



anbnuapl 8suanbas aun JUO SBYONOS XNap SO| &
/T 1@ 88 Sayonos sap Jued sasuanbas sap sjuswaubi)y

ENSUFIUO]

sw o ow o omowomorowomowomowowowoaomowomowomowowomowomorwomowomwoaowoamowomorowowowomowowowaowowowowowowowomowoworwomwoawoawoamowoarowowowmwaoaaawoawoawoaawowwow SIT-L/AETH] L
T T T T T T T T T T T T T T T T T SR PIILAGE LO0 T TR RE RIPOZIOL
BBE 822201 vvIBRL Lo81 0B8R LIBHI L LIvELI080LYBivIESLlvYlll00v i ldlvESv Yl llBvo00LlovEvEvERI 1B LYY I8 62 8364 OF 007 Suvdbd b BIH0TI0T

| ] 1

o2k oib oob nee 08¢ 028 0ge 08¢ owE
---rrrrr......---rrrr......---rrrr......---rrrrr......---rrrrrQOQFFqquOFUPOOF«QhUFuq00DOFdoODOOHUUFqF

sa s s asa s oas o T sa s aaaaas s s s Ea s asasEasEaassaas e T B T T TR A T s s s s SITLMIBOES L

BZZ crcsssssssssmscse s ¥IOBLLIVIVIBLILEEIVELILOVESIBLVEEIBILIOLY L 681 pIZUANELO0 | S8 82 H02H0Z
962 J0@WIBIBI0LLIVIBLBILYIVYYEIIVLIIBLIYBIOVIVELYEILLL101801vEYILIB81 0By vBIVY1220811¥IVIBLIL1B8IVELI10VO8I8LIVE8IBILIILY L b8l BBE4AYELOD I St B2 H0THOZ
................................................................................................................. FEZ-b AEChE

) 1 ] 1 1 I 1 1 i 1 1

=3 0ZE o 00€ 087 082 04z ez 052 0pZ ez

DLILIVVYVIOOIVILISILLI9VIDOVOLILVOIVOIOVIVOLIDIVOIIVIOOILVOIOVISOILLIVIVOIVISLOVYOOVIDID1D99109019WVOIVOIDLLDLILOVYD

Snsuasuoy
£ez DOVITOVORIPYODNOT VIV ﬁ_ 8 a LEREAF CLRET SY¥Y¥99Y 39390 59TIWOV YOIV SIIBIIWALOVY S o1t sZZ-LHE
£3L §10 5..33 BELE 93y 999¥ L9901 oYY 00YI9291399 SWw o0 o0l AL IL oYY | £ pIZAYEL00 ) THYAERBIPOTIOL
£81 w._.n_ ¢.4.¢¢&¢¢ JOYITHY LR Bl @Qa OYYDHOYI0D 399 3 6(.50.&%0&.& JLOYHD L 83 LATEL00 L THVSEL L BIHOTIOL
\Zz 45&«3 I9¥ I3V «eu;oe«uq 3 ¥ 3 ?\:v opo SYYHOYI009000010000WYOIVOIDLLINILOYY S 211 LZZ-bT AeThg

oNN _uo.m .n_ Qm.v ov__ﬁ om_r n_m.e
99LIIVIVYLLIILYOVY LI 9OYWYVYOLIVIIOLYILYD2I99VILVIYYOI9ILY92I92I9399VIOYVIIOLILYS9I99VIDITLIVOLOOYYOOLDL1IILLD21I9VHIIY -

SNSUBsU0]
£l BOlIIYIVY voNvEoOY VY olsvIDoEvIEvoToovd WOIOILYOITISIDOVIOY vV IT 3«»33333Ee;oqéﬁfS”_:Euaqauu(iF BTV FETHL
0L © v A Ao b o el o B A e o e o a1 1 (I R R R R R I PIELAYEL00TE THY SRR BIPOTIOL
0 PHEIIVIVV IR0 LY O¥VEOOVN YOIV DI 0BV IRV 00 90V I BV VYOI 00NV 00000000WaOF - QAOMG - - - - -« - - - c - v r s e e L BBELAGEL00T TN BEHOTIOL
1 99133vavvILLad <o¢ oo<¢< I¥229 u ¥9I90Ya %9203 3333«3«43. E«aoueoquguZ«f&«q@fni3595332,. b P2z wechs

i
ol 05 ot o0& oz ok

JJed

¥ axauuy

Xl



Annexe 5

Annexe 5 :Phénotypes de la métallo-antibiorésistance
de la collection de souches H.coli aviaires

TABLEAUX | : METALOTYPES - ANTIBIOTYPES

Souche Métallotype Nombre Antibiotype Nombre
de d’ATB
métaux

E3 Hg Zn Cr 3 AMX, AMP, AMC, TIC, CZ, K, TE, SXT, NA, PA, CIP, 12
OFX

E5 Hg Ag Zn 3 AMX, AMP, TIC, CZ, NA 5

E6 Ag Zn 2 AMX, AMP, TIC, SXT, NA 5

ES8 Zn Pb 2 AMX, AMP, TIC, CZ, TE, SXT, NARA, CIP, OFXPF 11

E10 Zn Pb 2 AMX, AMP, AMC, TIC, CZ, NA, PA, CIP, OFX, PF 10

E11 Zn Pb 2 AMX, AMP, TIC, ATM, CZ, CTX, CAZ, CFM, KTE, 16
SXT, NA, PA, CIP, OFX, PF

E13 Zn Pb Cr 3 AMX, AMP, TIC, K, NA, PA, CIP, OFX, PF 9

E14 Hg Ag Zn Pb Cr 5 AMX, AMP, TIC 3

E15 Zn Pb Cr 3 AMX, AMP, AMC, TIC,NA, PA, CIP, OFXPF 9

E16 Zn Pb 2 AMX, AMP, TIC, ATM, CTX, CAZ, CPO, CFM, SXT 10
NA

E18 Cd Zn Pb 3 AMX, AMP, TIC CZ TE, SXT,NA, PA, CIP,OFX, PF 11

E20 Zn Pb Cr 3 AMX, AMP, TIC, NA 4

E21 Cd Zn Pb 3 AMX, AMP, TIC, CZ, NA, PA 6

E22 Zn Pb Cr 3 - 0

E23 Zn Pb Cr 3 NA 1

E24 Zn Pb Cr 3 AMX, AMP, TIC, ATM, CZ, CTX, CAZ, CPO, SXT, NA, 11
PA

E25 Cd Zn Pb 3 NA, PA 2

E26 Zn 1 AMX, AMP, AMC, TIC, ATM, CTX, CAZ, CFM, TE, 12
SXT, NA, PA

E29 Ag Zn 2 AMX, AMP, AMC, TIC, NA, PA, CIP ,OFX PF 9

E30 Zn 1 AMX, TIC, CZ 3

E31 Ag 1 NA, PA 2

E33 Ag 1 AMX, AMP, AMC, TIC, SXT, NA, PA 7
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TABLEAUX | (suite) : METALOTYPES - ANTIBIOTYPES

Souche Métallotype Nombre Antibiotype Nombre
de d’ATB
métaux
E34 Zn 1 AMX, AMP, TIC, SXT 4
E38 Zn Cr 2 AMX, AMP, TIC, K, NA, PA, CIP, OFX 8
E39 Zn Cr 2 AMX, AMP, TIC, NA 4
E41 Zn Cr 2 K, TE, NA 3
E42 Zn Cr 2 AMX, AMP, TIC, ATM, CZ, CTX, CAZ, CFMSXT, 13
NA, CIP, OFX, PF
E43 Zn Pb Cr 3 K, NA, PA 3
E44 Zn Pb Cr 3 AMX, AMP, AMC, TIC, CZ, K, TE, SXT,A OFX 10
E45 Zn Pb Cr 3 AMP, TIC, CZ, NA 4
E46 Zn Cr 2 _ 0
E48 Zn Pb 2 AMX, AMP, TIC, ATM, CZ, CTX, CAZ, CFM, K, E, 16
SXT, NA, PA, CIP, OFX, PF
E50 Zn Pb 2 AMX, AMP AMC, TIC, SXT, NA PA, CIP, OFX, PF 10
E51 Hg Ag Zn Pb Cr 5 AMX, AMP, TIC, CZ, NA 5
E52 Zn 1 _ 0
E53 Zn Pb 2 TE, NA 2
E54 Ag ZnPb 3 AMX, AMP, AMC, TIC 4
E57 Hg Ag 2 _ 0
E59 Hg Ag Zn Pb Cr 5 AMX 1
E61 Zn Pb 2 _ 0
E63 Cd zn Pb 3 AMX, AMP, TIC, ATM, CZ, CTX, CAZ, CFM, K, TE| 16
SXT, NA, PA, CIP, OFX, PF
E65 Zn Pb 2 AMX, AMP, TIC, ATM, CZ, CTX, CAZ, CFM, K, TE, 16
SXT, NA, PA, CIP, OFX, PF
E66 Zn Pb Cr 3 AMX, AMP, TIC, SXT 4
E67 Pb 1 _ 0
E69 Zn Pb 2 AMX, AMP, TIC, ATM, CZ, CTX, CAZ, CFM, K, TE| 16

SXT, NA, PA, CIP, OFX, PF




Annexe 5

TABLEAUX | (suite) : METALOTYPES - ANTIBIOTYPES

Souche Métallotype Nombre Antibiotype Nombre
de d’ATB
métaux
E73 Zn Pb Cr 3 SXT 1
E74 Zn Pb 2 AMX, AMP, TIC, ATM, CZ, CTX, CAZ, CFM, K, TE, 16
SXT, NA, PA, CIP, OFX, PF
E75 Zn 1 AMX, AMP, TIC 3
E76 Zn 1 AMX, AMP, TIC, ATM, CZ, FOX, CTX, CAZ, CFM, K| 17
TE, SXT, NA, PA, CIP, OFX, PF
E82 Zn 1 AMX, AMP, AMC, TIC, CZ 4
E83 Hg Ag Zn 3 SXT 1
E84 Zn 1 AMX, AMP, TIC, TE, NA, PA 6
E86 Hg Ag Zn Pb 4 AMX, AMP, AMC, TIC, TE 5
E87 Ag Pb 2 _ 0
E88 Zn Pb 2 AMX, AMP, TIC, ATM, CZ, CTX, CAZ, CFM, KTE, 16
SXT, NA, PA, CIP, OFX, PF
E90 Zn Pb 2 AMX, AMP, TIC, NA 4
E92 Pb 1 AMX, AMP, TIC, ATM, CZ, CTX, CAZ, CFM, NA, PA| 13
CIP, OFX, PF
E93 Zn Pb 2 AMX, AMP, TIC, CZ, SXT 5
E95 Hg Ag Zn Pb 4 _ 0
E100 Zn Pb 2 AMX, AMP, AMC, TIC, CL, SXT 6
E107 Zn Pb 2 SXT, NA, PA 3
E109 Cd 1 AMX, AMP, TIC, SXT, NA, PA, OFX 7
E114 Zn Pb 2 _ 0
E115 Zn 1 AMP, TIC, SXT 3
E117 Zn 1 _ 0
E124 Zn Pb Cr 3 K, NA, PA 3
E125 Zn Pb 2 _ 0
E129 Hg Ag Zn 3 AMX, AMP, AMC, TIC, K, SXT, NA, PA, Ok 9
E139 Zn Pb 2 NA, PA 2
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TABLEAUX | (suite) : METALOTYPES - ANTIBIOTYPES

Souche Métallotype Nombre Antibiotype Nombre
de d’ATB
métaux
E149 Zn 1 AMX, AMP, TIC, K, SXT, NA, PA, OFX 8
E158 Zn 1 AMX, AMP, TIC, K, SXT, NA, PA, OFX 8
E159 Zn 1 AMX, AMP,TIC, SXT, NA, OFX 6
E164 Cd zn Cr 3 AMX AMP, TIC, ATM, CZ, CTX, CAZ, CPO, CFM, 11
SXT, NA
E165 Cd Zn Pb Cr 4 AMX, AMP, TIC, TE, NA, PA, CIP, OFX, PF 9
E166 Zn Pb 2 AMX, AMP, AMC, TIC, CZ, K, TE, SXT, NA, PA, OFX 11
E167 Zn Pb Cr 3 AMX, AMC, AMP, TIC, TE, NA 6
E168 ZnCr 1 AMX, AMP, AMC, TIC, TE, NA 6
E169 Cd zn Pb 3 AMX, AMP, TIC, CZ, TE, SXT, NA, PA, CIP, OFX 10
E170 Zn Pb Cr 3 AMX, AMP, TIC, SXT, NA S)
E171 Ag Zn Cr 3 AMX, AMP, AMC, TIC, CZ TE 6
E173 Zn Pb Cr 3 AMX, AMP, TIC, ATM, CZ, CTX, CAZ, CFM, K, TE| 16
SXT, NA, PA, CIP, OFX, PF
E174 Zn Pb Cr 3 AMX, AMP, TIC, ATM, CZ, CTX, CAZ, CPO, CFM, K, 17
TE, SXT, NA, PA, CIP, OFX, PF
E175 Zn Pb Cr 3 AMX, AMP, TIC, TE, SXT 5
E176 Zn Pb Cr 3 AMX, AMP, TIC, TE, SXT, NA, PA 7
E177 Cd zn Pb 3 AMX, AMC, AMP, TIC, CZ, K, NA, PA, CIP, OFX 10
E179 Zn Pb 2 TE 1
E183 Zn Pb 2 AMX, AMP, AMC, TIC, CZ 5
E184 Zn Pb Cr 3 AMX, AMP, AMC, TIC, CZ, TE, SXT, NA, PA, CIP, OK, 12

PF




Annexe 5

TABLEAUX | (suite) : METALOTYPES - ANTIBIOTYPES

Souche Métallotype Nombre Antibiotype Nombre
de d’ATB
métaux
E185 Cd zn Pb 3 _ 0
E186 Zn Pb 2 AMX, AMP, TIC, TE, SXT, NA, PA,CIP, OFX, PF 10
E187 Cd zn Cr 3 _ 0
E188 Zn Pb 2 AMX, AMP AMC, TIC, CZ,SXT, NA, PA, CIB OFX, PF 11
E190 Zn Pb Cr 3 AMX, AMP, TIC, ATM, CZ, CTX, CAZ, CFM, K, TE| 16
SXT, NA, PA, CIP, OFX, PF
E191 Zn Cr 2 _ 0
E195 Zn Cr 2 AMX, AMP, TIC 3
E197 Zn Pb Cr 3 AMX, AMP, TIC, K, SXT, NA, PA 7
E201 Zn Pb Cr 3 AMX, AMP, TIC, ATM, CZ, CTX, CAZ, CFM, K, TE| 16
SXT, NA, PA, CIP, OFX, PF
E204 Cd zn Pb 3 _ 0
E206 Cd Zn Pb Cr 4 AMX, AMP, TIC 3
E210 Cr 1 AMX, AMP , TIC, CZ, SXT,NA, PA, CIP, OFX, PF 10
E211 Zn Cr 2 AMX, AMP , AMC, TIC, SXT 5
E212 Zn 1 AMX, AMP, AMC, TIC, SXT, NA, PA, CIP, OFX, PF 10
E213 Zn Cr 2 AMX, AMP, TIC, SXT, NA, PA, CIP, OFX, PR 9
E214 Zn Pb Cr 3 TE, SXT 2
E215 Cd Zn Pb Cr 4 SXT 1
E216 Zn Pb 2 AMX, AMP, TIC, TE, NA, PA 6
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TABLEAUX | (suite) : METALOTYPES - ANTIBIOTYPES

Souche Métallotype Nombre Antibiotype Nombre
de d’ATB
meétaux
E217 Zn 1 AMX, AMP, AMC, TIC, CZ, SXT, NA, PA 8
E224 Hg Ag Zn Pb Cr 5 TE, SXT 2
E225 Ag Zn Pb Cr 4 _ 0
E226 Pb 1 TE, SXT, NA, PA, CIP, OFX, PF 7
E227 Ag Zn Cr 3 AMX, AMP, AMC, TIC, SXT, NA, PA, CIP, OFX, PF 10
E228 | Ag 1 _ 0
E229 Zn Cr 2 _ 0
E232 Zn Pb Cr 3 AMX, AMP, TIC, SXT 4
E233 Zn Pb Cr 3 AMX, AMP, TIC 3
E234 Pb Cr 2 AMX, AMP, TIC, SXT, NA, PA, CIP, OFX, PF 9
E235 Cr 1 _ 0
E236 Cr 1 AMX, AMC, TIC, CZ, K, SXT, NA, PA 8
E237 Zn 1 AMX, AMP, AMC, TIC, CZ, SXT, NA 7
E238 Zn Pb 2 AMX, TIC, K, TE, SXT,NA, PA 7
E239 Zn Pb 2 AMX, AMP, TIC,CZ 4
E240 Zn Pb 2 AMX, AMP, AMC, TIC, CZ, SXT, NA, PA, CIP, Ok 11
E241 Ag Zn Pb Cr 4 FA)\FMX AMP, AMC, TIC, CZ, SXT, NA, PA, CIP, OFX 10
E243 Zn 1 ZE/IX AMP, AMC, TIC, K, SXT, NA, PA, CIP, OFXPF 11
E246 Zn Cr 2 _ 0
E247 Zn Pb Cr 3 AMX, AMP, TIC, SXT, NA, PA, CIP, OFX, PF 9
E248 Hg Ag Zn Pb Cr 5 AMX, AMP, TIC 3

VI
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TABLEAUX | (suite) : METALOTYPES - ANTIBIOTYPES

Souche Métallotype Nombre Antibiotype Nombre
de d’ATB
meétaux
E249 Zn Pb Cr 3 AMX, AMP, TIC, K, SXT, NA, PA 7
E250 | Zn 1 _ 0
E251 Zn Pb 2 NA 1
E252 Zn Cr 2 AMX, AMP, TIC, SXT,NA, PA 6
E254 Cd Hg Zn Pb Cr 5 AMX, AMP, TIC, SXT 4
E255 Zn Pb Cr 3 AMX, AMP, TIC, SXT 4
E258 Ag Zn Pb Cr 4 _ 0
E261 Zn 1 TE 1
E262 Zn Pb Cr 3 AMX, AMP, AMC, TIC, TE, SXT, NA, PA, CIP, OFXRF 11
E263 Zn Pb Cr 3 _ 0
E264 | AgZnCr 3 _ 0
E265 Ag Zn Pb 3 AMX, AMP, AMC, TIC, TE, SXT,NA 7
E266 Zn Pb Cr 3 _ 0
E268 | Cr 1 ~ 0
E269 Cd zZn Pb Cr 4 AMX, AMP, AMC, TIC, CZ, TE, SXT, NA 8
E270 Zn 1 TE 1
E271 Zn Pb Cr 3 AMX, AMP, AMC, TIC, CZ, K, TE, SXT, NA, PA 10
E274 Zn Pb 2 AMX, AMP AMC, TIC, CZ, TE, SXT NA 8
E276 | HgAgZnPb 4 _ 0
E278 Cd ZnPb 3 0

Vi
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TABLEAUX | (suite) : METALOTYPES - ANTIBIOTYPES

Souche Métallotype Nombre Antibiotype Nombre
de d’ATB
métaux
E279 Cd Zn Pb Cr 4 AMX, AMP AMC, TIC, CZ, TE, SXT NA, PA 9
E280 Cd Zn Pb Cr 4 AMX, AMP, AMC, TIC, CZ, K, TE, SXT, NA, PA, OFX, 12
PF
E281 Zn Pb Cr 3 AMX, AMP, TIC 3
E282 Zn 1 AMX, AMP, AMC, TIC, ATM, CZ, FOX, CTX, CAZ, K, 15
TE, SXT, NA, PA, OFX
E283 Ag Zn Pb Cr 4 AMX, AMP, AMC, TIC, CZ, TE, SXT, NA 8
E284 Ag Zn Pb Cr 4 AMX, AMP,TIC, TE, SXT, NA 6
E285 Zn Pb 2 AMX, AMP, AMC, TIC, CZ, TE, NA 7
E287 Zn Pb 2 K, GEN 2
E292 Zn Pb Cr 3 AMX, AMP, AMC, TIC, CZ, GEN, TE, NA 8
E299 Zn Pb Cr 3 AMX, AMP, TIC, CZ, TE 5
E300 Zn Pb Cr 3 _ 0
E301 Zn Pb Cr 3 AMX, AMP, AMC, TIC, TE, SXT, NA, PA, OFX, PF 10
E302 Zn Pb Cr 3 AMX, AMP, AMC, TIC, CZ, SXT, NA 7
E304 Zn Pb 2 AMX, AMP, TIC, SXT, NA, PA, CIP, OFX, PF 9
E312 Zn Pb Cr 3 AMX, AMP, AMC, TIC, CZ, TE, SXT, NA, PA, CIP 12
OFX, PF
E317 Zn Pb Cr 3 AMX, AMP, TIC 3
E319 Hg Ag Zn Pb Cr 5 K, NA, PA 3
E320 Zn Pb Cr 5 AMX, AMP, TIC, CZ, TE, NA, PA, CIP, OFX, PF 10
E321 Zn Pb Cr 5 AMX, AMP, TIC, SXT, NA, PA, OFX 7
E322 Zn Pb Cr 5 AMX, AMP, TIC, SXT, NA, PA, OFX 7

VIII
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TABLEAUX | (suite) : METALOTYPES - ANTIBIOTYPES

Souche Métallotype Nombre Antibiotype Nombre
fje d’'ATB
métaux

E328 Hg Zn Pb Cr 4 AMX, AMP, TIC, SXT, NA 5
E329 Zn Pb Cr 3 _ 0
E330 Hg Zn Pb Cr 4 AMX, AMP, AMC, TIC, CZ, TE, SXT, NA, PA, OFX 10
E332 Cd Ag Zn Pb Cr 5 AMX, AMP, AMC, TIC, CZ, TE, SXT, NA 8
E333 Ag Zn Pb Cr 4 AMX, AMP, TIC, TE, NA, PA 6
E334 Hg Ag Zn Pb Cr 5 AMX, AMP, TIC, CZ, SXT, NA, PA, CIP, OFX, PF 10
E335 Cd Pb 2 NA, PA 2
E336 Cd Pb 2 _ 0
E337 Ag Zn Pb Cr 4 AMX, AMP, TIC 3
E338 Ag Pb Cr 3 TE 1
E339 Cd Ag Zn Pb Cr 5 AMX, AMP, AMC, TIC, CZ, TE, SXT 7
E340 Zn Pb 2 NA, PA 2
E341 Ag Pb Cr 3 AMX, AMP, TIC, CZ 4
E345 Ag Zn 2 _ 0
E347 Cd Hg Ag Zn 4 _ 0
E348 Zn 1 AMX, AMP, TIC, TE 4
E349 Zn Cr 2 AMX, AMP, AMC, TIC, CZ, TE, SXT, NA 8
E352 Cd Hg Cr 3 AMX, AMP, TIC 3
E354 Pb 1 AMX, AMP, TIC 3
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Tableau Il : Profils d’antibiotiques associés pammétallotype

Métallotype Nombre | Nombre Antibiotype associé Nombre Nombre Nombre
de de d'ATB de d’antibiotype
meétaux | souches souches associé
par métallotype
AMX, AMP, TIC, CZ, SXT, NA, PA, CIP, OFX, PF 10 1(334)
AMX, AMP, TIC, CZ, NA 5 1(E51)
Hg Ag Zn Pb Cr S 7 AMX, AMP, TIC 3 2 (E14, E 248) 6
K, NA, PA 3 1 (E319)
TE SXT 2 1 (E224)
AMX 1 1(E59)
AMX, AMP, AMC, TIC, CZ, TE, SXT, NA 8 1(E332)
Cd Ag Zn Pb Cr 5 2 2
AMX, AMP, AMC, TIC, CZ, TE, SXT 7 1(E339)
Cd Hg Zn Pb Cr 5 1 AMX, AMP, TIC, SXT 4 1 (E254) 1
Ag Zn Pb Cr 4 7 AMX, AMP, AMC, TIC, CZ, SXT, NA, PA, CIP, EX, PF 10 1 (E241) 6
AMX, AMP, AMC, TIC, CZ, TE, SXT, NA 8 1 (E283)
AMX, AMP,TIC, TE, SXT, NA 6 1 (E284)
AMX, AMP, TIC, TE, NA, PA 6 1(E333)
AMX, AMP, TIC 3 1 (E337)
- 0 2 (E225, E258)
4 6 AMX, AMP, AMC, TIC, CZ, K, TE, SXT, NA, PA, &X, PF 12 1 (E280) 6
AMX, AMP, TIC, TE, NA, PA, CIP, OFX, PF 9 1 (E165)
Cd Zn Pb Cr AMX , AMP AMC, TIC, CZ, TE, SXT NA, PA 9 1 (E279)
AMX, AMP, AMC, TIC, CZ, TE, SXT, NA 8 1 (E269)
AMX, AMP, TIC 3 1 (E206)
SXT 1 1 (E215)
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Tableau Il (Suite) : Profils d’antibiotiques assocés par métallotype

Métallotype Nombre | Nombre Antibiotype associé Nombre Nombre Nombre
de de d’ATB de d’antibiotype
métaux | souches souche associé par
métallotype
AMX, AMP, TIC, TE, SXT, NA, PA 7 1 (E276)
Hg Ag Zn Pb 4 3 3
AMX, AMP, AMC, TIC, TE 5 1 (E86)
- 1 (E95)
Hg Zn Pb Cr 4 2 AMX, AMP, AMC, TIC, CZ, TE, SXT, NA, PA, OFX a 1 (E330)
2
AMX, AMP, TIC, SXT, NA 5 1 (E328)
Cd Hg Ag Zn 4 1 - 0 1 (E347) 1
Zn Pb Cr 3 44 AMX, AMP, TIC, ATM, CZ, CTX, CAZ, CPO, CFM, K, TE, 17 1(E174) 35
SXT, NA, PA, CIP, OFX, PF
AMX, AMP, TIC, ATM, CZ, CTX, CAZ, CFM, K, TE, SXT, 16 3(E173, E190, E201)
NA, PA, CIP, OFX, PF
AMX, AMP, AMC, TIC, CZ, TE, SXT, NA, PA, CIP, OFXPF 12 2 (E184, E312)
AMX, AMP, TIC, ATM, CZ, CTX, CAZ, CPO, SXT, NA, R 11 1 (E24)
AMX, AMP, AMC, TIC, TE, SXT, NA, PA, CIP, OFX, PF 11 1 (E262)
AMX, AMP, AMC, TIC, CZ, K, TE, SXT, NA, OFX 10 1 (E44)
AMX, AMP, AMC, TIC, CZ, K, TE, SXT, NA, PA 10 1(E271)
AMX, AMP, AMC, TIC, TE, SXT, NA, PA, OFX, PF 10 1 (E301)
AMX, AMP, TIC, CZ, TE, NA, PA, CIP, OFX, PF 10 1 (E320)
AMX, AMP, AMC, TIC,NA, PA, CIP, OFXPF 9 1 (E15)
AMX, AMP, TIC, K, NA, PA, CIP, OFX, PF 9 1 (E13)
AMX, AMP, TIC, SXT, NA, PA, CIP, OFX, PF 9 1 (E247)
AMX, AMP, AMC, TIC, CZ, GEN, TE, NA 8 1 (E292)
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Tableau Il (Suite) : Profils d’antibiotiques assocés par métallotype

Métallotype Nombre | Nombre Antibiotype associé Nombre Nombre Nombre
de de d’ATB de d’antibiotyp
meétaux | souches souche e associé par
métallotype
Zn Pb Cr 3 44 AMX, AMP, TIC, K, SXT, NA, PA 7 2 (E197, E249) 35
AMX, AMP, TIC, TE, SXT, NA, PA 7 1(E176)
AMX, AMP, AMC, TIC, CZ, SXT, NA 7 1 (E302)
AMX, AMP, TIC, SXT, NA, PA, OFX 7 1(E321)
AMX, AMP, TIC, SXT, NA, PA, OFX 7 1 (E322)
AMX, AMP, TIC, CZ, NA, PA 6 1(E22)
AMX, AMC, AMP, TIC, TE, NA 6 1 (E167)
AMX, AMP, TIC, CZ, TE 5 1 (E299)
AMX, AMP, TIC, SXT, NA 5 1 (E170)
AMX, AMP, TIC, TE, SXT 5 1 (E175)
AMX, AMP, TIC, NA 4 1 (E20)
AMP, TIC, CZ, NA 4 1 (E45)
AMX, AMP, TIC, SXT 4 2 (E255, E66)
AMX, AMP, TIC, SXT 4 1 (E232)
K, NA, PA 3 2 (E43, E124)
AMX, AMP, TIC 3 3(E233, E281, E317)
TE, SXT 2 1(E214)
NA 1 1 (E23)
SXT 1 1(E73)
0 4 (E263, E266, E300,

E329)
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Tableau (Suite) : Profils d’antibiotiques associégpar métallotype

Métallotype Nombre | Nombre Nombre Nombre Nombre
de de Antibiotype associé d’ATB de d’antibiotype
métaux | souches souche associé par
métallotype
CdZn Pb 3 9 AMX, AMP, TIC, ATM, CZ, CTX, CAZ, CFM, K, TESXT, 16 1(E63) 6
NA, PA, CIP, OFX, PF
AMX, AMP, TIC CZ TE, SXT,NA, PA, CIP,OFX, PF 11 1 (E18)
AMX, AMP, TIC, CZ, TE, SXT, NA, PA, CIP, OFX 10 1(E169)
AMX, AMC, AMP, TIC, CZ, K, NA, PA, CIP, OFX 10 1 (E177)
NA, PA 2 1(E25)
_ 0 4 (E21, E185, E204,
E278)
3 3 AMX, AMP, AMC, TIC, SXT, NA, PA, CIP, OFX, PF 10 1(E227)
Ag Zn Cr AMX, AMP, AMC, TIC, CZ, TE 6 1(E171) 3
- 0 1(E264)
Ag Zn Pb 3 2 AMX, AMP, AMC, TIC, TE, SXT,NA 7 1 (E265) 2
AMX, AMP, AMC, TIC 4 1(E54)
3 3 AMX, AMP, AMC, TIC, K, SXT, NA, PA, OFX 9 1(E129)
Hg Ag Zn AMX, AMP, TIC, CZ, NA 5 1(E5) 3
SXT 1 1(E83)
3 2 AMX, AMP, TIC, CZ 4 1 (E341) 2
Ag Pb Cr
g TE 1 1 (E338)
AMX, AMP, AMC, TIC 4 1 (E54)
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Tableau Il (Suite) : Profils d’antibiotiques assocés par métallotype

Métallotype Nombre | Nombre Nombre Nombre Nombre
de de Antibiotype associé d'ATB de d’antibiotype
métaux | souches souche associé par
métallotype
AMX AMP, TIC, ATM, CZ, CTX, CAZ, CPO, CFM, SXT, 11 1(E164)
Cd znCr 3 2 NA 2
- 1 (E187)
Cd Hg Cr AMX, AMP, TIC 3 1 (E352)
Hg Zn Cr 3 AMX, AMP, AMC, TIC, CZ, K, TE, SXT, NA, PA, CIPOFX 12 1(E3)
Zn Pb 2 35 AMX, AMP, TIC, ATM, CZ, CTX, CAZ, CFM, K, TESXT, NA, 16 6 (E11, E48, E65, E69
PA, CIP, OFX, PF E74, E88)
AMX, AMP, AMC, TIC, CZ, K, TE, SXT, NA, PA, OFX 11 1 (E166)
AMX, AMP, TIC, CZ, TE, SXT, NAPA, CIP, OFXPF 11 1(E8)
AMX, AMP AMC, TIC, CZ,SXT, NA, PA, CIB OFX PF 11 2 (E188, E240)
AMX, AMP, AMC, TIC, CZ, NA, PA, CIP, PF, OFX 10 1(E10)
AMX, AMP, TIC, ATM, CTX, CAZ, CPO, CFM, SXT NA 10 1(E16) 26
AMX, AMP, AMC, TIC, SXT, NA PA, CIP, OFX, PF 10 1 (E50)
AMX, AMP, TIC, TE, SXT, NA, PA, CIP, OFX, PF 10 1 (E186)
AMX, TIC, CZ, K, TE, SXT, NA, PA, CIP, OFX 10 1(E343)
AMX, AMP, TIC, SXT, NA, PA, CIP, OFX, PF 9 1 (E304)
AMX, AMP AMC, TIC, CZ, TE, SXT,NA 8 1(E274)
AMX, TIC, K, TE, SXT,NA, PA 7 1 (E238)
AMX, AMP, AMC, TIC, CZ, TE, NA 7 1 (E285)
AMX, AMP, AMC, TIC, CL, SXT 6 1(E100
AMX, AMP, TIC, TE, NA, PA 6 1(E216)
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Tableau Il (Suite) : Profils d’antibiotiques assocés par métallotype

Métallotype Nombre Nombre Nombre Nombre Nbre
de métaux de Antibiotype associé d’ATB de d’'antibiotype
souches souche associé par
métallotype
Zn Pb 2 35 AMX, AMP, TIC, CZ, SXT 5 1(E93)
AMX, AMP, AMC, TIC, CZ 5 1(E183)
AMX, AMP, TIC,CZ 4 1 (E239)
AMX, AMP, TIC, NA 4 1 (E90)
SXT, NA, PA 3 2 (E107, E114) 26
TE, NA 2 1 (E53)
NA, PA 2 2 (E139, E340)
K, GEN 2 1(E287)
TE 1 1(E179)
NA 1 1 (E251)
_ 0 2 (E61, E125)
Zn Cr 2 14 AMX, AMP, TIC, ATM, CZ, CTX, CAZ, CFM, SX]INA, CIP, 13 1(E42)
OFX, PF
AMX, AMP, TIC, SXT, NA, PA, CIP, OFX, PF 9 1(E213)
AMX, AMP, TIC, K, NA, PA, CIP, OFX 8 1 (E38)
AMX, AMP, AMC, TIC, CZ, TE, SXT, NA 8 1 (E349)
AMX, AMP, TIC, SXT,NA, PA 6 1 (E252) 11
AMX, AMP, AMC, TIC, TE, NA 6 1(E168)
AMX, AMP, AMC, TIC, SXT 5 1(E211)
AMX, AMP, TIC, NA 4 1(E39)
K, TE, NA 3 1 (E41)
AMX, AMP, TIC 3 1(E195)
_ 0 4 (E46, E191,

E229, E246)
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Tableau Il (Suite) : Profils d’antibiotiques assocés par métallotype

Métallotype Nombre | Nombre Nombre Nombre Nombre
de de Antibiotype associé d’ATB de d’antibiotype
métaux | souches souche associé par
métallotype
Ag Zn 2 3 AMX, AMP, AMC, TIC, NA, PA, CIP ,OFX PF 9 1(E29) 3
AMX, AMP, TIC, SXT, NA 5 1 (E6)
_ 0 1 (E345)
Ag Pb 2 1 _ 0 1(E87) 1
Cd Pb 2 2 |NA, PA 2 1 (E335) 1
B 0 1 (E336)
Hg Ag 2 1 _ 0 1(E57) 1
Pb Cr 2 1 AMX, AMP, TIC, SXT, NA, PA, CIP, OFX, PF 9 1(E234) 1
Zn 1 22 AMX, AMP, TIC, ATM, CZ, FOX, CTX, CAZ, CFM, KTE, 17 1(E76)
SXT, NA, PA, CIP, OFX, PF
AMX, AMP, AMC, TIC, ATM, CZ, FOX, CTX, CAZ, K, TE, 15 1 (E282)
SXT, NA, PA, OFX
AMX, AMP, AMC, TIC, ATM, CTX, CAZ, CFM, TE,SXT, 12 1 (E26) 22
NA, PA
AMX, AMP, AMC, TIC, K, SXT, NA, PA, CIP, OFX, PF 11 1 (E243)
AMX, AMP, AMC, TIC, SXT, NA, PA, CIP, OFX, PF 10 |1(E212)
AMX, AMP, TIC, SXT, NA, PA, CIP, OFX, PF 9 | 1(E250)
AMX, AMP, TIC, K, SXT, NA, PA, OFX 8 1(E149)
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Tableau Il (Suite) : Profils d’antibiotiques assocés par métallotype

Métallotype Nombre | Nombre Nombre Nombre Nombre
de métaux|  de Antibiotype associé d’ATB de d’antibiotype
souches souche associé par
métallotype
Zn 1 22 AMX, AMP, TIC, K, SXT, NA, PA OFX 8 1 (E158)
AMX, AMP, AMC, TIC, CZ, SXT, NA, PA 8 1(E217)
AMX, AMP, AMC, TIC, CZ, SXT, NA 7 1 (E237)
AMX, AMP, TIC, TE, NA, PA 6 1(E84)
AMX, AMP, TIC, SXT, NA, OFX 6 1 (E159)
AMX, AMP, TIC, SXT 4 1(E34)
AMX, AMP, AMC, TIC, CZ 4 1 (E82) 22
AMX, AMP, TIC, TE 4 1 (E348)
AMP, TIC, SXT 3 1(E115)
AMX, AMP, TIC 3 1 (E75)
AMX, TIC, CZ 3 1 (E30)
TE 1 1 (E261, E270)
_ 0 2 (E117, E250)
_ 0 1(E52)
Pb 1 4 | AMX, AMP, TIC, ATM, CZ, CTX, CAZ, CFM, NA, PA, CIP OFX, 13 1 (E92) 4
PF
AMX, AMP , TIC, CZ,SXT,NA, PA, CIP, OFX, PF 10 1(E210)
AMX, AMC, TIC, CZ, K, SXT, NA, PA 8 1 (E236)
TE, SXT, NA, PA, CIP, OFX, PF 7 1 (E226)
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Tableau Il (Suite) : Profils d’antibiotiques assocés par métallotype

Métallotype Nombre | Nombre Nombre Nombre Nombre
de métaux|  de Antibiotype associé d’ATB de d’antibiotype
souches souche associé par
métallotype
Cr 1 4 AMX, AMP, TIC 3 1 (E354) 3
3 0 1 (E67)
3 0 2 (E235, E268)
Ag 1 3 AMX, AMP, AMC, TIC, SXT, NA, PA 7 1(E33) 3
NA, PA 2 1 (E31)
B 0 1 (E228)
Cd 1 1 AMX, AMP, TIC, SXT, NA, PA, OFX 7 1(E109) 1
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Tableau Il (suite) : Profils de béta-lactamines asociés aux meétaux lourds

Profil associé Métallotype Nombre de Nombre de souches Nombre de
aux y métaux métallotypes
associé
Bétalactamines Associés
Hg Ag Zn Pb Cr 5 2 (E14, E 248) 16
Cd Hg Zn Pb Cr 5 1 (E 254)
Cd Zn Pb Cr 4 2 (E165, E206)
Hg Ag Zn Pb 4 1 (E276)
Hg Zn Pb Cr 4 1 (E328)
Zn Pb Cr 3 4 (E13,E176, E197, E249)
Hg Ag Zn 3 1(E5)
Ag Pb Cr 3 1 (E341)
AMX AMP TIC
AMX, AMP, TIC 3 1(E352)
Zn Pb 2 9 (E90, E93, E186, E195
E213, E216E239, E252,
E304)
Zn Cr 2 5(E38, E39, E195, E213,
E252)
Ag Zn 2 1(E6)
Pb Cr 2 1(E234)
Zn 1 8 (E34, E75, E84, E149,
E158 E159
E250, E348)
Pb 1 1 (E354)
Cd 1 1 (E109)

XIX
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Tableau Il (suite) : Profils de béta-lactamines asociés aux meétaux lourds

Profil associé aux Métallotype Nombre de Nombre de souches Nombre de
métaux métallotypes
Bétalactamines associé
associes
Cd Ag Zn Pb Cr 5 1 (E232, E339) 8
Cd Zn Pb Cr 4 2(E280, E269)
Hg Zn Pb Cr 4 1 (E330)
Zn Pb Cr 3 6 (E44, E184, E271,
E292 E302, E312)
AMX, AMP, AMC, TIC,CZ |Ag Zn Cr 3 1(E171)
Hg Zn Cr 3 1(E3)
Zn Pb 2 7 (E166, E183, E188,
E240, E274E 285, E349)
Zn 1 3 (E82, E217, E237)
Hg Ag Zn Pb Cr 5 1 (E51) 5
Hg Ag Zn 3 1(E5)
AMX AMP TIC CZ Ag Pb Cr 3 1 (E341)
Zn Pb 2 2 (E93, E239)
Cr 1 2 (E210, E236)

XX
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Tableau 1l (suite) : Profils de béta-lactamines asociés aux métaux lourds

Profil associé aux Métallotype Nombre de Nombre de souches Nombre de
métaux métallotypes
Bétalactamines associé
associes
Hg Ag Zn Pb 4 1 (E86) 10
Zn Pb Cr 3 4 (E15, E167, E262, E301
Ag Zn Cr 3 1(E227)
Ag Zn Pb 3 1 (E54)
Hg Ag Zn 3 1(E129)
Ag Zn Pb 3 1 (E265)
AMX AMP AMC TIC
Zn Pb 2 2 (E50, E100)
Zn Cr 2 2 (E211, E168)
Ag Zn 2 1(E29)
Zn 1 5(E26, E33, E82, E212,
E243)
AMX TIC CZ Zn Pb 2 1(E343) 2
Zn 1 1 (E30)
AMX AMP AMC CZ ND ND 1(E 104) _
AMX, AMP, TIC, [ZnPbCr 3 1(E174) 1
ATM, CZ, CTX,
CAZ, CPO, CFM

ND : non determiné

XXI
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Tableau Il (suite) : Profils de béta-lactamines asociés aux meétaux lourds

Profil associé aux Métallotype Nombre de Nombre de souches Nombre de
métaux métallotypes
Bétalactamines associé
associes

AMX, AMP, TIC, ATM, CZ, [Cd Zn Pb 3 1 (E63) 4
CTX, CAZ, CFM

Zn Pb Cr 3 4 (E42, E173, E190,

E201)
Zn Pb 2 6 (E11, E 48, E65, E69,
E74, E88)

Pb 1 1(E92)
AMX, AMP, TIC, ATM, Zn Pb Cr 3 1 (E24) 1
CzZ, CTX, CAZ, CPO
AMX, AMP, TIC, ATM, |ZnPb 2 1(E16 1
CTX, CAZ,CPO, CFM
AMX, AMP, AMC, TIC, Zn 1 1 (E26) 1
ATM, CTX, CAZ, CFM
AMX, AMP, TIC, ATM, |Cd Zn Cr 3 1(E164) 1
CTX, CFM
AMX, AMP, TIC, ATM, CZ, |Zn 1 1(E76) 1
FOX, CTX, CAZ, CFM
AMX, AMP, AMC, TIC, |Zn 1 1 (E282) 1

ATM, CZ, FOX, CTX, CAZ

XXl




Tableau IV (suite) : Profils de quinolones associésx métaux lourds

Annexe 5

Profil associé aux Métallotype Nombre de Nombre de souches Nombre de
Quinolones associé métaux métallotypes
associés
NA Hg Ag Zn Pb Cr 5 2 (E51, E328) 12
Cd Ag Zn Pb Cr 5 1 (E332)
Ag Zn Pb Cr 4 2 (E283, E284)
Cd Zn Pb Cr 4 1(E269)
Cd zn Cr 3 1(E164)
Hg Ag Zn 3 1(ES5)
Zn Pb Cr 3 7 (E20, E23E45, E167, E17(
E292, E302
Ag Zn Pb 3 1(E265)
Zn Pb 2 4 (E8, E16, E53, E90, E274)
Ag Zn 2 1 (E6)
Zn Cr 1 4 (E39, E41, E168, E349)
Zn 1 2 (E237, E251)
NA PA Hg Ag Zn Pb Cr 5 1(E319) 11
Cd Zn Pb Cr 4 1(E279)
Ag Zn Pb Cr 4 1(E333)
Cd Zn Pb 3 1 (E25)
Zn Pb Cr 3 8 (E22, E24, E43, E124, E176
E197, E249, E271)
Cd Pb 3 1(E335)
Zn Pb 2 4 (E139, E216, E238, E340)
Zn Cr 2 1(E252)

XX
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Tableau IV (suite) : Profils de quinolones assocéaux métaux lourds

Profil associé aux Métallotype | Nombre Nombre de souches Nombre de
Quinolones associé de métallotypes
métaux associés
NA PA Ag 1 2 (E31, E33) 11
Cr 1 [1(E236)
Zn 1 |2 (E84, E217)
NA OFX Zn Pb Cr 3 |1(E44) 2
Zn 1 |1(E159)
NA PA OFX Hg Ag Zn Pb Cr 5 2 (E321, E322) 6
Hg Ag Zn Cr 4 1 (E330)
Hg Ag Zn 3 [1(E129)
ZnPb 2 |1(E166)
Zn 1 |3(E149, E158, E282)
Cd 1 |1(E109)
NA PA, CIP OFX Cd zZn Pb 3 2 (E169, E177) 3
Zn Cr 2 |2(E3, E38)
Zn Pb 2 |1 (E343)
NA PA OFX PF Cd Zn Pb Cr 4 1 (E280) 2
Zn Pb Cr 3 1(E301)
NA CIP OFX PF Zn Cr 2 |1(E42) 1
NA PA, CIP OFX PF Hg Ag Zn Pb Cr 5 1(E334) 13
Ag Zn Pb Cr 4 |1(E241)
Cd ZnPb Cr 4 |1 (E165, E280)
Zn Pb Cr 3 9 (E13, E15, E173, E174, E174,
E190, E201, E247, E 262)
Cd Zn Pb 3 2 (E18, E63)
Ag Zn Cr 3 [1(E227)

XXIV
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Tableau IV (suite) : Profils de quinolones associésx métaux lourds

Profil associé aux Métallotype | Nombre Nombre de souches Nombre de
Quinolones associé de métallotypes
métaux associes
NA PA, CIP OFX PF Ag Zn 2 1 (E29) 13
Zn Pb 2 12 (E10, E48, E50, E65, E69, E74,
E76, E88, E186, E188, E240, E304)
Pb Cr 2 1 (E234)
Zn Cr 2 1 (E213)
Cr 1 1(E210)
Pb 1 2 (E92, E226)
Zn 1 2 (E212, E243)

XXV
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ANNEXE 6 Var 10 versus var 7:Khi2 = 3.3040e+01 ddl4Proba = 0.000002
Sy Var 10 versus var 8:Khi2 = 1.4110e+02 ddl4Proba = 0.000000
2 1
Test duy? d'independance o Var 10 versus var 9:Khi2 = 1.6181e+02 ddl4 Proba = 0.000000
L’hypothése nulle (variables indépendantes) est
généra|ement rejetée |0rsqmg0’05_ Var 11 versus var 1:Khi2 = 9.2018e+00 ddl4 Proba = 0.055498

Var 11 versus var 2:Khi2 = 1.0948e+01 ddl4Proba = 0.026948
Les valeurs en fond vert concernent j& des . 17 ersusvar 3Khi2 = 3.14716+01 ddl 4 Proba = 0.000005

variables résistance métaux lour@4 ( Cd, 22 : Hg, var 11 versusvar 4:Khi2 = 9.7586e+00 ddl4 Proba = 0.044144
23 :Ag, 24 :Zn,25: Pb et26 : Cr) versus résistanceVar 11 versus var 5:Khi2 = 3.0179e-01 ddI 2 Proba = 0.860710

Var 11 versus var 6:Khi2 = 2.1080e+01 ddl4 Proba = 0.000367
ATB (dans l'ordre 1 : AMX, 2: AMP, 3: AMC, 4 /) 17 versusvar 7:Khi2 = 1.51030+01 ddi4Proba = 0.004667

TIC,5: IPM, 6: CZ, 7: FOX 8:CTX, 9: CAZ, var 11 versusvar 8Khi2 = 3.6195e+01 ddl4Proba = 0.000001
10: CFM, 11: K, 12 : GEN, 13: TE, 14 : CL, 15: Var 1lversusvar 9:Khi2 = 3.6084e+01 ddl4 Proba = 0.000001
SXT. 16 : NA. 17 PA. 18 : CIP. 19 : OFX et 20 : Var 11 versus var 10:Khi2 = 4.4034e+01 ddl4Proba = 0.000000

PEF) Les valeurp <0,05 sont surlignées en jaune. var 12 versus var 1:Khi2 = 1.0051e+00 ddl 4 Proba = 0.908196
Var 12 versus var 2:Khi2 = 2.0546e+01 ddl4Proba = 0.000461
Var 12 versus var 3:Khi2 = 3.9514e+00 ddl4Proba = 0.413534
Var 2 versus var 1:Khi2 = 1.7733e+02 ddl4 Proba = 0.000000 Var 12 versusvar 4:Khi2 = 8.9590e-01 ddl 4 Proba = 0.923699
Var 12 versus var 5:Khi2 = 1.8180e-02 ddl 2 Proba = 0.991675
Var 3versusvar 1:Khi2 = 8.9190e+01 ddl4 Proba = 0.000000 Var 12versusvar 6:Khi2 = 3.9061e+00 ddl4Proba = 0.419859
Var 3versusvar 2:Khi2 = 9.2257e+01 ddl 4 Proba = 0.000000 Var 12 versusvar 7:Khi2 = 8.4235e+01 ddl4Proba = 0.000000
Var 12 versus var 8:Khi2 = 8.7183e+00 ddl 4 Proba = 0.067606
Var 4 versus var 1:Khi2 = 1.6875e+02 ddl 4 Proba = 0.000000 Var 12 versus var 9:Khi2 = 8.2696e+00 ddl 4 Proba = 0.081081
Var 4versusvar 2:Khi2= 1.6379e+02 ddl4Proba= 0.000000 Var 12 versusvar 10:Khi2 = 9.2273e+00 ddi4Proba = 0.054920
Var 4versusvar 3:Khi2= 8.2380e+01 ddl4Proba= 0.000000 Var 12versusvar 11:Khi2 = 1.2587e+01 ddi4Proba = 0.013545

Var 5versus var 1:Khi2 = 4.7236e-01 ddl 2 Proba = 0.792695 Var 13 versus var 1:Khi2 = 1.7920e+01 ddl4Proba = 0.001408
Var 5versusvar 2:Khi2 = 4.5962e-01 ddl 2 Proba = 0.797583 Var 13 versus var 2:Khi2 = 1.6015e+01 ddl4Proba = 0.003167
Var 5versus var 3:Khi2 = 1.2019e+00 ddl 2 Proba = 0.553703 Var 13 versusvar 3:Khi2 = 2.8590e+01 ddlI4Proba = 0.000016
Var 5versus var 4:Khi2 = 4.7236e-01 ddl 2 Proba = 0.792695 Var 13 versus var 4:Khi2 = 1.9727e+01 ddl4Proba = 0.000653
Var 13 versus var 5:Khi2 = 5.3956e-01 ddl 2 Proba = 0.767383
Var 6versusvar 1:Khi2= 5.6932e+01 ddl4Proba= 0.000000 Var 13versusvar 6:Khi2 = 3.6652e+01 ddi4Proba = 0.000001
Var 6versusvar 2:Khi2= 6.1238e+01 ddl4Proba= 0.000000 Var 13versusvar 7:Khi2 = 6.1408e+00 ddl4Proba = 0.187440
Var 6 versus var 3:Khi2 = 6.8541e+01 ddl4 Proba = 0.000000 Var 13 versusvar 8:Khi2 = 1.4861e+01 ddl4Proba = 0.005172
Var 6 versus var 4:Khi2 = 5.5474e+01 ddl4 Proba = 0.000000 Var 13versusvar 9:Khi2 = 1.2305e+01 ddI4Proba = 0.015255
Var 6 versus var 5:Khi2 = 1.9766e+00 ddl 2 Proba = 0.373868 Var 13 versus var 10:Khi2 = 3.5574e+01 ddl4Proba = 0.000001
Var 13 versus var 11:Khi2 = 3.1075e+01 ddl4Proba = 0.000006
Var 7 versusvar 1:Khi2 = 2.0465e+00 ddl 4 Proba = 0.730276 Var 13versusvar 12:Khi2 = 8.1446e-01 ddl4Proba = 0.934602
Var 7 versusvar 2:Khi2 = 2.9756e+00 ddl 4 Proba = 0.564637
Var 7 versus var 3:Khi2 = 1.0818e+01 ddl 4 Proba = 0.028447 Var 14 versus var 1:Khi2 = 4.7236e-01 ddl 2Proba = 0.792695
Var 7 versusvar 4:Khi2 = 2.9760e+00 ddl 4 Proba = 0.564571 Var 14 versus var 2:Khi2 = 4.5962e-01 ddl 2Proba = 0.797583
Var 7 versus var 5:Khi2 = 1.2742e-01 ddl 2 Proba = 0.937825 Var 14 versus var 3:Khi2 = 3.2442e+00 ddlZProba = 0.195381
Var 7 versusvar 6:Khi2 = 2.2405e+01 ddl 4 Proba = 0.000210 Var 14 versus var 4:Khi2 = 4.7236e-01 ddl 2 Proba = 0.792695
Var 14 versus var 5:Khi2 = 5.9878e-03 ddl £Proba = 0.936189
Var 8versusvar 1:Khi2 = 1.1876e+01 ddl4 Proba = 0.018267 Var 14 versusvar 6:Khi2 = 1.9766e+00 ddlZProba = 0.373868
Var 8versusvar 2:Khi2= 1.1556e+01 ddl4Proba = 0.020895 Var 14 versusvar 7:Khi2 = 1.2742e-01 ddl2Proba = 0.937825

Var 8versusvar 3:Khi2 = 2.5462e+01 ddl 4 Proba = 0.000058 Var 14 versusvar 8:Khi2 = 1.5055e-01 ddl2Proba = 0.926992
Var 8versusvar 4:Khi2= 1.1876e+01 ddl4Proba = 0.018267 Var 14 versusvar 9:Khi2 = 1.7464e-01 dd| 2 Proba = 0.915934
Var 8versus var 5:Khi2 = 1.5055e-01 ddi 2 Proba = 0.926992  Var 14 versusvar 10:Khi2 = 1.2742e-01 ddIZProba = 0.937825
Var 8versusvar 6:Khi2= 3.4295e+01 ddl4Proba= 0.000001 Var 14 versusvar 11:Khi2 = 3.0179e-01 ddZProba = 0.860710
Var 8versusvar 7:Khi2= 4.6562e+01 ddl 4 Proba = 0.000000 Var 14 versusvar 12:Khi2 = 1.8180e-02 ddi2Proba = 0.991675

Var 14 versus var 13:Khi2 = 5.3956e-01 ddlZProba = 0.767383

Var 9versusvar 1:Khi2 = 1.1207e+01 ddl 4 Proba = 0.024181 ]
Var 9versus var 2:Khi2 = 1.0838e+01 ddl 4 Proba = 0.028217 Var 15versusvar 1:Khi2 = 6.6461e+01 ddl4Proba = 0.000000

Var 9versus var 3:Khi2 = 2.9550e+01 ddl 4 Proba = 0.000010 Var 15 versus var 2:Khi2 = 4.7269e+01 ddl 4 Proba = 0.000000
Var 9versus var 4:Khi2 = 1.0246e+01 ddl 4 Proba = 0.036083 Var 15 versus var 3:Khi2 = 4.3380e+01 ddl4Proba = 0.000000
Var 9versus var 5:Khi2 = 1.7464e-01 ddl 2 Proba = 0.915934 Var 15 versus var 4:Khi2 = 4.8979e+01 ddl 4 Proba = 0.000000
Var 9versusvar 6:Khi2= 3.2664e+01 ddl4Proba= 0.000003 Var 15versusvar 5Khi2 = 1.0179e+00 ddi2Proba = 0.606972
Var 9versus var 7:Khi2 = 4.2024e+01 ddl 4 Proba = 0.000000 Var 15versus var 6:Khi2 = 3.5827e+01 ddl4 Proba = 0.000001
Var 9 versus var 8:Khi2 = 1.6159e+02 ddl4 Proba = 0.000000 Var 15versusvar 7:Khi2 = 1.7889e+01 ddl4Proba = 0.001427

Var 15 versus var 8:Khi2 = 1.7681e+01 ddl4Proba = 0.001559
Var 10 versus var 1:Khi2 = 1.0052e+01 ddl4Proba = 0.039107 Var 15versus var 9:Khi2 = 1.7495e+01 ddl4Proba = 0.001688
Var 10 versus var 2:Khi2 = 9.7806e+00 ddl 4 Proba = 0.043745 Var 15 versus var 10:Khi2 = 2.0749e+01 ddl4Proba = 0.000423
Var 10 versus var 3:Khi2 = 3.6378e+01 ddl4Proba = 0.000001 Var 15 versus var 11:Khi2 = 1.8509e+01 ddl4Proba = 0.001096
Var 10 versus var 4:Khi2 = 9.1975e+00 ddl 4 Proba = 0.055595 Var 15 versus var 12:Khi2 = 3.0421e+00 ddl4Proba = 0.553416
Var 10 versus var 5:Khi2 = 1.2742e-01 ddl 2 Proba = 0.937825 Var 15 versus var 13:Khi2 = 2.5830e+01 ddl4Proba = 0.000049
Var 10 versus var 6:Khi2 = 3.6001e+01 ddl4Proba = 0.000001 Var 15versusvar 14:Khi2 = 1.0179e+00 ddlZProba = 0.606972
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Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var

16 versus var
16 versus var
16 versus var
16 versus var
16 versus var
16 versus var
16 versus var
16 versus var
16 versus var
16 versus var
16 versus var
16 versus var
16 versus var
16 versus var
16 versus var

1:Khi2 =
2:Khi2 =
3:Khi2 =
4:Khi2 =
5:Khi2 =
6:Khi2 =
7:Khi2 =
8:Khi2 =
9:Khi2 =
10:Khi2 =
11:Khi2 =
12:Khi2 =
13:Khi2 =
14:Khi2 =
15:Khi2 =

3.3208e+01 ddl 4 Proba = 0.000002
2.8642e+01 ddl4 Proba = 0.000015
4.4154e+01 ddl 4 Proba = 0.000000
3.1695e+01 ddl 4 Proba = 0.000004
1.9766e+00 ddl 2 Proba = 0.373868
2.6698e+01 ddl 4 Proba = 0.000034
1.1267e+01 ddl 4 Proba = 0.023581
1.7452e+01 ddl 4 Proba = 0.001719
1.5618e+01 ddl4Proba = 0.003750
1.3321e+01 ddI4Proba = 0.009936
2.2829e+01 ddl4Proba = 0.000175
1.0218e+00 ddl4Proba = 0.905735
2.6351e+01 ddl4Proba = 0.000040
1.9766e+00 ddl 2Proba = 0.373868
3.8231e+01 ddI4Proba = 0.000000

Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var

17 versus var
17 versus var
17 versus var
17 versus var
17 versus var
17 versus var
17 versus var
17 versus var
17 versus var
17 versus var
17 versus var
17 versus var
17 versus var
17 versus var
17 versus var
17 versus var

1:Khi2 =
2:Khi2 =
3:Khi2 =
4:Khi2 =
5:Khi2 =
6:Khi2 =
7:Khi2 =
8:Khi2 =
9:Khi2 =
10:Khi2 =
11:Khi2 =
12:Khi2 =
13:Khi2 =
14:Khi2 =
15:Khi2 =
16:Khi2 =

2.8351e+01 ddl4 Proba = 0.000017
2.6759e+01 ddl 4 Proba = 0.000033
3.3782e+01 ddl 4 Proba = 0.000002
3.1694e+01 ddl 4 Proba = 0.000004
1.2310e+00 ddl 2 Proba = 0.545693
1.6969e+01 ddl 4 Proba = 0.002110
1.1746e+01 ddl 4 Proba = 0.019292
2.0838e+01 ddl4 Proba = 0.000407
1.6020e+01 ddl 4 Proba = 0.003161
1.3430e+01 ddl4Proba = 0.009486
3.0421e+01 ddI4Proba = 0.000007
1.5994e+00 ddl 4 Proba = 0.810928
2.5403e+01 ddl4Proba = 0.000059
1.2310e+00 ddl 2Proba = 0.545693
5.4863e+01 ddl4Proba = 0.000000
1.2857e+02 ddl4Proba = 0.000000

Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var

18 versus var
18 versus var
18 versus var
18 versus var
18 versus var
18 versus var
18 versus var
18 versus var
18 versus var
18 versus var
18 versus var
18 versus var
18 versus var
18 versus var
18 versus var
18 versus var
18 versus var

1:Khi2 =
2:Khi2 =
3:Khi2 =
4:Khi2 =
5:Khi2 =
6:Khi2 =
7:Khi2 =
8:Khi2 =
9:Khi2 =
10:Khi2 =
11:Khi2 =
12:Khi2 =
13:Khi2 =
14:Khi2 =
15:Khi2 =
16:Khi2 =
17:Khi2 =

2.3369e+01 ddl 4 Proba = 0.000139
1.9804e+01 ddl 4 Proba = 0.000632
2.7186e+01 ddl 4 Proba = 0.000028
2.3839e+01 ddl4 Proba = 0.000114
4.8533e-01 ddl 2 Proba = 0.787750

2.5696e+01 ddl 4 Proba = 0.000052
2.6345e+01 ddl 4 Proba = 0.000040
3.0930e+01 ddl 4 Proba = 0.000006
2.6402e+01 ddl4 Proba = 0.000039
2.8319e+01 ddl4Proba = 0.000017
2.5831e+01 ddl4Proba = 0.000049
3.4198e+00 ddl 4 Proba = 0.492119
1.4560e+01 ddl4Proba = 0.005879
4.8533e-01 ddl 2Proba = 0.787750
2.6558e+01 ddl4Proba = 0.000036
5.6259e+01 ddl4Proba = 0.000000
9.2728e+01 ddl4Proba = 0.000000

Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var

19 versus var
19 versus var
19 versus var
19 versus var
19 versus var
19 versus var
19 versus var
19 versus var
19 versus var
19 versus var
19 versus var
19 versus var
19 versus var
19 versus var
19 versus var
19 versus var

1:Khi2 =
2:Khi2 =
3:Khi2 =
4:Khi2 =
5:Khi2 =
6:Khi2 =
7:Khi2 =
8:Khi2 =
9:Khi2 =
10:Khi2 =
11:Khi2 =
12:Khi2 =
13:Khi2 =
14:Khi2 =
15:Khi2 =
16:Khi2 =

3.6560e+01 ddl4 Proba = 0.000001
3.3354e+01 ddl 4 Proba = 0.000002
4.5769e+01 ddl 4 Proba = 0.000000
3.6104e+01 ddl 4 Proba = 0.000001
7.2880e-01 ddl 2 Proba = 0.699952

2.2735e+01 ddl 4 Proba = 0.000182
1.5498e+01 ddl 4 Proba = 0.003947
2.3423e+01 ddl 4 Proba = 0.000136
1.7635e+01 ddl 4 Proba = 0.001590
1.7958e+01 ddl 4 Proba = 0.001385
3.3910e+01 ddl4Proba = 0.000002
2.3372e+00 ddl4Proba = 0.677253
2.0165e+01 ddl4Proba = 0.000542
7.2880e-01 ddl2Proba = 0.699952
4.2190e+01 ddl4Proba = 0.000000
7.9034e+01 ddl4Proba = 0.000000

Var
Var

19 versus var
19 versus var

17:Khi2 =
18:Khi2 =

1.0961e+02 ddl4Proba = 0.000000
1.4406e+02 ddl4Proba = 0.000000

Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var

20 versus var
20 versus var
20 versus var
20 versus var
20 versus var
20 versus var
20 versus var
20 versus var
20 versus var
20 versus var
20 versus var
20 versus var
20 versus var
20 versus var
20 versus var
20 versus var
20 versus var
20 versus var
20 versus var

1:Khi2 =
2:Khi2 =
3:Khi2 =
4:Khi2 =
5:Khi2 =
6:Khi2 =
7:Khi2 =
8:Khi2 =
9:Khi2 =
10:Khi2 =
11:Khi2 =
12:Khi2 =
13:Khi2 =
14:Khi2 =
15:Khi2 =
16:Khi2 =
17:Khi2 =
18:Khi2 =
19:Khi2 =

2.9563e+01 ddl 4 Proba = 0.000010
2.8513e+01 ddl 4 Proba = 0.000016
3.7807e+01 ddl 4 Proba = 0.000000
3.0345e+01 ddl 4 Proba = 0.000007
5.2563e-01 ddl 2Proba = 0.772565

2.4670e+01 ddl 4 Proba = 0.000080
1.3282e+01 ddl4Proba = 0.010102
2.7780e+01 ddl 4 Proba = 0.000022
2.4900e+01 ddl 4 Proba = 0.000073
2.9398e+01 ddl4Proba = 0.000011
2.5323e+01 ddl4Proba = 0.000061
6.8935e+00 ddl4Proba = 0.140143
1.7228e+01 ddl4Proba = 0.001891
5.2563e-01 ddlZProba = 0.772565
2.7578e+01 ddl4Proba = 0.000024
5.6101e+01 ddl4Proba = 0.000000
7.9239e+01 ddl4Proba = 0.000000
1.9617e+02 ddl4Proba = 0.000000
1.5440e+02 ddl4Proba = 0.000000

Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var

21 versus var
21 versus var
21 versus var
21 versus var
21 versus var
21 versus var
21 versus var
21 versus var
21 versus var
21 versus var
21 versus var
21 versus var
21 versus var
21 versus var
21 versus var
21 versus var
21 versus var
21 versus var
21 versus var
21 versus var

1:Khi2 =
2:Khi2 =
3:Khi2 =
4:Khi2 =
5:Khi2 =
6:Khi2 =
7:Khi2 =
8:Khi2 =
9:Khi2 =
10:Khi2 =
11:Khi2 =
12:Khi2 =
13:Khi2 =
14:Khi2 =
15:Khi2 =
16:Khi2 =
17:Khi2 =
18:Khi2 =
19:Khi2 =
20:Khi2 =

9.8820e-01 ddl 2 Proba = 0.616000
2.2392e+00 ddl ZProba = 0.326905
4.4346e-01 ddl ZProba = 0.803822
1.0179e+00 ddl ZProba = 0.606993
1.7464e-01 ddl £Proba = 0.679355
6.0877e-01 ddl 2 Proba = 0.742081
5.0566e-01 ddl 2 Proba = 0.780057
9.7295e-01 ddl 2 Proba = 0.620676
3.1797e-01 ddl 2 Proba = 0.853993
5.0566e-01 ddlZProba = 0.780057
2.4811e+00 ddlZProba = 0.288827
5.3025e-01 ddlZProba = 0.770845
1.0547e+00 ddlZProba = 0.595961
1.7464e-01 ddl £EProba = 0.679355
2.2187e-01 ddlZProba = 0.894859
6.3068e-01 ddlZProba = 0.734231
1.2991e-01 ddlZProba = 0.936647
2.9246e-01 ddlZProba = 0.864610
2.4141e+00 ddlZProba = 0.298917
1.2330e-01 ddl ZProba = 0.939776

Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var

22 versus var
22 versus var
22 versus var
22 versus var
22 versus var
22 versus var
22 versus var
22 versus var
22 versus var
22 versus var
22 versus var
22 versus var
22 versus var
22 versus var
22 versus var
22 versus var
22 versus var
22 versus var
22 versus var
22 versus var
22 versus var

1:Khi2 =
2:Khi2 =
3:Khi2 =
4:Khi2 =
5:Khi2 =
6:Khi2 =
7:Khi2 =
8:Khi2 =
9:Khi2 =
10:Khi2 =
11:Khi2 =
12:Khi2 =
13:Khi2 =
14:Khi2 =
15:Khi2 =
16:Khi2 =
17:Khi2 =
18:Khi2 =
19:Khi2 =
20:Khi2 =
21:Khi2 =

1.8395e+00 ddl 2Proba = 0.400970
4.7321e-01 ddl 2Proba = 0.792369

1.4672e+00 ddl 2Proba = 0.484452
5.0461e-01 ddl 2 Proba = 0.780450

9.7982e-02 ddl £Proba = 0.752669

2.8631e-01 ddl 2 Proba = 0.867190

2.0851e+00 ddlZProba = 0.353727
3.1154e+00 ddl ZProba = 0.208695
2.4285e+00 ddl ZProba = 0.296711
2.0851e+00 ddlZProba = 0.353727
1.1109e+00 ddl 2Proba = 0.579492
2.9749e-01 ddlZProba = 0.862504
1.7117e+00 ddl 2Proba = 0.427923
9.7982e-02 ddl =Proba = 0.752669
1.7158e-01 ddlZProba = 0.917329
3.4798e+00 ddlZProba = 0.173203
3.1356e+00 ddlZProba = 0.206547
1.4922e+00 ddl 2Proba = 0.478363
5.0912e-01 ddlZProba = 0.778753
2.7896e+00 ddlZProba = 0.246597
3.5410e-01 ddl EProba = 0.559285

Var
Var

23 versus var
23 versus var

1:Khi2 =
2:Khi2 =

1.4597e+00 ddl 2 Proba = 0.486292
1.0032e+00 ddl2Proba = 0.611434



Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var

23 versus var
23 versus var
23 versus var
23 versus var
23 versus var
23 versus var
23 versus var
23 versus var
23 versus var
23 versus var
23 versus var
23 versus var
23 versus var
23 versus var
23 versus var
23 versus var
23 versus var
23 versus var
23 versus var
23 versus var

3:Khi2 =
4:Khi2 =
5:Khi2 =
6:Khi2 =
7:Khi2 =
8:Khi2 =
9:Khi2 =
10:Khi2 =
11:Khi2 =
12:Khi2 =
13:Khi2 =
14:Khi2 =
15:Khi2 =
16:Khi2 =
17:Khi2 =
18:Khi2 =
19:Khi2 =
20:Khi2 =
21:Khi2 =
22:Khi2 =

Annexe 6

4.0025e+00 ddl 2 Proba = 0.132666
7.8607e-01 ddl 2 Proba = 0.680602

1.9127e-01 ddl £Proba = 0.665972

1.4136e-02 ddl 2 Proba = 0.993624

6.5816e-01 ddl 2 Proba = 0.724483

3.9857e+00 ddlZProba = 0.133808
5.5788e+00 ddlZProba = 0.059811
4,0703e+00 ddlZProba = 0.128166
7.6779e+00 ddlZProba = 0.021140
5.8073e-01 ddlZProba = 0.752240
5.8309e-01 ddlZProba = 0.751380
1.9127e-01 ddl EProba = 0.665972
1.2998e+00 ddl 2Proba = 0.527136
1.9073e+00 ddl 2Proba = 0.387328
3.9187e+00 ddlZProba = 0.138448
2.8871e+00 ddlZProba = 0.234582
2.1406e+00 ddlZProba = 0.343818
3.0415e+00 ddlZProba = 0.216744
3.4558e-01 ddl £Proba = 0.564065
4.0341e+01 ddl EProba = 0.000000

Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var

24 versus var
24 versus var
24 versus var
24 versus var
24 versus var
24 versus var
24 versus var
24 versus var
24 versus var
24 versus var
24 versus var
24 versus var
24 versus var
24 versus var
24 versus var
24 versus var
24 versus var
24 versus var
24 versus var
24 versus var
24 versus var
24 versus var
24 versus var

1:Khi2 =
2:Khi2 =
3:Khi2 =
4:Khi2 =
5:Khi2 =
6:Khi2 =
7:Khi2 =
8:Khi2 =
9:Khi2 =
10:Khi2 =
11:Khi2 =
12:Khi2 =
13:Khi2 =
14:Khi2 =
15:Khi2 =
16:Khi2 =
17:Khi2 =
18:Khi2 =
19:Khi2 =
20:Khi2 =
21:Khi2 =
22:Khi2 =
23:Khi2 =

1.0439e+01 ddl 2 Proba = 0.005586
1.2314e+01 ddlZProba = 0.002315
6.6969e+00 ddlZProba = 0.034266
8.8100e+00 ddl 2 Proba = 0.012189
3.9942e+00 ddl £Proba = 0.043095
3.7886e+00 ddlZProba = 0.147943
5.9637e-01 ddl 2Proba = 0.746560

2.6838e+00 ddlZProba = 0.260337
4.4215e+00 ddlZProba = 0.107221
1.3797e+00 ddl 2Proba = 0.506349
1.1928e+00 ddl 2Proba = 0.556231
7.6921e-01 ddl2Proba = 0.686249
1.1422e+01 ddlZProba = 0.003512
2.5335e-01 ddl =Proba = 0.620899
2.6238e+00 ddlZProba = 0.268461
4.2964e+00 ddlZProba = 0.114250
1.1698e+00 ddl 2Proba = 0.562696
3.1738e+00 ddlZProba = 0.202550
4.5520e+00 ddlZProba = 0.100354
2.4207e+00 ddlZProba = 0.297906
1.2033e+00 ddl EProba = 0.272137
4.7154e-01 ddl EProba = 0.499519
5.1176e-02 ddl £Proba = 0.816068

Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var

25 versus var
25 versus var
25 versus var
25 versus var
25 versus var
25 versus var
25 versus var
25 versus var
25 versus var
25 versus var
25 versus var
25 versus var
25 versus var
25 versus var
25 versus var
25 versus var
25 versus var
25 versus var
25 versus var
25 versus var
25 versus var
25 versus var
25 versus var

1:Khi2 =
2:Khi2 =
3:Khi2 =
4:Khi2 =
5:Khi2 =
6:Khi2 =
7:Khi2 =
8:Khi2 =
9:Khi2 =
10:Khi2 =
11:Khi2 =
12:Khi2 =
13:Khi2 =
14:Khi2 =
15:Khi2 =
16:Khi2 =
17:Khi2 =
18:Khi2 =
19:Khi2 =
20:Khi2 =
21:Khi2 =
22:Khi2 =
23:Khi2 =

7.8356e+00 ddlZProba = 0.019571
2.5300e+00 ddlZProba = 0.281680
7.1011e-01 ddl 2 Proba = 0.706372

8.2536e+00 ddlZProba = 0.015963
1.3885e+00 ddl £Proba = 0.236790
4.,1921e+00 ddlZProba = 0.120464
3.0755e+00 ddlZProba = 0.213005
7.0437e-01 ddl 2Proba = 0.708354

4.4776e+00 ddlZProba = 0.104213
3.9369e-01 ddlZProba = 0.823340
1.5818e+00 ddl 2Proba = 0.457128
1.4462e+00 ddl 2Proba = 0.489618
1.4829e+01 ddlZProba = 0.000728
7.2880e-01 ddl EProba = 0.397743
1.3396e+00 ddlZProba = 0.516673
3.7347e+00 ddlZProba = 0.152066
1.6851e+00 ddl 2Proba = 0.433751
7.3152e+00 ddlZProba = 0.025257
6.6836e-01 ddlZProba = 0.720896
3.8284e+00 ddlZProba = 0.144974
3.9072e+00 ddl EProba = 0.045396
5.0890e-01 ddl EProba = 0.482567
3.2644e-01 ddl EProba = 0.575073

Var

25 versus var

24:Khi2 =

2.8433e+01 ddl EProba = 0.000001

Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var

26 versus var
26 versus var
26 versus var
26 versus var
26 versus var
26 versus var
26 versus var
26 versus var
26 versus var
26 versus var
26 versus var
26 versus var
26 versus var
26 versus var
26 versus var
26 versus var
26 versus var
26 versus var
26 versus var
26 versus var
26 versus var
26 versus var
26 versus var
26 versus var
26 versus var

1:Khi2 =
2:Khi2 =
3:Khi2 =
4:Khi2 =
5:Khi2 =
6:Khi2 =
7:Khi2 =
8:Khi2 =
9:Khi2 =
10:Khi2 =
11:Khi2 =
12:Khi2 =
13:Khi2 =
14:Khi2 =
15:Khi2 =
16:Khi2 =
17:Khi2 =
18:Khi2 =
19:Khi2 =
20:Khi2 =
21:Khi2 =
22:Khi2 =
23:Khi2 =
24:Khi2 =
25:Khi2 =

9.0060e+00 ddlZProba = 0.011088
7.5415e+00 ddl 2 Proba = 0.022602
2.5958e+00 ddlZProba = 0.272334
9.1298e+00 ddl 2 Proba = 0.010446
7.8358e-01 ddl £ Proba = 0.379804

1.3365e+00 ddl2Proba = 0.517488
1.6346e+00 ddl2Proba = 0.445035
1.5643e+00 ddlZProba = 0.461186
2.4518e+00 ddl ZProba = 0.293195
3.2836e+00 ddlZProba = 0.191483
3.0512e+00 ddlZProba = 0.215673
8.1272e-01 ddlZProba = 0.671756
4.1626e+00 ddlZProba = 0.122286
7.8358e-01 ddl EProba = 0.379804
1.5091e+00 ddlZProba = 0.474287
4.2470e+00 ddlZProba = 0.117152
3.0385e+00 ddlZProba = 0.217081
9.7162e-01 ddlZProba = 0.621087
5.3666e-03 ddlZProba = 0.997644
1.6073e+00 ddl 2Proba = 0.451244
8.0406e-01 ddl EProba = 0.373367
3.5009e+00 ddl EProba = 0.058075
8.4913e-01 ddl EProba = 0.359672
1.1816e+01 ddl EProba = 0.000732
1.4421e+01 ddl EProba = 0.000221



cm/MCA: Multiple correspondence analysis
Uniform row weights
Marginal distributions by variable:

Variable number 1 has 3 categories

[1] Category: 1 Weight:
[2] Category: 2 Weight:
[3] Category: 3 Weight:
Variable number 2 has 3 categories

[4] Category: 1 Weight:
[5] Category: 2 Weight:
[6] Category: 3 Weight:
Variable number 3 has 3 categories

[7] Category: 1 Weight:
[8] Category: 2 Weight:
[9] Category: 3 Weight:
Variable number 4 has 3 categories

[10] Category: 1 Weight:
[11] Category: 2 Weight:
[12] Category: 3 Weight:
Variable number 5 has 3 categories

[13] Category: 1 Weight:
[14] Category: 2 Weight:
[15] Category: 3 Weight:
Variable number 6 has 3 categories

[16] Category: 1 Weight:
[17] Category: 2 Weight:
[18] Category: 3 Weight:
Variable number 7 has 3 categories

[19] Category: 1 Weight:
[20] Category: 2 Weight:
[21] Category: 3 Weight:
Variable number 8 has 3 categories

[22] Category: 1 Weight:
[23] Category: 2 Weight:
[24] Category: 3 Weight:
Variable number 9 has 3 categories

[25] Category: 1 Weight:
[26] Category: 2 Weight:
[27] Category: 3 Weight:

Variable number 10 has 3 categories

[28] Category: 1 Weight:
[29] Category: 2 Weight:
[30] Category: 3 Weight:

Variable number 11 has 3 categories

[31]
[32]

Category: 1
Category: 2

Weight:
Weight:

0.679
0.0417
0.28

0.685
0.0238
0.292

0.238
0.31
0.452

0.679
0.0238
0.298

0.339
0.155
0.506

0.107
0.0238
0.869

0.113
0.0357
0.851

0.101
0.0119
0.887

0.196
0.0357
0.768

0.333
0.0179
0.649

0.494
0.00595

Annexe 6

(33]

Category: 3 Weight: 0.5

Variable number 12 has 3 categories

(34]
(35]
(36]

Category: 1 Weight: 0.595
Category: 2 Weight: 0.0714
Category: 3 Weight: 0.333

Variable number 13 has 3 categories

(37]
(38]
(39]

Category: 1 Weight: 0.435
Category: 2 Weight: 0.119
Category: 3 Weight: 0.446

Variable number 14 has 3 categories

[40] Category: 1 Weight: 0.268
[41] Category: 2 Weight: 0.0595
[42] Category: 3 Weight: 0.673
Variable number 15 has 3 categories

[43] Category: 1 Weight: 0.339
[44] Category: 2 Weight: 0.0833
[45] Category: 3 Weight: 0.577
Variable number 16 has 3 categories

[46] Category: 1 Weight: 0.244
[47] Category: 2 Weight: 0.101
[48] Category: 3 Weight: 0.655
Variable number 17 has 2 categories

[49] Category: 1 Weight: 0.149
[50] Category: 2 Weight: 0.851
Variable number 18 has 2 categories

[51] Category: 1 Weight: 0.0893
[52] Category: 2 Weight: 0.911
Variable number 19 has 2 categories

[53] Category: 1 Weight: 0.161
[54] Category: 2 Weight: 0.839
Variable number 20 has 2 categories

[55] Category: 1 Weight: 0.798
[56] Category: 2 Weight: 0.202
Variable number 21 has 2 categories

[57] Category: 1 Weight: 0.577
[58] Category: 2 Weight: 0.423
Variable number 22 has 2 categories

[59] Category: 1 Weight: 0.435
[60] Category: 2 Weight: 0.565

» Valeurs sans fond concernent les ATB

Valeurs en rose concernent les métaurds



Correlation ratios after a MCA

Variable : 1

> Categ= 1 Weight=
> Categ= 2 Weight=
> Categ= 3 Weight=

Variable : 2

> Categ= 1 Weight=
> Categ= 2 Weight=
> Categ= 3 Weight=

Variable : 3

> Categ= 1 Weight=
> Categ= 2 Weight=
> Categ= 3 Weight=

Variable : 4

> Categ= 1 Weight=
> Categ= 2 Weight=
> Categ= 3 Weight=

Variable : 5

> Categ= 1 Weight=
> Categ= 2 Weight=
> Categ= 3 Weight=

Variable : 6

> Categ= 1 Weight=
> Categ= 2 Weight=
> Categ= 3 Weight=

Variable : 7

> Categ= 1 Weight=
> Categ= 2 Weight=
> Categ= 3 Weight=

Variable : 8

> Categ= 1 Weight=
> Categ= 2 Weight=
> Categ= 3 Weight=

Variable : 9

> Categ= 1 Weight=
> Categ= 2 Weight=
> Categ= 3 Weight=

Variable : 10

> Categ= 1 Weight=
> Categ= 2 Weight=
> Categ= 3 Weight=

Variable : 11

> Categ= 1 Weight=
> Categ= 2 Weight=
> Categ= 3 Weight=

0.679 -0.510 -0.326
0.042 0.772 -0.227
0.280 1.122 0.824
0.554 0.264 0.040

0.685 -0.500 -0.337
0.024 0.670 0.251
0.292 1.120 0.770
0.548 0.252 0.034

0.238 -0.654 -0.818
0.310 -0.699 0.128
0.452 0.823 0.343
0.559 0.218 0.061

0.679 -0.516 -0.331
0.024 0.854 0.870
0.298 1.109 0.686
0.565 0.232 0.033

0.339 -0.854 -0.100
0.155 -0.203 -0.683
0.506 0.635 0.276
0.458 0.114 0.007

0.107 -1.752 1.492
0.024 -0.878 -0.187
0.869 0.240 -0.179
0.397 0.267 0.002

0.113 -1.703 1.460
0.036 0.009 -0.669
0.851 0.226 -0.166
0.371 0.281 0.001

0.101 -1.765 1.614
0.012 -0.283 -0.876
0.887 0.205 -0.172
0.353 0.299 0.008

0.196 -1.014 0.720
0.036 -0.481 -1.434
0.768 0.282 -0.118
0.271 0.186 0.022

0.333 -0.735 -0.053
0.018 -0.175 -0.814
0.649 0.382 0.050
0.275 0.014 0.005

0.494 -0.687 -0.118
0.006 -0.015 -1.456
0.500 0.679 0.134
0.464 0.028 0.011

-0.119
0.725
0.180

-0.105
0.847
0.177

0.285
-0.350
0.089

-0.091
0.962
0.131

-0.119
0.050
0.064

-0.123
0.068
0.013

-0.101
-0.019
0.014

-0.220
-0.471
0.031

0.263
0.291
-0.081

-0.046
-0.419
0.035

0.103
-0.418
-0.096

Annexe 6

Variable : 12

> Categ= 1 Weight=
> Categ= 2 Weight=
> Categ= 3 Weight=

Variable : 13

> Categ= 1 Weight=
> Categ= 2 Weight=
> Categ= 3 Weight=

Variable : 14

> Categ= 1 Weight=
> Categ= 2 Weight=
> Categ= 3 Weight=

Variable : 15

> Categ= 1 Weight=
> Categ= 2 Weight=
> Categ= 3 Weight=

Variable : 16

> Categ= 1 Weight=
> Categ= 2 Weight=
> Categ= 3 Weight=

Variable : 17
> Categ= 1 Weight=
> Categ= 2 Weight=

Variable : 18
> Categ= 1 Weight=
> Categ= 2 Weight=

Variable : 19
> Categ= 1 Weight=
> Categ= 2 Weight=

Variable : 20
> Categ= 1 Weight=
> Categ= 2 Weight=

Variable : 21
> Categ= 1 Weight=
> Categ= 2 Weight=

Variable : 22
> Categ= 1 Weight=
> Categ= 2 Weight=

0.595 -0.596 0.007
0.071 0.963 0.361
0.333 0.857 -0.090
0.522 0.012 0.128

0.435 -0.733 0.310
0.119 -0.324 -0.972
0.446 0.799 -0.043
0.531 0.155 0.094

0.268 -1.089 0.598
0.060 -0.909 -0.743
0.673 0.514 -0.172
0.545 0.149 0.394

0.339 -1.028 0.305
0.083 -0.421 -0.892
0.577 0.665 -0.050
0.628 0.099 0.266

0.244 -1.124 0.634
0.101 -0.802 -0.817
0.655 0.543 -0.110
0.567 0.173 0.385

0.149 0.091 -0.082
0.851 -0.016 0.014
0.001 0.001 0.003

0.089 0.280 -0.875
0.911 -0.027 0.086
0.008 0.075 0.049

0.161 0.243 -0.801
0.839 -0.046 0.153
0.011 0.123 0.035

0.798 -0.130 -0.093
0.202 0.511 0.367
0.066 0.034 0.099

0.577 -0.137 -0.083
0.423 0.187 0.113
0.026 0.009 0.300

0.435 -0.087 -0.399
0.565 0.067 0.306
0.006 0.122 0.198

0.157
0.801
-0.451

0.095
0.685
-0.275

-0.264
2.480
-0.114

-0.069
1.699
-0.204

-0.411
1.814
-0.127

-0.129
0.023

-0.709
0.069

-0.426
0.082

-0.159
0.626

-0.468
0.640

-0.507
0.390

» Valeurs sans fond concernent les ATB
Valeurs en rose concernent les métaurds



