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INTRODUCTION



La sécurité sanitaire des denrées alimentaires devient de plus en plus une préoccupation
importante en santé publique (OMS, 2014). Les estimations mondiales publiées sur les maladies
d’origine alimentaire ont montré que, chaque année, une personne sur dix tombe malade en
consommant des aliments contaminés et que 420 000 de ces personnes en meurent. Les enfants de
moins de cing ans sont les plus exposés et 125 000 meurent chaque année (OMS, 2015). Certaines
régions africaines sont proportionnellement trés confrontées a ce probleme.

En effet, on estime a plus de 91 millions le nombre de cas et & 137 000 celui des déces par an
(OMS, 2015). De plus, de nombreux rapports épidémiologiques ont incriminé les bactéries comme
la principale cause des maladies d’origine alimentaire (Todd, 1997 ; Petersen et James, 1998). Ces
bactéries colonisent pour certaines, les voies gastro-intestinales d'un large éventail d’animaux, en
particulier les animaux élevés pour la consommation humaine (Meng et Doyle, 1998). Aussi,
agissent-elles principalement en causant d’une part des diarrhées parfois sanguinolentes qui peuvent
conduire a la mort des animaux d’élevage et d’autre part entrainer de séveres toxi-infections

alimentaires chez I’homme.

L’élevage constitue une activité Socio-économique importante en Cote d’Ivoire car il demeure
une source importante de revenus, d’emplois et contribue a la sécurité alimentaire (Anonyme 1,
2014). Ce secteur est caractérisé par un systeme agropastoral de type extensif, sédentaire ou semi
transhumant et est en majorité dominé par les pratiques traditionnelles. L’élevage contribue a 4,5 %
au produit intérieur brut (PIB) agricole et 2% au PIB total (Sokouri et al., 2009). De plus,
I’intensification de la production animale au cours des derniéres décennies a été possible grace a
I’utilisation des médicaments vétérinaires en élevage moderne (Moretain, 2005 ; Tatsadjieu et al.,
2009). Ces médicaments sont utilisés soit pour un traitement curatif, soit pour un traitement préventif
ou encore dans certains cas extrémes, pour pallier des insuffisances en maticre d’hygiéne dans
I’élevage (Sanders, 2005). IlIs sont également utilisés comme additifs alimentaires ou comme

promoteur de croissance (Dibner et Richards, 2005).

L’objectif d’un traitement antibiotique est de réduire la population de bactéries sur le site de
I’infection pour permettre la guérison (Sander et al, 2017). Cependant, I’un des risques majeurs
associés est la sélection de la résistance aux antibiotiques chez ces bactéries pathogénes, pouvant
conduire a un échec thérapeutique chez 1’animal. En effet, une mauvaise utilisation des antibiotiques
en élevage créée une pression de sélection en réduisant le nombre de bactéries sensibles présentes
dans la flore intestinale des animaux (Chanson, 2003).

Le développement de la résistance aux antibiotiques est un processus complexe régi par une
multiplicité et une variabilité de facteurs. Cependant, I'exposition aux antibiotiques est clairement

considérée comme jouant un grand rdle dans ce développement (Witte, 2000 ; Levy et Marshall,
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2004). Ainsi, certains scientifiques et responsables de la santé publique sont préoccupés par le fait
que la mauvaise utilisation des antibiotiques chez les animaux d'élevage pourrait favoriser le
développement de bactéries résistantes qui sont ensuite disséminées dans les populations humaines
(Barton, 1998 ; Angulo et al., 2004). Par ailleurs, trés peu d’information existe sur 1’utilisation des
antibiotiques et la résistance des bactéries dans les élevages des pays en voie de développement, ou
la majorité du bétail est détenue dans des petites exploitations (Redding et al., 2014).

La prévalence des bactéries résistantes aux antibiotiques peut étre un indicateur des niveaux
d'utilisation des antibiotiques chez le bétail (Mainda et al., 2015). En effet, les bactéries commensales
(E. coli) au sein du microbiote intestinal du bétail peuvent évoluer vers une résistance, augmentant
ainsi le nombre de genes de résistance. Aussi, au sein de leur microbiote intestinal, des bactéries
pathogénes pour I’homme telles que des souches de salmonelles et de Campylobacter peuvent-elles
étre également présentes. Celles-ci peuvent contaminer les denrées alimentaires et étre a I’origine de
toxi-infection d’origine alimentaire (Sanders, 2005). La sélection de souches résistantes aux
antibiotiques chez ces bactéries zoonotiques peut conduire a une inefficacité lors du traitement des
infections chez I’homme. Cette sélection s’effectue également pour ces bactéries pathogénes
présentes dans 1’environnement des animaux du fait de la présence de résidus d’antibiotiques actifs
dans les excrétions animales (urine, matiere fécale). De plus, pour ces différentes catégories de
bactéries, le principal risque est la sélection de génes de résistance aux antibiotiques portés par des
éléments génétiques mobiles. Ces éléments peuvent étre transferés a des bactéries sensibles de
différentes especes bactériennes selon différents mécanismes (transformation, transduction et
conjugaison) (Baquero, 2011). Dans le cadre des plans de surveillance européen, certains
mécanismes de résistance des bactéries telles E. coli et Salmonella font 1’objet d’une surveillance

ciblée.

Toutefois, la connaissance de l'utilisation des antibiotiques et les facteurs influencant
I’utilisation sont importants pour la gestion des maladies infectieuses d’origine bactérienne dans les
élevages de bétail. Aussi, l'utilisation prudente, la bonne gestion des antibiotiques, la surveillance des
résidus d'antibiotiques dans les aliments sont également important pour la limitation de la sélection
des bactéries résistantes aux antimicrobiens (Berge et al., 2003). Des études de surveillance a long
terme sont donc nécessaires pour suivre a la fois les changements dans la prévalence de la résistance
et pour mieux comprendre les associations potentielles entre I'utilisation des antibiotiques et le
développement de la résistance chez les bovins.

Cependant, il y a de nombreux défis a 1’étude des relations entre 1’utilisation des antibiotiques
et le développement de la résistance bactérienne (Lowrance et al., 2007 ; Singer et Williams-

Nguyen, 2014). D’ailleurs, le probleme des résistances bactériennes aux antibiotiques est devenu un
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sujet de préoccupation croissant pour le grand public et fait I’objet d’un intérét scientifique accru. En
Cote d’Ivoire et comme dans la plupart des pays d’ Afrique de 1’Ouest, les informations font état d’une

mauvaise utilisation des antibiotiques par les éleveurs (Biagui, 2002).

La production totale ivoirienne de viande était estimée a 171 000 tonnes et les besoins de
consommation en viande étaient couverts a 94 % par cette production totale en 2004 (FAO, 2005).
Le nombre de cheptel bovin couvrait a lui seul 29% de la consommation de viande bovine en 2005.
La conduite de 1’¢levage reste dominée par les pratiques traditionnelles pendant lesquelles les soins
de santé des animaux sont faits de facon empirique impliquant une mauvaise utilisation des
antibiotiques (Anonyme 1, 2014). Malheureusement, il n’existe aucune donnée sur la gestion de
I’¢levage bovin dans le développement des résistances aux antibiotiques et leur transfert possible a

I’homme.

D’ou la nécessité de considérer dans une logique d’une seule santé¢ (One Health), que la
présence des bactéries résistantes aux antibiotiques et potentiellement pathogenes dans les

environnements influencés par les bovins représente un enjeu majeur de santé.

L’objectif général de ce travail est de déterminer I’impact biologique des traitements
antibiotiques chez I’animal sur I’antibiorésistance des bactéries pathogénes humaines. Cet objectif se
décline en quatre objectifs spécifiques qui ont consisté a :

e Evaluer le mode d’utilisation des antibiotiques dans les élevages de bovins.
e Etablir le profil de résistance des souches de Salmonella et de E. coli productrices de béta-
lactamases a spectre élargi isolées des élevages de bovins.

e Analyser le potentiel de pathogénicité par la recherche des génes de virulence.
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1. Generalites sur I’elevage en Cote d’Ivoire
1.1. Elevage en Cote d’Ivoire

1.1.1. Historique

La Cote d’Ivoire, pays cotier ouest africain, n’a pas une forte tradition pastorale. Elle dépend
habituellement de la région sahélo-soudanienne pour son approvisionnement en viande de bétail
(Diallo, 2007). Pour réduire cette dépendance vis-a-vis du marché extérieur, 1’état Ivoirien a défini
au lendemain de 1I’indépendance, une politique pastorale se traduisant par la création en 1970 de la
Société pour le Développement des Productions Animales (SODEPRA) (Djakaridja et al., 2014).
Ainsi a travers la SODEPRA, I’état a soutenu le développement de 1’élevage pendant deux décennies.
Peu apres 20 ans, un élevage national productif et moderne a été créé. Pour soutenir la relance des
productions nationales des ruminants, le gouvernement a délocalisé en 2003, a Yamoussoukro et
Toumodi, les stations et ranches d’élevages. Ainsi, ont été créés, le Projet d” Appui au Développement
de I’Elevage Bovin (PAEB), le Projet National d’Appui au Développement Laitier (PNADEL), le
Projet d’Appui au Développement de I’Elevage des Petits Ruminants (PADEPR) et le Projet d’ Appui
au Developpement Fourrager (PADEF). Ces structures ont été créées pour poursuivre respectivement
les activités du Ranch de Sipilou (Biankouma), du projet Bovin Industriel (Panya a Boundiali,
Nironingué a Ouangolodougou), du Centre National Ovin (Béoumi) et de la ferme Semenciére de
Badikaha (Katiola) (Kouablé et Tré, 2014).

1.1.2. Composition du cheptel

Les ressources génétiques animales de la Cote d’Ivoire présentent cing principales espéces qui
sont : bovins, ovins, caprins, porcins et volailles. 11 existe trois groupes de bovins autochtones : le
Baoulé, le N'Dama et le Lagunaire. La race d'ovin la plus répandue est la fameuse Djallonké que I'on
rencontre aussi bien dans les foréts que dans les savanes. Dans le cas des chévres la seule race présente
est la naine de I'Afrique de I'ouest, appelée aussi Djallonké. Les secteurs porcins et de volailles sont
dominés par la présence de races locales et de quelgques croisements avec des races importées (Yapi-
Gnaore et al, 1996).

1.2. Filiere bovine en Cote d’Ivoire

1.2.1. Situation géographique de I’élevage bovin
La Céte d’Ivoire est située sur la cote occidentale de I’ Afrique a 400 km Nord de I’équateur,
avec une superficie de 322 463 km. Elle est ouverte sur le Golfe de Guinée avec 550 km de cote,
limitée au Nord par le Mali et le Burkina Faso, a 1’Ouest par la Guinée et le Liberia, et a I’Est par le
Ghana. On distingue trois climats principaux du Sud au Nord soit : un climat équatorial, un climat
6



tropical humide et un climat soudanien qui se traduit par une agriculture riche et variée. La production
bovine est tres fortement régionalisée. Prés de 80% des bovins se concentrent au Nord du pays, pour
seulement 11% au Centre et 9% au Sud. Les régions sahéliennes au Nord de la Cote d’Ivoire ont di
accueillir des pasteurs peuls, burkinabés ou maliens avec leurs troupeaux a la suite des sécheresses
qui ont sevi de 1969 a 1974. La region Nord de la Cote d’Ivoire dispose de nombreux atouts

favorables a I’¢levage de bovins. Le troupeau sédentaire de la région était néanmoins faible (Le Guen,
2002).

1.2.2. Typologie du cheptel bovin
Le cheptel est essentiellement concentré dans les régions Nord et Centre du pays (Anonyme 2,

2003). Il est composé de cing types génétiques dans les proportions suivantes :

»  Larace N’dama
La race N’Dama est une race trypanotolérante, bien adaptée au milieu tropical humide et aux
conditions de 1’¢élevage extensif traditionnel. Elle a un format moyen (116 cm pour les males, 113 cm
pour les femelles), et un poids a I’age adulte (350 a 450 kg pour les males, 200 a 300 kg pour les
femelles). Les taurins de race N’Dama se rencontrent essentiellement au Centre et au Nord-Ouest de

la Cote d’Ivoire.

»  Larace Baoulé
Elle est aussi une race trypanotolérante, tres adaptée au milieu tropical humide et aux conditions
de I’¢élevage extensif traditionnel, d’un petit format (100-110 cm pour les males, 90-100 cm pour les
femelles), d’un poids faible a ’age adulte (250 a 350 kg pour les males et 150 a 250 kg pour les
femelles). Elle est caractérisée par une robe de couleur variable, mais plus souvent pie-noire. Les

taurins de race Baoulé se rencontrent au Nord-Est et au Centre de la Cote d’Ivoire.

»  Larace Zébus
Le zébu est en grande majorité du type peulh sahélien, trés adapté a la marche, trés résistant au
stress thermique, sensible aux parasites de la zone tropicale humide. Il a un format moyen (120-125
cm pour le méle, 115-120 cm pour la femelle), un poids a 1’age adulte de 400 kg pour le male, 300
kg pour la femelle). On rencontre les zébus essentiellement dans le Nord de la Cote d’Ivoire. Outre
ses caractéristiques physiques et son adaptation a la marche, le zébu se distingue des taurins par sa
maturité sexuelle tres tardive et une période d’intervélage treés longue. Sans traitements trypanocides

réguliers, le zébu est tout a fait inadapté aux milieux infestés de glossines.



»  Larace Lagunaire
Elle est une race en voie d’extinction qui se rencontre en zone cotiére et forestiére. Les animaux ont
une conformation comparable a celle du Baoulé, mais ils sont de taille inférieure, généralement pie-

noire. C’est une race tres résistante adaptée au milieu humide et forestier du Sud de la Cote d’Ivoire.

»  Larace Métisse
Elle est composée de divers métis a savoir :
- Les métis locaux essentiellement issus du croisement Zébu et Baoulé. lls sont concentrés dans les
régions Nord-Est et Centre de la Cote d’Ivoire.
- Les metis taurins issus du croisement Zébu de race locale et taurin (race Montbéliarde, Holstein)
ont souvent un format proche de celui du zébu, mais plus compacts et constituent de bons animaux

de boucherie.
- Les croisés exotiques qui sont issus de divers métis croisés.
1.2.3. Principaux systémes d’élevage

L’¢levage ivoirien se partage schématiquement en trois systémes de production bien
différenciés que sont le systéme traditionnel, le systeme traditionnel amélioré et le systeme moderne
(Anonyme 2, 2003).

1.2.3.1. Systeme traditionnel

L'élevage traditionnel des bovins est pratiqué sous deux formes extensives : I'élevage sédentaire

et I’¢levage transhumant.

- Elevage sédentaire
Il est caractérisé par une conduite collective du troupeau regroupé au sein de parcs villageois et
confié a la garde de bouviers d’origine sahélienne. Ce systéme, particuliecrement représenté dans la
zone des savanes reste assez archaique, avec un faible niveau d’intervention de la part des
propriétaires et des performances zootechniques médiocres a moyennes. Cependant, un pourcentage
croissant de propriétaires conscients des défauts inhérents a la conduite collective des animaux,
évolue vers une conduite individuelle avec un niveau d’intervention sanitaire et zootechnique plus

élevé.

- Elevage transhumant
11 est d’origine sahélienne et s’est développé trés progressivement en Cote d’ivoire a partir de

1950. D’une fagon générale, le systéeme transhumant est beaucoup plus homogéne que le systeme
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sédentaire. La taille moyenne des troupeaux est de 1’ordre de 150 tétes avec un certain nombre

d’éleveurs.

1.2.3.2. Systeme traditionnel amélioré

Ce systeme d’¢élevage résulte d’une intensification progressive du systéme traditionnel.
L’adoption des améliorations proposées reste conditionnée par la disponibilité réguliére des intrants
(sanitaires, aliments complémentaires, matériel génétique), la valorisation économique des efforts de
I’¢leveur au travers des circuits de commercialisation performants et I’accés a un crédit adapté
(facteur important de I’intensification). Au niveau des bovins, les éleveurs du systeme amélioré sont

beaucoup plus conscients de 1’intérét de I’amélioration génétique (Anonyme 2, 2003).

1.2.3.3. Systeme moderne

Le systéme moderne est représenté par les ranches, les stations d’état et les grands élevages
privés. Cependant, malgré un systeme de production relativement extensif, ce systéeme est handicapé
par I’absence d’organisme de commercialisation et des prix largement déterminés par 1’offre

extérieure.

1.2.4. Importance socio-économique de 1I’élevage bovin

Le secteur de I’¢levage constitue 1’une des principales sources de richesse en Afrique de 1’Ouest
(Kang, 2008). Sa contribution au Produit Intérieur Brut (PIB) est variable selon les pays. En Cote
d’Ivoire, 1’élevage contribue a environ 4,5 % au PIB agricole et 2 % au PIB total. Cependant,
I’élevage reste encore une activité économique secondaire. Il constitue, néanmoins, une activité
importante qui concourt a I’amélioration de la sécurité alimentaire, a la diversification et a
I’augmentation des revenus des paysans et des éleveurs, a I’amélioration de 1’équilibre de la balance

des paiements et a la préservation et a I’amélioration de I’environnement.

1.3. Principaux produits de I’élevage bovin

La viande bovine, source de protéine occupe une place importante dans 1’alimentation
quotidienne de la population. Le taux de couverture en viandes bovines est passé de 41 % en 2008 a
42% en 2011. En 2004, la production totale ivoirienne de viande était de 171 000 tonnes et les besoins
de consommation en viande étaient couverts a 94 % par la production totale de viande (Assoumy,
2009). Cependant, la productivité du cheptel demeure encore faible et la Céte d’Ivoire importe plus

de la moitié de sa consommation en viande bovine et en lait.



1.4. Demande étrangere en bétail

La Cote d’Ivoire est fortement tributaire du commerce international en matiére
d’approvisionnements en produits animaux. En effet, le pays importe globalement 60% et 95% de ses
besoins en viande et en lait, respectivement. Selon I’analyse du BNETD relative aux importations de
bétail par la Cote d’Ivoire (Rapport de Septembre 2012), le Mali est le principal fournisseur de la
Cote d’Ivoire en bovins sur pied avec des volumes en progression.

La Coéte d’Ivoire est devenue le deuxiéme importateur de bovins sur pied du Mali apres le
Sénégal (d’apres les statistiques de 1’étude ATP sur la chaine des valeurs de la filiére bétail/viande en
2008), suivi du Nigéria (Kouablé et Tré, 2014).

1.5. Caractéristiques du marché a bétails de Cote d’Ivoire

Le commerce du bétail en Cote d’Ivoire est globalement structuré autour de trois grandes
catégories de marchés en fonction de la nature des acteurs qui les animent, des formes de transactions
qui s’y opérent et de leurs champs de rayonnement géographique bien qu’une proportion non
négligeable des transactions soit faite hors marché. Ces marches sont des marchés de collecte
(principaux bassins d’élevage au Mali, Burkina Faso, Niger, zones Nord et Centre de la Cote
d’Ivoire), des marchés de transit (zones plus ou moins proches de la frontiere), des marchés terminaux
de consommation et de distribution (grandes agglomérations urbaines en Cdte d’Ivoire telles que
Abidjan, Bouaké, Daloa, Soubré, Abengourou, Yamoussoukro, Man, etc.). Le marché d’Abidjan
constitue le principal marché a bétail de la Céte d’lvoire (Yao et Kallo, 2015).

1.6. Approvisionnement des marchés a bétails d’Abidjan

Les animaux arrivent essentiellement de trois grandes régions constituant le couloir central. Ce
sont : la région du nord (50%), la région du centre nord (41%) et la région du centre (6%). Ainsi, la
structuration de ’approvisionnement du marché a bétail d’Abidjan par la production nationale se
caractérise par un circuit Nord-Sud. En dehors du couloir central et de son circuit de bétail,
I’approvisionnement a partir des autres régions ivoiriennes reste marginal. La région Nord fourni au
marché d’Abidjan la totalité des flux nationaux d’ovins/caprins et de bovins. Pour ce qui concerne le
ravitaillement par les pays sahéliens, la part du marché a bétail d’ Abidjan est de 77% pour les bovins
et 60% pour les petits ruminants. Les principaux fournisseurs de bétail du marché Abidjanais sont le

Burkina Faso et le Mali. A ceux-ci, s’ajoutent occasionnellement d’autres pays.

1.7. Contrainte sanitaire et pathologie rencontrée en élevage bovin en Cote d’Ivoire
Le développement de 1’¢levage est sous la contrainte de nombreux facteurs dont les contraintes
pathologiques (Sanogo et al.,, 2008). Les trypanosomoses animales constituent la principale

contrainte a la production du bétail en Afrique sub-saharienne (Berthier et al., 2003 ; Oluwafemi et
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al., 2007). En Cote d’Ivoire, ces contraintes pathologiques sont expliquées par les différentes
conditions sanitaires (Zakpa et al, 2014). Cependant, les risques pathologiques rendent nécessaires
la mise en place des mesures prophylactiques a caractére sanitaire et médicale pour préserver 1’état
sanitaire des aliments, des animaux et de I’environnement, au risque de contamination humaine par
ingestion. Dans ce cas, I’lhomme est souvent victime d'une pathologie le plus souvent digestive, de
gravité variable, induite par les germes ou leurs toxines, et accompagnée ou non de signes plus
specifiques a tel ou tel agent. C’est le cas de Brucella abortus (Mcdermott et Arimi, 2002),

Escherichia coli (Armstrong et al., 1996), Salmonella, Campylobacter, etc.
2. Etude des bacteries pathogenes : genres Salmonella et Escherichia
2.1. Genre Salmonella

2.1.1. Historique

Les salmonelles sont des bactéries que 1’on retrouve le plus souvent chez les animaux. Ces
bactéries sont a 1’origine des salmonelloses qui se manifestent principalement sous forme de fiévres
typhoides et de gastro-entérites ou encore sous forme asymptomatique. Observée comme agent de la
fievre typhoide par Ebert en 1880, Gaffky est parvenu a la cultiver en 1884. Les salmonelles ont été
nommées en I’honneur du bactériologiste et vétérinaire américain Daniel Elmer Salmon et la mise en

évidence de la diversité antigénique a été réalisee en 1896 par Widal (Grimont et al, 2000).

2.1.2. Taxonomie et Nomenclature

Le genre Salmonella est une entérobactérie qui représente le genre le plus complexe de la
famille des Enterobacteriaceae. Sa nomenclature est controversée et évolue encore. Actuellement, le
Centre de contréle et de prévention des maladies (CDC) utilise le systeme nomenclatural de
Salmonella recommandé par le Centre collaborateur de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS)
(Popoff et al., 2003).

Domaine : Bacteria
Phylum : Protobacteria
Classe : Gamma Protobacteria
Ordre : Enterobacteriales
Famille : Enterobacteriaceae

Genre : Salmonella

Espéces : Salmonella enterica et Salmonella bongori.
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Les especes de Salmonella enterica sont divisées en six sous-espéces (I-V1) (Brenner et al.,2000)
sur la base de leur lien génomique et de leurs propriétés biochimiques (Reeves et al., 1989). Les sous-
espéces sont designées par des chiffres romains : | (S. enterica subsp. Enterica); Il (S. enterica subsp.
Salamae); Illa (S. enterica subsp. Arizonae); Illb (S. enterica subsp. Diarizonae); IV (S. enterica
subsp. Houtenae) et VI (S. enterica subsp. Indica). Les membres de Salmonella enterica subsp
enterica (I) se trouvent principalement chez les mammiféres et contribuent a environ 99% des
infections & Salmonella chez les humains et les animaux & sang chaud. L’espéce S. bongori se
retrouvent principalement dans I'environnement et chez les animaux a sang froid, et sont donc rares

chez I'nomme (Brenner et al., 2000).
2.1.3. Epidémiologie

2.1.3.1. Réservoir

Le réservoir des bactéries du genre Salmonella est principalement le tube digestif des vertébrés
(Weill, 2008). De plus, la majorité des salmonelles sont ubiquistes et leur ubiquité se traduit par un
large spectre de réservoirs : humains (Todd et al., 2008), animaux, et mammiféres (Swanson et al.,
2007), reptiles (De Jong et al., 2005), crustacés (Butt et al., 2004) etc. Elles peuvent survivre pendant
plusieurs mois dans I’environnement (Korsak, 2004), dans les aliments d’origine animale (Oliver et
al., 2005) ou végétale (Kirk et al., 2008), dans les fruits et Iégumes (Brandl, 2006). Leur capacité de
survie leur permet également de persister dans les boues d’épuration (Sahlstrom et al., 2006), dans
les poussiéres, le duvet et les matiéres fécales bovines (Gray et Fedorka-Cray, 2001). Certains sont
exclusivement adaptés & ’homme, en causant une ou des pathologies graves bien particulieres. Il
s’agit essentiellement de Salmonella typhi et paratyphi, agents des fiévres typhoides et paratyphoides
(Baumler et al., 1998 ; Hu et Kopecko, 2003). D’autre peuvent étre retrouvées chez tous les
vertébreés et les sérotypes peuvent étre classés en fonction de I’espéce animale cible. Toute une série
de sérotypes peuvent intéresser des especes animales. Parmi ces sérotypes 1’on peut citer ; S. Dublin
chez des bovins ; Choleraesuis, Typhisuis chez le porc ; Abortusequi chez le cheval, Abortusovis

chez le mouton ; Gallinarum, spécifique de la volaille.

2.1.3.2. Dynamisme et mode de contamination

Les salmonelles sont des agents zoonotiques pouvant étre isolées de I’intestin de nombreuses
especes animales. Elles sont généralement présentes a 1’état latent ou provoquant une maladie sub-
clinique, et peuvent atteindre I’homme, soit par voie alimentaire (voie la plus commune) ou, soit par
contacts directs ou indirects. Les animaux constituent un réservoir et la dissémination dans
I’environnement provient essentiellement des contaminations fécales (Berends et al., 1996 ;

Murray, 2000 ; Hanes, 2003). La contamination humaine par les salmonelles non-typhiques
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s’effectue essentiellement par la consommation d’aliments contaminés (ceufs et préparations a base
d’ceufs, volailles, charcuteries, fromages au lait cru,), consommés crus ou insuffisamment cuits
(Weill, 2008). La production de masse de produits alimentaires et leur distribution a grande échelle
favorise également la dissémination des salmonelles et I'apparition d'epidémies de grande ampleur
(Sanchez-vargas et al, 2011). Aussi, au sein des élevages, plus les animaux sont concentrés dans une
certaine zone, plus il est difficile de controler les transmissions entre eux (Korsak, 2004). Les

rongeurs et les insectes peuvent étre aussi une source importante de Salmonella dans un élevage.
2.1.4. Bactériologie

»  Caracteres morphologiques

Les bactéries du genre Salmonella sont des bacilles & Gram négatif, non sporulant de 2 a 3 um
de longueur et de 0,6 a 0,8 um de large, la plupart du temps douées d’une mobilité propre grace a une
ciliature péritriches. Quelques sérovars sont cependant immobiles comme S. Gallinarum et S.
Pullorum (Popoff et Norel, 1992). Au plan structurale, la membrane cytoplasmique de cette bactérie
est entourée par le peptydoglycane puis par la membrane externe qui porte flagelles, pili, glycocalix
et lipopolysaccharide. Ces structures ont des réles importants pour la survie de la bactérie et comme

facteurs de virulence.

>  Caracteres culturaux

Les salmonelles sont aéro-anaérobies facultatives. Elles presentent des colonies de 2 a 4 mm de
diamétre, aprés 24 heures d’incubation a 37°C sur un milieu ordinaire. Elles sont blanchétres,
circulaires, limitées par un bord régulier, Iégérement bombées, translucides. Elles sont généralement
lisses (S : smooth). Cependant, des colonies a bords irreguliers (R : rough) peuvent apparaitre apres
plusieurs passages en série sur des milieux gélosés (Le Minor et Veron, 1989). A partir d’un milieu
monomicrobien (le sang ou le liquide céphalorachidien), une gélose ordinaire suffit a leur croissance.
Par contre, dans le cas de préléevements polymicrobiens (les selles), 1’utilisation de milieux sélectifs

tel que Salmonella-Shigella et Hektoen est indispensable.

»  Caracteres biochimiques

Les caracteres biochimiques permettant 1’identification du genre Salmonella sont 1’absence
d’uréase, de tryptophane désaminase, mais ¢galement I’absence de production d’indole et d’acétoine
(test de VVoges-Proskauer négatif). Elles réduisent les nitrites en nitrates, peuvent utiliser le citrate
comme seule source de carbone, et fermentent le glucose (Johnson et al., 2007). Cependant elles ne
fermentent ni le lactose ni le saccharose. Elles produisent généralement du gaz a partir du glucose a

I’exception de S. Typhi. La reaction au test d’oxydase est toujours négative (Hanes, 2003). Les deux
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especes du genre Salmonella (S. enterica et S. bongori) peuvent étre différenciées par leur capacite a
fermenter ou pas le sorbitol. S. bongori ne fermente pas le sorbitol, contrairement a S. enterica. A
I’exception de la plupart des souches de S. enterica, elle se cultive sur un milieu contenant du KCN.

»  Caracteres antigéniques

Le schéma développe par Kauffmann et White a permis de classer les salmonelles par sérotype
a I'heure actuelle, le genre contient plus de 2500 seérotypes (Tindall et al., 2005). Cependant, un
rapport du Centre de Recherche et de Politiques sur les Maladies Infectieuses (CIDRAP) classe les
membres de l'espéce Salmonella en plus de 2541 sérotypes (sérovars) en fonction de leur
lipopolysaccharide somatique (O), flagellaire (H) antigenes et parfois I'antigéne capsulaire (Vi) et la
plupart des souches montrent une variation diphasique des antigenes flagellaires (Scott, 2010).
Récemment, les Services de Diagnostic de Monitoba (DSM) ont suggéré que le nombre de sérotypes
de Salmonella qui provoque des maladies chez I'hnomme maintenant approche 3000 et de nouveaux
sérotypes sont identifiés en continu. Cependant, la plupart des laboratoires cliniques préférent réaliser
des réactions d'agglutination simples avec des anticorps ou antisérums spécifiques (antigenes
somatiques O) dans le but de regrouper les salmonelles en six sérogroupes, désignés A, B, C1, C2, D
et E. Ce systeme de groupement fournit des informations précieuses pour les études épidémiologiques
et permet I'identification du genre dans des infections a Salmonella (Wattiau et al., 2011).

2.1.5. Physiopathologie

La salmonelle montre un caractére remarquable pendant ’invasion des cellules hotes non-
phagocytaires pendant laquelle, elle induit sa propre phagocytose afin d'accéder a la cellule héte
(Hansen-Wester et al., 2002). La génétique supportant cette stratégie ingénieuse est retrouvée dans
les Tlots de pathogénicité de salmonelle (SP1) qui est un groupe de genes localisé dans la grande région
de I’ADN chromosomique et qui code pour les génes impliqués dans le processus d’invasion (Grassl

et Finlay, 2008).

2.1.5.1. Facteurs de virulences

Les facteurs de virulence sont des produits bactériens nécessaires aux microorganismes pour
provoquer une maladie. De nombreux facteurs de virulence de Salmonella, tels que I'adhésion,
I'invasion et les génes de toxine, sont regroupes dans certaines zones du chromosome appeléees "ilots
de pathogénicité de Salmonella™ (SPI) (Santos et al., 2003). Les SPI peuvent étre situés sur le
chromosome ou sur un plasmide. Ils sont flanqués de séquences répétées et ont tendance a avoir une
composition G/C variée par rapport a la région environnante. Les SPI se caractérisent par une
composition de base differente de celle du genome principal et sont souvent associés a des genes

d’ARNt et a des éléments génétiques mobiles, comme les éléments IS, les transposons ou les phages
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(Schmidt et Hensel 2004). A ce jour, 15 SPI ont été identifiés dans S. Typhi (Vernikos et Parkhill
2006) deux d'entre eux, SPI-1 et SPI-2 codent pour le systeme de secretion de type 111 (T3SS) (Kuhle
et Hensel 2004). Deux caractéristiques de la pathogenése de Salmonella, telles que I'invasion de I'h6te
et la prolifération intracellulaire, sont directement liées aux genes de SPI. SPI-1 contient des genes
d'invasion, tandis que SPI-2 est nécessaire pour la pathogenese intracellulaire et joue un role crucial

dans les infections systémiques a S. enterica (Hansen-Wester et Hensel 2001).

2.1.5.2. Pathogénie

Presque toutes les souches de salmonelles ont la capacité d'envahir, de se multiplier et de
survivre dans les cellules hotes (Eng et al., 2015). L’issue de I’infection a Salmonella dépend
essentiellement de trois facteurs: la dose infectante, le facteur de virulence qui influence la cellule

hote et le niveau d'immunité (Venter et al., 1994).

»  Chez les humains

Chez ’homme, la gravité des infections a Salmonella varie en fonction du sérotype impliqué
et de I'état de santé de I'hote. En effet, les bactéries pénétrent dans I’estomac et s’intégrent dans
I’intestin. Elles envahissent les cellules, provoquant ainsi une diarrhée chez leur hote infecté. La
fonction de I'llot de pathogeénicité de Salmonella (SP11) est nécessaire pour les premiers stades de la
salmonellose, c'est-a-dire I'entrée de Salmonella dans les cellules non-phagocytaires. De plus, la
fonction SPI1 est nécessaire pour l'apparition des symptomes diarrhéiques lors des infections gastro-
intestinales. La fonction de I'ilot de pathogénicité de Salmonella (SPI2) est quant a elle nécessaire
pour les stades ultérieurs de I’infection, ¢’est-a-dire la propagation systémique et la colonisation des
organes hotes. Le r6le de SPI2 pour la survie et la réplication dans les phagocytes de I'hote semble

étre essentiel pour cette phase de la pathogenése (Hansen-Wester & Hensel, 2001).

»  Chez les bovins

La voie commune d’infection chez les bovins est I’ingestion de la bactérie par des aliments
contamings et I'eau. Il peut se disséminer dans 1’organisme de 1’hdte via le liquide lymphatique ou le
sang et conduit généralement a I'excrétion fécale de la bactérie. Les salmonelles sont normalement
inhibées par les concentrations élevées d'acides gras volatils et un pH inférieur a 7 dans le rumen
(Mattila et al., 1988). Cependant, ces bactéries ont développé des mécanismes pour survivre et faire
face aux facteurs inhibiteurs de 1’hote tel que le régime alimentaire, le pH du rumen et la
consommation des antibiotiques (Morisse et Cotte, 1994 ; Baumler et al., 2000). En effet, les
bactéries adherent et envahissent les cellules de la muqueuse intestinales principalement associées
aux plaques de Peyer situées dans le jéjunum et I’iléon terminaux. Une fois que les bactéries ont

traversé I'épithélium intestinal, elles pénétrent dans les macrophages du tissu lymphoide sous-jacent
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ou elles sont drainées vers les ganglions lymphatiques, qui constituent une barriere importante a la
dissémination. Si cette barriere est surmontée, les bactéries atteignent le réticulo-endothélial tout en
survivant et en se multipliant & I'intérieur des macrophages (Scherer et Miller, 2001).

2.1.6. Pouvoir pathogéne de Salmonella

Les souches de Salmonella peuvent étre regroupées en salmonelles typhiques et non-typhiques
sur la base du mode¢le clinique de la salmonellose. Ainsi les différentes manifestations au cours d’une
infection sont : les fiévres typhoide et paratyphoide, les gastro-entérites, les septicémies et des

complications extra-digestives (Sheorey et Darby., 2008).

2.1.6.1. Chez les humains

> Fievre typhoide et paratyphoide

Salmonella Typhi est I’argent étiologique de la fi¢vre typhoide ; alors que la fievre paratyphoide
est provoquée par Salmonella Paratyphi A, B et C. Cependant, les symptdmes cliniques de la fiévre
typhoide et paratyphoide ne sont pas différents (Connor et Schwartz, 2005). Les humains sont le
réservoir unique des deux souches de salmonelles typhiques (S. Typhi et S. Paratyphi). Ils sont
infectés par ingestion des aliments et 1’eau souillés. La fiévre est caractérisée par une période
d’incubation d’une semaine ou plus avec des symptomes tels que le mal de téte, les douleurs
abdominales et la diarrhée (ou constipation), suivie de la fievre (Bhan et al., 2005). Chez les enfants,
on observe généralement la diarrhée, tandis que les patients immunodéficients développent la
constipation (Thielman et Guerrant, 2004). A c6té de la fievre, les patients infectés peuvent
également développer la myalgie (douleur dans les muscles), la bradycardie (ralentissement des
battements du cceur), 1'hépatomégalie (augmentation du volume du foie), le splénomégalie
(augmentation du volume de la rate), et les taches roses sur la poitrine et ’abdomen (Kuvandik et
al., 2009). L'hémorragie est I'une des complications gastro-intestinales les plus graves entrainant les
diarrhées sanglantes.

»  Gastro-entérite

Les souches de Salmonella autres que Salmonella Typhi et Salmonella Paratyphi sont appelées
Salmonella non-typhiques, et se retrouvent principalement chez les animaux. Les infections a
Salmonella non-typhique sont caractérisées par une gastro-entérite qui s'accompagne de symptomes
tels que la diarrhée non sanglante, les vomissements, les nausées, les céphalées, les crampes
abdominales et les myalgies. Les symptdmes tels que I'népatomégalie et la splénomégalie sont moins
fréquemment observés chez les patients infectés par la Salmonella non-typhique. Les complications
gastro-intestinales des infections a Salmonella non-typhique comprennent la cholécystite, la

pancréatite et I'appendicite. Les nourrissons, les jeunes enfants, les personnes agées et les patients
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immunodéprimés sont trés sensibles aux infections a Salmonella non-typhique et développent des

symptdmes plus sévéres que les individus normaux (Scallan et al., 2011).

> Septicémie et complication extra-intestinale

La septicemie a Salmonella est un état dans lequel les bactéries pénetrent dans la circulation
sanguine apres avoir envahi la barriere intestinale. Presque tous les sérotypes de Salmonella peuvent
causer des septicémies (Woods et al., 2008). Une forte fiévre élevée est le symptdme caractéristique
d’une septicémie a Salmonella, mais sans formation de taches rose. La manifestation clinique de la
septicémie est plus freqguemment observée dans les infections a Salmonella non-typhique que dans
les infections a Salmonella typhique. Dans des conditions séveres, la réponse immunitaire déclenchée
par une bactériémie peut entrainer un choc septique, avec un taux de mortalité élevé. La manifestation
clinique de la septicémie est plus fréquente dans les infections a Salmonella non-typhique que dans
les infections a Salmonella typhique. On pense que la différence dans la manifestation clinique est
lice a la présence du géne spv (Salmonella plasmide virulence) dans la Salmonelle non-typhique qui
provoque une bactériémie non typhoidale (Guiney et Fierer, 2011). Environ 5% des patients infectés
par la Salmonella non-typhique développent une septicémie et dans certains cas, des complications
extra-intestinales. Le poumon étant lI'organe le plus souvent compromis. Les autres complications
extra-intestinales comprennent la cellulite, les infections des voies urinaires, la pneumonie,

endocardite et méningite (Arii et al., 2002).

2.1.6.2. Chez les bovins

Chez les veaux, I’infection est aigué et de forme septicémique avec fievre élevée, pneumonie,
arthrite et entérite. La létalité est élevée. La salmonellose est moins fréquente chez les bovins adultes
et il s’agit alors souvent d’une infection secondaire qui s’ajoute a une autre maladie ou qui suit a
I’apparition de cas cliniques de salmonellose dans la méme exploitation. Les symptdmes cliniques
prédominants sont une diarrhée abondante mélée de sang ou d’épithélium intestinal, ainsi que de
violentes douleurs abdominales. Les vaches gestantes peuvent avorter et excréter 1’agent pathogene

en grande quantité.
2.1.7. Diagnostic d’une infection a Salmonella

» Diagnostic direct
Il est basé essentiellement sur I’isolement et 1’identification de la salmonelle a partir des
produits biologiques tels que le sang (hémoculture), les selles (coproculture), les urines, les pus, les

liquide céphalorachidiens sur des milieux sélectifs, milieu Salmonella-Shigella (SS) ou Hektoen.
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» Diagnostic indirect
Il est basé sur des tests sérologiques. Le test de Widal, un test d'agglutination en tube développé
en 1896 (Widal et al., 1896), détecte la présence d'anticorps agglutinants dans le sérum des patients
infectés (Olopoenia et King, 2000). Le test n'est que modérément specifique pour l'infection a S.

Typhi.

2.1.8. Traitement

2.1.8.1. Preventif

» Chez les humains

Il n'existe pas de vaccin pour prévenir la salmonellose chez I'homme, tandis qu‘un vaccin contre
la fievre typhoide a été mis au point, en particulier chez les enfants, mais n'est efficace qu'a 60%. Une
personne recevant ce vaccin aurait quand méme de fortes chances de développer une salmonellose
non typhique. Cependant, des recherches en cours portent sur la production de vaccin humain utile
contre touts les serotypes (Danielle, 2006).

» Chez les bovins
La mise en ceuvre de stratégies prophylactiques globales efficaces pour toutes les salmonelles
peut étre nécessaire pour surmonter la diversité des sérovars de Salmonella présents dans les élevage
(Mohler et al.,2009). Un vaccin vivant oral attenué genetiquement a été mis au point pour proteger
le veau contre S. Typhimurium et S. Dublin. De plus le vaccin contre la S. Choleraesuis virulent est
efficace expérimentalement contre la salmonellose due a S. Dublin chez des jeunes veaux. Toutefois,
le meilleur programme est de vacciner la vache pendant la gestation, ce qui donnera une protection

passive aux veaux pendant 6 semaines (Radostitis et al., 2007).
2.1.8.2. Curatif

» Chez les humains
Le traitement de I'infection a Salmonella non-typhique est different de celui des infections a
Salmonella typhiques. Dans le cas des traitements des infections & Salmonella non-typhiques, les
antibiotiques ne sont pas recommandeés car ils ne raccourcissent pas la maladie et ils prolongent
significativement I'excrétion fécale des bactéries et augmentent le nombre de souches résistantes aux
antibiotiques (Kemal, 2014). Les antibiotiques ne doivent étre utilisés que si cela est nécessaire, car
la plupart des infections a Salmonella non-typhique sont spontanément resolutif et la durée de la

diarrhée et de la fiévre ne sont pas vraiment affectées par I'utilisation d'antibiotiques.
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» Chez les bovins
Bien que les salmonelles soient habituellement sensibles in vitro a de nombreux antibiotiques,
leur utilisation en élevage pour le traitement de la salmonellose a été jusqu'a récemment contre-
indiquée par I'absence de résultats favorables sur I'évolution de la maladie (Kemal, 2014). Cependant,
une mesure efficace consiste a limiter I'utilisation inappropriée des antibiotiques chez les animaux

destinés a I'alimentation humaine et animale (Talbot et al. 2006).

2.2. Genre Escherichia

2.2.1. Historique

Escherichia coli a été décrite pour la premiere fois en 1885 apres avoir été isolée dans des selles
de nourrissons par I’allemand Theodor Escherich. Son nom actuel lui est ensuite donné en 1919 par
Castellani et Chambers. Durant les années 1920 et 1930, plusieurs chercheurs essayérent d'identifier
les types spécifiques de E. coli responsables des entéropathies, mais aucun progres significatif ne fut
réalisé jusqu'a la mise au point par Kauffmann, dans les années 1940, d'un schéma de sérotypes précis
(WHO, 1980). Ainsi, a partir des années 1950, de nombreuses souches de E. coli appartenant a des
sérotypes particuliers ont été répertoriées, chez ’homme comme chez 1’animal, comme étant des
souches pathogenes responsables d’affections variées allant d’une simple diarrhée a des infections

systémiques séveres voire mortelles (Nataro et Kaper, 1998 ; Kaper et al., 2004).

2.2.2. Taxonomie et classification

Le genre Escherichia appartient a la famille des Enterobacteriaceae dans le regne des
procaryotes. Le genre comprend cing especes. Il s’agit de : E. coli, E. albertii, E. fergusonii, E.
hermannii et E. vulneris. Chaque espéce d’Escherichia présente des caractéristiques biochimiques
propres permettant de les différencier les unes des autres (Vimont, 2007). De plus, selon les criteres
modernes de taxonomie bactérienne, les genres Shigella et Escherichia sont identiques. La
classification de I’espéce se présente comme suit :

Reégne : Procaryotae
Domaine : Bacteria
Phylum: Proteobacteria
Classe: Gammaproteobacteria
Ordre: Enterobacteriales
Famille : Enterobacteriaceae
Tribu : Escherichiae
Genre : Escherichia
Espéce : Escherichia coli.
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2.2.3. Epidémiologie

2.2.3.1. Habitat et hote de Escherichia coli

L’espéce E. coli appartient a la microflore commensale de I’Homme et de nombreux animaux.
C’est une bactérie colonisatrice du tube digestif des animaux a sang chaud (carnivores, omnivores,
herbivores et oiseaux) mais egalement des reptiles (Gordon et Cowling, 2003). Cette bactérie est
présente principalement au niveau du colon et du ceecum a des concentrations environ 10° UFC/g de
contenu intestinal (Ducluzeau et Raibaud 1985). Toutefois, E. coli est rejeté dans 1’environnement
via les féces a une concentration d’environ 108 UFC/ g de féces (Smati et al., 2015) et peut étre
retrouver dans les eaux environnementales par le biais des effluents, tels que les eaux usées, les lisiers
ou les fumiers des animaux d’élevage ou par les déjections des animaux d’¢levage ou des animaux
sauvages. Pendant que la plupart des souches de E. coli commensales sont donc trés bien adaptées a
une coexistence avec I’hote, d'autres sont par contre pathogénes pour leurs hotes (Conrad et al.,
2016). Cependant, plusieurs clones de Escherichia coli hautement adaptés ont acquis des facteurs de

virulence, ce qui leur permet de provoquer un large éventail de maladies (Croxen et Finlay, 2010).
2.2.3.2. Réservoir et mode de transmission

Certaines souches de E. coli produisant des toxines sont pathogénes pour les animaux et peuvent
étre a la base des diarrhées chez les veaux. Les ruminants domestiques, notamment les bovins,
semblent étre les principaux réservoirs des souches STEC pathogenes pour I’Homme, en particulier
des souches EHEC 0157 (Gyles, 2007). Chez ces animaux, le portage digestif et I’excrétion des
souches EHEC sont le plus souvent asymptomatiques, et le contact direct ou indirect avec leurs feces
constitue la principale voie de contamination de I’Homme. Quelques souches de STEC pathogénes
pour I’animal peuvent cependant étre pathogenes pour I’Homme. Nous pouvons citer en exemple, les
souches EHEC 0118 retrouvées chez des veaux présentant de la diarrhée dont la transmission a
I’Homme a été démontrée (Beutin et al., 2000). Ces diarrhées sont, par leur fréquence et leur mortalité

la cause des pertes économiques importantes (Avril et al., 1992).
2.2.4. Bactériologie

» Caracteres Morphologique
Escherichia coli ou colibacille est un bacille Gram négatif de 0,5 a 1 um de diamétreet 1 a 3
pm de long et aux extrémités arrondies. C’est une bactérie non sporulée parfois capsulé, mobile grace

a une ciliature péritriche (Le Minor et Richard, 1993).
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»  Caracteres culturaux

Les souches de E. coli sont capables de croitre sur des milieux ordinaires a base de peptone ou
d'extraits de viande et sont non halophiles. Elles sont aéro-anaérobies facultatives (AAF) formant sur
des milieux gélosés ordinaires ou sélectifs des colonies typiques de types (S) (Le Minor et Richard,
1993). Elle se développe en 24 heures a 37°C sur les milieux gélosés en donnant des colonies rondes,
lisses, a bords réguliers, de 2 & 3 mm de diametre, non pigmentées. Sur les milieux lactosés, les
colonies sont généralement lactose positif. Sur gélose au sang, elles peuvent étre hémolytiques (Avril
et al.,2000).

»  Caracteres biochimiques

Les bactéries appartenant a ’espece Escherichia coli et répondant & la définition des
entérobactéries, fermentent le glucose avec souvent production de gaz, n'utilisent pas le citrate, ne
produisent pas d'enzymes extracellulaires (protéases, DNases, lipases), ne produisent pas d’H>S,
n’hydrolysent pas I’urée, ne désaminent pas le tryptophane ou la phénylalanine. Les E. coli fermentent
également 1’arabinose, le mannose, le mannitol, et le maltose, mais pas 1’inositol, et ont souvent un
test de I’ONPG positif. Ces caractéristiques n’ont rien d'absolu puisque des plasmides métaboliques
peuvent permettre aux E. coli de produire de 1’H.S, d’utiliser le citrate, ou d'hydrolyser 1’urée. Ces

caracteres permettent de différencier les différentes espéces.

> Caractere antigénique
Le sérotypage est un critére utile pour identifier les souches pathogenes de E. coli dans les
échantillons alimentaires, environnementaux et cliniques, et pour la compréhension de
I'épidémiologie (Wang et al., 2010). Le sérotypage de E. coli est basé sur les profils des antigénes
de surface O (somatiques), H (flagellaires) et K (capsulaire) (Kauffmann, 1944). De plus, de
nombreux antigénes des classes O, H et K (56 H-antigenes, 80 K-antigenes, 173 O-antigénes) ont été
rapportés, et qui peuvent avoir tout une combinaison possible, ce qui fait 50 000 a 100 000 sérotypes.

L’antigene O détermine le sérogroupe.
2.2.5. Physiopathologie

Le cas de E. coli est typique. Bien que la majorité des souches de E. coli soient commensales,
certaines d’entre elles sont associées a des infections intestinales ou extra-intestinales treés diverses
chez ’homme (Levine, 1998).
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2.2.5.1. Infections intestinales

L’essentiel des signes cliniques est li¢ a la production des toxines (cytotoxines, entérotoxines).
Cependant, le processus infectieux est multifactoriel et dépend a la fois de facteurs bactériens et de
facteurs de 1’hote (Paton et Paton, 1998) . Les étapes essentielles de ce processus sont telles que,
apres ingestion, les souches de E. coli pathogénes doivent résister a I’acidité de I’estomac. Une étape
de colonisation du tube digestif est nécessaire. Certaines souches de E. coli sont capables de produire
des lésions d’attachement/effacement. Toutefois, les toxines produites par les bactéries doivent
ensuite traverser 1’épithélium intestinal, avant de rejoindre le systéme circulatoire et atteindre les
récepteurs spécifiques localisés a la surface des cellules endothéliales, principalement au niveau
intestinal. Les toxines entrainent la mort des cellules cibles par arrét des synthéses protéiques. Un
role des bactéries et/ou des toxines sur 1’activation du systéme immunitaire est également suspecté

(Heyderman et al., 2001).
2.2.5.2. Infections extra-intestinales

Les souches responsables d’infections extra-intestinales possedent des facteurs de virulence qui
contribuent au franchissement par la bactérie des différentes étapes du processus physiopathologique
: adhésion, invasion, et multiplication (Johnson, 1991).

L’adhésion aux cellules épithéliales est une étape clé dans le processus infectieux ; en effet, elle
permet aux bactéries de pouvoir par la suite se multiplier et coloniser la muqueuse, étapes auxquelles
succede la phase invasive, préambule de ’infection. La fixation de E. coli sur les cellules épithéliales
dépend de I’expression a sa surface de protéines d’adhésion nommées adhésines, en particulier les
fimbriae. Les propriétés d’adhérence spécifiques lies aux fimbriae constituent 1’un des facteurs
essentiels du pouvoir pathogéne des E. coli uropathogénes. Durant la phase d’invasion, la bactérie
peut également sécréter des toxines responsables de Iésions tissulaires importantes chez 1’hote et en
particulier une hémolysine qui entraine la lyse des hématies et provoque la formation de canaux
sélectifs sur les surfaces membranaires. Si, chez I’homme, les facteurs de virulences présents chez la
souche sont importants pour le développement d’une infection extra-intestinale a E. coli, la prédiction
de la sévérité initiale de I’infection et son évolution ne peuvent reposer sur la seule étude de la
virulence intrinséque de la souche, et la prise en compte de facteurs liés a I’hote (Maslow et al.,

1993 ; Martinez et al., 2006).
2.2.5.3. Facteurs de virulences

> Adhésine
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La capacité d’adhésion de E. coli aux cellules eucaryotes humaines et animales joue un réle
fondamental tant dans la colonisation du tube digestif (adhésion aux entérocytes) que dans les
pathologies extra- intestinales (adhésion aux cellules urothéliales et endothéliales). Les adhésines sont
des éléments structuraux composé de deux domaines distincts (lectine et pili de type 1g) qui favorisent
I’établissement de contact entre la bactérie et les cellules cibles de 1’hote (Kalas et al., 2013). Elles
sont généralement situés a 1’extrémité des pili ou fimbriae et déterminent 1’antigéne d’adhésion

(Demers et Sansonneti, 1998).

» Invasines

On appelle invasines les structures permettant a la bactérie d’étre internalisée dans la cellule
afin de traverser une barriére épithéliale et/ou endothéliale par transcytose. Les invasines ont été
particulierement étudiées chez les souches responsables de méningites néonatales (Bidet et al., 2012).

» Toxine

E. coli pathogene peut causer des maladies dans divers endroits du corps humain (Wells et
Henderson, 2013). Le site de l'infection dépend du répertoire de la virulence des facteurs tels que les
adhésines et les toxines exprimées par le pathogéne. Chez 1’espéce E. coli plus de sept toxines sont
répertoriées. Les entérotoxine thermolabile (LT) et thermostable (Sta et Stb) sont responsables de
diarrhée aqueuse. Les cytoxines Stx1 et Stx2 sont responsables de colites hémorragiques ou de
syndrome urémique hémolytique (SHU) conduisant a une diarrhée accompagnée de sang
(Donnenberg, 2005).

»  Systémes de capture de fer
I1s sont utilisés par la bactérie pour capter le fer dans 1I’organisme qu’elle infecte. En effet, le
fer est indispensable aux bactéries en intervenant dans de nombreuses fonctions métaboliques
(transport de 1’oxygene, synthése de I’ADN, transport des électrons...). Chez E. coli il existe de
nombreux systéemes de capture des ions ferriques soit sous forme complexés aux ions citrates
(systeme fec) dans les fluides de 1’organisme, soit liés a I’héme de ’hémoglobine (systeme chu), soit
enfin en excrétant des molécules appelées sidérophores qui sont capables de soustraire les ions Fe+++

aux transporteurs physiologiques et de I’acheminer a la bactérie via un récepteur spécifique (Braun,
2003).

2.2.6. Pouvoir pathogéne

L’espéce E. coli est subdivisée en de nombreuses souches pathogénes pour I’homme et 1’animal
sur la base de la possession de propriétés ou de la production de facteurs spécifiques qui sont

responsables de leur pouvoir pathogéne (Mainil, 2003).
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2.2.6.1. Chez P’Homme

Chez ’Homme, sur la base de différents d’interaction hote-bactérie et des signes cliniques, les
E. coli sont regroupés en deux catégories, les E. coli pathogenes intestinaux (InPEC) et les E. coli

pathogenes extra-intestinaux (EXPEC) (Nataro et Kaper, 1998 ; Kaper et al., 2004).
2.2.6.1.1. Pathogénes intestinaux

> Les souches de E. coli entérotoxinogénes (ETEC)

Elles sont majoritairement associées a deux syndromes cliniques importants : la diarrhée du
nourrisson dans les pays en voie de développement et la diarrhée du voyageur. Les souches de E.
coli entérotoxinogénes (ETEC) colonisent essenticllement la partie proximale de I’intestin gréle grace
a leurs « facteurs de colonisation » (CFAx et CSx) qui sont des adhésines fimbriaires (Cassels et
Wolf, 1995). IIs n’induisent pas d’altération histologique marquée de la muqueuse. Le pouvoir
pathogene des ETEC s’explique principalement par la sécrétion des toxines thermostables (ST) et/ou

thermolabiles (LT).

» Les souches de E. coli entéropathogenes (EPEC)

Elles sont responsables de gastro-entérites infantiles qui touchent en particulier les enfants en
bas age (< 3 ans). Lors des infections, des lésions histopathologiques particuliéres apparaissent,
appelées lésions d’attachement et d’effacement (Iésions A/E). Ce phénotype est caractérisé par
I’effacement des microvillosités intestinales et par 1’adhérence intime entre les bactéries et la
membrane cytoplasmique des entérocytes. Plusieurs genes dont le géne eae sont a ’origine de ces

Iésions (Jerse et al., 1990).

»  Lessouches de E. coli entéroaggrégatifs (EAEC)

Elles sont de plus en plus reconnues comme étant responsables de retards de croissance et de
diarrhées persistantes dans les pays en voie de développement ainsi que dans les pays industrialisés.
Les souches de E. coli entéroaggrégatifs (EAEC) sont caractérisées par une adhésion aggrégative, a
I'origine des nécroses au pole apical des villosités avec un cedéme inflammatoire et hémorragique de
la sous-muqueuse. Elles élaborent une entérotoxine thermostable (EASTI) et une entérotoxine
thermolabile (Kaper et al., 2004).

»  Lessouches de E. coli entéroinvasifs (EIEC)
Elles sont phylogénétiqguement assez proches de Shigella spp et leurs mécanismes de pathogénie
sont similaires (invasion de 1’épithélium intestinal). Elles sont responsables de syndromes

dysentériques, caractérisés par une forte fiévre, des crampes abdominales et des nausées,
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accompagnés d’une diarrhée aqueuse qui évolue rapidement en une dysenterie (selles contenant du

sang et du mucus).

»  Lessouches de E. coli a adhésion diffuse (DAEC)
Elles sont responsables de diarrhées et d’infections urinaires. Les diarrhées peuvent étre
aqueuses et contenir du mucus. L’expression d’une adhésine fimbriale (appartenant a la famille
Afa/Dr) et d’une protéine de membrane externe confeére aux bactéries un phénotype d’adhésion «

diffuse », sur les lignées cellulaires en culture de type Hep-2 (Cookson et Nataro, 1996).

»  Les souches de E. coli Entérohémorragiques (EHEC)

Elles sont a I’origine de troubles plus ou moins sévéres allant d’une simple diarrhée a des colites
hémorragiques, voire a un Syndrome Hémolytique et Urémique chez I’enfant ou a un Purpura
Thrombotique et Thrombocytopénique chez I’adulte, pouvant conduire parfois a la mort du patient.
Les EHEC qui correspondent aux souches isolées chez les malades possédent typiquement au moins
un géne stx codant la Shiga-toxine (Stx1 ou Stx2) (Riley et al., 1983) ainsi que d’autres facteurs de
virulence comme le gene eae codant le facteur d’attachement et d’effacement ou le géne ehx codant
I’entérohémolysine (Schmidt et al., 1995). L’ensemble des souches de E. coli possédant au moins

un gene stx représente le groupe des STEC.
2.2.6.1.2. Pathogeénes extra-intestinaux

»  Lessouches de E. coli uropathogéne (UPEC)

Les souches E. coli uropathogénes (UPEC) sont responsables de 80% des infections des voies
urinaires. Ces infections se produisent lorsqu’il y a contamination de la région urogénitale par la flore
fécale. Les bactéries responsables peuvent atteindre la vessie, provoquer une cystite aigué ou infecter
les reins et provoquer une pyélonéphrite aigué. Dans certains cas les infections des voies urinaires
peuvent mener a une septicémie et reposent sur la présence de plusieurs facteurs de virulence. La

présence ou non de ces facteurs influence la sévérité des infections (Kaper et al., 2004).

»  Les souches de E. coli associées a la méningite néonatale (NMEC)
Les souches de E. coli associées a la méningite néonatale (NMEC) provoquent des méningites
chez les nouveau-nés. Bon nombre de survivants souffrent de défauts neurologiques graves. Les

bactéries sont transportées par voies hématogenes (voies sanguines) (Kaper et al., 2004).
2.2.6.2. Chez les bovins

Escherichia coli est un agent ubiquiste faisant partie de la flore gastro-intestinale normale des

animaux et la plupart des souches d’E. coli sont inoffensives. Par contre, certaines souches ont réussi
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a acquerir des attributs spécifiques leur permettant une adaptation et leur offrant la capacité de causer
diverses maladies (Fairbrother et Nadeau, 2010). De nombreuses études mettent en évidence le
caractére pathogéne des EPEC vis a vis des animaux. Les EPEC sont responsables de diarrhées chez
les bovins (Kobayashi et al., 2001). Les symptomes peuvent varier d’une simple diarrhée, a une
diarrhée aqueuse abondante mucoide ou sanglante, accompagnée d’anorexie, de déshydratation et de
Iéthargie (Swennes et al., 2012). De plus, les STEC sont également responsables d’infection chez les
animaux. lls sont responsables de diarrhées chez les veaux (Coura et al., 2014). L’absence de
récepteur pour les Shiga-toxines chez les bovins adultes pourrait expliquer que les ruminants ne

développent pas de toxémie ou de dommage vasculaire systémique (Pruimboom-Brees et al., 2000).
2.2.7. Diagnostic d’une infection causée par Escherichia coli

Le diagnostic d’une colibacillose est basé sur la recherche du colibacille par des technique
bactériologiques a partir des prélevements que sont les selles, sang, urines, liquide céphalorachidien
(LCR) et les pus.

2.2.8. Traitement

2.2.8.1. Préventif

» Chez les Humains
Le traitement préventif chez les humains fait surtout appel a la bonne pratique de 1’hygiene
(Croxen et Finlay, 2010).

» Chez les bovins
La prévention contre une infection a colibacille a court terme est basée sur des mesures hygiéniques
telles que : Entretenir 1’environnement des animaux (maintenir le cadre des animaux propre), séparer
les veaux d’ages différents et des vaches. Cependant, une prévention a long terme, basé sur la
vaccination contre les sérotypes septicémiques de E. coli présents dans 1’élevage est possible
(Rébillard, 2007).

2.2.8.2. Curatif

» Chez les humains
Le traitement curatif d'une diarrhée aigué est avant tout un traitement symptomatique par la
réhydratation (Croxen et Finlay, 2010). La diarrhée des voyageurs peut étre prevenue par des
mesures d'hygiéne ou par la prise d'antibiotiques. Les fluoroquinolones ou le cotrimoxazole sont

utilisés a titre curatif. Les souches de E. coli sont généralement sensibles aux antibiotiques actifs sur
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les bacilles a Gram négatif: amino-pénicillines, céphalosporines, quinolones, aminosides,
triméthoprime/sulfaméthoxazole (Avril et al., 1992). Neanmoins, cette sensibilité doit toujours étre

vérifiée par un antibiogramme.

» Chez les bovins

Le traitement des colibacilloses vise essentiellement a contréler la prolifération bactérienne.
Secondairement 1’objectif est de limiter les effets du choc endotoxinique, de restaurer le statut
immunitaire et d’apporter a I’animal une nutrition correcte (Schelcher, 1991). Les antibiotiques sont
préférablement utilisés par voie parentérale et en particulier veineuse pour 1’obtention d’ un effet
systémique rapide. Dans le traitement des infections telles que les septicémies, il est préferable
d’utiliser des antibiotiques ayant un grand volume de distribution (Hoffsis et Welker, 1984). Les
familles d’antibiotiques actifs sur les colibacilles, diffusant bien dans 1’organisme et generalement

recommandés sont : les aminosides, les céphalosporines, les fluoroquinolones.

3.  Antibiotiques

3.1. Définition

En 1945 Selman Waksman a défini le mot "Antibiotique™ comme une substance chimique
d'origine microbienne qui possede des pouvoirs antimicrobiens. Selon le troisieme dictionnaire
international de Webster (1981), un antibiotique est défini comme étant une substance produite par
un microorganisme (bactérie ou champignon) et dans une solution diluée a la capacité d'inhiber la
croissance ou tuer un autre microorganisme (germe pathogene). Le manuel bien connu de Brock de
la microbiologie définit un antibiotiqgue comme un agent chimique produite par un organisme et qui

est nuisible & d'autres organismes.

3.2. Classification des antibiotiques

Les antibiotiques peuvent étre classés selon plusieurs criteres tels que leur origine
(biosynthétisés), leur nature chimique (dérivés d’acides aminés, hétérosidiques ou polycycliques),
leur mécanisme d'action et leur spectre d'action. De toutes ses classifications, la classification la plus
souvent utilisée est celle par famille, car elle possede un certain nombre de caracteres communs tel
que la composition chimique ou origine, le spectre d’action similaire ou trés rapproché, les cibles
bactériennes identiques, la résistance bactérienne et les effets indésirables rapprochés (Yala et al.,
2001).
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3.3. Mode d’action des antibiotiques

Le pouvoir antimicrobien de la plupart des classes d'antibiotiques concerne certaines
caractéristiques uniques de la structure bactérienne ou de leurs processus métaboliques (Tableau I).

Le mécanisme d'action des antibiotiques est le suivant :

> Inhibition de la synthése de la paroi cellulaire

La paroi est constituée essentiellement de peptidoglycane (PG), ou mucopeptide, qui est une
macromolécule polysaccharidique constituée par une succession réguliére d’acétoglucosamine et
d’acide N-acétylmuramique. Ces acides aminés se constituent en petits peptides et ceux-ci sont reliés
entre eux par des ponts peptidiques conférant une grande rigidité a I’ensemble. Cette transpeptidation
est la derniére étape de la synthése de la paroi bactérienne et elle se fait sous I’influence d’une enzyme,
la transpeptidase, (Bourin et al, 1993). Cependant, lorsque les bactéries sont privées de leur paroi,
elles deviennent fragiles et sans défense vis-a- vis des agressions mécaniques et des perturbations
osmotiques (Bourin et al., 1993). Des antibiotiques tels que les pénicillines, les carbapénémes et les
cephalosporines sont capables de bloquer la réticulation des unités peptidoglycanes en inhibant la
formation de liaisons peptidiques catalysée par les PLP (protéines de liaisons des pénicillines)
(Josephine et al., 2004). La plupart des antibiotiques appartenant a la classe des glycopeptides (par
exemple, la vancomycine) sont capables d’inhiber la croissance bactérienne en inhibant la synthese
de PG. lls inhibent la synthése de PG en se liant a des unités de PG, ainsi qu'en bloquant I'activité de
la transglycosylase et de la transpeptidase (Kahne et al., 2005).

» Désorganisation de la structure ou de la fonction de la membrane cellulaire
Les classes d'antibiotiques qui endommagent les membranes cellulaires des bactéries sont
spécifiques a chaque groupe microbien en fonction des différences de types de lipides dans leurs
membranes cellulaires. Par exemple, la Daptomycine dépolarise la membrane dépendante du calcium,
ce qui conduit a la cessation de la synthése macromoléculaire et perturbation de la membrane
cellulaire chez les bactéries (Alborn et al., 1991). Les polymyxines provoquent la désintégration de
la membrane cellulaire bactérienne en se liant efficacement au fragment lipidique du

lipopolysaccharide dans la cellule bactérienne (Falagas et al., 2010).

» Inhibition de la synthése d'acide nucléique
Les antibiotiques interferent avec la synthese de I'acide nucléique en bloquant la réplication ou
en arrétant la transcription. La réplication de I'ADN implique le dénouement de la structure
traditionnelle a double helice, un processus facilité par une hélicase (Gale et al., 1981). Les

antibiotiques de la famille des quinolones, par exemple, interfere avec la fonctionnalité de I'enzyme
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hélicase, empéchant ainsi I'enzyme de jouer son réle de déroulement de I'ADN. Cette action tronque
finalement le processus de réplication et de réparation de I'ADN des bactéries sensibles aux
quinolones (Chen et al., 1996). Les antibiotiques dont le mode d'action est I'inhibition de la synthése
d'acide nucléique ciblent également la topoisomérase Il et la topoisomérase 1V de la bactérie. La
perturbation des activités de ces enzymes chez les bactéries affecte négativement I'ARN polymérase,
ce qui empéche la synthése de I'ARN. Les quinolones qui inhibent de cette maniére la synthése d'acide
nucléique bactérienne n'interagissent pas avec I'ARN polymérase de mammifére, ce qui les rend
particulierement antagonistes vis-a-vis des bactéries a Gram positif et de certaines bactéries a Gram

négatif.

> Inhibition de la synthése des proteines

Les antibiotiques qui inhibent la synthése des protéines font partie des classes les plus larges
d'antibiotiques et peuvent étre divisés en deux sous-classes : les inhibiteurs de 50S et les inhibiteurs
de 30S. Des antibiotiques tels que I'érythromycine, la clindamycine, la lincomycine, le
chloramphénicol, le linézolide, etc. font partie des inhibiteurs du ribosome 50S (Katz et Ashley,
2005). En termes généraux, les antibiotiques qui inhibent le ribosome 50S le font en bloquant
physiquement soit la phase d’initiation de la traduction protéique, soit la phase d’élongation de la
synthése protéique ou I’acide aminé entrant est li¢ a la chaine peptidique naissante en croissance
(Patel et al., 2001). Des exemples d'antibiotiques qui bloquent l'initiation de la traduction des
protéines sont les membres d'oxazolidinones (Patel et al., 2001), tandis que les macrolides tels que
le lincosamide et la streptogramine bloguent la synthese des protéines en inhibant la phase
d'élongation de la traduction de I'ARNm (Vannuffel et Cocito, 1996). Ces derniers groupes
d'antibiotiques seraient donc inefficaces lorsque I'allongement aurait dépassé une longueur critique
(Tenson et al., 2003). Les inhibiteurs du ribosome 30S agissent principalement en bloquant I'acces
des aminoacyl-ARNt au ribosome. Les exemples d'antibiotiques qui fonctionnent de cette maniere
comprennent la tétracycline, la streptomycine, la spectinomycine, etc. (Hong et al., 2014). Il est
intéressant de noter que la tétracycline inhibe également certaines protéines au niveau des ribosomes
50S (Epe et Woolley, 1984). Parmi les inhibiteurs du ribosome, la sous-classe des aminoglycosides,
d'origine naturelle, est la seule a étre largement bactéricide. Les macrolides, les streptogramines, la
spectinomycine, les tétracyclines et le chloramphénicol sont généralement bactériostatiques.
Cependant, certains de ces antibiotiques inhibiteurs des ribosomes qui ont généralement une action
bactériostatique pourraient étre bactéricides dans certaines conditions liées a un mode spécifique a
I’espéce ou au traitement. Par exemple, le chloramphénicol connu pour étre typiquement
bactériostatique tue efficacement S. pneumoniae et Neisseria meningitidis (Rahal et Simberkoff,
1979), ainsi que H. influenza (Goldstein et al., 1990).
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> Blocage des principales voies métaboliques
Certains antibiotiques, tels que les sulfamides et le triméthoprime, imitent un substrat nécessaire
au métabolisme cellulaire des bactéries. Cette imposture fait que les enzymes bactériennes s'attachent
a l'antibiotique plutdt qu'au substrat normal. En particulier, les sulfamides agissent comme le
tétrahydrofolate nécessaire a la synthese de I'acide folique dans les cellules bactériennes (Talaro et
Chess, 2012). L'acide folique est essentiel dans le métabolisme des acides nucléiques et des acides
aminés.
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Tableau I: Mode d’action des principales classes et molécules d’antibiotiques (UE, 2010)

Classes Molécules Mode d'action antibactérien Spectre d'activité
Sulfamidés Toutes les substances Ils inhibent la synthése des folates Cocci a Gram positif
appartenant au groupe des par ’action des inhibiteurs
sulfamidés compétitifs de la dihydropteroate
synthétase
Quinolones Acide oxolinique, difloxacine, Ils inhibent la gyrase de I’ADN Large spectre sur

sarafloxacine, danofloxacine,
enrofloxacine, flumequine,
marbofloxacine

bactérien ou la topoisomérase 1V, et
par conséquent inhibent la
réplication et la transcription de
I’ADN

Mycobacterium tuberculosis
(fluoroquinolones, en
combinaison avec d’autres
antimycobactériens)

Béta-lactamines

Amoxicilline, ampicilline,
benzylpénicilline, céfalexine,
cefacétrile, céfalonium,
céfapirine, céfapéradone,
cefquinone, ceftiofur,
cefazoline, cloxacilline,
céfoperazone, pénéthamate,
dicloxacilline, nafcilline,
oxacilline

Ils perturbent la synthese de la
couche de peptidoglycane des
parois cellulaires bactériennes en se
liant aux protéines contribuant a
cette synthese

Cocci & Gram positif
Bactéries a Gram positif et
Gram négatif, Treponema
pallidum, Borrelia

Tétracyclines

Chlortétracycline, doxycycline,
oxytétracycline, tétracycline

Ils se lient aux sous-unités
ribosomales 30S en inhibant la
liaison de I’aminoacyl-ARNt au
complexe ARNm-ribosome

Treponema pallidum,
Chlamydia, Borrelia,
Rickettsie, Plasmodium
falciparum

Aminoglycosides

Dihydrostreptomycine,
gentamicine, kanamycine,
néomycine, streptomycine,
paromomycine, apramycine,
spectinomycine

Ils se lient a la sous-unité 30S du
ribosome bactérien (certains se lient
a la sous-unité 50S) en inhibant la
translocation du peptidyl-ARNt du
site A au site P et en causant une
lecture erronée de I’ARNm

Bactéries a Gram positif et
Gram négatif (comportant
Pseudomonas aeruginosa),
Mycobacterium tuberculosis

Phénolés Thiamphénicol, florfenicol Ils se lient aux sous-unités 50S du Neisseria menigitidis,
ribosome en empéchant la Salmonella Typhi
formation de la liaison peptidique

Macrolides Erythromycine, spiramycine, Ils se lient réversiblement aux sous- | Cocci a Gram positif,

tylosine, tilmicosine,
gamithromycine,
tulathromycine, tylvalosine,
tildipirosine

unités 50S du ribosome de la
bactérie en inhibant la translocation
du peptidyl-ARNt

Treponema pallidum,
pathogénes intracellulaires,
Mycoplasma, Plasmodium
falciparum

Lincosamides

Lincomycine, pirlimycine

Ils se lient aux sous-unités 50S du
ribosome en inhibant la
transpeptidation/translocation

Cocci a Gram positif,
anaérobies (clindamycine),
Plasmodium falciparum
(clindamycine)

Polypeptides

Bacitracine, colistine,
tyrothricine

Ils réagissent fortement sur les
phospholipides membranaires et
perturbent le fonctionnement et la
perméabilité de ces membranes

Bactéries a Gram positif et
Gram négatif, Bacillus
polymyxa, Bacillus subtilis

Orthosomycines Avilamycine Bactéries @ Gram positif
Rifamycines Rifamycine SV, rifaximine, Ils bloquent la synthése des ARN- Coques a Gram positif et a
rifampicine messagers Gram négatif, bacilles & Gram
positif large spectre
lonophores Salinomycine, monensin Bactéries a Gram positif,
coccidiostatique
Novobiocine Novobiocine Ils inhibent la réplication de ’ADN | Coques a Gram positif et &

Gram négatif, bacilles a Gram
positif, Haemophilus,
Pasteurella

Pleuromutilines

Tiamuline, valnemuline

Ils inhibent la synthése protéique au
niveau de I’unité 50S des ribosomes

Large spectre
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3.4. Site d’action des antibiotiques

Les antibiotiques agissent en général de facon trés spécifique sur certaines structures de la
cellule bactérienne (Figure 1). Cette grande spécificité d’action explique pourquoi les antibiotiques
sont actifs a tres faible concentration. Cette action s’exerce selon les molécules sur des sites variés
tels que la paroi bactérienne, la membrane cellulaire, les ribosomes, I’ADN et d’autres sites en
agissant entant qu’anti-métabolites, c’est a dire au niveau des étapes du métabolisme intermédiaire

des bactéries (Cohen et Jaquot, 2001).
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Réplication de I'ADN :
acide nalidixique
quinolones (ADN gyrase)

Assemblage de la
membrane cytoplasmique :

gramicidines

Transcription de

(ARN polymérase)

I'ADN : rifamycines

L

Biosynthése de la

thymidine :
triméthoprime (DHFR)

Biosynthése des

purines : sulfamides
(DHPS)

la membrane exteme :

glycopeptides
lipoglycopeptides
bacitracines
fosfomycine
cyclosérine

Synthése du peptidoglycane et assemblage de

B-lactamines, y-actamines
(PLP : transpeptidases et carboxypeptidases)

Traduction de 'ARN messager :

aminosides-aminocyclitols
tétracyclines
(sous-unité ribosomale 30S)

macrolides-incosamides
chloramphénicol

acide fusidique

(sous-unité ribosomale 50S)

Figure 1:Principaux sites d’action de divers antibiotiques

Les cibles des molécules sont indiquées entre parenthéses. ADHF : acide dihydrofolique ; ADHP : acide dihydroptéroique

; A THF : acide tétrahydrofolique ; APA B : acide para-aminobenzoique ; DHFR : dihydrofolate réductase ; DHPS :

dihydroptéroate synthase ; PLP : protéines liant la pénicilline.

Source : adapté de Neu (1987)
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3.5. Utilisation des antibiotiques en élevage bovin
3.5.1. Objectif de I’utilisation des antibiotiques en élevage

L’utilisation des antibiotiques en élevage de rente se fait selon quatre objectifs variables. Ils
sont utilisés tout d’abord dans un but curatif visant a I’éradication d’une infection présente (Corpet,
1987). Ce type de traitement réduit 1’excrétion bactérienne, permettant dans certains cas d’obtenir
une guérison bactériologique et, lors des infections zoonotiques, peut permettre d’éviter la
contamination humaine. Ils sont également utilisés a but prophylactique pour prévenir une infection.
Ceci permet d’éviter une situation de risque potentiel. Cette démarche d’anticipation permet, en
prévenant les symptomes, d’éviter une baisse de production. Aussi, une utilisation métaphylactique
adapté a la médecine de groupe permet-elle d’administrer le méme remeéde a plusieurs individus
soumis au méme agent contaminant, qu’ils présentent ou non des symptdmes (Labro, 2012). Enfin,
un usage zootechnique dont le principe consiste a utiliser les antibiotiques comme additifs a la ration
en vue d’améliorer la croissance. Cet usage est interdit dans I’Union Européenne (UE) depuis 2006.
Cette pratique présente de graves risques car les antibiotiques utilisés comme additifs alimentaires
pour favoriser la croissance sont utilisés sans prescription vétérinaire sur une longue période, a de

faibles doses. Ce qui favorise la sélection et la propagation de bactéries résistantes.
3.5.2. Différentes voies d’utilisation des antibiotiques en élevage

L’utilisation des antibiotiques en élevage est sous le controle des vétérinaires. Les antibiotiques
sont disponibles sous plusieurs formulations galéniques pour répondre aux différentes voies
d’administration. Certains, sont incorporés dans les aliments pour animaux lors de leur fabrication, et
se présentent également sous forme de poudres et de solutions, qui seront administrées via I’eau de
boisson. Pour des traitements individuels, les formulations les plus courantes sont des comprimés,
bolus, solutions ou suspensions. Les antibiotiques peuvent étre également administrés par voie
intraveineuse, intramusculaire ou sous-cutanée. Des traitements locaux (cutanée) s’effectuent a I’aide

de pommades et solutions (Sanders et al., 2017).
3.6. Principaux antibiotiques utilisés en élevage

Les principales familles d’antibiotiques sont représentées mais seul un nombre restreint de
molécules sont disponibles en tant que médicaments antibiotiques vétérinaires. Le tableau Il présent

la liste des antibiotiques utilisés en médecine vétérinaire (Faye, 2005).
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Tableau I1: Liste des agents antimicrobiens important utilisés en médecine vétérinaire (OIE, 2015)

Classe

Sous -classe

Agents antimicrobiens

Aminocoumarine

Novobiocine

Aminoglycosides

Aminocyclitol

Spectinomycine, Streptomycine, Dihydrostreptomycine

Aminoglycosides + 2 Désoxystreptamines

Kanamycine, Néomycine, Framycétine,
Paromomycine,Apramycine™, Fortimycine, Gentamicine,
Tobramycine, Amikacine

Phenicol Amphénicols Florphénicol, Thiamphénicol
Ansamycine — Rifampicine, Rifaximine
rifamycines

Bicyclomycine

Bicozamycine

Céphalosporines

Céphalosporines de premiére génération

Céfacétrile, Céfalexine, Céfalotine, Céfapyrine, Céfazoline,
Céfalonium

Céphalosporines de deuxieme génération Céfuroxime
Céphalosporines de troisieme génération Céfoperazone Ceftiofur, Ceftriaxone
Céphalosporines de quatriéme génération Cefquinome

Lincosamides

Pirlimycine, Lincomycine

Macrolides (C renvoie a
la Structure chimique)

Macrolides C14

Erythromycine, Oléandomycine

Macrolides C15

Gamithromycine, Tulathromycine

Macrolides C16

Carbomycine, Josamycine, Kitasamycine, Spiramycine,
Tilmicosine, Tylosine, Mirosamycine, Terdécamycine,
Tildipirosine, Tylvalosine

Macrolides C17

Sédécamycine

Orthosomycines

Avilamycine®

Pénicillines

Pénicillines naturelles (y compris les esters
et les sels)

Bénéthamine, Pénicilline, Benzylpénicilline, Pénéthamate™
(hydriodide), Benzylpénicilline procaine/ Benzathine
pénicilline

Amdinopénicillines

Mécillinam

Aminopénicillines

Amoxicilline, Ampicilline, Hétacilline

Aminopénicilline + inhibiteur des
bétalactamases

Amoxicilline + Acide clavulanique, Ampicilline + Sulbactam

Carboxypénicillines

Ticarcilline, Tobicilline

Uréidopénicilline

Aspoxicilline

Phénoxypénicillines

Phénoxymeéthylpénicilline, Phénéthicilline

Pénicillines Antistaphylococciques

Cloxacilline, Dicloxacilline , Nafcilline, Oxacilline

Acide phosphonique

Fosfomycine

Pleuromutilines

Tiamuline, Valnémuline

Polypeptides Enramycine, Gramicidine, Bacitracine
Polypeptides cycligues Colistine, Polymixine

Quinolones Quinolones de premiere génération Fluméquine, Miloxacine, Acide Nalidixique, Acide oxolinique
Quinolones de deuxieme génération Ciprofloxacine, Danofloxacine, Difloxacine, Enrofloxacine,
(fluoroquinolones) Marbofloxacine, Norfloxacine, Ofloxacine, Orbifloxacine,

Sarafloxacine

Quinoxalines™ Carbadox, Olaquindox

Sulfamides Sulfonamides Sulfachlorpyridazine , Sulfadiazine, Sulfadiméthoxine,

Sulfadimidine (Sulfaméthazine, Sulfadimérazine), Sulfadoxine,
Sulfafurazole, Sulfaguanidine, Sulfamérazine,
Sulfadiméthoxazole, Sulfaméthoxine

Sulfamonométhoxine, Sulfanilamide, Sulfapyridine,
Phthalylsulfathiazole, Sulfaquinoxaline

Sulfonamides + diaminopyrimidines

Sulfaméthoxypyridazine, Ormétoprime+ Sulfadiméthoxine,
Triméthoprime+ Sulfonamide

Diaminopyrimidines

Baquiloprime, Triméthoprime, Ormétoprime

Streptogramines

Virginiamycine

Tétracyclines

Chlortétracycline, Doxycycline, Oxytétracycline, Tétracycline

Thiostrepton

Nosiheptide

* molécules d’emploi exclusivement vétérinaire.
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3.7. Risques liés a ’utilisation des antibiotiques

L’administration des antibiotiques aux animaux d’élevage peut conduire a la présence de
résidus d’antibiotiques dans les denrées alimentaires issus de ces animaux et a la sélection de bactéries

résistantes (Sanders et al., 2017).

3.7.1. Risque lié aux résidus d’antibiotiques

Les résidus d’antibiotiques peuvent présenter deux types de risques pour le consommateur a
savoir des risques toxicologiques et microbiologiques. Au plan toxicologique, de nombreux effets
sont testés. Il s’agit des effets sur la reproduction et le développement ; des effets mutagénes ; des
risques allergenes, etc. Au plan microbiologique, ils peuvent notamment, modifier la résistance a la
colonisation du microbiote intestinal, modifier la répartition des principales especes le composant et
contribuer également a la sélection de bactéries résistantes et aux transferts de génes de résistances
au sein du microbiote (Cerniglia et Kotarski, 2005).

3.7.2. Sélection de bactéries résistantes

Le phénomene d’antibiorésistance chez 1’animal est souvent interprété comme une
conséquence de la pression de sélection exercée par les antibiotiques a usage vétérinaire (Schwarz et
al., 2001). Cette pression exercée par I’antibiotique va sélectionner et maintenir les organismes
résistants de la flore bactérienne. La population bactérienne subit différents niveaux de pression de
sélection. Deux facteurs déterminent le niveau de pression de sélection (McEwen et Fedorka, 2002)
: 1l s’agit du type d’antibiotique utilisé et la modalité d’utilisation de 1’antibiotique (dose et durée

d’utilisation, voie d’administration).
4. Resistance bactérienne

4.1. Définition de la résistance

La résistance bactérienne se définit comme étant la capacité que posséde une bactérie a
continuer sa croissance ou a survivre en présence de l'antibiotique. Il existe différents types de
mécanismes aboutissant a 1’expression de la résistance, suivant son caractére inné ou acquis : la

résistance naturelle et la résistance acquise (Sabtu et al., 2015).

36



4.2. Difféerents types de résistance

4.2.1. Resistance naturelle

La résistance naturelle, innée ou intrinséque est programmée sur le génome (essentiellement
chromosomique) et constante a l'intérieur du taxon. Elle constitue un critére d'identification stable
d’une espéce (Sabtu et al., 2015) et est commune a toutes les bactéries d’une méme espéce. Elle peut
étre dle a des particularités structurales s’opposant a 1’action de 1’antibiotique sur sa cible. La
résistance naturelle peut étre médiée par 1’expression constitutive ou induite d’une enzyme
d’inactivation ou par la mise en ceuvre d’un processus d’échappement vis a vis de ’antibiotique a
savoir un manque d’affinité du composé pour la cible bactérienne, une inaccessibilité de la molécule
a la cellule bactérienne, une expulsion de I’antibiotique par des pompes a efflux chromosomiques et
une inactivation enzymatique innée de 1’antibiotique (Muylaert et Mainil, 2012). La résistance
naturelle fait partie des caractéres normaux de ’espéce. Elle détermine le niveau de sensibilité des

bactéries et définit le phénotype sauvage d’une espéce (la résistance de classe).

4.2.2. Resistance acquise

La résistance acquise est consécutive a des modifications de I'équipement génétique (Sabtu et
al., 2015). Elle se définit comme une caractéristique propre a quelques souches bactériennes d’un
genre ou d’une espéce particuliére provoquant I’émergence et la diffusion de résistances au sein de
populations de germes normalement sensibles. Deux phénoménes majeurs a la base de 1’acquisition
de résistances par modifications du genome bactérien ont été décrit. 1l s’agit des mutations
responsables des résistances endogénes, et I’acquisition horizontale de matériel génétique étranger
responsable des résistances exogenes. De plus certaines résistances résultent de 1’association d’une

mutation et d’un transfert horizontal de géne (Guardabassi et Courvalin, 2006).

4.3. Mécanisme de résistance

Les bactéries ont développé différents mécanismes afin de neutraliser 1’action des antibiotiques.
Les mécanismes les plus répandus étant 1’inactivation enzymatique de I’antibiotique, la modification
ou le remplacement de la cible de 1’antimicrobien, 1’efflux actif ou encore la pénétration réduite de la
molécule. D’autres mécanismes tels que la protection ou la surproduction de la cible de I’antibiotique
ont éte également décrits. Ils sont, cependant, plus rares et surtout associés a certaines classes de

composés (Guardabassi et Courvalin, 2006).
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4.3.1. Perméabilité réduite

Contrairement aux bactéries Gram positive, les bactéries Gram négative jouissent d’une
enveloppe plus complexe et plus difficilement franchissable. Ainsi, au sein des bactéries Gram
négatives, les antibiotiques hydrophiles pénetrent dans la bactérie via des protéines
transmembranaires nommeées porines, alors que les molécules hydrophobes diffusent simplement a
travers la couche phospholipidique. Des mutations au niveau des genes qui codent pour les porines et
qui conduisent a leur perte, ou a la réduction de leur taille ou encore a une diminution de leur
expression, se traduiront par 1’acquisition de bas niveaux de résistance vis-a-vis de nombreux
antibiotiques. Citons comme exemple, la réduction de I’expression de la porine OmpF chez E. coli
qui entraine une réduction de sensibilité aux quinolones, aux bétalactamines, aux tétracyclines et au
chloramphénicol. La diminution de la perméabilité est donc un mécanisme de résistance cliniqguement
tres important chez les bactéries Gram négatives plus précisément chez les Enterobacteriaceae
(Guardabassi et Courvalin, 2006 ; Muylaert et Mainil, 2012).

4.3.2. Inactivation enzymatique de I’antibiotique

Les bactéries produisent des enzymes qui alterent chimiquement les antibiotiques et les rendent
ainsi inactifs : c'est le cas des bétalactamases hydrolysant le noyau bétalactam des pénicillines et des
céphalosporines, mécanisme le plus répandu de la résistance a la pénicilline (Jacoby., 1994).
D'autres enzymes en revanche, inactivent des molécules d'antibiotiques en y ajoutant des
groupements chimiques : c’est le cas des aminosides qui peuvent étre inactivés par phosphorylation,
adénylylation ou acétylation (Shaw et al., 1993). Ces enzymes sont généralement associées a des

éléments génétiques mobiles (Guardabassi et Courvalin, 2006 ; Muylaert et Mainil, 2012).

4.3.3. Modification ou remplacement de la cible de I’antibiotique

La cible de I’antibiotique peut étre modifiée ou remplacée de telle sorte que le composé
antibactérien ne puisse plus se lier et exercer son activité au niveau de la bactérie. Ce type de
résistance peut étre la conséquence de ’acquisition de matériel génétique mobile codant pour une
enzyme modifiant la cible de 1’antibiotique, ou peut résulter d’une mutation au niveau de la séquence
nucléotidique de la cible (Muylaert et Mainil, 2012). Comme par exemple la protéine liant la
pénicilline (PLP) a gene muté permet aux bactéries de synthétiser normalement leurs parois

cellulaires, méme en présence d'antibiotiques de la classe des bétalactamines (Roy, 1997).
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4.3.4. Pompes a efflux

Les bactéries produisent souvent des protéines membranaires agissant comme pompes a efflux.
L’efflux actif (Pompes a efflux) est un mécanisme médié par des protéines transmembranaires
(transporteurs actifs) et utilisé par les bactéries pour expulser a 1’extérieur de la cellule des métabolites
et des composes toxiques étrangers. Ces pompes a efflux ont généralement une spécificité de substrats
assez large et seulement certaines d’entre elles conférent une résistance aux antibiotiques (Muylaert
et Mainil, 2012). La résistance provient de la réduction de la concentration de 1I’antibiotique dans le
cytoplasme de la bactérie, ce qui prévient et limite 1’accés de 1’antibiotique a sa cible. Certains
transporteurs actifs sont trés spécifiques et on les appelle pompes SDR (specific-drug- resistance),
alors que d’autres agissent sur une multitude de molécules et 1’on les nomme pompes MDR (multiple-

drug-resistance).

4.3.5. Protection de la cible de ’antibiotique

La protection de la cible de I’antibiotique est un mode de résistance bien connu pour la famille
des tétracyclines et plus récemment décrit pour les quinolones et les fluoroquinolones. Ainsi, on ne
dénombre pas moins de huit (8) protéines de protection ribosomiale qui conferent une résistance aux
tétracyclines. La résistance aux fluoroquinolones observée est notamment dle a la présence de genes
plasmidiques gnr (quinolone résistance) dont 5 groupes existent. Ce mécanisme a été rapporté parmi
différentes bactéries Gram négatives a travers le monde (Rodriguez-Martinez et al., 2008). Les
protéines gnr en se fixant sur les topoisomérases, cibles des fluoroquinolones, réduisent I’affinité de
la famille d’antibiotiques pour leurs cibles (Robiczek et al., 2006a ; Cavaco et al., 2009 ; Wang et
al., 2009).

4.3.6. Piégeage de I’antibiotique

Les bactéries sont capables de piéger un antibiotique en augmentant la production de sa cible
ou en produisant une autre molécule possédant une affinité pour ce dernier. 1l en résulte une
diminution de I’antibiotique a 1’état libre au niveau de la cible (Guardabassi et Courvalin, 2006)
(Figure 6).

4.4. Supports génétiques de la résistance

Les geénes de résistance aux antibiotiques peuvent étre situés, soit sur le chromosome bactérien,
soit sur des éléments extra-chromosomiques. Ainsi, une bactérie peut acquérir une résistance aux

antibiotiques par deux grands mécanismes génétiques : si le support de la résistance est le

39



chromosome, la résistance est dite chromosomique ; par contre, si les supports sont des éléments

extra-chromosomiques, la résistance est dite extra-chromosomique (Podglajen, 2006).
4.4.1. Support chromosomique

Le chromosome bactérien est porteur des informations génétiques nécessaires a 1’existence de
la bactérie et contient aussi les genes responsables de sa résistance. Les genes de résistance codant
pour des enzymes d’inactivation ou des systémes d’échappement dans le cas d’une résistance
naturelle, s’expriment de fagon constitutive lorsqu’ils sont portés par le chromosome conférant les
caracteres de résistance naturelle de la bactérie. La résistance chromosomique acquise résulte d’une
mutation. Elle est par conséquent rare (1 mutation sur 10° & 10 divisions), aléatoire, spécifique a un
antibiotique ou a une famille d’antibiotiques, a I’exception des porines (Podglajen, 2006). La
résistance apparait dans ce cas au hasard et n’est donc pas influencée par I’antibiotique qui ne fait que
la révéler.

La mutation du geéne peut entrainer ’apparition d’une protéine particuliere ou d’une variabilité

structurelle responsable de la résistance ; elle peut aussi entrainer la disparition ou la modification

d’une protéine structurale ou enzymatique normale.

4.4.2. Support extra-chromosomique

La résistance extra-chromosomique est dle a la présence d’éléments extra-chromosomiques
portant des génes de résistance. Les mouvements des génes de résistance aux antibiotiques peuvent
se produire a deux niveaux (intracellulaire et intercellulaire), impliquant chacun des éléments de
mobilité différents tels que les plasmides, les phages, transposons et les intégrons (Boerlin et Reid-
Smith, 2008).

4.4.2.1. Eléments génétiques mobiles
4.4.2.1.1. Plasmides

Les genes de résistance aux antibiotiques peuvent étre transmis d'une espéce a l'autre par des
plasmides. Les plasmides sont des éléments d 'ADN extra-chromosomiques capables de réplication
indépendante. Ils conferent a la bactérie héte la capacité de synthese de pili dit « sexuels » par
I'intermédiaire desquels une copie du plasmide est transférée. Certains plasmides peuvent s'intégrer
dans le génome chromosomique. Leur transmission d'une cellule bactérienne a une autre peut
s'effectuer de fagon verticale, mais surtout, sur le mode horizontal, par conjugaison (Podglajen,
2006). On classe les plasmides en groupes d’incompatibilité (Inc) sur base de leur mode de réplication

et de maintien a I’intérieur de la bactérie (Couturier et al., 1988). Il existe par conséquent de
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nombreuses classifications, mais la classification la plus utilisée est basée sur les propriétés
phénotypiques, en particulier sur la transférabilité par conjugaison. On distingue donc les plasmides
conjugatifs ou autotransférables et les plasmides non conjugatifs (Podglajen, 2006)

Les plasmides ne sont pas essentiels a la survie de la bactérie. Cependant, ils sont porteurs de génes
conférant un avantage selectif a la cellule qui les possede. Des plasmides de résistance sont identifiés
a la fois parmi des bactéries pathogénes et commensales. lls sont porteurs de genes de résistance vis-
a-vis de la majorité des antibiotiques disponibles pour un usage clinique (Li, 2005 ; Muylaert et
Mainil, 2012). lls sont egalement capable de porter simultanément des génes de résistances vis-a-vis
de plusieurs antibiotiques de familles différentes, et méme qu’il soit porté par des genres bactériens
différents (Sherley et al., 2004 ; Harbottle et al., 2006).

Les plasmides sont caractérisés par leur type et leur origine de réplication (oriV), le nombre de copies,
la classe d’incompatibilité, la spécificité d’hote, le mode et I'origine de transfert (oriT), le trait
phénotypique (résistance aux antibiotiques, aux antiseptiques, aux métaux lourds, présence de
facteurs de virulence). Ils sont utilisés comme vecteur de clonage et comme vecteur d’expression. De
plus, les plasmides bactériens revétent une importance toute particuliére dans 1’étude des phénomeénes
de résistance car ils constituent a la fois un vecteur de premier plan pour la dissémination des

résistances et un immense réservoir génétique.

4.4.2.1.2. Transposons

Les transposons sont des éléments mobiles d’ADN capables de se transférer entre un
chromosome et un plasmide ou encore deux plasmides.

La transposition se réalise par I’intermédiaire d’enzymes spécialisées que sont les transposases,
les intégrases etc. Ces enzymes agissent par un mécanisme d’excision-intégration. Tous les
transposons bactériens sont constitués au niveau de leurs extrémités, de séquences d’ADN inversées
et répétées, cibles des transposases et de courtes séquences répétées de I’ADN cible qui encadrent le
transposon (Muylaert et Mainil, 2012). Parmi les éléments transposables impliqués dans la
résistance aux antibiotiques, on distingue :

- les séquences d’insertions (IS) qui sont les plus petits transposons bactériens et contiennent tres

peu d’informations génétiques outre les génes codant pour les transposases. Ces séquences d’insertion

ne codent pas pour des génes sélectifs.

- les transposons composites ; on parle de transposon composite lorsque deux séquences d’insertions

similaires, généralement en orientation inversée, encadrent d’autres genes que ceux requis pour la

transposition. Exemple : genes de résistance aux antibiotiques.

- les transposons non composites ne sont pas associés a des séquences d’insertions. Ils sont

composés de courtes séquences répétées inversées encadrant une région centrale composée
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notamment des genes nécessaires a la transposition et des génes de résistance. Ces genes ne
représentent qu’une petite partie de 1’unité transposable.

- les transposons conjugatifs possédent des fonctions de transfert, faisant d’eux une sorte d’hybride
entre le transposon et le plasmide. Ils ne possédent pas de séquences répétées inversees (IR). Le
transposon conjugatif est capable de promouvoir son excision du génome de la cellule hote, pour
former une structure intermédiaire circulaire d’ADN bicaténaire, suivie ensuite d’une étape de
conjugaison a une bactérie voisine. Cette étape de conjugaison peut étre vue comme une forme de
réplication (Harbottle et al., 2006 ; Muylaert et Mainil, 2012).

- les ISCR (insertion séquence et common region) réalisent une transposition réplicative. lls se
composent d’un géne codant pour une enzyme analogue des transposases, non flanqué des séquences
répétées inversees habituellement présentes dans les IS, mais délimité par des séquences d’initiation
et de terminaison de réplication (Boerlin et Reid-Smith, 2008).

- les Tlots génomiques ; ils se définissent comme une région d’ADN chromosomique de grande taille,
généralement comprise entre 10 et 200 kilobases. Ces structures sont souvent insérées au niveau de
I’extrémité 3’ d’un ARN de transfert, site de reconnaissance spécifique de certains types d’intégrase.
On les appelle éléments intégratifs conjugatifs (EIC). Les Tlots génomiques sont généralement
porteurs d’éléments d’insertion ou de transposons, impliqués dans I’introduction, la mobilisation ou
la délétion de matériel génétique a I’intérieur de ceux-ci. lIs sont porteurs de génes conférant un
avantage sélectif a la bactérie hote et jouent un réle crucial dans la dissémination de nombreux géenes
tels que des génes de résistance aux antibiotiques, des génes de virulence, ou encore des genes codant
pour diverses voies métaboliques (Juhas et al., 2009). La figure 2 propose une représentation

simplifiée des séquences d’insertion, des transposons composites et des transposons complexes.
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Figure 2: Représentation simplifiée d’une séquence d’insertion, d’un transposon composite et d’un

transposon complexe (Muylaert et Mainil, 2012).

La séquence d’insertion se compose de deux courtes séquences directes d’ADN cible et de deux séquences d’ADN
répétées inversées, cibles des transposases, encadrant une partie centrale formée par le géne codant pour la transposase.
Le transposon composite se compose de deux séquences d’insertion généralement orientées de fagon opposée, encadrant
une partie centrale comprenant un (des) géne(s) de résistance a un (des) antibiotique(s). Le transposon complexe se
compose de deux courtes séquences directes d’ADN cible et de deux séquences d’ADN répétées inversées encadrant une
partie centrale comprenant notamment le géne codant pour la transposase (et des génes codant pour d’autres enzymes non
illustrés sur cette représentation) et un (des) géne(s) de résistance a un (des) antibiotique(s). tnp : géne codant pour la
transposase, ABR : géne codant pour une résistance a un antibiotique, RI : séquence répétée inversée, RD : séquence

répétée directe, SI-G : séquence d’insertion copie gauche, SI-D : séquence d’insertion copie droite.
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4.4.2.1.3. Intégrons

Les intégrons sont des systémes génétiques de capture, d’incorporation et de transformation en
génes fonctionnels, de fenétres de lecture ouverte. Ils ne sont pas mobiles & eux seuls, mais ils sont
souvent localisés sur des éléments genétiques conjugatifs tels que les plasmides et les transposons.
Ils sont dotés d’une structure spécifique, composée de deux segments conservés encadrant une région
centrale dans laquelle peuvent s’insérer les « cassettes » de gene de résistance aux antimicrobiens
(Figure 3).

Actuellement, quatre classes d’intégrons ont été identifiées sur la base de la structure du géne
codant pour I’intégrase, parmi lesquelles les intégrons de classe 1 semblent étre les plus largement
répandus. L’extrémité 5’ conservée des ¢léments de cette classe comporte un géne codant pour une
intégrase, suivi d’un site d’attachement primaire, dit attl. L’intégrase catalyse une réaction de
recombinaison entre le site attl et une cible secondaire attC d’une cassette de géne. Les cassettes de
genes sont des éléments génétiques circulaires et libres d’environ 500 a 1000 paires de bases qui ne
possedent pas de région promotrice et qui ne peuvent donc pas étre exprimeées seules. Un élément de
cette cassette, de 59 paires de bases, dit site attC, et localisé en aval d’une fenétre de lecture ouverte
sert de site de recombinaison. La recombinaison conduit a I’insertion de la fenétre de lecture ouverte
en aval d’un promoteur résidant localisé dans I’intégron. L’extrémité 3’ conservée des intégrons de
classe 1 se compose quant a elle, des genes sull et gacEA1 codant respectivement pour une résistance
aux sulfamides et aux ammoniums quaternaires. Les fenétres de lecture ouvertes codant pour des
résistances aux antibiotiques sont les plus fréquentes, et plus de 100 génes de résistances différents
couvrant la plupart des classes d’antimicrobiens ont été identifiés sous la forme de cassettes de gene

(Recchia et Hall, 1995).
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Figure 3: Structure générale des intégrons (Roy, 1997).

Les fléeches indiquent la direction de la transcription, I'emplacement et I'orientation des promoteurs. Les séquences
GTTRRRY indiquent les points de crossing-over pour l'intégration spécifique de site des cassettes. Les courtes fleches

5'-CS et 3'CS indiquent les oligonucléotides utilisés pour la cartographie des intégrons par PCR. gacEb. 1 : résistance aux

composés aminés quaternaires (faible, géne tronqué).
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4.4.2.2. Mécanismes de transfert du matériel genétique

Trois mécanismes sont potentiellement responsables du transfert du matériel génétique. Il
s’agit : de la transformation (acquisition de segments d’ADN libre), de la transduction (transfert via
des bactériophages) et de la conjugaison (transfert par des plasmides ou d’autres ¢léments conjugatifs)
(Boerlin et Reid-Smith, 2008).

4.4.2.2.1. Transformation

Elle résulte de I’incorporation d’ADN exogene avec, pour conséquence, 1’acquisition par la
bactérie réceptrice, des caractéres heréditaires de la bactérie donatrice d’ADN. Pour qu’un ADN
étranger puisse pénétrer dans une bactérie, celle-ci doit étre compétente. Aprés pénétration, I’ADN
étranger s’integre dans le chromosome bactérien par recombinaison. Dans le cas de plasmides, ceux-

ci demeurent extra-chromosomiques et se répliquent de fagon autonome (Beaune, 2004).
4.4.2.2.2. Transduction

Le vecteur est un bactériophage (virus) qui, en se répliquant, integre son ADN a celui de la
bactérie. Il peut amener des génes bactériens dont celui de la résistance a I’antibiotique. Il pourra

ensuite transférer ces genes de résistance a une nouvelle bactérie (Baudry et Brézellec, 2006).

4.4.2.2.3. Conjugaison

Pendant la conjugaison entre deux cellules bactériennes, un ADN simple brin est généré, puis
transféré d’une cellule donatrice a une cellule réceptrice. Ce simple brin est par la suite répliqué pour
générer un plasmide circulaire (Samouelian et al., 2009). La conjugaison bactérienne devient alors
possible si les cellules contiennent un plasmide particulier, appelé le facteur F (F pour fertilité). Les
cellules F+ ou donneurs, possédent a leur surface de longs filaments tubulaires (les filaments sexuels,
ou pili). Un ou plusieurs pili peuvent se lier a des récepteurs spécifiques de la surface des cellules qui
ne contiennent pas le facteur F (cellules F-, ou cellules réceptrices). Lors de la conjugaison, un des
brins du facteur F passe dans la cellule F ou son brin complémentaire sera synthétisé. La cellule F-
devient ainsi une cellule F+ puisqu’elle contient a présent le facteur F normal bicaténaire. Cependant,
le facteur F peut s’intégrer dans le chromosome de I’hote. Dans ce cas, 1’on parle de cellules Hfr
(Haute fréquence de recombinaison) et ont une fréquence de recombinaison des genes

chromosomiques beaucoup plus élevée : lors de leur conjugaison avec des cellules F-.
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4.5. Mécanisme de résistance aux antibiotiques
4.5.1. Résistance aux béta-lactamines
4.5.1.1. Définition et classification des béta-lactamines

La famille des bétalactamines comprend un grand nombre de molécules, toutes caractérisées
par la présence d’un cycle béta-lactam indispensable a I’activité antibiotique. Ils sont également
caractériseés par une faible toxicité, associées a un mode d’action fort complexe sur des protéines de
la membrane cytoplasmique, dénommées protéines liant la pénicilline (PLP) ou penicillin binding
proteins. Les béta-lactamines sont classées en 4 grandes catégories, les pénicillines, les

céphalosporines, les carbapénemes et les monobactames (Buonomo et al., 2011) (Figure 4).

45.1.2. Mode d’action des béta-lactamines

Toutes les béta-lactamines ont le méme mécanisme d’action : elles bloquent la synthése du
peptidoglycane (ou mucopeptide, ou muréine), qui est le polymére majeur spécifique de la paroi des
bactéries. Ce blocage intervient par inhibition de certaines enzymes responsables de la
transpeptidation, étape essentielle de la synthése du peptidoglycane. Ces enzymes, collectivement
appelées PLP, sont insérées dans la partie externe de la membrane cytoplasmique bactérienne
(Cavallo et al., 2004).
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Figure 4: Structure des béta-lactamines (Buonomo et al., 2011)
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4.5.1.3. Mécanisme de résistance aux béta-lactamines
Le mécanisme peut étre de nature enzymatique ou non enzymatique (Cavallo et al., 2004).

4.5.1.3.1. Mécanisme de résistance non enzymatique

Il existe trois mécanismes de résistance non enzymatique (Livermore et Williams, 1996).

v Imperméabilité de la membrane externe

Chez E. coli et Salmonella, la pénétration des béta-lactamines, molécules hydrophiles, a travers
la membrane externe constituée de phospholipides s’effectue a travers les porines qui sont des canaux
protéiques remplis d’eau. La sensibilit¢é aux béta-lactamines dépend du nombre de porines
fonctionnelles. Cependant, I’altération des porines par mutation est a 1’origine deS résistances
acquises aux béta-lactamines, soit par une modification structurale d’une des porines essentielles, soit
par une diminution quantitative des porines (situation plus fréquente). Aussi, la diminution de la
synthése des porines peut-elle jouer un role dans ’apparition de la résistance aux béta-lactamines
(Livermore et Williams, 1996).

v' Systémes d’efflux
L’hyper-expression des systemes d’efflux représente un mécanisme de résistance aux
antibiotiques trés répandu. Cette hyper-expression fait souvent suite a des mutations survenant dans
les génes répresseurs qui régulent la transcription de tous ces systémes transporteurs. Ces systémes
d’efflux sont surtout actifs sur les bétalactamines les plus hydrophobes qui ne passent pas la barriére
de la membrane cytoplasmique et s’accumulent dans 1’espace périplasmique (Nikaido., 1998 ;
Nikaido et al., 1998 ; Mazzariol et al., 2000). lls agissent en synergie avec la barriere

d’imperméabilité bactérienne que représente la membrane externe et les bétalactamases constitutives.

v' Modification des protéines liant la pénicilline
C’est un mécanisme de résistance qui fait suite a des mutations dans les génes chromosomiques
qui codent pour les PLP normales ou a 1’acquisition de génes étrangers codant pour des PLP ayant
peu d’affinité pour les béta-lactamines. On peut ainsi aboutir a des altérations quantitatives et
qualitatives des PLP, avec diminution d’affinité pour les béta-lactamines, ou aboutir a une substitution

dans leurs fonctions, des PLP cibles par une autre PLP moins affine (Cavallo et al., 2004).
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4.5.1.3.2. Mécanisme de résistance enzymatique : Béta-lactamases

Le mécanisme de résistance enzymatique est basé sur la production de béta-lactamases. Elles
constituent de loin le mécanisme le plus répandu de la résistance des bactéries aux béta-lactamines
(Cavallo et al., 2004).

Les béta-lactamases sont un groupe hétérogéne d’enzymes d’origine bactérienne capables
d’inactiver les béta-lactamines par ouverture du cycle béta-lactame, structure de base commune a
toutes les béta-lactamines (Cavallo et al., 2004). Parmi les nombreuses classifications de cette
enzyme, les plus utilisées sont celles de Ambler et de Bush-Jacoby-Meideros (Ambler, 1980 ; Bush
etal., 1995 ; Livermore, 1995).

4.5.1.3.2.1. Classification de Ambler
La classification d’ Ambler, qui refléte la structure fondamentale de 1’enzyme, est basée sur la
séquence peptidique du site enzymatique ou sur la séquence totale du géne codant la béta-lactamase.

Elle propose quatre classes : classes A, B, C et D (Ambler, 1980).

e Les béta-lactamases de classe A
Les béta-lactamases de classe A ou pénicillinases, d'origine chromosomique ou plasmidique,
constituent le groupe le plus important. Elles hydrolysent préférentiellement les pénicillines
(amoxicilline, ticarcilline, pipéracilline) et sont sensibles aux inhibiteurs de béta-lactamases (acide

clavulanique, tazobactam) (Livermore, 1995).

e Les béta-lactamases de classe B
Les béta-lactamases de classe B ou métallo-béta-lactamases, utilisent un ion de zinc (Zn2+)
comme cofacteur permettant ainsi 1’hydrolysent du cycle bétalactam (Ambler, 1980). Elles
hydrolysent toutes les béta-lactamines sauf 1’aztréonam. La plupart des métallo-béta-lactamases
hydrolysent une variété de pénicillines et de ceéphalosporines, et sont insensibles aux inhibiteurs

classiques (Bebrone, 2007).

e Les bétalactamases de classe C
Les béta-lactamases de classe C, ou céphalosporinases, hydrolysent préférentiellement les
céphalosporines (céfalotine, ceftazidime, céfuroxime etc). Elles sont inhibées par la cloxacilline mais
résistantes aux inhibiteurs de la béta-lactamases (1’acide clavulanique et du sulbactame) (Philippon
et al., 2002). Cependant, certaines sont faiblement inhibées par le tazobactam. Leur hyperproduction
est associée au phénotype de multirésistance observé chez certains bacilles a Gram négatif. Les

représentants de ce groupe sont du type AmpC, FOX, ACT, CMY.
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e Les béta-lactamases de classe D
Les béta-lactamases de classe D ou oxacillinases (OXA) constituent un groupe hétérogeéne.
Elles sont caractérisées par une hydrolyse plus rapide de I’oxacilline et de la cloxacilline que de la
benzylpénicilline (Poirel et al., 2010). Les oxacillinases classiques sont inhibées in vitro par le

chlorure de sodium.

4.5.1.3.2.2. Classification de Bush

La classification fonctionnelle de Bush, plus compléte et plus récente, refléte le spectre
d’activité de 1’enzyme et répartit les bétalactamases en quatre groupes en fonction du profil de leur
substrat (pénicilline, oxacilline, carbénicilline, céphaloridine, céphalosporines de troisieme
génération et imipénéme) et d’inhibition (acide clavulanique et EDTA) (Bush et al., 1995).

v' Le groupe 1 (classe C de Ambler) regroupe toutes les céphalosporinases de type AmpC
insensibles a I’acide clavulanique.

v’ Le groupe 2 constitue le groupe le plus vaste et comporte les bétalactamases bien inhibées par
I’acide clavulanique. Plus la moitié¢ des enzymes de ce groupe ont un support plasmidique et
appartiennent toutes a la classe moléculaire A, excepté les cloxacillinases qui appartiennent a
la classe D. Ce groupe comporte 8 sous-groupes :

e le sous-groupe 2a (pénicillinases de support le plus souvent plasmidique ou transposable)

e le sous-groupe 2b ( béta-lactamases a large spectre inhibées par 1’acide clavulanique)

e le sous-groupe 2be (béta-lactamases a spectre étendu portées par des chromosomes ou des
plasmides)

e le sous-groupe 2br (béta-lactamases a large spectre sélectionnées par I’utilisation intensive de
I’amoxicilline acide clavulanique)

e le sous-groupe 2c (béta-lactamases hydrolysant préférentiellement la carbénicilline)

e le sous-groupe 2d (connu sous le nom d’oxacillinase, (OXA) le plus souvent porté par des
cassettes dans des intégrons de classe 1, faiblement inhibé par I’acide clavulanique)

e le sous-groupe 2e (céphalosporinases inhibées par 1’acide clavulanique, le sulbactam ou le
tazobactam)

e le sous-groupe 2f (enzymes localisée dans le chromosomique ou portées par des plasmides et
qui hydrolysent les carbapénémes mais pas les métalloenzymes.

v Le groupe 3 (classe B de Ambler) correspond au groupe des metallo- bétalactamases et ne
sont pas inhibées par I’acide clavulanique, mais par ’EDTA.
v Le groupe 4 groupe d’enzyme rarement rencontrée a support chromosomique et insensible

I’acide clavulanique.
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45.1.3.2.3. Mécanisme d’action des béta-lactamases

De facon générale, les béta-lactamases hydrolysent le pont amide du cycle bétalactame
(correspondant a la structure de base des béta-lactamines) pour donner un acylenzyme qui sera ensuite
dégradé en acide inactif (Elhani, 2012). Les béta-lactamases des classes A, C et D de Ambler sont
des enzymes a sérine active qui utilisent au sein de leur site actif une sérine intervenant dans le
processus catalytique.

Par ailleurs, les béta-lactamases a spectre étendu (BLSE) sont caractérisées par une résistance
a haut niveau aux amino-carboxy-acyluréidopeénicillines ainsi qu’aux céphalosporines de premiére et
deuxiéme génération. Elles sont également caractérisées par une diminution plus ou moins franche
de l’activité des C3G et des céphalosporines de quatriéme génération et de 1’aztréonam (Philippon
et al., 1989). Cependant, ces béta-lactamases sont inhibées par les inhibiteurs de béta-lactamases
(acide clavulanique, sulbactam, tazobactam) qui restaurent en grande partie I’activité des pénicillines
auxquelles ils sont associés. Il s’agit d’un phénoméne d’inhibition irréversible avec destruction de

I’inhibiteur (action suicide).
4.5.1.3.2.4. Différents type de béta-lactamases a spectre étendu (BLSE)

» Les BLSE de type TEM (Temoneira)

La premiere enzyme (TEM-1) décrite en 1965 était produite par une souche de E. coli isolée
chez une patiente nommée Temoneira en Grece, d’ou la nomination (Datta et Kontomichalou,
1965). Les substitutions d’acides aminés qui ont eu lieu au niveau de I’enzyme TEM sont localisées
a des positions limitées et aux positions 104, 164, 238 ou 240. Ce qui produit un phénotype BLSE
mais les BLSE de type TEM avec un plus large spectre possédent plus d’une substitution (Bradford,
2001). De nombreuses enzymes de type TEM induisent une résistance plus importante a la
ceftazidime et a I’aztréonam qu’au céfotaxime. Mais, ceux qui posseédent une substitution d’une sérine
a la position 238 induisent aussi une résistance au céfotaxime. Actuellement, plus de 160 enzymes de
type TEM ont été décrites en se basant sur les différentes combinaisons de changement d’acides
aminés (Elhani, 2012). TEM-3 a été décrite en 1989 et est la premiere béta-lactamase de type TEM
a exprimer le phénotype BLSE (Sougakoff et al., 1988). Il est également important de noter que tous
les mutants des enzymes TEM-1 et TEM-2 ne sont pas des BLSE, comme les enzymes TEM
résistantes aux inhibiteurs (TRI) ou encore les enzymes CMT (Complex mutant TEM) qui sont a la
fois TRI et BLSE. Les génes blarewm-1 et blatem-2 sont portés par le transposon Tn3 comme la majorité
des BLSE de type TEM. Les génes blatem n’ont jamais été identifiés a I’intérieur d’une structure en

intégron (Poirel et al., 2008).
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> Les BLSE de type SHV (Sulfhydryl Variable)

Les enzymes SHV dérivent toutes de SHV-1 qui est une béta-lactamase codée par le gene blasny
(Haeggman et al., 2004). Cette désignation SHV est liée au sulfhydryl variable. Elle a été choisie
parce que 1’on pensait que I’inhibition de I’activité SHV patr le p-chloromercuribenzoate est variable
suivant le substrat utilisé (cette activité n’a jamais été confirmée avec 1’enzyme purifiée) (Paterson
et Bonomo, 2005). La majorité des BLSE de type SHV est caractérisée par la substitution d’acides
aminés Gly238Ser ou Gly238Ser et Glu240Lys. Le résidu sérine a la position 238 est indispensable
pour I’hydrolyse efficace du céfotaxime et le résidu lysine est crucial pour I’hydrolyse efficace de la
ceftazidime (Huletsky et al., 1993). Plus de 100 variants SHV BLSE ont été décrits SHV-12, SHV-
2 et SHV-5 sont parmi les BLSE de type SHV les plus communes (Elhani, 2012). Comme pour les
génes blarewm, les génes blasnv n’ont jamais été décrits a ’intérieur de structures en intégron (Poirel

et al., 2008).

» Les BLSE de type CTX (Cefotaximase-Munich)

La premiére BLSE de type CTX-M (FEC-1) a été déecrite chez une souche de E. coli au Japon
en 1986 (Matsumoto et al., 1988). Depuis, plus de 110 variants CTX-M ont été décrits et ont été
classés en 6 groupes phylogénétiques : le groupe CTX-M-1 avec M-1, 3, 10, 11, 12, 15, 22, 23, 28,
29 et 30 ; le groupe CTX-M-2 avec M-4, 5, 6, 7, 20, et Toho-1 ; le groupe CTX-M-8 avec CTX-M-
8, CTX-M-40 et CTX-M-63 ; le groupe CTX-M-9, avec M-13, 14, 16, 17, 18, 19, 21, 27, le groupe
CTX-M-25 avec CTX-M-26 et enfin le groupe CTX-M-45 (Elhani, 2012). Ces nouvelles BLSE ne
sont pas étroitement liées aux béta-lactamases de type TEM ou SHV puisqu’elles ne présentent que
40 % d’homologie avec ces BLSE classiques (Bradford, 2001). Le groupe CTX-M conférait a
I’origine, chez les entérobactéries, un plus haut niveau de résistance au céfotaxime (ou ceftriaxone),
céfépime et I’aztréonam qu’a la ceftazidime, d’ou la nomination CTX-M. Certaines d’entre elles ont
évolué plus récemment par mutation (ponctuelle ou non) générant également un haut niveau de
résistance a la ceftazidime telles que les enzymes CTX-M-15, CTX-M- 16, CTX-M-19, CTX-M-23
et CTX-M-32. Les BLSE de type CTX-M sont inhibées plus par le tazobactam que par 1’acide
clavulanique. Contrairement a ce qui a été observe chez les enzymes de type TEM et SHV
(élargissement du site actif), la structure cristallographique de CTX-M-14, CTX-M-27, CTX-M-9 et
CTX-M-16 a montré que les substitutions d’acides aminés induisaient des interactions spécifiques
pouvant étre responsables d’une meilleure activité vis-a-vis de la ceftazidime et du céfotaxime plutot
qu’une expansion du site actif (Perez et al., 2007). Il faut également noter qu’aucun géne blactx-m

n’a été décrit sous forme de cassette dans un intégron de classe 1 (Poirel et al., 2008).
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> Les Autres types de BLSE

D’autres BLSE ont une distribution moins large, caractérisées par un haut niveau de résistance
a la ceftazidime et parfois a 1’aztréonam plutdt qu’au céfotaxime (Arlet et Philippon, 2003 ;
Bradford, 2001). Elles sont inhibées par 1’acide clavulanique et en général ont le méme substrat que
TEM et SHV (Paterson et Bonomo, 2005). Elles appartiennent a la classe A et sont individualisées
en BES-1 (brazilian extended spectrum), GES-1 (Guyana extended spectrum), PER-1 (Pseudomonas
extended resistance) (Weldhagen et al., 2003), SFO-1 (Serratia fonticola), TLA-1 (Tlahuicas, tribu
mexicaine), et VEB-1 (Vietnam extended spectrum). Des enzymes proches de GES-1 ont été
découvertes en Gréce, malheureusement dénommées a tort IBC (integron borne cephalosporinase)
(IBC-1, IBC-2) (Philippon et Arlet, 2006). En fin, les enzymes OXA possédent une grande activité
catalytique pour la cloxacilline, 1’oxacilline et la méticilline. Actuellement, Il y’a 11 BLSE du groupe
OXA, dérivées de OXA-1, OXA-2 et OXA-10. Elles hydrolysent en general mieux la ceftazidime
que le céfotaxime. Les enzymes OXA ne sont pas inhibées par 1’acide clavulanique a I’exception de

I’OXA-18.
4.5.2. Résistance aux quinolones

4.5.2.1. Généralité sur les quinolones

Les quinolones forment une large classe d'antibactériens de synthese, bactéricides et tres utilisés
en thérapeutique (Cattoir, 2012). La premiére molécule de ce groupe fut l'acide nalidixique et fut
introduite pour un usage clinique dans les année 1960 (Ball, 2000). Cependant, les premiéres
quinolones développées ont eu une application clinique limitée (infections urinaires) due a leur faible
absorption lors d’une administration orale, a une activité antibactérienne modérée, a une liaison aux
protéines importantes et a une toxicité importante (Bryskier, 2005). L’addition d’une molécule de
fluor en position 6 et la substitution pipérazine en position 7 a augmenté I’activité de ces composés
(Ball, 2000). Ces molécules sont alors designées fluoroquinolones car elles portent un groupement
fluor sur le noyau quinolone. Elles présentent un spectre d’activité élargi et sont devenues tres
utilisées en médecine humaine et vétérinaire au fur et 3 mesure de I’émergence de la résistance aux
antibiotiques. Par conséquent, les fluoroquinolones sont indiquées par voie orale ou parentérale dans

le traitement de nombreuses infections (Van Bambeke et al., 2005).

Les quinolones sont classees en quatre générations sur la base de leur activité et leur spectre
d’action. En médecine vétérinaire, seules les 3 premiéres générations de quinolones sont utilisées, les

fluoroquinolones de 4éme génération étant réservées a la médecine humaine (Kesteman, 2009).
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v Les quinolones de premiére génération comme 1’acide nalidixique ou 1’acide oxolinique
étaient reéservées aux infections urinaires du fait de leurs faibles concentration sériques.

v Les quinolones de deuxiéme génération (fluoroquinolones) comme la ciprofloxacine, la
norfloxacine ou 1’ofloxacine utilisés en médecine humaine et la fluméquine utilisés en
médecine vétérinaire ont une activité plus importante sur les bactéries a Gram négatif ainsi
que contre certains pathogenes atypiques.

v" Les fluoroquinolones de troisiéme génération (fluoroquinolones) comme la gatifloxacine, la
grepafloxacine, la levofloxacine, la moxifloxacine ou la sparfloxacine utilisés en médecine
humaine et la danofloxacine, 1’enrofloxacine, la difloxacine, I’orbifloxacine, I’ibafloxacine
ou la marbofloxacine utilisés en médecine vétérinaire ont une activité étendue aux bactéries a
Gram positif.

v" Les fluoroquinolones de quatrieme génération comme la gémifloxacine ou la trovafloxacine

ont un spectre d’activité étendu aux bactéries anaérobies.
4.5.2.2. Mode d’action

Les quinolones inhibent la réplication et la transcription bactérienne en inhibant le
fonctionnement des topoisomérases bactériennes de type II, I’ADN gyrase (cible principale chez les
bactéries a Gram négatif) et la topoisomérase IV (cible principale chez les bactéries a Gram positif)
(Hooper, 2000). Ces enzymes sont essentielles a la croissance bactérienne en contrélant la topologie
de I’ADN lors des étapes de réplication, de transcription, et de recombinaison de I’ADN. Ces enzymes
tétramériques, homologues entre elles, sont constituées de deux sous-unités GyrA et GyrB (ADN
gyrase) ou ParC et ParE (topoisomérase IV). L’ADN gyrase introduit un superenroulement négatif
dans la double hélice d’ADN bactérien en amont de la fourche de réplication (Levine et al., 1998),
ce qui est essentiel pour I’initiation de la réplication de I’ADN bactérien et pour la transcription.
Quant a la topoisomérase 1V, elle posséde une activité de décaténation qui permet la séparation des
chromosomes répliqués a la fin d’une séquence de réplication (Adams et al.,1992 ; Zechiedrich et
al., 1997).

Les quinolones se fixent sur le complexe ADN-topoisomérase. Ce complexe devient
irréversible conduisant, d’une part, & la création des changements conformationnels qui entrainent
I’inhibition de I’activité normale de I’enzyme (bactériostase) (Drlica et Zhao, 1997) et d’autre part,
a la libération des cassures double brin de ’ADN activant le systéme SOS ou produisant un effet
toxique pour la bactérie, responsable de la bactéricidie intense des quinolones. L’effet bactéricide
varie en fonction de la molécule et de I’espéce bactérienne considérées (De Lastours et Fantin,

2014).
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4.5.2.3. Mécanisme de resistance aux quinolones

Plusieurs types de mécanismes de résistance ont été décrits, & savoir les mecanismes de

résistances chromosomiques et des mécanismes de résistances plasmidique (Figure 5).

»  Meécanismes de résistances chromosomiques

La résistance aux quinolones est principalement chromosomique, due a une diminution de
I’affinité de 1’antibiotique pour sa cible (Ruiz, 2003). Ceci est lié a des mutations chromosomiques
dans les genes de structure des topoisomérases, le plus souvent dans les génes gyrA ou parC, plus
rarement les génes gyrB ou parE (De Lastours et Fantin, 2014). La premiére mutation survient
généralement au niveau de la topoisomérase pour laquelle la quinolone a la plus grande affinité, ce
qui peut varier en fonction de 1’espéce bactérienne et en fonction de la quinolone (Cambau et al.,
2009 ; Cattoir et al., 2006). De plus, deux autres mécanismes de résistance chromosomiques
permettent un défaut d’accumulation des quinolones dans les bactéries ; il s’agit de la diminution de
la perméabilité de la paroi des bactéries a Gram négatif par diminution quantitative des porines et de
I’hyper-expression des pompes d’efflux chez les Gram négatifs (Poole, 2000). Ces mécanismes ne
sont pas spécifiques des quinolones car ils concernent aussi 1’influx et I’efflux d’autres molécules de
petit poids moléculaire, plutdét hydrophiles comme les béta-lactamines, les aminosides et les
sulfamides (Poole, 2000 ; Poole, 2007).

»  Meécanismes de résistances plasmidiques

Pendant longtemps, le seul support connu de résistance aux quinolones était de type
chromosomique (Martinez-Martinez et al., 1998), plus récemment des mécanismes de résistances

plasmidiques ont été décrit chez les bactéries a Gram négatif, généralement associé aux mécanismes
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Figure 5: Mécanisme de résistance aux quinolones (Ferran, 2009)
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chromosomiques (Cattoir et Nordmann, 2009). Trois types de resistance plasmidique ont été decrits
a ce jour il s’agit de la protection de la cible due aux protéines Qnr décrite en 1998 (Martinez-
Martinez et al., 1998), I’inactivation enzymatique due a I’acétyltransférase AAC (6”) -Ib-cr identifiée
en 2005 (Robicsek et al., 2006) et I’efflux actif médié par la pompe QepA rapporté en 2007 (Yamane
et al., 2007 ; Perichon et al., 2007).

Les protéines Qnr, codées par le géne qnr, agissent en protégeant les topoisomérases de 1’action
des quinolones. Ainsi, la présence d’un géne gnr confére un bas niveau de résistance aux quinolones
en élevant la CMI de fagon modeste. Depuis la premiere description de gnrA (Martinez-Martinez et
al., 1998), de nombreux autres génes gnr ont été décrits. Ces genes sont actuellement de dissémination
mondiale (Martinez-Martinez et al., 2008). En plus des plasmides portant les genes gnr, plusieurs
pompes d’efflux plasmidiques ont été décrites et majoritairement sur des plasmides portés par des
souches d’origine vétérinaire. Ceci suggere que 1’utilisation des antibiotiques en médecine vétérinaire
jouerait un role important dans la sélection et la dissémination des mécanismes plasmidiques de
résistance aux quinolones. De plus, le gene gepA codant pour une de ces pompes a efflux a été décrit
en 2007 (Perichon et al., 2007). Sa présence a pour conséquence une moindre sensibilité aux
quinolones hydrophiles, avec une augmentation des CMI. Enfin, le mécanisme de résistance par
inactivation des quinolones n’avait jamais été décrit avant 2006 et la description du géne aac (6)-1b-
cr, capable d’acétyler a la fois les aminosides et les fluoroquinolones (Robicsek et al., 2006b). Une
notion trés importante pour les fluorogquinolones est que la résistance est croisée et implique donc
toutes les molécules de cette classe d’antibiotiques, méme si les niveaux de resistance peuvent varier

d’une molécule a I’autre.
4.5.3. Resistance aux cyclines

Les tétracyclines sont des agents antimicrobiens a larges spectres, montrant d’énormes activités

contre des bactéries Gram positives et Gram négatives. Elles sont couramment utilisées pour le
traitement et la prophylaxie pour les infections humaines et pour la prévention et le contrble des
infections bactériennes en médecine vétérinaire (Miranda et al., 2003).
La résistance a la tétracycline est fortement associée, d’une part, a I’acquisition et a I’expression de
pompes a efflux, qui réduit le niveau de toxicité des antibiotiques dans les cellules bactériennes et,
d’autre part, a la protection du site ribosomal. Cependant, il existe tout de méme un gene codant pour
une inactivation a la tétracycline (Fluit et al., 2001).

Les génes de résistance a la tétracycline associés au mécanisme d’efflux sont : tet (A), tet (B),
tet (E), tet (G), tet (), (3), (K),tet (M), tet (Y), (Z) et tet (30). Les génes de résistance a la tétracycline,
associé au mécanisme de protection ribosomale et ou d’efflux sont tet (K), tet (L), tet (M), tet (O), tet

(S), tet (P), tet (Q), tet (D), tet (H) et tet (C). Cependant 1’unique gene de résistance a la tétracycline
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associé au mécanisme d’inactivation ou d’altération enzymatique est le géne tet (X) (Roberts, 1996).
Toutefois, différents genes tet ont été decrits comme conférant la résistance aux tétracyclines chez les
bactéries gram négatives.

Le gene tet (A) a été retrouve aussi bien sur des plasmides que sur les chromosomes, alors que
les génes tet (B), tet (C), tet (D) ont été détecté sur le chromosome chez différents sérotypes des
souches de Salmonellaenterica, incluant les serotypes Typhimurium, Enteritidis, Hadar, Saint Paul et
Choleraesius (Fresh et Schwarz, 2000)

5. Transmission de I’antibioresistance

L’utilisation des techniques de typage épidémiologique a permis de mettre en évidence la
similarité entre des espéces bactériennes résistantes aux antibiotiques retrouvés chez I’homme et chez
I’animal. Plusieurs auteurs ont suggéré 1I’origine commune de certaines espéces (Nawaz et al., 2000).
Cependant, la compréhension du sens de transfert entre les écosystémes de ’homme et de 1’animal
s’avere problématique. Toutefois, la littérature est plus riche en exemples de transfert se faisant dans
le sens animal-homme. Deux moyens de transfert de ’antibiorésistance de 1’animal a I’homme ont
¢été évoqués. Il s’agit du transfert direct de I’antibiorésistance de 1’animal a ’homme via la voie
alimentaire ou par I’intermédiaire de matériel comme la salive et les féces et du transfert indirect
d’antibiorésistance. Le transfert indirect met en jeu les mécanismes de propagation et de
dissémination des génes de résistance (Schwarz et al., 2001). Aussi, la complexité des interrelations
existant entre les différents écosystémes que sont I’eau, le sol, I’animal et ’homme contribue au
transfert de résistance. Les sources et réservoirs potentiels d’antibiorésistance pour ’homme sont

donc multiples et variés et pas seulement limités au pool animal (Figure 6) (Icgen et al., 2002).
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Figure 6: complexité des interactions entre les différents écosystemes (Faye, 2005)
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MATERIEL ET METHODES
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1. Matériel
1.1. Type d’étude

Il s’agit d’une étude basée sur I’analyse des données d’une enquéte tranversale éffectuée dans les
fermes et parcs a bétails d’une part et d’autre part sur les analyses microbiologiques et moléculaires

des souches de Salmonella sp et de E. coli isolées chez les bovins.
1.1. Cadre et période d’étude

L’enquéte tranversale s’est déroulée dans les fermes et les parcs a bétail a des périodes allant
de Février a Mars 2016 dans cing communes du district d’Abidjan. La réalisation de cette enquéte a
nécessité 1’¢élaboration d’une fiches d’enquéte (Annexe 1). Cette fiche d’enquete élaborarée pour
I’acquisition des données en elevage des bovins comportaient six (6) parties. La premiére partie (I)
concernait les informations sur les gestionnaires du bétail. La deuxiéme partie (I1) traitait les
informations sur le cheptel bovin. La troisieme partie (I11) relevait les informations sur les
médicaments vétérinaires. La quatrieme partie (1V) était relative aux vétérinaires. La cinquieme partie
(V) quant a elle, concernait le mode d’approvisionnement des antibiotiques a usage vétérinaire. Enfin,
la sixieme partie (VI) s’appliquait au mode d’utilisation des antibiotiques. Les analyses
microbiologiques et moléculaires ont été réalisées au sein des Unité d’Etude et de Recherche des
Contaminants Chimiques et Microbiologiques dans les aliments (UNERCO), d’Antibiotiques, des
Substances Naturelles et de la Surveillance des Micro-organismes aux Anti-infectieux (ASSURMI)
du département de Bactériologie-Virologie de I’Institut Pasteur de Cote d’Ivoire, de Gestion des
Micro-organismes (UGM) du département du Centres de Ressources Biologiques (CeREB) et de la

Plateforme de Biologie Moleculaire (PFBM) de I’Institut Pasteur de Cote d’Ivoire.
1.3. Matériel biologique

Le matériel d’étude était constitué d’échantillons de selles des bovins (Figure 7) provenant des

élevages et parcs a bétails de cinqg (5) communes du district d’Abidjan (Figure 8).

Abidjan, partie Sud de la Cote d’Ivoire, avec sur une superficie de 2 119 km?2. Abidjan est la
capitale économique de la Cote d'lvoire et est située entre 5°00° et 5°30” latitudes Nord et 3°50° et
4°10’ longitudes ouest. La ville jouit d'un climat de type subéquatorial, chaud et humide. Avec une
superficie de 422 km?, la ville comptait en 2014, 4 707 000 habitants soit 20% de la population totale
du pays. Abidjan constitue non seulement la plus grande ville de Cote d’Ivoire, mais posséde

également le plus grand marché a bétail de la Cote d’Ivoire (Yao et Kallo, 2015).
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Cing communes du district d’ Abidjan ont été sélectionnées pour 1’étude. Ce sont : les communes
de Port-Bouét, de Yopougon, d’Adjamé, d’Abobo et de Bingerville. Ces communes ont été choisies
en fonction de la disponibilité du gestionnaire a participer a 1’étude et de la présence d’un cheptel de
taille moyenne estimée a 150 tétes de bovins (N’Goran et al., 2008). L’investigation a été possible
apres autorisation des différents acteurs de la filiere (propriétaires de bétail, gestionnaires de bétail,

vétérinaire etc.).

63



Figure 7: Selles fraiches de bovin, photographie réalisée par Yao, 2017
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Figure 8 : Les différents sites de prélévement dans le district d’Abidjan (Sina, 2013 ; modifi€)

¢ : Site de prélevement
® : Commune
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1.4. Materiel technique

1.4.1. Milieux de cultures

Les milieux Muller-Hinton (Bio-Rad, Marnes, France), Hektoen (Bio-Rad, Marnes, France),
Eau Peptonée Tamponnée (EPT) (Bio-Rad, Marnes, France), Rapid’E. coli 2 (Rec2) (Bio-Rad,
Marnes, France) et Rappaport de Vassilliadis (RV10) (Bio-Rad, Marnes, France), Kligler-Hajna (Bio-
Rad, Marnes, France), citrate de Simmons (Bio-Rad, Marnes, France), mannitol-mobilité (Bio-Rad,
Marnes, France), Lysine-Fer (Bio-Rad, Marnes, France) ont été utilise pour la culture et

I’identification bacterienne, ainsi que pour la realisation de I’antibiogramme.
1.4.2. Reactifs pour le Sérotypage

Des antisérums nonavalents, monovalents, trivalents, et polyvalents (Bio-Rad, Marne, France)
ont été utilisés pour la recherche des sérotypes des souches de Salmonella et de E. coli. Le kit
Wellcolex E. coli 0157 :H7 (R30959601, Oxoid, USA) a été utilisé pour la détection du sérotype
0157.

1.4.3. Réactifs pour ’antibiogramme

Les disques d’antibiotiques (Bio-Rad, Marnes, France) composés d’Amoxicilline + acide
clavulanique, Ampicilline, Céfalotine, Céfépime, Aztreonam, Céfoxitine, Ceftriaxone, Ceftazidime,
Céfuroxime, Imipéneme, Tétracycline, Minocycline, Gentamicine, Tobramycine, Amikacine, Acide
nalidixique, Norfloxacine, Ciprofloxacine, Chloramphénicol, Colistine et de Triméthoprime/

sulfaméthoxazole ont servi a la réalisation de I’antibiogramme (Tableau I11).

1.4.4. Reactifs pour la Biologie Moléculaire

Les différentes reéactions d’amplification geniques ont été réalisées dans des volumes
réactionnels contenant les tampons 5X (Green or Coloress et GoTaq® Flexi Buffer), la solution de
MgClz (25mM), les dNTPs (PCR Nucleotide Mix, 10mM), la Taq polymérase (GoTaq® G2 Flexi
DNA, 500Ul) provenant de chez Promega. Le gel d’¢lectrophorése a été coloré avec la solution de
EZ-vision® (EZ-Vision® In-Gel Solution, 10,000X) provenant de chez Ingaba biotec, West Africa.
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Tableau I11: Liste des disques d’antibiotiques testés (Bio-Rad, Marnes, France)

Famille Antibiotique Symbole | Charge (ug)
B-lactamines Amoxicilline + acide clavulanique AMC 30
Ampicilline AMP 10
Céfalotine CEF 30
Céfépime FEP 30
Aztreonam ATM 30
Céfoxitine FOX 30
Ceftriaxone CRO 30
Ceftazidime CAZ 30
Céfuroxime CXM 10
Imipénéme IMP 30
Cyclines Tétracycline TET 30
Minocycline MNO 30
Aminosides Gentamicine GEN 15
Tobramycine TMN 10
Amikacine AKN 30
Quinolones Acide nalidixique NAL 30
Norfloxacine NOR 5
Ciprofloxacine CIP 5
Phénicols Chloramphénicol CHL 30
Polymyxines Colistine CST 50
Sulfamides Triméthoprime/ sulfaméthoxazole SXT 25
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1.4.5. Amorces et souches de référence

Les différents couples d’amorces utilisés pour le typage moléculaire des génes de résistance et
de virulence ont été énumérés dans les tableaux (1V) et (V). Ces couples d’amorces ont été acquis de

I’entreprise Inqaba Biotec West Africa Ldt.

Des souches de référence ont été utilisées comme contrdle positif pour tester I’efficacité des
milieux de culture et des disques d’antibiotiques, également comme témoin positif pour la recherche
moléculaire des génes de résistances et de virulence chez les souches de Salmonella et de E. coli
(Tableau VI1). Ces souches ont été acquises de National Food Instute (DTU Food, Danemark), de

I’Institut Pasteur de Cote d’Ivoire (IPCI) et de Biomerieux (Marcy, France).
1.4.6. Equipements

Le MALDI-TOF Vitek MS (BioMérieux, France) a été utilisé pour I’identification des souches
des souches de E. coli et de Salmonella isolées.

La lecture et 'interprétation des boite de 1’antibiogramme a été réalisée a I’aide du systéme
automatisé ADAGIO™ (Bio-Rad).

L’amplification génique a été réalisée a 1’aide d’un thermocycleur (Applied biosystems, USA).
Tandis que la révélation des fragments d’ADN amplifiés a été effectuée dans une cuve
d’¢électrophorese horizontale (PCR SCIE-PLAS, China) et le Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad, USA) a

servi & la lecture du gel electrophorétique.
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Tableau IV: Liste des amorces utilisees pour la détection des génes de résistance

Geéne Amorce Séquence (5'-3") ;’e h@gf{ﬁ;ﬂgﬁ frag?rilekra] td(L:)b) Références
blatem | TEM front P1 | GCGGAACCCCTATTTG 964 Olesen et al., 2004 ,
TEM-C-R-ny | ACCAATGCTTAATCAGTGAG > Gua'\r’('j‘;%‘;'g' eztoog
b'aMCTX' CTX-MF |TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA 60 544 Birkett et al., 2007
CTX-MR |[CGATATCGTTGGTGGTGCCATA
blashv SHV F TTTATGGCGTTACCTTTGACC 60 1051 Yagi et al., 2000
SHVR |ATTTGTCGCTTCTTTACTCGC
gnrA | QnrAfw | GGATGCCAGTTTCGAGGA 50 492 Cavaco et al., 2008
QnrArw | TGCCAGGCACAGATCTTG
gnrB | gnrB (1-6)F | GGMATHGAAATTCGCCACTG 57 264 Cattoir et al., 2007
gnrB (1-6)R | TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA
gnrS | gnrS (1-2)F [ TCGACGTGCTAACTTGCG - 466 Cavaco et al., 2008
gnrS (1-2)R | GATCTAAACCGTCGAGTTCGG
tetA | TetA primerl | GTAATTCTGAGCACTGTCGC 956 Waters et al., 1983
TetA primer2 | CTGCCTGGACAACATTGCTT >
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Tableau V: Liste des amorces pour la détection des génes de virulence

Géne | Amorce Séquence (5'-3") Température Taille de Référence
d’hybridation | amplicon (pb)
stx stx1-f | TTCGCTCTGCAATAGGTA
stxl-r | TTCCCCAGTTCAATGTAAGAT >0 >
Franck et al., 1998
stx2-f | GTGCCTGTTACTGGGTTTTTCTTC 50 118
stx2-r | AGGGGTCGATATCTCTGTCC
sta sta-f | GCTAATGTTGGCAATTTTTATTTCTGTA 50 190 Franck et al., 1998
sta-r | AGGATTACAACAAAGTTCACAGCAGTAA
eae eae-f | ATATCCGTTTTAATGGCTATCT 50 425 Franck et al., 1998
eae-r | AATCTTCTGCGTACTGTGTTCA
ehA ehxA-f | GGTGCAGCAGAAAAAGTTGTAG 57 1551 Schmidt et al., 1995
ehxA-r | TCTCGCCTGATAGTGTTTGGTA
It It-f GGCGACAGATTATACCGTGC 57 450 Lopez-Saucedo et al.,
It-r | CGGTCTCTATATTCCCTGTT 2003
spvC SPVC-1 | ACTCCTTGCACAACCAAATGCGGA 56 571 Chiu et Ou., 1996
SPVC-2 | TGTCTTCTGCATTTCGCCACCATCA
invA INVA-1 | ACAGTGCTCGTTTACGACCTGAAT 56 244 Chiu et Ou., 1996
INVA-2 | AGACGACTGGTACTGATCGATAAT
pefA pefA-r | AGGGAATTCTTCTTGCTTCCATTCCATTATTGCACTGGG 50 157 Mkrtchyan et al., 2016
pefA-f | TCTGTCGACGGGGGATTATTTGTAAGCCACT
iroN iroN-F | ACTGGCACGGCTCGCTGTCGCTCTAT 66,5 1205 Mezal et al., 2013
iroN-R | CGCTTTACCGCCGTTCTGCCACTGC
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Tableau VI: Liste des souches de réféerence pour la realisation des différents tests

Especes

Usage

Références/ Origine

E. coli ATCC25922

Contrdles des milieux de culture et de

I’antibiogramme

DTU Food (Danemark)

Salmonella typhimurium

Contrdle de milieux de culture

IPCI (Abidjan,Cote d’Ivoire)

E. coli ATCC 8739

Souche calibrante du MALDI-TOF

Biomérieux (France)

Salmonella Bredeney TEM- | témoin positif pour la detection du géne DTU Food
104 blatem (Lyngby,Danemark)
Salmonella Virchou 58.67 | ttmoin positif pour la detection du géne DTU Food
Holland blacrx (Lyngby,Danemark)
Salmonella Keurmassar | témoin positif pour la detection du géne DTU Food
DAK2 blasyv (Lyngby,Danemark)
Enterobacter cloacae 03-577 | témoin positif pour la detection du géne DTU Food
gnrA (Lyngby,Danemark)
Klebsiella pneumoniae KP15 | témoin positif pour la detection du géne DTU Food
qnrB (Lyngby,Danemark)
Escherichia coli pHC19 témoin positif pour la detection du gene DTU Food
gnrS (Lyngby,Danemark)
Escherichia coli NCTC 50078 | témoin positif pour la detection du géne DTU Food
tetA (Lyngby,Danemark)
Salmonella P5002212 DT104 | témoin positif pour le resherche des génes DTU Food
invA, spvC, pefA et iroN (Lyngby,Danemark)
Shigella sonei témoin positif pour le resherche des genes DTU Food
stx1, eae, It (Lyngby,Danemark)
Shigella flexneri témoin positif pour le resherche des génes DTU Food
stx1/stx2, ehxA, sta (Lyngby,Danemark)
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2. Méthodes

2.1. Enquéte sur I’utilisation des antibiotiques

Les fiches d’enquétes (Annexe 1) ont permis de recueillir des informations sur la conduite de
I’élevage bovin dans le district d’Abidjan. Ces informations ont porté sur les caractéristiques socio-
démographiques des gestionnaires de bétails, la provenance du bétail, leur suivi par des vétérinaires
et surtout les modalités d’utilisation des antibiotiques. Pour la conduite de I’enquéte, les questions
ont été posees directement aux gestionnaires des bétails et les réponses ont été reportees sur les fiches
élaborées. Les différents antibiotiques utilisés lors des thérapies ont été listés par consultation des
différents emballages. Sur un total de 201 gestionnaires de bétails interrogés, 172 ont accepté de
participer a I’étude.

Le terme "gestionnaire de bétail" a été utilise pour décrire les éleveurs et les vendeurs de bétails.
2.2. Echantillonnage
2.2.1. Taille de I’échantillon

La taille de I’échantillon a été déterminée par application de la formule déterminant la taille
pour un échantillon probabiliste (OMS, 1991).

Z?x p(1-
n = 1;(2 P)

Dans cette formule, n est la taille de I’échantillon ; Z est une constante issue de la loi normale
; pour un seuil de confiance de 95%, Z= 1,96 ; P est la prévalence attendue de souches de Salmonella
et de E. coli dans les selles de bovin au cours de cette étude ; e représente la marge d’erreur choisie
(5%).

Pour une prévalence estimée a 50 % la taille minimum d’échantillons probabiliste serait 385.

Ainsi, au cours de cette étude, 420 échantillons de selles fraiches de bovin ont été collectés.

2.2.2. Plan d’échantillonnage

L’échantillonnage a consisté a prélever des selles fraiches des bovins obtenues juste aprés
émissions sur les différents sites a bétails. La collecte de 1I’échantillon a été réalisée en prélevant la
deuxiéme couche entre la partie superficielle et la partie non en contact avec le sol a I’aide de spatules

stériles puis mis dans les pots de coprocultures stériles.
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Pendant chaque passage 30 echantillons de selles de bovin ont été prélevés. Chaque site a
bénéficié de deux passages, ce qui a permis d’obtenir 60 échantillons par passage.

Au niveau de Port-Bouét, les échantillons ont été prélevés sur 3 sites : il s’agit du site d’élevage
de Bénogosso, de I’abattoir et le parc a bétail. Un total de 420 échantillons de bouses de bovins a été
prélevé entre avril et septembre 2016. Les échantillons ont ensuite été conservés dans une glaciere
contenant des accumulateurs de froid puis immédiatement transportés au laboratoire de microbiologie
alimentaire du département de bactériologie de I’Institut Pasteur de Cocody pour analyse.

Tous les échantillons prélevés ont été analysés pour 1’isolement et 1’identification des

Salmonella et E. coli.
2.3. Analyses bactériologiques

Une quantité de selle fraiche a été pesée a 1’aide d’une balance de précision (Memmert, USA)

en vue de réaliser une prise d’essai de 25 grammes (25 g).
2.3.1. Isolement des souches de Salmonella

La recherche de Salmonella dans les selles fraiches est réalisée selon le protocole standard décrit
par la norme NF EN ISO 6579 (1SO-6579, 2002E) comportant 4 étapes : le pré-enrichissement,

I’enrichissement, I’isolement et I’identification biochimique.
2.3.1.1. Pré-enrichissement

La prise d’essai de 25 g de selle fraiche est introduite dans un sachet STOMACHER. Deux cent
vingt-cing (225) mL d’eau peptonée tamponnée (Bio-Rad, Marnes, France) y sont ajoutés puis
I’ensemble est homogénéisé en vue de constituer une suspension. La suspension obtenue est ensuite

incubée a 37 °C pendant 24 heures.
2.3.1.2. Enrichissement sélectif

Une quantité de 0,1 mL de la culture de pré-enrichissement est ajoutée a 10 mL de bouillon
Rappaport de Vassiliadis (Bio-Rad, Marnes, France) contenu dans des tubes a essais puis incubée a
44 °C pendant 24 heures.

2.3.1.3. Isolement sélectif

11 a consisté a ensemencer par la technique de stries d’épuisement, la gélose Hektoen (Bio-Rad,
Marnes, France), a partir des bouillons d’enrichissements. Les boites sont ensuite incubées a 37 °C

pendant 24 heures.
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Les colonies caractéristiques de couleur bleu-vert avec ou sans centre noir sont sélectionnées

pour I’identification des caracteres morphologiques et biochimiques.

2.3.2. Isolement des souches de Escherichia coli productrice de béta-lactamase
2.3.2.1. Préparation du milieu d’isolement

2.3.2.1.1. Préparation de la solution stock d’antibiotique (0,4 mg/mL)

Une quantité de 2 mg de la poudre de ceftazidime est pesée, puis 5 mL d'eau distillée stérile est
ajouté pour donner une concentration de 0,4 mg/ mL (solution stock de Ceftazidime). La solution

stock d’antibiotique est conservée a -20 °C.

2.3.2.1.2. Préparation du milieu Rapid E. coli 2 additionné de Ceftazidime (2 mg/L)

Apres préparation de la gélose Rapid E. coli 2 selon les instructions du fabricant, le milieu est
distribué dans les flacons et maintenu en surfusion (45°C). Une quantité de 100 pL de la solution
stock de ceftazidime a la concentration 0,4 mg/ mL est incorporée dans la gélose en surfusion de sorte
a obtenir un milieu Rapid E. coli 2 avec 2 mg/L de ceftazidime. Aprés homogeénéisation, le contenu

de chaque flacon a été coulé dans des boites de Pétri de 90 millimetres.

2.3.2.2. Isolement des souches de Escherichia coli productrices de béta-lactamase

Il a consisté a ensemencer la suspension obtenue par dilution de la prise d’essai de 25 g de selle
fraiche dans 225 mL d’eau peptonée tamponnée (Bio-Rad, Marnes, France) sur la gélose sélective
Rapid E. coli 2 avec 2 mg/ L de ceftazidime. La suspension est ensemenceée par la technique de stries
d’épuisement puis incubée a 37 °C pendant 24 heures. Les colonies caractéristiques de couleur

violette sont sélectionnées pour 1’identification des caracteres morphologiques et biochimiques.

2.3.3. ldentification des souches de Salmonella et de Escherichia coli productrices de béta-
lactamase isolées

Les colonies caractéristiques obtenues sur les géloses Hektoen (couleur bleu-vert avec ou sans
centre noir) et Rapid E. coli 2 + 2mg/L de ceftazidime (couleur violette) sont repiquées sur la gelose
Mller-Hinton (Bio-Rad, Marnes, France) en vue de leur identification basée sur les caracteres
morphologiques (état frais, coloration de Gram) et caracteres biochimiques (portoir de Leminor).

L’incubation est réalisée & 37 °C pendant 24 heures.
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2.3.3.1. Identification morphologique

e Etat frais
L’état frais est un examen de mise en ceuvre trés simple et qui a lieu au microscope optique a
I’objectif x 40. Il permet d’apprécier la morphologie des bactéries, leur mode de regroupement, leur
abondance et leur mobilité. Pour ce faire, une colonie de souche pure obtenue apres culture de 24
heures sur gélose Miiller-Hinton est ensemencée dans 2 mL de bouillon Ceceur-cervelle (Bio-Rad,
Marnes, France) contenue dans des tubes a essais puis incubée & 37 °C pendant 3 heures. Apres
incubation, une goute du bouillon ensemencé est prélevée puis déposée sur une lame porte-objet et

recouverte par une lamelle couvre objet. Le tout est porté au microscope optique pour la visualisation.

e Test de la coloration de Gram

La coloration de Gram est un examen qui permet non seulement de voir la forme et le mode
d’association des bactéries mais aussi de distinguer deux types de bactéries (les bactéries Gram positif
et les bactéries Gram négatif).

La coloration de Gram est réalisée a 1’aide des réactifs du kit de controle de Gram (kit Gram-
Nicolle, RAL Diagnostics).

Ainsi, un fragment de colonie bactérienne de 24 heures obtenu sur la gélose Mller-Hinton est
prélevé a I’aide d’une pipette Pasteur puis barboté dans une goutte d’eau distillée stérile sur une lame
propre. Le frottis ainsi obtenu est fixé et séché par flambage a 1’alcool, puis successivement traité au
violet de gentiane (1 minute), au lugol (30 secondes), a alcool éthylique70° et enfin a la fuchsine (15
secondes). Entre deux traitements le frottis est rincé a ’eau. La lame est séchée et observée au

microscope a 1’objectif X 100 aprés addition de 1’huile & immersion.
2.3.3.2. Identification biochimique

e Mise en évidence de la production du cytochrome C oxydase

Le test de la mise en évidence de la production du cytochrome C oxydase est réalisé a 1’aide
des disques imprégnés du réactif chlorhydrate ou l'oxalate de N-diméthyl paraphényléne diamine ou
PDA.

Ainsi, une bactérie possédant 1’enzyme respiratoire (cytochrome C oxydase) produit la forme
oxydeée (vilolacée) de I'oxalate de N-dimethyl paraphényléne diamine a patir de la forme réduite
(incolore).

Pour ce faire, une goutte d’eau distillée est déposée sur un disque imprégné du réactif d’oxydase
placé sur une lame porte-objet. Un fragment de la colonie a étudier est préleve a 1’aide d’une pipette

Pasteur et étalé sur le disque. L’absence de coloration violette aprés quelques secondes traduit la non
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production d’un cytochrome C oxydase et I’apparition d’une coloration violette aprés quelques

secondes traduit la production d’un cytochrome C oxydase par la bactérie

e Mise en évidence de la production de la catalase

Le test de mise en évidence de la production de la catalase est réalisé a 1’aide du peroxyde
d'hydrogene (H20.). La catalase est une enzyme qui catalyse la décomposition du peroxyde
d'hydrogene (H20) en eau et en oxygeéne libre, réaction dans laquelle le peroxyde d'hydrogene agit
comme donneur et accepteur d'électrons. Si une bactérie possede la catalase, un degagement gazeux
sous forme de bulles est produit.

Ainsi, un fragment de la colonie bactérienne de 24 heures est prélevé a I’aide d’une pipette
Pasteur stérile et barboté dans une goutte d’eau oxygénée. La présence d’un dégagement gazeux sous

forme de bulles traduit la production de la catalase par la bactérie.

e Mise en évidence de la production de la B-galactosidase

Le Test a ’ONPG (OrthoNitroPhényl B-D-Galactopyranoside) permet la recherche de la -
galactosidase qui est une enzyme qui intervient dans le métabolisme du lactose. L’utilisation du
lactose par la bactérie requiert deux enzymes : le lactose perméase qui permet au lactose de pénétrer
dans la bactérie et la B-galactosidase qui catalyse 1’hydrolyse du lactose en glucose et galactose. La
recherche de la B-galactosidase ne présente d’intérét que pour les bactéries lactose negatif. L’ortho-
nitro-phényl-galactoside (ONPG) incolore, de structure proche du lactose et capable de pénétrer dans
la bactérie sans perméase est utilisé comme substrat synthétique. Si la bactérie posséde la B-
galactosidase, on obtient du galactose et de 1’ortho-nitro-phénol (ONP) de couleur jaune.

Une suspension de culture pure de 24 heures est préparée dans un tube stérile contenant 0,5 mL
d’eau physiologique. Un disque ONPG est ajouté a la suspension, puis incubé a 37 °C pendant un
temps variant entre 3 heures et 24 heures au maximum. La coloration de la suspension en jaune traduit

présence B-galactosidase.

e Réalisation du portoir réduit de Le Minor
La recherche des autres caractéres biochimiques a consisté a ensemencer un portoir réduit de
Leminor constituée de 5 milieux de culture, a savoir les milieux Kligler-Hajna (BioRAD, France),
urée-indole (Bio-Rad, Marnes, France), mannitol-mobilité (Bio-Rad, Marnes, France), Lysine-fer
(Bio-Rad, Marnes, France) et citrate de Simmons (Bio-Rad, Marnes, France).
Une fois ensemencé, le portoir est incubé a 37 °C pendant 24 heures. Ces milieux sont utilises
pour la mise en évidence de la fermentation du glucose (Glu), du lactose (Lac), du mannitol ; de la

production de gaz (Gaz), de I’hydrogéne sulfuré (H2S), de I'uréase (Ur), de I’indole (Ind) ; de la mise

76



en évidence de I’utilisation du citrate comme seule source de carbone; de la lysine décarboxylase et
de la lysine désaminase.
Les souches de Salmonella et E. coli identifiées ont été confirmées au Maldi-Tof (Vitek MS)

(Biomerieux, France).

2.3.3.3. Identification des souches au Maldi-Tof (Vitek MS)

L’identité des microorganismes isolés des bouses de bovin a été confirmée a I’aide du Maldi-

Tof (Vitek MS).

e Principe du Maldi-Tof®

Un faisceau laser a une longueur d’onde de 337 nm est utilisé pour désorber et ioniser le
mélange matrice/échantillon cristallisé sur une surface métallique. Les molécules de la matrice
absorbent 1’énergie transmise par le laser, s’excitent et s’ionisent. Cette énergie absorbée par la
matrice provoque la dissociation et le passage en phase gazeuse. Les molécules de la matrice ionisée
transferent leur charge a I’échantillon. L application d’une tension électrique générant une différence
de potentiel propulse les différentes molécules dans un tube de vol. Le temps de vol est déterminé
pour chaque ion. Le rapport masse sur charge de chaque ion détecté est calculé a ’aide d’une formule
tenant compte de la longueur du tube de vol et du temps de vol. Un spectre de masse est produit et
I’identification du microorganisme est obtenue par comparaison de ce spectre avec les spectres de

référence présents dans une base de données fournie par le fabricant.

e Réalisation de I’identification au MALDI-TOF (Vitek MS)

A I’aide d’une anse jetable stérile, une colonie de 24 heures de chaque souche a analyser est
prélevée et un fin frottis réalisé sur les puits successifs d’une microplaque de 96 puits et recouvert
chacun par 1 pL de I’acide a-cyano hydroxycinnamique (matrice). Les souches non identifiées ont
subi une purification par ensemencement sur milieu sélectif. Une souche de E. coli ATCC 8739
(Biomerieux, France) est utilisée comme une souche calibrante.

Les identifications sont acceptees sur la base de 1’algorithme décisionnel en fonction des scores de
spectrométrie de masse (MS) suivants :

MS Score = 2,3 : Identification excellente

MS Score = 2,0 et < 2,3 et 3 premiers résultats identiques : Bonne identification

MS Score = 1,7 et < 2,0 et 3 premiers résultats identiques : Identification acceptable.
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2.4. Caractérisation phénotypique des souches de Salmonella et Escherichia coli productrices
de béta-lactamase

2.4.1. Détermination de la diversité des souches isolées

Un test de sérotypage est réalisé sur des souches bactériennes de 24 heures en vue de déterminer
le sérotype des différentes souches pathogenes de E. coli et de Salmonella dans les échantillons

analyses.

2.4.1.1. Determination de I’antigéne somatique et flagellaire des Salmonella par sérotypage

Le sérotypage des Salmonella a été réalisé selon la méthode décrite par Kauffmann et White
(1934). Cette méthode consiste a procéder a la mise en évidence des antigénes somatiques (Ag O) et
flagellaires H (Ag H) ou de capsule Ag (Vi). La détermination du sérotype est réalisée en testant
successivement les antisérums polyvalents et monovalents O et H, et ’antisérum capsulaire Vi.
L’observation d’agglutinats indique une réaction positive et I’absence d’agglutinat indique une
réaction négative.

La souche de Salmonella a sérotyper est repiquée sur la gélose trypticase soja (Bio-Rad,
Marnes, France) et incubée a 37 °C pendant 24 heures. La premiere étape est de vérifier la propriété
auto-agglutinante des souches de Salmonella testées. Pour ce faire, une colonie prélevée a I’aide d’une
pipette Pasteur stérile est émulsionnée dans une goutte d’eau physiologique (NaCl 0,85%) sur une
lame porte-objet propre. En cas d’agglutination, le sérotype ne peut étre déterminé (souche non pure).
En absence d’agglutination, le test est poursuivi en barbotant une colonie de souche dans une goutte
d’antisérum de fagon a obtenir un trouble homogéne sur une lame porte-objet propre au premier jour
du sérotypage.

La détermination de la seconde phase flagellaire est réalisée en bloquant la premiere phase
flagellaire par ensemencement de la gélose Svergard additionnée de 1’antisérum de la phase 1 ou
I’antisérum mélange contenant 1’antisérum de la phase 1 correspondante. Cette étape est suivie de la
détermination de I’antigéne Vi. Enfin, la comparaison de la formule antigénique obtenue avec celles
contenues dans le lexique de Kauffmann et White a permis de nommer le sérotype de la souche de

Salmonella.

2.4.1.2. Détermination de I’antigéne somatique de Escherichia coli par sérotypage

Le sérotypage des souches de Escherichia coli est principalement utilis€ en recherche
épidémiologique. En effet, on s’apergoit rapidement que certains sérotypes sont plus fréquemment
rencontrés lors de certaines pathologies. L’annexe 3 présente le schéma général du sérotypage des
souches de E. coli.
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2.4.1.2.1. Groupage des souches de Escherichia coli par séro- agglutination

Le sérotypage est effectué par la réaction d’agglutination rapide sur lame a 1’aide des immun-
sérums spécifiques selon la méthode décrite par Le Minor et al. (1972). Pour ce faire, une culture
pure de 24 heures obtenue sur gélose trypticase soja (Bio-Rad) et des sérums nonavalent (antisérum
de 9 antigénes O), trivalent (antisérum de 3 antigenes O) sont utilisés. Douze immun-sérums
monovalents (antisérum d’un seul type d’antigénes O) sont utilisés pour le sérogroupage des souches
de E. coli entéro-pathogénes. 1l s’agit des immun-sérums 026, 055, 086, 0111, 0114, 0119, 0124,
0125, 0126, 0127, 0128, et 0142,

Ainsi, la premiére étape de 1’opération a consisté a tester pour chaque souche, sa propriété
d’auto-agglutination. Pour ce faire, un fragment de la colonie de E. coli a tester est émulsionné dans
une goutte d’eau physiologique (NaCl 0,85%) sur une lame porte-objet propre. En présence
d’agglutination, le test est arrété puis la souche est purifiée. En absence d’agglutination, le test est
poursuivi. Ensuite, une goutte d'antisérum est déposée sur une lame porte-objet propre et un fragment
de la colonie y est émulsionné a 1’aide d’une pipette stérile de fagon a obtenir un trouble homogéne
dans la goutte. La lame est ensuite agitée par des mouvements lents et circulaires jusqu’a I’apparition

d'agglutinats fins et granulaires.

2.4.1.2.2. Détermination du sérotype O157

La recherche du sérogroupe O157 est réalisée par un test d’agglutination a 1’aide du Kit
Wellcolex E. coli 0157 : H7 (USA) sur les présomptives souches de Escherichia coli 0157 (sorbitol
négatif). Elle a consisteé a déterminer par séro-agglutination, I’antigéne somatique O157.

Pour ce faire, un fragment de la colonie de E. coli de 24 heures est barboté sur 4 cercles
contenant chacun une goutte d’eau saline (NaCl 0,85%) et disposé sur une plaque. Ensuite, une goutte
de chacun des réactifs de la phase somatique O (Test latex O157 et control latex O157) est déposée
respectivement sur le premier et deuxieme cercle de la ligne 1. Apreés cette étape, les cercles 3 et 4 de
la ligne 1 ont par la suite recu respectivement une goutte de chacun des réactifs de E. coli O157 :
H7 Control positif + Test latex 0157, et une goutte de chacun des réactifs E. coli 0157 :H7 Control
négatif + Test latex O157. Le contenu de chaque cercle a été soigneusement mélangé par un
mouvement de rotation lent pendant 30 secondes. Ainsi, la présence d’agglutination dans le premier

et deuxieme cercle de la premicre ligne signifie que la souche posséde I’antigéne O157.
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2.4.2. Antibiogramme des souches de Salmonella et Escherichia coli isolées

L’antibiogramme est réalisé sur I’ensemble des souches isolées. Les molécules d’antibiotiques
utilisées sont celles utilisées en médecine vétérinaire et en médecine humaine.

Le principe est basé sur la technique de diffusion des disques en milieu gelosé selon la méthode
décrite par Bauer et al. (1966).

La réalisation de I’antibiogramme a consisté a préparer 1I’inoculum bactérien, a 1’ensemencer
sur la gelose, a appliquer les disques d’antibiotique, a incuber les boites, a lire et a interpréter les
résultats.

»  Préparation de ’inoculum bactérien

A partir d’une culture de 24 heures obtenue sur gélose Miiller-Hinton, deux a trois colonies
bactériennes ont été prélevées et émulsionnées dans 10 mL d’eau saline NaCl 0,85% (BioMérieux,
Marcy, France) pour I’obtention d’une turbidité a 1’échelle 0,5 de MacFarland équivalent a une
concentration bactérienne d’environ 108 UFC/mL. La suspension ainsi obtenue a constitué 1’inoculum

bactérien.

»  Ensemencement, application des disques et incubation

Un écouvillon stérile est trempé dans I’inoculum bactérien, puis ensemencé sur toute la surface
de la gélose Muller-Hinton, en stries serrées en pivotant chaque fois la boite.
Aprés I’ensemencement, les disques d’antibiotiques sont posés sur la surface de la gélose Miller-
Hinton a I’aide d’un applicateur de disque. Deux disques sont éloignés au minimum de 30 mm de
sorte a éviter des chevauchements des zones d’inhibition. Les boites sont ensuite laissées a la
température ambiante (25 + 2°C) sur la paillasse pendant environ 15 minutes afin de permettre une
pré-diffusion des antibiotiques. Avant d’étre utilisés, un controle interne des disques d’antibiotiques
a été effectué conformément aux recommandations du CA-SFM (2016) a I’aide de la souche de
référence E. coli ATCC 25922. Ce contréle permet de s’assurer de la validité des résultats obtenus.

Les boites ensemencées sont ensuite incubées a 37 °C pendant 24 heures.

> Interprétation
La mésure des diamétres d’inhibition est réalisée a I’aide du systéme automatisé ADAGIO ™
(BioRad, Marnes, France). Les valeurs des diamétres d’inhibition obtenues ont permis de classer les
souches en : Sensible (S), Intermédiaire (1) ou Résistant (R) conformément aux recommandations du
Comité d’ Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie (EUCAST/ CA-SFM, 2016). Les

souches a résistance intermédiaire (1) ont été catégorisees souches résistantes.
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2.4.3. Détection du phénotype BLSE selon le test de double disque synergie

Toutes les souches de E. coli isolées ont fait I’objet d’une détection de la production de béta-
lactamase a spectre élargi par le test de double diffusion ou double synergie. Cette détection est
réalisée selon la méthode de Jarlier et al. (1988). Elle est conduite dans les conditions standard de
I'antibiogramme.

Des disques de Ceftazidime, de Ceftriaxone, de Céfépime, de Céfoxitine, d’Aztreonam et
d’Imipénéme ont été disposés autour d’un disque d’amoxicilline/acide clavulanique sur la gélose
Miiller-Hinton puis incubés a 37°C pendant 24 heures (Figure 9). L’apparition d’une image en forme
de bouchon de champagne traduit la production d’une béta-lactamase a spectre élargi par la souche
de E. coli testée (Drieux et al., 2008)
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Boite de Petri 90 mm

Disque d’antibiotique

l I Gélose Miller-Hinton

Figure 9: Disposition des disques d'antibiotiques pour le test de double synergie

AMC = amoxicilline + acide clavulanique ; ATM = aztréonam ; FOX= céfoxitime ; FEP = céfépime ; CRO =

ceftriaxone ; CAZ = ceftazidime ; IPM = imipénéme.
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2.5. Caractérisation moléculaire des souches bactériennes

2.5.1. Choix des souches
Des souches de Salmonella présentant une résistance phénotypique a au moins un antibiotique
testé et les souches de E. coli BLSE résistantes aux quinolones ont été sélectionnées pour le typage

moléculaire des genes de résistance aux antibiotiques.

2.5.2. Préparation des souches

Les souches bactériennes sont ensemencées par stries sur une gélose Mller-Hinton (MH) et

mis a incuber a 37 °C pendant 24 heures afin d’avoir des colonies jeunes.

2.5.3. Recherche des génes de résistance par PCR

La recherche moléculaire des marqueurs de résistance est réalisée aprés amplification génique
(PCR) et a concerné la recherche des génes de résistance aux béta-lactamines (CTX-M, SHV, TEM),
aux fluoroquinolones (gnr A, B et S) et aux tétracyclines (TetA).

2.5.3.1. Extraction d’ADN génomique par la méthode phénol-chloroforme-iso amylique
2.5.3.1.1. Extraction de ’ADN

A T’aide d’un embout stérile, une a trois colonies de chaque souche bactérienne sur la gélose
Muiller-Hinton sont prélevées et mises en suspension dans 1,5 mL d’eau PPi dans un tube Eppendorf
de 2 mL, puis homogénéisées a I’aide d’un vortex. Le mélange est centrifugé (centrifugeuse réfrigérée
Mikro 22 R Hettich, Allemagne) & 14 000 tours/min pendant 10 min a 4 °C. Les surnageants sont
éliminés et les culots sont conservés dans les bacs a glace pour I’extraction de I’ADN.

Les culots sont préalablement mis en suspension dans 500 pL d’eau pure (Nuclease-Free Water)
dans les tubes Eppendorf propres et stériles. Les tubes sont d’abord incubés a -20 °C pendant 15
minutes, puis a 95 °C pendant 15 minutes pour créer la lyse de la cellule bactérienne. Les suspensions
obtenues sont homogénéisées vigoureusement au vortex pour libérer le contenu cellulaire. Une
centrifugation est ensuite réalisée (centrifugeuse réfrigérée Mikro 22 R Hettich, Allemagne) a 14000
tours/min pendant 10 minutes a 4 °C. Les surnageants constitués d’aliquots d’ADN sont récupérés
dans de nouveaux tubes Eppendorf propres et stériles. Les différents aliquots d’ADN sont conserveé
a -20 °C pour la purification.
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2.5.3.1.2. Purification de ’ADN

Les différents aliquots d’ADN constituant les extraits d’ADN sont purifiés par ajout de 500 pL
de phénol-chloroforme-alcool iso amylique (v/v/v). Le mélange est homogénéisé au vortex puis
centrifugé a 14000 tours/min pendant 10 minutes a 4°C. Aprés la centrifugation, 800 pL du
surnageant est délicatement récupéré dans un tube Eppendorf stérile. Un volume de 80 puL d’acétate
de sodium 3M et 500 puL d’éthanol absolu glacé sont ajoutés au surnageant puis incubés a -20 °C
pendant 24 heures. Aprés incubation les tubes sont ensuite centrifugés a 14 000 tours/min pendant 20
min a 4°C. Un volume de 1 mL d’éthanol 70 % est ajouté au culot obtenu, puis centrifuge a 14000
tours/min pendant 10 min a 4°C. Le surnageant est éliminé, puis le culot est séché a I’aide d’un
thermomixeur (Speed vac) a 70 °C. Ce culot séché est resuspendu dans 60 uL d’eau pour préparation
injectable (eau PPi), puis conservé a -20 °C. Cette suspension contenant I’ADN est utilisée pour la

recherche des géenes de résistance aux antibiotiques.
2.5.3.2. Réalisation de la PCR

L’amplification est réalisée dans un mélange réactionnel de 50 pL constitué de tampon 5X
coloré (Promega, USA), tampon 5X non coloré (Promega, USA), 25 mM de MgCl> (Promega, USA),
10 mM de chaque dNTPS (Biorad, France), 10 UM amorces specifiques (Reverse et Foward), 5U de
Taq polymérase (Go taqg ® G2 Flexi DNA Polymerase) (Promega, USA), et 5 uL. d’ADN. Des
témoins négatifs (eau pour PCR uniquement) et positifs (ADN de la souche possédant les différents
génes CTX-M, SHV, TEM, gnrA, gnrB, gnrS, TetA) sont réalisés (Tableau IV). L’amplification est
effectuée dans un thermocycler (Applied biosystems, USA) selon les programmes d’amplification

PCR consignés dans le Tableau VII.
2.5.3.3. Migration et observation du gel

Le gel d’agarose a 1,5% est préparé a partir du tampon TAE 10X (Tris- Acétate-EDTA) et 5
ML d’une solution de EZ-vision® (Ingaba biotec, West Africa). La solution de EZ-vision® a permis
de révéler et de visualiser I'ADN sous rayon UV (Ultraviolet). Dix microlitres (10 pL) du produit
d’amplification sont déposés dans chaque puit sur le gel. Un marqueur de poids moléculaire 100 pb
est également déposé sur le gel en méme temps que les produits de I’amplification, afin de déterminer
approximativement la taille des fragments a analyser. La migration électrophorétique est réalisée a
120 volts/cm pendant environ 1 heure. Aprés la migration, I’ADN est observé sous rayon UV (A =

312 nm) a I’aide du systéme automatisé Gel Doc EZ Imager.
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Tableau VI1: Programmes PCR pour la détection des genes de résistance

Etape d’amplification

Condition de température / durée

CTX-M, TEM, SHV | QnrA, QnrB, QnrS TetA
Dénaturation initiale 94°C/5min 95°C/5min 95°C/5min
Dénaturation cyclique 94°C/1min 95°C/30s 95°C/30s
Hybridation 60°C/1min 60°C/30s 56°C/30s
Elongation cyclique 72°C/1min 72°C/1min 72°C/1min
Elongation finale 72°C/7min 72°C/10min 72°C/10min
Nombre de cycle 30 35 35
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2.5.4. Recherche des génes de virulence
2.5.4.1. Extraction de ’ADN total par choc thermique

L’extraction de I’ADN est réalisée par la préparation d’une suspension de souches a étudier
dans 500 pL d’eau pure (Nuclease-Free Water). Apres incubation pendant 15 minutes a -20 °C, puis
pendant 15 minutes a 95 °C, les suspensions obtenues sont homogénéisees vigoureusement au vortex
pendant 1 minute. Ces différentes suspensions sont ensuite centrifugées pendant 10 minutes a 14000
tours/min. Le surnageant est récupéré dans un nouveau tube Eppendorf de 1,5 mL, et conservé a -20

°C. Ce surnageant a servi d’extrait d’ADN pour la réalisation de la PCR.
2.5.4.2. Amplification des genes de virulence

La préparation du mélange reéactionnel ou Mix est réalisée dans les mémes conditions que
précédemment (2.6.3.2). Cependant, les amorces qui ont permis de cribler les génes de virulence sont
différentes de celles des genes de résistance. Elles sont consignées dans le Tableau V. Des témoins
ont été réalisés : un témoin négatif (eau biomole uniquement) et des témoins positifs (ADN de la
souche possédant les différents genes invA, spvC, iroN, pef, stx1, stx2, eae, It, ehxA et sta).
L’amplification est effectuée selon les programmes spécifiques de chaque gene. (Tableau VII1).

2.5.4.3. Analyse des produits d’amplification

L’analyse des produits d’amplification obtenus est effectuée sur gel d’agarose a 2%, préparé a
partir du tampon TAE 10X (Tris- Acétate-EDTA) et 5 L d’une solution de EZ-vision® comme décrit

précédemment.

2.6. Traitement des données

Les données de I’enquéte et les données des différentes analyses sont saisies dans le logiciel
Excel® 2016. Les analyses statistiques des données de 1’enquéte sont réalisées avec le logiciel RStudio
(version 3.4.4). La régression logistique binaire est utilisée pour apprécier I'effet des facteurs associés
a Dutilisation des antibiotiques en élevage bovin dans le district d’Abidjan. Pour la variable
catégorielle « antibiotique », la modalité tétracycline a été considérée comme la référence. Les odds-
ratio ont été extrait dans le but de quantifier ’effet des modalités : site, activité du gestionnaire,
nationalité, niveau d’étude, formation qualifiante, formation diplomante, propriétaire du bétail,
expérience professionnelle. Les different taux en pourcentage (%) sont calculés pour chaque

expeérience.
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Tableau VI11: Programmes PCR pour la détection des génes de pathogeénicité

Condition de température / durée

Etape d’amplification invA, spvC | iroN, pefA stx1, stx2 eae, sta It,ehxA
Dénaturation initiale 94°C/2 min | 34°C/2min | 94°C/2min | 94°C/2min | 94°C/2 min
Dénaturation cyclique | 94°C/30s 94°C/30s 94°C/30s 94°C/30s 94°C/60s
Hybridation 56°C/30s 65°C/30s 50°C/45s 50°C/45s 57°C/60s
Elongation cyclique 72°C/2min | 72°C/1min | 70°C/90s 70°C/90s 72°C/60s
Elongation finale 72°C/10min | 72°C/10min | 72°C/10min | 72°C/10min | 72°C/10min
Nombre de cycle 35 35 45 45 45
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RESULTATS
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1. Utilisation des antibiotiques en production bovine
1.1. Caractérisation des gestionnaires de la production bovine

Au total 172 gestionnaires de bétails ont été enquétés dans cinqg communes du district d’ Abidjan
a savoir les communes de Port-Bouét, de Yopougon, d’Abobo, d’Adjamé et de Bingerville. La
proportion des répondants a été plus élevée dans la commune de Port-Bouét avec un taux de 38,4%
(Tableau IX).

Les bouviers enquétés ont été pour la majeur partie des éleveurs de bétails (80,8%) de
nationalité Burkinabé (47,7%). La majorité n’a pas été scolarisée (83,1%), n’a ni de formation
qualifiante (97,1%), ni de formation diplémante (98,8%) mais justifie une expérience professionnelle
de 10 a 15 ans (41,9%) voir plus de 20 ans (29,1%) de pratique d’élevage bovin ( Tableau X).

1.2. Information sur le cheptel bovin

Les informations relatives au cheptel bovin ont révélé que le cheptel provenait de 9 pays
différents a savoir : la Cote d’Ivoire, le Ghana, le Mali, le Burkina, le Tchad, le Niger, le Cameroun,
la Hollande et la France. Cependant, les résultats obtenus ont montré que le Mali et le Burkina Faso
ont constitué les plus grands fournisseurs de bétail avec des proportions respectives de 93% et 60,5%
(Figure 10).

En ce qui concerne la taille du cheptel bovin, les exploitations enquétées ont été pour la majeur
partie de petites exploitations avec une taille inférieure ou égale a 100 tétes de bovins. D’ailleurs, les
enquétes ont révélé une forte proportion des exploitations possédant moins de 50 tétes de beeufs
(58,7%), suivie de celles dont la taille était de 50 a 100 tétes de beeufs (24,4%). Ce cheptel était
commercialisé par tranche d’age. La population la plus commercialisée a été celle dont 1’age était
inférieur a 5 ans avec une fréquence de 34,9%. Cependant, certains étaient de préférence
commercialisés a I’age de 5 a 10 ans et de plus de 15 ans avec des fréquences respectives de 21,5%
et 29,7% (Tableau XI).
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Tableau I)X: Nombre de gestionnaires enquétes en fonction des communes

Localités enquétées

Abobo Adjamé Bingerville | Port-Bouét Yopougon Total
Effectif 23 20 22 66 41 172
Taux (%) 13,4 11,6 12,8 38,4 23,8 100
Tableau X: Caractérisation des enquétés
one enquétee Distribution _
P . . Port- Total Proportion

Paramétres Abobo | Adjamé | Bingerville Bouét Yopougon (%)
Activité principale

Eleveur 13 3 21 64 38 139 80,8
Vendeur 10 17 1 2 3 0233 19,2
Nationalité

Ivoirienne 9 4 0 6 1 20 11,6
Burkinabé 8 10 11 42 11 82 47,7
Guinéenne 0 1 2 1 5 9 5,2
Malienne 6 5 9 17 24 61 35,5
Niveau d’étude

College 3 3 0 3 3 12 7
Primaire 6 7 0 3 1 17 9,9
Non scolarisé 14 10 22 60 37 143 83,1
Formation

gualifiante

Oui 1 4 0 0 0 5 2,9
Non 22 16 22 66 41 167 97,1
Formation

dipldmante

Oui 0 0 0 2 0 2 1,2
Non 23 20 22 64 41 170 98,8
Expérience

professionnelle

Moins de 5 ans 5 3 2 7 3 20 11,6
Entre 5 et 10 ans 0 1 0 3 2 6 3,5
Entre 10 et 15 ans 10 9 5 29 19 72 41,9
Entre 15 et 20 ans 4 2 1 10 7 24 14
Plus de 20 ans 4 5 14 17 10 50 29,1
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Figure 10: Pays de provenance du cheptel
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Tableau XI : Gestion du cheptel bovin

Zone enquétée Distribution _
Port- Effectif Proportion

Paramatres Abobo | Adjamé | Bingerville Bouét Yopougon (%)
Taille du cheptel
(téte)
Moins de 50 20 19 11 40 28 118 68,6%
Entre 50 et 100 3 1 2 10 13 29 16,9%
Entre 100 et 150 0 0 6 7 0 13 7,6%
Entre 150 et 200 0 0 0 4 0 4 2,3%
Entre 200 et 250 0 0 2 4 0 6 3,5%
Entre 250 et 300 0 0 0 1 0 1 0,6%
Plus de 300 0 0 1 0 0 1 0,6%
Age de vente
Moins de 5 ans 16 14 0 20 10 60 34,9
Entre 5 et 10 ans 1 2 4 21 9 37 21,5
Entre 10 et 15 ans 0 0 1 1 2 1,2
Plus 15 ans 3 3 15 13 17 51 29,7
Moins de 5 ans et
entre 5 et 10 ans 3 1 3 9 4 20 11,6
Entre 5 et 10 ans et
entre 10 et 15 ans 0 0 0 2 0 2 1,2
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1.3. Utilisation des antibiotiques

Les résultats ont montré que 98,8% des bouviers ont utilisé des antibiotiques pour traiter les
animaux au cours de la pratique de 1’élevage (Tableau XI1). Ces antibiotiques ont été utilisés pour
trois types de traitement a savoir : curatif, préventif et de croissance.

Ces traitements ont été réalisés de facon individuelle ou en association. Les associations
Curatif/croissance, Curatif/préventif et Curatif/préventif /croissance ont été les plus observées dans
cette enquéte avec des fréquences respectives de 30,2%, 26,7% et 20,4%. La dose d’antibiotique
administré aux bétails a été fonction du poids de 1’animal (100%). Cependant, cette administration
s’est faite pour la plupart de fagon hebdomadaire (25%) et mensuelle (47,7%). Le mode
d’administration comprenant 1’injection sous-cutané/ voie orale a été la plus utilisée, soit 62,2%
(Tableau XI1).

1.4. Suivi vétérinaire

Les informations relatives au suivi des bouviers par des vétérinaires ont montré que plus de la
moitié des bouviers enquétés, soit 62,8% ne sont pas suivi par des vétérinaires. Cependant, seuls
quelques-uns ont bénéficié de visites hebdomadaire (17,2%), mensuelle (15,6%) et trimestrielle

(20,3%). De plus, 92,2% de ces bouviers n’utilisent pas de registres d’élevage (Tableau XII1).

1.5. Mode d’approvisionnement en antibiotique

Il ressort de I’analyse de ces résultats que 85,5% de bouviers se sont approvisionnés suite a une
prescription vétérinaire, contre 14,5% sans prescription vétérinaire préalable (Tableau XIV).
Environ 81,4% de bouviers ont acheté les antibiotiques dans des officines vétérinaires. Toutefois, la
plupart des bouviers enquétés ont répondu qu’ils ont sollicité parfois (41,9%) le conseil du vétérinaire
lors de I’achat de ces antibiotiques. Cependant, 25,6% de bouviers n’ont jamais eu recours au conseil

avant de s’approvisionner en antibiotique.
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Tableau XI1: Modalité d'utilisation des antibiotiques

Zone enquétée Distribution
Parametres Abobo | Adjamé | Bingerville gs;gt Yopougon | Effectif PI’OE)OZI’)UOI’]
Soin des animaux
malades
Antibiotiques 23 20 22 65 40 170 98,8
Autre 0 0 0 1 1 2 1,2
Type de traitement
Curatif 6 4 7 3 4 24 14
Curatif-croissance 6 8 2 5 14 35 20,3
Curatif-préventif 7 2 7 18 12 46 26,7
Curatif-préventif-
croissance 2 5 6 32 7 52 30,2
Préventif 0 1 0 2 2 5 2,9
Préventif-croissance 2 0 0 6 2 10 5,8
Dose d'utilisation
En fonction du poids 23 20 22 66 41 172 100
Fréquence d'utilisation
Journalier 3 9 2 6 13 33 19,2
Hebdomadaire 9 5 3 17 9 43 25
Mensuelle 8 5 15 39 15 82 47,7
Trimestrielle 3 1 2 4 4 14 8,1
Nombre de prise
pendant le traitement
Une fois 4 11 10 27 20 72 41,9
Deux fois 13 6 4 10 10 43 25
Entre 2 & 5 fois 6 3 7 25 11 52 30,2
Plus de 5 fois 0 0 1 4 0 5 2,9
Mode d'administration
Aliment-injection 0 0 0 3 0 3 1,7
Aliment-Injection-Voie
orale 0 0 2 2 1 5 2,9
Eau 0 1 0 0 1 2 1,2
Eau-Aliment-Injection-
voie Orale 0 2 0 1 2 5 2,9
Eau-Injection 0 1 0 0 0 1 0,6
Eau-Injection-voie orale 5 5 5 7 14 36 20,9
Injection 7 1 0 3 2 13 7,6
Injection-voie orale 11 10 15 50 21 107 62,2
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Tableau XII1: Etat du suivi vétérinaire

calités enquétées Distribution
Effectif | Proportion
Parameétres Abobo | Adjamé | Bingerville | Port- | Yopougon (%)
Bouét
Suivi vétérinaire
Non 11 13 12 39 33 108 62,8
Oui 12 7 10 27 8 64 37,2
Fréquence de visites
Pas de visite 5 4 4 14 3 30 46,9
Hebdomadaire 5 2 1 1 2 11 17,2
Mensuelle 0 1 3 5 1 10 15,6
Trimestrielle 2 0 2 7 2 13 20,3
Registre d'élevage
Non 12 7 8 24 8 59 92,2
Oui 0 0 2 3 0 5 7,8
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Tableau XIV: Mode d'approvisionnement en antibiotiques

Localités enquétées Distribution _
| Proportion
) _ ) Port- Effectif
. Abobo | Adjamé | Bingerville Yopougon (%)

Parametres Bouét
Approvisionnement
suite a une prescription
Non 2 2 4 11 6 25 14,5
Oui 21 18 18 55 35 147 85,5
Origine des
antibiotiques
Marché a bétail 1 1 1 3 3 9 5,2
Marché a bétail-vendeur
ambulant 0 0 0 0 1 1 0,6
Pharmacie vétérinaire 22 14 19 59 26 140 81,4
Pharmacie vétérinaire-
marché a bétail 0 5 2 4 10 21 12,2
Pharmacie vétérinaire-
marché a bétail-vendeur
ambulant 0 0 0 0 1 1 0,6
Conseil vétérinaire
Jamais 4 1 7 18 14 44 25,6
Parfois 8 12 7 26 19 72 41,9
Toujours 11 7 8 22 8 56 32,6
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1.6. Antibiotherapie

Au niveau de la pratique de I’antibiothérapie, la plupart des bouviers (45,9%) ont estimé par
moment le poids des animaux avant de leurs administrer les différentes doses d’antibiotiques, certains
(19,2%) par contre ne I’estiment jamais. La majorité (60,5%) ont pratiqué 1’automédication.
Cependant, environ 86,1% ont répondu qu’ils respectent la durée d’administration, la posologie, et la
fréquence d’administration de I’antibiotique et qu’ils arrétent les différents traitements lorsqu’ils
observent une amélioration clinique et une guérison clinique (41,3%) de I’animal. De plus face a un
animal malade 55,2% des bouviers mettent systématiquement un traitement antibiotique en place
(Tableau XV).

1.7. Principales familles d’antibiotiques

La tétracycline a été I’antibiotique la plus utilisée par les bouviers au cours de cette enquéte
avec une proportion de 80,4%, suivie des macrolides (49,4%), des béta-aminoglycosides (31,4%) et
les sulfamides (21,5%). Cependant, les béta-lactamines, les polypeptides et les quinolones ont été

observés avec des taux moindre (Figure 11).
1.8. Relation entre ’utilisation de la tétracycline et les caractéristiques des enquétés

Les résultats des analyses de régression logistiques multivariées ont montré que seule la
variable « expérience professionnelle » est associée a la forte utilisation de la tétracycline observée
dans cette étude (Tableau XVI). Les bouviers ayant une expérience professionnelle comprise entre
15 et 20 ans (OR=8.013 ; 1C95% 1.388-66.953 ; p=0.029) et plus de 20 ans (OR=5.804 ; 1C95%
1.356-26.742 ; p=0.018) ont augmenté significativement 1’utilisation de la tétracycline dans les
¢levages. Ainsi, dans les élevages enquétés 'utilisation de la tétracycline a été amplifiée par les

bouviers ayant des expériences professionnelles de 15 a 20 ans et de plus de 20 ans (Figure 12).
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Tableau XV: Pratique de lI'antibiothérapie

alités enquétées Distribution :
N . Port- Effectif Propoortlon

Paramétres Abobo | Adjamé | Bingerville Bougt Yopougon (%)
Estimation du poids
avant administration
Jamais 4 2 4 12 11 33 19,2
Parfois 11 12 5 29 22 79 459
Toujours 8 6 13 25 8 60 34,9
Assistance vétérinaire
avant administration
Non 14 6 10 42 32 104 60,5
Oui 9 14 12 24 9 68 39,5
Suivie de la
prescription
Non 1 1 4 12 6 24 14
Oui 22 19 18 54 35 148 86
Critére d'arrét du
traitement
Amélioration 4 0 2 7 4 17 9,9
Amélioration-durée
indiquée 0 1 1 1 1 4 2,3
Amélioration-guérison 9 7 10 24 21 71 41,3
Amélioration-guérison -
durée indiquee 1 3 1 4 3 12 7
Durée indiquee 3 2 0 5 1 11 6,4
Guérison 6 4 8 20 10 48 27,9
Guérison -durée
indiquée 0 3 0 5 1 9 52
Attitude face a un
animal malade
Traitement antibiotique 12 11 12 37 23 95 55,2
Traitement
antibiotique-autre
attitude 1 0 0 4 5 10 5,8
Autre attitude 0 0 0 1 5 6 3,5
Appel du vétérinaire 7 3 0 11 1 22 12,8
Traitement
antibiotique-appel du
véterinaire 3 2 9 11 3 28 16,3
Traitement
antibiotique-appel du
vétérinaire-autre
attitude 0 1 0 1 2 4 2,3
Appel du vétérinaire-
autre attitude 0 3 1 1 2 7 4,1
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Figure 11: Principales familles d'antibiotiques utilisées par les éleveurs
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Tableau XVI: Analyse de régression logistique multivariée de variables indépendantes associées a
’utilisation de la tétracycline

Variables Modalités OR IC 95 % OR p
2,583 | 0,314-24,706 0,389
Adjamé 1,516 | 0,230-10,675 0,662
Site d’étude Bingerville 0,809 | 0,116-5,459 0,826
Port-Bouét 1,506 | 0,290-7,180 0,611
Yopougon 0,612 |0,107-3,088 0,561
Activite principale Vendeur 0,592 | 0,135-2,654 0,483
Ivoirienne 1,222 | 0,253-7,063 0,809
Nationalité Guinéenne 0,384 | 0,065-2,514 0,293
Malienne 0,916 | 0,342-2,483 0,862
Niveau d'étude Non-scolarisé 0,951 | 0,180-4,248 0.949
Primaire 5,137 | 0,645-53,949 0,134
Formation qualifiante Oui 0,314 | 0,026-3,709 0,340
Formation dipldmante Oui 0,307 | 0,006-11,177 0,489
Propriétaire Oui 0,403 | 0,140-1,170 0,0809.
Entre 5 et 10 ans 2,542 | 0,209-88,687 0,513
Entre 10 et 15 ans 1,524 | 0,430-5,050 0,496
Nombre d’années
Expérience professionnelle | Entre 15 et 20 ans 8,013 |1,388-66,953 | 0,029*
Plus de 20 ans 5,804 | 1,356-26,742 0,018*

OR: Odds-ratio

IC : Intervalle de confiance

* . P <0,05 considéré comme statistiquement significatif
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Figure 12: Effet des différentes variables indépendantes associées a 1’utilisation de la tétracycline
dans les élevages

Site Yop= Site Yopougon ; Site PB= site Port-Bouét ; SiteBgv= Site Bingerville ; SiteAdj= Site Adjamé ; nnltMA=
nationalité Malienne ; nnltGU=nationalité Guinéenne ; nnltCl= nationalité Ivoirienne ; nivetudprim= niveau d’ étude
primaire ; nivetudnnscol= niveau d’étude non scolarisé ; jobvend= vendeur ; formqftyes= formation qualifiant (oui) ;
formdplmyes= formation diplémante (oui) ; expprofgpe5=expérience professionnelle de plus de 20 ans ; expprofgped=
expérience professionnelle de 15 a 20 ans ; expprofgpe3=expérience professionnelle de 10 a 15 ans; expprofgpe2=
expérience professionnelle de 5 & 10 ans.
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2. Isolement et identification des souches de Salmonella et Escherichia coli
2.1. Fréquence d’isolement des souches de Salmonella et de Escherichia coli

L’utilisation de 1’automate MALDI-TOF (Vitek MS) a permis une confirmation effective des
souches de Salmonella et de E. coli identifiées dans les bouses de bovins. Ainsi, sur un total de 420
échantillons de bouses de bovin préleves puis analysés, 84 souches de Salmonella soit une prévalence
de 20% et 85 souches de E. coli résistantes soit une prévalence de 20,2% ont été isolées. Ces souches
de Salmonella et de E. coli résistantes ont été isolées respectivement sur les milieux Hektoen et Rapid
E. coli 2+ d’antibiotique (ceftazidime) (Figure 13).

La proportion des souches de Salmonella et de E. coli résistantes a la ceftazidime isolées a
variée en fonction des communes. Une différence significative (P < 0,05) a été observe entre les
differentes proportions de ces souches obtenues dans les differentes communes. Ainsi, les propotions
des souches de Salmonella ont été plus élevées dans les communes de Port-Bouét (9,8%) et d’Adjamé
(7%). Par contre, elles ont été de 1,2%, 1% et 1% dans les communes d’Abobo, de Yopougon et de
Bingerville respectivement. Quant a la proportion des souches de E. coli résistantes a la ceftazidime,
elle a été plus élevée dans la commune d’Abobo (7,4%) que dans les autres communes. La proportion

des autres communes a varié entre 2,9 a 3,6% (Figure 14).
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Figure 13: Colonies suspectes de Salmonella et de E. coli sur des milieux specifiques

A : colonies de Salmonella sur gélose Hektoen
B : colonies de E. coli résistantes a la ceftazidime sur le milieu Rapid E. coli 2 + ceftazidime (2mg/L)
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Figure 14: Prévalence des souches de Salmonella et de E. coli en fonction de la commune

104



2.2. Répartition des souches selon I’aspect des bouses

Les souches de Salmonella et de E. coli sont détectées dans les feces diarrhéiques avec des
prévalences respectives de 44,1% et 36,5%. Cependant, dans les feces non-diarrhéiques, les
prévalences obtenues ont été de 63,5% pour les souches de E. coli et 55,9% pour les souches de
Salmonella.

La plus forte prévalence de Salmonella dans les féces diarrhéiques est obtenue dans lacommune
de Port-Bouét (46%) suivie de celle d’Adjamé (40,6%). Dans les féces non diarrhéiques des
fréquences élevées des souches de Salmonella sont observées dans la commune de Port-Bouét
(51,1%) suivie de celle d’Adjamé (31,9%). Concernant les souches de E. coli résistantes a la
ceftazidime, des fréquences élevées ont été déterminées dans les féces diarrhéiques dans les
communes d’Adjamé (35,5%) et d’ Abobo (22,6%). Aussi, la prévalence la plus élevée de souches de
E. coli résistantes dans les feces non diarrhéiques est obtenue dans la commune d’Abobo (46,3%).
Des prévalences moindres de 16,7%, 7,4%, 16,7% et de 13% ont été obtenues respectivement dans

les communes de Port-Bouét, Adjame, Yopougon et de Bingerville (Figure 15).

105



60,00

50,00

46,3

40,00

w
o
o
o

’

16,7

Pourcentage (%)

19,3

20,00

10,00

0,00

Port-Bouét Abobo Adjamé Yopougon Bingerville
Communes

m feces diarrhéiques Salmonella m feces diarrhéiques E coli

m feces non diarrhéiques Salmonella = feces non diarrhéiques E coli
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2.3. Sérotypes des souches de Salmonella et de Escherichia coli isolées dans les bouses
2.3.1. Sérotypes des souches de Salmonella

Le test d’agglutination effectué a 1’aide des immuns sérums (Ag O, H et Vi) sur I’ensemble des
souches de Salmonella a révélé 50 sérotypes différents. Sur I’ensemble des 84 souches de Salmonella
utilisees pour le test, 100% ont été positives aux tests d’agglutination. Les fréquences de détection
des différents sérotypes dans les localités de Port-Bouét, Adjamé, Abobo, Yopougon et de Bingerville
ont été respectivement de 48,8%, 35,7%, 6,0%, 4,8% et 4,8%.

Parmi les 50 sérotypes détectés, Salmonella 11 a été le sérotype le plus détecté dans cette étude,
avec une fréquence de 13,1% (11/84). Les autres sérotypes ont éte détectes avec des fréquences moins
élevées allant de 8,3% a 1,2% (Tableau XVII).

2.3.2. Sérotypes des souches de Escherichia coli

Le sérotypage a été réalisé sur I’ensemble de 85 souches de E. coli résistantes isolées.
Cependant, 78 souches, soit 91,8% ont été positives aux tests d’agglutinations.

Les fréquences de détection de I’ensemble des sérogroupes des localités de Port-Bouét, Adjame,
Abobo, Yopougon et de Bingerville ont été respectivement de 14,1%, 16,5%, 34,1%, 14,1% et 12,9%.

Le serogroupe 0127 a été le plus détecté au cours de cette étude avec une fréquence de 12,9%.
Le nombre de souche de E. coli O127 (n=5) a été plus élevé dans la commune d’Abobo que dans

les autres communes (Tableau XVIII).
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Tableau XVII

: Répartition des sérotypes de Salmonella selon les communes

Sérotypes Port-Bouét | Adjamé | Abobo | Yopougon | Bingerville | Fréquence (N%)
Virchow 2 0 0 0 0 2 (2,4%)
Muguga 2 0 0 0 0 2 (2,4%)
Ila 1 0 0 0 0 1(1,2%)
Agbeni 4 0 3 0 0 7 (8,3%)
Enteritidis 1 0 0 0 0 1(1,2%)
Neumenster 1 0 0 0 0 1(1,2%)
1 7 1 1 1 1 11 (13,1%)
Othmerschen 1 0 0 0 0 1 (1,2%)
Brikama 1 0 0 0 0 1(1,2%)
Durcham 2 0 0 0 0 2 (2,4%)
Catanzaro 1 0 0 0 0 1 (1,2%)
Parkroyal 1 0 0 0 0 1 (1,2%)
Senftenberg 1 1 0 0 0 2 (2,4%)
Schwarzengrund 1 0 0 0 0 1(1,2%)
kambole 1 0 0 0 0 1 (1,2%)
Umbadah 1 0 0 0 0 1(1,2%)
Dessau 1 0 0 0 0 1 (1,2%)
Tudu 1 0 0 0 0 1(1,2%)
Gustavia 1 1 0 0 0 2 (2,4%)
Canton 1 0 0 0 0 1(1,2%)
Muenster 1 0 0 0 0 1 (1,2%)
Salford 1 0 0 0 0 1(1,2%)
Potsdam 1 0 0 1 0 2 (2,4%)
Fufu 1 0 0 0 0 1(1,2%)
budapest 1 0 0 0 0 1(1,2%)
Urbana 1 0 0 0 0 1 (1,2%)
Wichita 1 0 0 0 0 1(1,2%)
Torhout 1 0 0 0 0 1(1,2%)
Baguirmi 1 1 0 0 0 2 (2,4%)
Africana 0 1 0 0 0 1 (1,2%)
Kedougou 0 1 0 0 0 1(1,2%)
Dublin 0 3 0 0 0 3(3,6%)
Alfort 0 1 0 0 0 1(1,2%)
hohentwiel 0 6 0 1 0 7 (8,3%)
Clerkenwell 0 2 0 0 0 2 (2,4%)
Kisangani 0 1 0 0 0 1(1,2%)
Bradford 0 1 0 0 0 1 (1,2%)
Shubra 0 2 0 0 0 2 (2,4%)
Chicago 0 1 0 0 0 1 (1,2%)
Erfurt 0 1 0 0 0 1(1,2%)
Scarborough 0 1 0 0 0 1 (1,2%)
Schleissheim 0 1 0 0 0 1(1,2%)
Langensalza 0 2 0 0 0 2 (2,4%)
Preston 0 1 0 0 0 1 (1,2%)
Wauiti 0 1 0 0 0 1(1,2%)
Bron 0 0 1 0 0 1(1,2%)
Typhi 0 0 0 1 0 1(1,2%)
Bochum 0 0 0 0 1 1 (1,2%)
Atakpame 0 0 0 0 1 1 (1,2%)
Chomedey 0 0 0 0 1 1 (1,2%)
Total (N%) 41(48,8) 30(35,7) | 5(6,0) 4(4,8) 4(4,8) 84 (100%)
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Tableau XVII1 : Répartition des sérogroupes des souches de E. coli selon les communes

Sérogroupes | Abobo Adjamé | Yopougon | Bingerville | Port-Bouét | Fréguence (N%b)
026 3 2 0 2 1 8(9,4)
055 3 2 2 1 1 9(10,6)
086 3 0 0 0 1 4(4,7)
0111 3 1 1 1 2 8(9,4)
0114 3 0 2 0 1 6(7,1)
0119 3 3 0 1 0 7(8,2)
0124 0 2 0 0 0 2(2,4)
0125 0 0 1 0 2 3(3,5)
0126 2 0 1 1 0 4(4,7)
0127 5 3 1 2 0 11(12,9)
0128 3 0 0 1 3 7(8,2)
0142 1 1 2 2 1 7(8,2)
0157 0 0 2 0 0 2(2,4)
Total (N%) | 29(34,1) | 14(16,5) | 12(14,1) 11(12,9) 12(14,1) 78(91,8)
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3. Profil de résistance
3.1. Profil de résistance aux antibiotiques des souches de Salmonella et de Escherichia coli
3.1.1. Profil de résistance des souches de Salmonella

Il ressort dans 1’ensemble un faible niveau de résistance aux bétalactamines. Cependant, les
taux de résistance les plus elevés ont été observés a la céfalotine (6%), a I’ampicilline (2,4%) et au
cefuroxine (2,4%).

Quant aux quinolones, il a également été observé dans I’ensemble un faible niveau de résistance
principalement a I’acide nalidixique (3,6%), a la ciprofloxacine (3,6%) et la norfloxacine (3,6%).

Concernant le niveau de résistance aux cyclines, aux aminosides, aux polypeptides, aux
sulfamides et aux phénicols, il ressort que le taux de résistance a été plus élevé aux polypeptides
suivis des cyclines, notamment a la colistine (33,3%), la tétracycline (20,2%) et a la minocycline
(20,2%). Quant aux aminosides et aux sulfamides, de faibles taux de résistances ont été observés a la
gentamicine (1,2%), a la tobramycine (3,6%) et a la triméthoprime / sulfaméthoxazole (6%).
Cependant, aucune résistance n’a été observée a la céfoxitine, a I’imipeneme, a I’amikacine et au

chloramphénicol (Tableau XIX).
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Tableau XIX : Résistance des souches de Salmonella aux antibiotiques

Taux de résistance (%)
Famille d’Antibiotique R (n=84)
Bétalactamines
AMP 2,4
AMC 1.2
CEF 6
CXM 2,4
FOX 0
CRO 1,2
CAZ 1,2
FEP 1,2
ATM 1,2
IMP 0
Quinolones
NAL 3,6
CIP 3,6
NOR 3,6
Cyclines
TET 20,2
MNO 20,2
Aminosides
AKN 0
TMN 3,6
GEN 1,2
Polymyxines
CST 33,3
Phénicols
CHL 0
Sulfamides
SXT 6

AMP= Ampicilline ; AMC=Amoxicilline + acide clavulanique ; CEF= céfalotine ; CXM=céfuroxine ; FOX=
cefoxitine ; CRO= ceftriaxone ; CAZ= ceftazidime ; FEP= Céfépime ; ATM= aztréonam ; IMP= imipenéme ; NAL=
acide nalidixique ; CIP= ciprofloxacine; NOR= norfloxacine; TET=tétracycline; MNO=minocycline ;
AKN=amikacine ; TMN=tobramycine ; GEN=gentamycine ; CST=colistine ; CHL=chloramphénicol ;
SXT=Triméthoprime/sulfaméthoxazole.

R= résistant
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3.1.2. Profil de résistance des souches de Escherichia coli résistantes a la ceftazidime

Les résultats ont montré un niveau de résistance trés éleve aux béta-lactamines. lls ont été de
92,9% a I’ampicilline, 96,5% a la céfalotine, 95,3% a I’aztréonam, 85,9% a la céfuroxine, 89,4% a la
ceftriaxone, 84,7% a la ceftazidime, 87,1% a la céfépime et 61,2% a 1’amoxicilline+acide
clavulanique. Cependant, un taux de résistance relativement bas a été observe a la céfoxitine (31,8%).

Aussi, un bas niveau de résistance a-t-il été observé aux quinolones avec des taux compris entre
16,5% et 17,6%.

Concernant le niveau de résistance aux cyclines, aux polypeptides, des sulfamides et aux
phenicols, une résistance trés élevée a été observée a la tétracycline (97,6%), a la minocycline
(69,4%), a la colistine (58,8%) et au triméthoprime/sulfaméthoxazole (69,4%). Toutefois, des taux
de résistance moins élevés ont été observes aux aminosides et aux phénicols notamment & la
gentamicine (34,1%), a la tobramycine (22,4%), I’amikacine (10,6%) et au chloramphénicol (7,1%).

Cependant, aucune résistance n’a été observée avec I’imipeneme (Tableau XX).
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Tableau XX : Résistance des souches d'E. coli aux antibiotiques

Taux de résistances (%)
Famille d’ Antibiotique R (n=85)
Bétalactamines
AMP 92,9
AMC 61,2
CEF 96,5
CXM 85,9
FOX 31,8
CRO 89,4
CAZ 84,7
FEP 87,1
ATM 95,3
IMP 0
Quinolones
NAL 17,6
CIP 17,6
NOR 16 ,5
Cyclines
TET 97,6
MNO 69,4
Aminosides
AKN 10,6
TMN 22,4
GEN 34,1
Polymyxines
CST 58,8
Phénicols
CHL 7,1
Sulfamides
SXT 69,4

AMP= Ampicilline ; AMC=Amoxicilline + acide clavulanique ; CEF= céfalotine ; CXM=céfuroxine ; FOX=
céfoxitine ; CRO= ceftriaxone ; CAZ= ceftazidime ; FEP= Céfépime ; ATM= aztréonam ; IMP= imipenéme ; NAL=
acide nalidixique ; CIP= ciprofloxacine; NOR= norfloxacine; TET=tétracycline; MNO=minocycline ;
AKN=amikacine ; TMN=tobramycine ; GEN=gentamycine ; CST=colistine ; CHL=chloramphénicol ;
SXT=Triméthoprime/sulfaméthoxazole.

R= résistant
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3.2. Détection des souches de Escherichia coli productrices de bétalactamase a spectre éelargi
(BLSE)

Sur les 85 souches de E. coli isolées des selles de bovin, 45 ont été catégorisees BLSE sur la
base de la detection de la production de béta-lactamase a spectre €largi. Ces résultats ont été confirmes
par des tests de double synergie avec la présence du bouchon de champagne » entre le disque
contenant I’amoxicilline + 1’acide clavulanique (AMC) et au moins une céphalosporine de troisieme
génération (C3G) (Figurel6).

La fréquence des souches de E. coli productrices de béta-lactamase a spectre élargi (BLSE)
dans cette étude a été de 52,9%.

Les souches de E. coli BLSE détectées ont été reparties selon les différentes communes du
district d’Abidjan. Ainsi, les taux de detection les plus élevés ont été observés dans les communes
d’Abobo (46, 7%) et d’Adjamé (20%) (Figure 17).
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Developpement des
souches bacteriennes sur
la gelose MH

Disque d’Antibiotique

Image en bouchon de
champagne

Figure 16 : Test de double synergie (Yao, 2017)

AMC=amoxicilline + acide clavulanique ; FOX= céfoxitine ; CRO= ceftriaxone ; CAZ= ceftazidime ; FEP= céfépime
; ATM= aztréonam ; IMP= Imipenéme.

MH= Miuller-Hinton
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Figure 17 : Répartition des souches de E. coli BLSE selon les communes
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4. Caractérisation moléculaire des souches Salmonella et Escherichia coli isolées
4.1. Caractérisation moléculaire de la résistance aux antibiotiques

Toutes les souches de Salmonella résistantes a au moins un antibiotique (26 souches) et toutes
les souches de E. coli BLSE résistants aux quinolones (15 souches) ont été sélectionnées pour la

recherche des genes de résistance aux antibiotiques.
4.1.1. Génes de résistance aux béta-lactamines détectés

L’analyse des gels aprés 1’électrophorése a montré la présence de bandes de fragments d’ADN
avec des tailles de 544 pb, de 1051 pb et de 964 pb correspondant respectivement aux génes blacrx,
blasnv et blatem détectés (Figure 18).

Sur les 26 souches de Salmonella testées, aucun géne blactx n’a été détecté, tandis que sur 15
souches de E. coli BLSE testées 11 souches ont montré la présence du gene blactx-m Soit une
fréquence de 73,3%.

Le géne blasnv a été détecté chez 10 souches de E. coli BLSE, soit 66,7%, tandis que chez
les souches de Salmonella seulement 2 souches ont montré la présence du géne blasnv soit 7,7%.

Quant au géne blatewm, il a été détecté dans ’ensemble des 15 souches de E. coli BLSE
testées, soit 100% alors que chez les souches de Salmonella 15 souches ont montré la présence du
géne blatem avec une fréquence de 57,7%. Les taux des différents génes de résistance aux
bétalactamines sont consignés dans le (Tableau XXI).

En ce qui concerne la co-expression des trois génes blactx, blaskv et blatem, I’analyse des
profils électrophorétiques a montré la présence de plusieurs types de génes bla exprimés chez les
souches de Salmonella et E. coli BLSE. Ces génes ont été retrouvés de facon isolée ou en association.
De facon isolée, les proportions de ces genes ont été de 50% et 20% respectivement chez les souches
de Salmonella et de E. coli BLSE. L’associations blasHv / blatem a été retrouvée a la fois chez les
souches de Salmonella et E. coli BLSE avec des proportions respectives de 7,7% et 6,7%. Les
associations de genes blacrx-m/ blaskv/ blatem et blactx-m/ blatem ont été détectées uniquement chez
les souches de E. coli BLSE (Tableau XXII).
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blacTx-m

500pb 544 pb
1000pb %a;fgb
500pb
1000pb blatem
500pb 964 pb

Figure 18 : Profil électrophorétique des génes blactx-m , blashv et blatem

A : detection des blacTx-m (544 pb); B : detection des blasnv (1051pb) ; detection des blatem (964 pb) ;
M : marqueur de poids moléculaire (100 a 2000 pb) ; P : témoin positif ; Numéro 1 a5 : souches bactériennes ; N : témoin

négatif
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Tableau XXI : Taux de détection des genes de résistance aux bétalactamines

Nombre / fréquence (%)
Genes bla
Souches
CTX-M SHV TEM
Salmonella (N =26) 0 (0%) 2 (7,7%) 15 (57,7%)
E. coli (N =15) 11 (73,3%) 10 (66,7%) 15 (100%)

CTX-M : céfotaximase-Munich ; SHV : sulfhydryl variable ; TEM : temoneira ; N : nombre de souches.
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Tableau XXII : Profils génotypiques des genes de résistance aux béta-lactamines

Profils de souches Génotypes Nombre/ Fréquence (%0)
Salmonella blarem 13 (50)
E. coli blatem 3(20)
Salmonella blaskv/ blatem 2(7,7)
E. coli blasny/ blartem 1(6,7)
E. coli blacrx-m/ blarewm 2 (13,3)
E. coli blacrx-m/ blasyy/ blarewm 9 (60)
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4.1.2. Génes de résistance aux quinolones détectes

L’analyse des profils électrophorétiques a montré des bandes avec des tailles de 492 pb, 264 pb
et 466 pb correspondant respectivement aux genes gnrA, gnrB et gqnrS (Figure 19).

Le géne gnrA a été détecté uniquement chez les souches de E. coli BLSE avec une fréquence
de 100%. Concernant le gene gnrB, des fréquences de 30,8% et 93,3% ont été détectées
respectivement chez les souches de Salmonella et de E. coli BLSE. La présence du géne gnrS a été
révélée chez les souches de Salmonella et de E. coli avec des proportions respectives de 7,7% et
60% (Tableau XXIII).

L analyse des profils génotypiques a montré la présence de trois types de genes gnr exprimes.
Ces geénes ont été retrouves de facon isolée ou en association. De facon individuelle, les fréquences
de ces génes ont été de 6,7% (gnrA) et 23,1% (qnrB) respectivement chez les souches de E. coli
BLSE et de Salmonella. L’association qnrB / gnrS a été retrouvée uniquement chez les souches de
Salmonella. Les associations qnrA / qnrB / gnrS et gnrA / gnrB ont été retrouvés uniquement chez les
souches de E. coli BLSE avec des fréquences de 66,7% et 26,7% (Tableau XXIV).

4.1.3. Génes de résistance aux cyclines détectés

L’analyse du profil a révélé la présence de bande avec une taille de 956 pb (Figure 20). Le géne
tetA a été retrouvé chez certaines souches de Salmonella et de E. coli BLSE. Cependant, le géne tetA
a été predominant chez les souches de E. coli BLSE. En effet, ce géne a été isolé avec des fréquences
de 7,7% et 66,7% respectivement chez les souches de Salmonella et de E. coli BLSE.
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Figure 19 : Profil électrophorétique des génes gnrA, qnrB et gnrS

a : detection des gnrA (492 pb); b : detection des qnrB (264 pb) ; detection des qnrS (466 pb) ; M : marqueur de poids moléculaire
(100 a 2000 pb) ; P : témoin positif ; Numéro 1 a 7 : souches bactériennes ; N : contrdle négatif
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Tableau XXIII: Taux de detection des genes de résistance aux quinolones

Nombre /Fréquence (%)

Gene gnr
gnrA gnrB gnrS
Souches
Salmonella (N=26) 0 (0%) 8 (30,8%) 2 (7,7%)
E. coli (N=15) 15 (100%) 14 (93,3%) 9 (60%)
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Tableau XXIV: Profils génotypiques de la résistance aux quinolones

Profils des souches Génotypiques Nombre/ Fréquence (%)
Salmonella gnrB 6 (23,1)
Salmonella gnrB/ gnrS 2 (7,7)

E. coli gnrA/ gnrB/ gnrS 10 (66,7)
E. coli gnrA/ gnrB 4 (26,7)
E. coli qnrA 1(6,7)
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1000 pb 956 pb

500 pb

Figure 20: Profil électrophorétique du gene tetA de la résistance aux cyclines détectée
M : marqueur de poids moléculaire (100 a 2000 pb)

P : témoin positif

Numeéro 1 a 3 : souches bactériennes

N : contrdle négatif
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4.2. Caractérisation moléculaire de la pathogénicité

La recherche des genes de virulences a été réalisée sur les 26 souches de Salmonella résistantes
et 15 souches E. coli BLSE sélectionnées au préalable pour le typage moléculaire des marqueurs de

résistance.
4.2.1. Génes de virulence détectés chez les souches de Salmonella

Les souches de Salmonella ont été criblées pour 4 génes de virulence (invA, spvC, pefA et iroN)
en utilisant des PCR monoplexes (iroN et pefA) et multiplexes (invA et spvC). Le témoin positif
possede simultanément les genes invA, spvC, pefA et iroN. Ainsi, toutes les souches donnant des
amplicons de taille 157pb, 244pb, 571pb et 1205pb correspondent respectivement a pefA, invA, spvC
etiroN (Figure 21).

Les résultats indiquent qu’aucun géne pefA n’a été détecté. Cependant, toutes les souches de
Salmonella (26 souches) ont été positives a au moins un des génes de virulence. L’ensemble des 26
souches possedaient le géne InvA (100%). Seulement une souche possedait le gene spvC (3,8%).
Environ,14 souches analysées, soit 53,8% ont été positives pour le géne iroN.

La plus forte fréquence d’apparition de souches virulentes a été observée chez les souches
isolees dans la commune de Port-Bouét avec une fréquence de 65,4%. Dans la commune d’Adjamé
la fréquence de 26,9% a été observée. Les souches portant des génes de virulence ont également été
détectées dans les communes d’Abobo (3,8%) et de Bingerville (3,8%). Par contre la détection
simultanée des genes « invA » et « iroN » a été le plus observée dans la commune d’Adjamé avec une
fréquence de 26,9% suivie de celle de la commune de Port-Bouét (19,2%). La commune d’Abobo a
montré une faible fréquence (3,8%). Quant a la détection simultanée des génes « invA », « spvC » et
« iroN », elle a été observée uniquement chez les souches de Salmonella isolées dans la commune de
Port-Bouét a une fréquence de 3,8% (XXV).

Dans I’ensemble, tous les sérotypes de Salmonella sont porteurs d’au moins un géne de
virulence. Certains sérotypes portent uniquement le géne invA (12 sérotypes), d’autres par contre
portent simultanément le géne invA + spvC (13 sérotypes). Le sérotype schwarzengrund quant a lui
présente simultanément trois (3) genes de virulence, il s’agit de invA + spvC+ iroN (Tableau XXVI).
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Figure 21: Profils électrophoretiques des géenes de virulence detectés chez Salmonella

A : detection des génes invA et spvC par PCR multiplexe

B : detetcion du gene iroN par PCR simplexe

M : marqueur de poids moléculaire (100 & 2000 pb)

P : témoin positif (souche de Salmonella DT104)

N : témoin négatif (contient de I’eau ppi a la place de I’ ADN bactérien).

Numéro 1 a 6 : souches bactériens
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Tableau XXV: Prévalence des génes de virulence en fonction des communes

Nombre/Fréquence (N%)

Origine Geénes Nombre/ fréquence de Nombre/Fréquence de
virulence par souches virulence par
commune
invA 11 (42,3)
Port-Bouét invA,iroN 5(19,2) 17 (65,4)
InvA,spvC,iroN 1(3,8)

Abobo invA,iroN 1(3,8) 1(3,8)

Adjamé invA,iroN 7 (26,9) 7 (26,9)

Bingerville invA 1(3,8) 1(3,8)
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Tableau XXVI: Génes de virulence et sérotypes des différentes souches de salmonelles

Souches  Génes Sérotypes Souches Génes Sérotypes
E32S invA Virchow E93S invA Muenster
E38S invA Ila E108S invA,iroN Fufu

E44S invA,iroN Enteritidis E28ADS invA,iroN Africana
E46S invA,iroN Neumenster E31ADS/A invA,iroN Dublin
E60S invA,iroN Brikama E31ADS/C invA,iroN Alfort
E61S invA Agbeni E32ADS/C invA,iroN hohentwiel
E64S invA I E35ADS/A invA,iroN Kisangani
E67S/B invA Senftenberg E35ADS/C invA,iroN Shubra
E68S invA,spvC,iroN  schwarzengrund | E45ADS/A invA,iroN hohentwiel
E73S invA Umbadah DCE28AB/C invA,iroN Agbeni
E74S invA Dessau DCE29PB/B invA,iroN Agbeni
E88S invA I E32BIS invA chomedey
E89S invA Gustavia E66S invA I
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4.2.2. Geénes de pathogénicités détecté chez les souches de Escherichia coli isolées

La recherche des genes de virulence sur les souches de E. coli résistantes aux antibiotiques
isolées des bouses de bovin a été réalisée par PCR multiplexe (stx1/stx2 et eae/sta) et PCR monoplexe
(It et ehxA). Les résultats ont montré que toutes les 15 souches de E. coli soit 100% portaient au
moins un géne de virulence. L’analyse des profils électrophorétiques des différents genes détectes
montre la présence des genes stx1(555pb), stx2 (118pb), eae (425pb), sta (190pb) et It (450pb)
(Figure 22).

La plus forte fréquence a été observée avec le géne eae a une fréquence de 86,7% suivie du
gene stx2 (60%). Les genes stx1, sta et It ont été détectés avec des fréquences respectives de 40%,
2% et 13,3%. Cependant, aucune souche possédant le gene ehxA n’a été observé. Quatre (4) groupes
de pathovars ont été identifiés a savoir les E. coli producteurs de Shigatoxines (STEC, 46,7%), les E.
coli entérotoxinogénes (ETEC, 13,3%), E. coli enteropathogenes (EPEC, 13,3%) et les hybrides
(STEC+H/ETEC, 26,7%) (Tableau XXVIII).

Les souches de E. coli productrices de Shigatoxines (STEC) ont été uniquement celles
détectées a Port-Bouét avec une fréquence de 6,7%. Dans la commune d’Abobo les STEC, ETEC et
STEC+ETEC ont été détectées avec une fréquence moyenne de 13,3%. Quant aux souches EPEC,
elles ont été détectées avec un taux de 6,7%. Les souches STEC+ETEC ont été les plus détectées dans
la commune d’Adjamé. Dans la commune de Yopougon les E. coli STEC ont été les plus détectés
avec une fréquence de 13,3%. Seules les souches STEC ont été détectées dans la commune de
Bingerville avec une fréquence de 6,7% (Tableau XXIX).

L’association des sérogroupes aux différents genes de virulentes observée dans cette étude a
montré que chaque sérogroupe n’est pas spécifique a un geéne ou un groupe de geénes particulier
(Tableau XXX).
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Figure 22: Profils électrophorétiques des géenes de virulence détectés chez E. coli

C : détection des genes stx1 et stx2 par PCR multiplexe

D : détection des genes eae et sta par PCR multiplexe

E : détection du géne It par PCR simplexe

M : marqueur de poids moléculaire (100 a 2000 pb)

P1 : témoin positif (Souche de Shigella sonei

P2 : témoin positif (souche de Shigella flexeni)

N : témoin négatif (contient de 1’eau ppi a la place de I’ADN bactérien).
Numeéro 1 a 6 : souches bactériennes
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Tableau XXVII: Pathovars et distribution des génes de virulence des souches de E. coli

Nombre/Fréquence (%)

énes de virulence | stxl | stx2 eae sta | ehxA It Nombre de souches

Souches

STEC+ETEC + + + - - +

STEC+ETEC + - + - - + 4 (26,7)
STEC+ETEC - + + + - -

STEC + + + - - -

STEC - + + - - - 7(46,7)
STEC + + - - - -

ETEC - - + + ; - 2 (13,3)
ETEC - ] ] + ) _

EPEC - - + - - - 2 (13,3)
Total (%) 6 (40) [ 9 (60) | 13(86,7) | 3(20) | 0(0) | 2 (13,3) 15 (100)

+ : positif, - : négatif, ETEC : E. coli entérotoxinogene, STEC : E. coli productrice de Shigatoxine,
EPEC : E. coli entéropathogéne
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Tableau XXVIII: Répartition des pathovars obtenus par commune

Nombre / Fréquence (N%o)
athovars | STEC ETEC EPEC STEC+ETEC | Total (N%)

Origine

Port-Bouét 1(6,7) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1(6,7)
Abobo 2 (13,3) 2 (13,3) 1(6,7) 2 (13,3) 7 (46,7)
Adjamé 1(6,7) 0 (0) 0 2 (13,3) 3 (20)
Yopougon 2 (13,3) 0 (0) 1(6,67) 0 (0) 3 (20)
Bingerville 1(6,7) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1(6,7)
Total (n=15) 7 (46,7) 2 (13,3) 2 (13,3) 4 (26,7) 15 (100)

ETEC : E. coli entérotoxinogene, STEC : E. coli productrice de Shigatoxine, EPEC : E. coli

entéropathogéne
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Tableau XXIX: Génes de virulence et sérotypes des différentes souches de E. coli

Souches Geénes de virulence Sérogroupes
RCE34AB2 eae,sta 055
RCE47AB1 eae 0111
RCE10AD stx2,eae 055
DCE32BI stx2,eae 0127
RCE25AB1 stx1,eae,lt 0128
RCE46AB1 stx1,stx2,eae 055
DCE111/A stx2,eae 0114
RCE35AB sta 086
RCE19AD?2 stx2,eae,sta 0119
DCE15AD2 stx1,eae,lt 055
RCE23AB2 stx1,stx2,eae, It 0114
DCE6YOP stx1,stx2 0127
DCE35YOP1 eae 0142
DCE35YOP2 stx2,eae 0142
RCE24AB1 stx1,stx2,eae 0119
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DISCUSSION
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L’enquéte socio-démographique réalisée dans le district d’Abidjan a rapporté un pourcentage
élevé de gestionnaire de bétail dans la commune de Port-Bouét (38,4%) par rapport aux autres
communes. Ce résultat pourrait s’expliquer par la présence d’un abattoir au sein de la commune. En
effet, cette présence favorise le mouvement des producteurs de bétail vers ladite commune. De plus
I’abattoir de Port-Bouét est le plus grand abattoir du pays. Il recoit environ 70% de beétails destiné a la
vente (Yao et Kallo, 2015).

La filiére bovine au niveau du district d’Abidjan est détenue en grande partie par les éleveurs de
nationalité Burkinabé. Le Burkina Faso, pays frontalier a la Cote d’Ivoire, a une forte tradition en
¢levage. D’ailleurs, 1’¢levage constitue le troisiéme secteur pourvoyeur de devise et représente 15%
des recettes d’exportations du pays (Burkina Faso) (MRA, 2011). Cependant, en Cote d’Ivoire (district
d’Abidjan) la majorité (83,1%) des éleveurs enquétés est illettrée et n’a aucune qualification dans le
domaine de I’élevage. La plupart se base sur leur expérience qui, selon notre étude, est comprise entre
10 a 15 années. Ces résultats sont difféerents de ceux de Adebowale et al. (2016) qui ont rapporté que
le niveau d’instruction des éleveurs au Nigeria est nettement meilleur car 70,9% d’entre eux ont un
niveau universitaire ou équivalent.

Les résultats de 1’enquéte ont également montré que le Mali et le Burkina Faso constituent les
deux grands fournisseurs de bétails a la Cote d’Ivoire (Yao et Kallo, 2015). La majorité du bétail
(34,9%) est vendue a leur jeune age (&ge inférieur a 5 ans). Cette vente massive du jeune bovin pourrait
s’expliquer par le fait que la viande des jeunes bovins est la viande la plus prisée par la population. En
effet, cette viande est particulierement tendre et diététique car trés pauvre en lipides (Cabaraux et al.,
2005).

De plus, les éleveurs ont pour la plupart recours aux antibiotiques (98,9%) pour la lutte contre
certaines infections. Cette forte utilisation pourrait s’expliquer par la persistance de certaines infections
bactériennes au cours de I’élevage. En effet, le manque d’hygiéne et les différentes contaminations
croisées peuvent étre a 1’origine de la recrudescence des infections bactériennes dans les élevages (EI-
Seedy et al., 2016). Selon certains auteurs, les conditions d’élevage et la mobilité animale contribuent
a la diffusion de certaines maladies infectieuses chez les bovins (Lancelot et al., 2011). D’ailleurs ils
ont affirmé qu’ils utilisent les antibiotiques a titre préventif, curatif et comme facteur de croissance. Ce
résultat est d’une importance capitale car ’utilisation des antibiotiques comme facteurs de croissance
ou additifs a été interdite dans plusieurs pays. Cependant, certains éleveurs aussi bien en Cote d’Ivoire
que dans d’autres pays africains continuent cette pratique (Goutard et al., 2017). Ainsi, des études
réalisées au Burkina Faso (Samandoulougou et al., 2016) et au Nigeria (Adebowale et al., 2016) ont
également signalé une forte utilisation des antibiotiques comme facteurs de croissance avec des taux
respectifs de 93,6 % et 60%. Cette pratique est généralement associée au non-respect des conditions

d’utilisation des antibiotiques (fréquence, posologie et delai d’attente) et entraine de graves
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conséquences sur la santé des consommateurs (Hsieh et al., 2011). Pour ce qui concerne les doses
d’antibiotiques administrées au bétail, les résultats ont montré que 100% d’éleveurs administrent les
doses selon les prescriptions du médicament en tenant généralement compte du poids de 1’animal. Une
étude réalisée en Afrique du Sud a montré que 68,5% des antibiotiques est administrés sous forme
d’additifs alimentaire, 17,5% est utilisés forme d’injection, 12% est ajoutés a 1’eau de boisson et les
autres formes posologiques (dosage topique et oral) constituent 1,5% (Eagar et al., 2012). Cette
utilisation anarchique et mal contr6lée de ces antibiotiques peut étre a 1’origine de la sélection des
bactéries résistantes (Bagré et al., 2015) et également de la présence des résidus d’antibiotiques dans
les aliments d’origine animale (Mensah et al. 2014).

Prés de 62,8% d’¢leveurs ne bénéficient pas d’assistance vétérinaire. Ce résultat pourrait
s’expliquer par le colit élevé des prestations. Les résultats de cette étude corroborent ceux de
Samandoulougou et al. (2016) qui ont rapporté que 74,6% d’éleveurs font référence a eux méme et
c’est lorsque des complications surviennent qu’ils font appel a un vétérinaire. De plus, la tenue d’un
registre d’élevage lors des visites du vétérinaire est importante pour le bon suivi des animaux et surtout
dans la gestion des traitements. Cependant, les résultats obtenus ont montré que la majorité des éleveurs
ne posséde pas de registre d’élevage. Le taux des non détenteurs de registres observé dans cette étude
(92,2%) est largement differents de celui rapporté par Chatellet (2007) en Anjou (France) qui a été de
11%. Cependant en Afrique, les données sur la détection d’un registre en élevage est presque inexistant.

Concernant le mode d’approvisionnement en antibiotique, les résultats ont rapporté cependant
que 81,4% d’¢éleveurs s’approvisionnent dans les pharmacies vétérinaires. Néanmoins, certains
continuent les pratiques illicites en s’approvisionnant auprés des vendeurs ambulants, dans les marchés
a bétail et parfois, sans les conseils d’un médecin vétérinaire. Ce mode d’approvisionnement pourrait
s’expliquer par le manque de structures adéquates a proximité des éleveurs et par le colt des
médicaments relativement élevés (Mopaté, 2010). Cette pratique, interdite de nos jours dans certains
pays, pourrait également étre a 1’origine du développement de 1’antibiorésistance chez les animaux.

Peu d’éleveurs sont formés aux pratiques vétérinaires. Néanmoins, Ils sont eux-mémes
responsables de la plupart des activités vétérinaires telles que la vaccination, la prophylaxie animale et
le traitement. Pour 60,5% d’éleveurs, les antibiotiques sont principalement choisis sans assistance
vétérinaire et sur la base de leur expérience personnelle, ou des conseils des représentants de sociétés
pharmaceutiques ou des vendeurs de medicaments. Cette pratique pourrait induire un mauvais choix
des antibiotiques utilisés dans les traitements (Samandoulougou et al., 2016). Des études realisees au
Burkina Faso (Samandoulougou et al., 2016) et au Sénégal (Biagui, 2002) ont rapporté une forte
pratique d’automédication. Au Vietnam, Kim et al. (2013) ont rapporté un taux de 95% d’éleveurs
pratiquant I’automédication. Ce taux est plus élevé que celui obtenu dans notre étude. Alors que

Pavydé et al. (2015), en Lituanie, ont rapporté un taux moindre de 31%.
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En outre, cette étude a montré que la tétracycline (80,8%) est I’antibiotique le plus utilisé par les
éleveurs. Les résultats obtenus sont en accord avec ceux de Ouattara et al. (2013) en Cote d’Ivoire
qui ont rapporté dans leurs études cette forte utilisation de la tétracycline. Aussi, les travaux de Yeo et
al. (2017) dans région du Poro (Cote d’Ivoire) ont-ils fait état d’une grande utilisation de la tétracycline
en I’occurrence 1I’oxytétracycline. Cette forte utilisation de la tétracycline pourrait s’expliquer par son
action curative efficace. Plusieurs pays d’Afrique (Kenya) (Mitema et al., 2001), d’Europe (Schwarz
et al., 2001), d’Amérique (Etats Unis) (Sarmah et al., 2006) et d’Asie (Vietnam) (Kim et al., 2013)
ont de méme rapporté cette forte utilisation de la tétracycline en élevage de bovin. Par ailleurs, cette
étude a relevé que le principal facteur significativement associé a la forte utilisation de la tétracycline
dans les élevages est I’expérience professionnelle. De tels résultats sont comparables avec ceux de
nombreux autres auteurs. En effet, les éleveurs qui ont plusieurs années d’expérience déclarent plus de
prescription d’antibiotiques que les moins expérimentés (Chamany et al., 2005). Ceci pourrait
s’expliquer par le fait que la tétracycline contribue depuis plus de 50 ans & la lutte contre de nombreuses
infections dues aux bactéries a Gram négatif et & Gram positif. De plus, la tétracycline constitue 1’une
des classes d’antibiotiques les plus accessibles, ce qui les rend attrayantes pour les pays en voie
développement avec des budgets de soins de santé limités (Roberts, 2003). Cependant, les attitudes de
certains éleveurs ayant plus années d’expériences pourraient favoriser une prescription inappropriée

qui pourrait conduire & un échec thérapeutique.

L’approche méthodologique utilisée dans le contexte de cette étude pour I’isolement des souches
de Salmonella a été la norme NF EN ISO 6579 (ISO-6579, 2002E). Elle est basée sur un pré-
enrichissement, un enrichissement sélectif, un isolement sélectif et une identification. Concernant les
souches d’E. coli, le milieu Rapi de E. coli 2 additionne de ceftazidime (2 mg/L) a permis I’isolement
des souches de E. coli résistantes. Il est important de noter que le milieu Rapi de E. coli 2 contient
deux substrats chromogéniques, 1’un spécifique au B-D-glucuronidase (Gluc) et I’autre au B-D-
Galactosidase (Gal) qui permettent une détection rapide des souches de E. coli (Gluc+/Gal+) qui
donnent des colonies violettes sur ledit milieu. De plus, I’antibiotique ajouté (ceftazidime) au milieu
Rapi de E. coli 2 pourrait jouer un role dans I’inhibition de la croissance des microorganismes
(bactéries) non désirés. En effet, la ceftazidime est une céphalosporine de troisiéme génération a large
spectre d’activité pouvant atteindre également les bactéries a Gram positif. Cette étude a montré que
I’utilisation du milieu Rapi de E. coli 2 additionné de ceftazidime permet d’isoler directement les
souches de E. coli résistantes excretées par les bovins.

Dans cette étude, la prevalence moyenne des souches de Salmonella sp. obtenues est de 20%. De
plus, des prévalences variables ont été également obtenues en fonction des communes. Cette

prévalence moyenne de 20% de souches de Salmonella déterminée dans cette étude est plus élevé que
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celle determinée par Alemayehu et al. (2003) qui ont rapporté une prévalence de 7,1%. Des études en
Ethiopie (2,3%) et Nairobi (2,6%) ont rapporté des prévalences moindres (Eguale et al., 2016;
Nyabundi et al., 2017). Des portages de Salmonella beaucoup plus faibles ont été rapportés chez les
bovins au Japon et en Grande-Bretagne avec des prévalences respectives de 0,5% et 1,4% (Ishihara et
al., 2009 ; Milnes et al., 2009). En revanche, cette prévalence est comparable a celle de Akoachere et
al. (2009) au Cameroun qui est de 28,7%. Cependant, le rapport d’une étude réalisée par Kagambéga
et al. (2013) au Burkina Faso a indiqué une trés forte prévalence de Salmonella (52%) dans les bouses
de bovin. Cette prévalence observée dans cette étude pourrait étre lié a la situation géographique et aux
conditions d’hygiéne au cours de 1’¢levage. En effet, les fermes et parcs a bétails sont situés a proximité
de la population humaine. En outre, au cours de la pratique de 1’¢levage les excréments et les déchets
dus a I’alimentation du bétail ne sont pas enlevés réguliérement. Dans ces conditions, il peut y avoir
suffisamment de nutriments dans les sols humides pour garder Salmonella viable (Turpin et al., 1993).

Concernat les E. coli, I’isolement des souches résistantes sur le milieu Rapide E. coli 2 additionné
de ceftazidime a révélé une prévalence moyenne de 20,2% dans les feces de bovin. Aussi, des
prévalences variables ont-elles également été déterminées en fonction des communes. Plusieurs études
ont été menées pour évaluer la prévalence de E. coli résistants chez les bovins. La plupart de ces études
ont été conduites sur les feces des veaux et tentent de montrer des pourcentages de E. coli résistants
supérieurs a 50%. En Suisse, Di Labio et al. (2007) ont rapporté que 68,7% de E. coli isolés des feces
de veaux étaient résistantes. D’autres études ont également rapporté des pourcentages élevés de 72%
de E. coli résistants isolés des feces de bovin (DeFrancesco et al., 2004). Cependant, la prévalence
générale des souches de E. coli résistantes observées dans notre étude est comparable a celle déterminée
par Haenni et al. (2014) qui ont révélé une prévalence de 29,4% des souches de E. coli productrices
de BLSE au cours d’une étude conduite sur les féces de bovin. D'autres études européennes sur la
matiere fécale, utilisant des géloses contenant un antibiotique C3G (Céphalosporine de troisieme
génération) pour I’isolement des souches d'E. coli résistantes ont révélé des prévalences individuelles
chez les bovins comprises entre 13,7% et 56,5% (Dolejska et al., 2011 ; Geser et al., 2012 ; Watson
etal., 2012).

La présence de E. coli résistant dans les féces traduit un mauvais usage des antibiotiques
(Sanders et al., 2017). Au cours de la pratique de 1’¢levage, il a été établi qu’il existe une corrélation
entre la quantité d’antibiotique utilisée et la prévalence de la résistance dans la flore fécale des animaux
(Van Den Bogaard et Stobberingh, 1999). Par conséquent la prévalence de E. coli résistants observée
dans cette étude pourrait étre liée a une utilisation abusive des antibiotiques lors des traitements subis
par les animaux. Il convient également de mentionner que la présence de E. coli résistants détectée
dans les féces pourrait étre due a une dissémination de génes de résistances au sein de la population.

En effet, I’émergence des souches de E. coli résistantes peut également survenir indépendamment de
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la présence d’antibiotique. En revanche I’augmentation et la dissémination de E. coli résistants survient
a la suite d’une pression de sélection due a I’exposition des animaux aux antibiotiques. Par ailleurs une
étude menée par Hummel et al. (1986) a montre que les souches de E. coli résistantes peuvent servir
de réservoir de génes de résistance aux antibiotiques dans le tube digestif et qu’ils échangent facilement
du matériel génétique avec d’autres souches de E. coli.

Les résultats relatifs a la prévalence des souches de Salmonella et de E. coli résistantes a la
ceftazidime selon le type de féces (féces diarrhéiques et féces non-diarrhéiques) font apparaitre une
variation dans les données. Ainsi, un tel résultat met en exergue les caractéres du portage
symptomatique et asymptomatique de ces deux genres bactériens. Certaines especes de Salmonella et
de E. coli pathogénes sont responsables des infections qui se manifestent le plus souvent par des
diarrhées chez I’animal, par contre chez d’autres aucun signe clinique envisageable n’est observé. Ils
sont de ce fait des porteurs sains. Dans les deux cas de figures, les bovins excréetent une charge élevée
de Salmonella et E. coli pathogénes a travers leurs féces. Cela peut contaminer 1’environnement et
engendrer une possibilité de transmission de ces pathogéenes a des bovins en bonne santé et méme a
I’homme. L'identification de I'agent causal possible des diarrhées est importante pour permettre des
mesures preventives ciblées, telles que la vaccination, et I'identification des facteurs de risque ou des
sources possibles d’infection (I1zzo et al., 2011 ). E. coli et Salmonella sont les agents pathogénes les
plus identifiés chez les bovins en 1’occurrence chez les veaux de moins de 2 mois (Acha et al., 2004).

Par conséquent, cette étude a montré une différence de charge en bactéries dans ces deux types
d’échantillons de féces. La prévalence des salmonelles et de E. coli était plus élevée dans le cas des
feces non diarrhéiques que les féces diarrhéiques. Les souches de Salmonella et E. coli sont des
entérobactéries qui ont pour réservoir principal le tube digestif des vertébrés (Diez-Gonzalez et al.,
1998 ; Weill, 2008). Ainsi, une présence de diarrhée expliquerait une possibilité d’infection par un
agent microbien. Cependant, la faible présence de Salmonella et E. coli dans les féces diarrhéiques
pourrait s’expliquer par la mise sous traitement antibiotique les animaux présentant certains signes
cliniques.

Dans le cas des feces diarrhéiques positives a Salmonella et a E. coli, les résultats ont montré une
différence de prévalence. Cependant, la prévalence de Salmonella (44,1%) observée dans la présente
étude est similaire a celle rapportée par Moussa et al. (2010) qui était de 43,53%. Cette prévalence est
plus élevée que celles des études réalisées en Egypte qui ont rapporteé des prévalence de 18,2% (Riad
etal., 1998) et de 17,5% (Seleim et al., 2004). Des prévalences variables de Salmonella chez des veaux
diarrhéiques ont été enregistrées dans plusieurs études en Afrique tels que le Mozambique 5% (Acha
et al., 2004) et I'Algérie 66,6% (Akam et al., 2004) et d'autres pays comme I'Inde 5% (Joon et Kaura,
1993) et I'Australie 23,8% (lzzo et al., 2011). Pour ce qui concerne la prévalence de E. coli dans les

feces diarrhéiques, nos résultats ont montré une prévalence de 36,5%. Ces résultats sont plus éleves
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que ceux rapportés par Bradford et al., (1999) qui ont signalé un taux de prévalence de seulement 13%
de E. coli résistants. Cependant bien qu’élevé, White et al. (2000) ont rapporté un taux de prévalence
de 69% d'isolats de E. coli résistants dans les échantillons de féces diarrhéiques des veaux. Ces
résultats pourraient étre attribués a une mauvaise gestion de 1’élevage ainsi qu’a des défaillances dans
les mesures d’hygiéne. Aussi, les differentes fluctuations de la prévalence observées dans les
différentes communes pourraient étre attribuées a I'emplacement géographique des parcs a betails ,
ainsi qu’aux pratiques de gestion agricole et la taille des troupeaux (Cho et Yoon, 2014).

En ce qui concerne le sérotypage effectué sur I’ensemble des souches de Salmonella isolées, 50
sérotypes différents ont été obtenus. Plusieurs études ont rapporté que les sérotypes les plus
fréquemment observés chez les bovins sont S. Typhimurium, S. Dublin, S. Agona, S. Orion, S. Aintpul,
S. Braenderup, S. Muenchen, S. Croft, S. Kentucky, S. Telaviv, S. Montevideo, S. Kpeme, S. Infantis, S.
Abadina, S. Cerro, S. Mismarhaenek, S. Enteritidis, S. Guildford, S. Anatum, S. Gozo, S. Mbandaka,
S. Senftenberg, S. Newport, S. Give, et S. Muenster (Vella et al.,1995 ; Sato et al., 2001; Molla et al.,
2003; Alam et al., 2009 ; Nielsen et al., 2013 ; Wieczorek et al., 2013). Des études réalisées par
Eguale et al. (2016) dans les bouses de bovins en Ethiopie avaient rapportés plusieurs sérotypes parmi
lesquels les S. Typhimurium, S. Saint-paul, S. Kentucky, S. Virchow ont été les plus fréquents.
Cependant, les résultats montrent que sur 1I’ensemble des sérotypes obtenus, le sérotype Il a été le plus
dominant. La présence du sérotype Typhi n’est qu’a une fréquence de 1,19%. Bien qu’en faible
proportion, la présence de S. Typhi explique la défaillance des mesures d’hygiéne, mais également la
présence du bétail en pleine agglomération. En effet, S. Typhi est un agent pathogéne strictement
humain qui provoque une fiévre invasive (fiévre typhoide), alors que la plupart des autres sérotypes
de Salmonella provoquent principalement des symptémes gastro-intestinaux sans invasion systémique
(Braden 2006).

De plus, le sérogroupage des souches de E. coli résistantes a la ceftazidime a révélé 13
sérogroupes (026, 055, 086, 0111, 0114, 0119, 0124, 0125, 0126, 0127, 0128, 0142 et 0157).
Blanco et al. (2003) ont rapporté que les sérotypes 020 : H19, 026 : H11, 0113 : H4 et O171 : H2
sont les plus communément isolés chez les bovins. Le sérogroupe prédominant dans notre étude a été
le O127. Nos résultats ne corroborent pas ceux de Zweifel et al. (2005) qui ont rapporté que le
sérogroupe 0113 est le sérogroupe prédominant dans la majorité des enquétes européennes sur les
bovins. Cependant, des sérogroupes O111 et O26 ont été détectes chez des bovins laitiers de I'Ontario
(Wilson et al. 1996) et il existe des estimations de la prévalence globale des STEC chez les bovins
(Wilson et al., 1996; Van Donkersgoed et al, 1999; Renter et Sargeant, 2002). Une étude portant
sur 1000 bovins de boucherie abattus de I'Tle-du-Prince-Edouard a révélé la présence d'une souche 026
et d'une souche O111 provenant de 40 échantillons positifs (Schurman et al., 2000). Aussi, nos

résultats ont également révele la presence de 2 serotypes de E. coli O157 : H7 ( Johnson et al., 1996 ;
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Nataro et Kaper, 1998). La fréquence de détection des sérogroupes dans notre étude a été de 91,8%.
Cette fréquence a eté largement supérieure a celle de Bouhaddioui et al. (1998) qui était de 15%, mais
reste inférieure a celle de Boukef et al. (2007) qui était de 100%. Les taux de détection des sérogroupes

pourraient varier d’un pays a un autre (Bouzari et al., 2010 ; Al Hilali et AlImohana, 2011).

Dans les élevages, les antibiotiques sont administrés aux animaux pour diverses raisons
thérapeutiques. Ces raisons concernent entre autres le traitement et la prévention des maladies, ainsi
que leur utilisation comme promoteur de croissance. La prévalence des bactéries résistantes d’origine
bovine n’est pas surprenante, au regard de 1’usage abusif des antibiotiques dans les élevages. En effet,
I'emploi exclusif et intensif d'un antibiotique pourrait sélectionner des souches résistantes (Chauvin,
2009). La résistance aux antibiotiques constitue donc, la réponse évolutive des bactéries a la forte
pression sélective résultant de I'exposition aux antibiotiques (Wright 2010). Par ailleurs, dans
I'environnement naturel, les bactéries peuvent héberger des genes de résistance dérivés de I'utilisation
des antibiotiques chez les animaux. Il est important de souligner que les entérobactéries ont une
capacité évidente d'acquérir et d'échanger des génes porteurs de facteurs de résistance et la flore
intestinale fournit une extraordinaire opportunité pour la circulation des informations génétiques entre
bactéries (Van Immerseel et al., 2004).

Drailleurs, la résistance de Salmonella et E. coli aux antibiotiques couramment utilisés augmente
a la fois dans les secteurs de la médecine vétérinaire et de la médecine humaine et est devenu un
probléme de santé publique. Ce phénomene est généralement attribué & la mauvaise gestion des
pratiques de I’élevage. Ce qui conduit a une forte émergence des bactéries résistantes comme constaté
dans notre étude. Les résultats ont montré que les selles de bovins isolées contenaient dans I’ensemble
un taux élevé de souches de Salmonella et de E. coli résistantes aux antibiotiques. Les résultats
corroborent ceux de Fluckey et al. (2007) qui ont montré des résistances similaires chez les bovins.
Ces résultats confirment donc I’hypothése selon laquelle les selles de bovin pourraient constituer des
réservoirs de bactéries résistantes et les chances que ces bactéries résistantes soient transmises aux
humains sont plus probables (Umeh et Enwuru, 2014).

Les souches de Salmonella ont montré un faible niveau de résistance aux béta-lactamines. Les
béta-lactamines constituent avec les fluoroquinolones les familles des antibiotiques qui ont une
importance critique en médecine vétérinaire (Sanders et al., 2017). Cependant, une résistance observée
a cette molecule pourrait étre attribuée a un mauvais usage en élevage. Chez les souches de Salmonella,
la résistance aux bétalactamines principalement aux cephalosporines de troisieme et quatrieme
génération (C3G/C4G) chez I’animal apparait plus occasionnellement que chez les souches d’E. coli.
En effet, cette bactérie ne semble pas constituer un réservoir majeur des génes de résistances (Madec

et al. 2012). D’ailleurs, les données cumulées des réseaux de surveillance des souches de Salmonella
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en France confirment cette tres faible proportion de souches de Salmonella d’origine animale
résistantes aux C3G/C4G. Plusieurs auteurs ont également rapporté des taux de résistance similaires
(Dutta et al., 2016). Des taux de résistance variables aux céphalosporines de troisieme génération ont
été signalés en Chine (1,6%), en Roumanie (11,4%) et aux Etats Unis (16%) (White et al., 2001 ;
Mihaiu et al., 2014 ; Yu et al., 2014). Quant aux souches de E. coli, un niveau de résistance trés élevé
aux béta-lactamines a été observe. Parmi les béta-lactamines, les céphalosporines sont couramment
utilisées en médecine vétérinaire parce qu'ils sont efficaces dans le traitement de la mammite
environnementale causée en grande partie par des souches de E. coli (Shpigel et al., 1997). Aussi, sur
la base de sa grande prédominance au niveau de la flore intestinale des animaux a sang chaud
(Tenaillon et al., 2010), E. coli constitue I’espéce qui est en majorité exposée aux différents traitements
d’antibiotique. Cette forte prévalence de la résistance aux antibiotiques de la famille des béta-
lactamines serait due a I’utilisation souvent abusive et non contrélée des béta-lactamines en élevage.
De plus, la flexibilité génétique et I'adaptabilité de E. coli a des environnements en constante évolution
permettent d'acquérir un grand nombre de mécanismes de résistance (Szmolka et Nagy, 2013). De
nombreuses études antérieures ont rapporté cette résistance élevee aux béta-lactamines chez les
souches de E. coli (Ajayi et al., 2011 ; Olowe et al., 2015).

Notre étude a montré une grande différence entre les taux de résistance des souches de
Salmonella et E. coli provenant des mémes échantillons. Cet écart de résistance pourrait étre dd a
I’inexistence ou a la perte d’un support de la résistance qui est généralement I’intégron SGI1 chez
Salmonella (Feye et al., 2016).

Toutes les souches de salmonelles et de E. coli dans cette étude étaient sensibles a I’imipenéme.
Cela pourrait s’expliquer par son efficacité, sa bonne stabilité aux béta-lactamases et par sa grande
activité bactéricide. De ce fait, I’imipenéme constituent un antibiotique de choix pour le traitement des
infections dues aux bactéries résistantes (Paterson et al., 2004 ; Rodloff et al., 2006). A I'heure
actuelle, la résistance de Salmonella au carbapénéme est extrémement rare, bien que des isolats
exprimant différentes carbapénémases acquises aient été rapportés.

Au niveau de la résistance aux quinolones et fluoroquinolones, nos résultats ont montré que les
souches de salmonelles restent encore largement sensibles aux quinolones. Des taux moyens de 3,6%
de résistance ont été observeés respectivement a 1’Acide nalidixique, a la ciprofloxacine et a la
norfloxacine. Des résultats similaires ont été rapportés par Gorman et Adley. (2003) sur 1’acide
nalidixique (2,6%) en République d’Irlande et sur la ciprofloxacine (5,7%) en Inde (Dutta et al., 2016).
Des taux moindres par rapport a ceux obtenus dans notre étude (moins de 1%) ont été rapportés par
Smith et al. (2016). De plus des taux de résistance élevés a I’acide nalidixique ont été rapportés au
Kenya (12%) (Nyabundi et al., 2017), en Inde (17,9% et 24,5%) (Murugkar et al., 2005), et en

Roumanie (65,1%) (Mihaiu et al., 2014). Des taux de résistance plus élevés de 25,8% et de 42,95%
143



pour la ciprofloxacine ont été signalés en Chine (Mihaiu et al., 2014 ; Yu et al., 2014). Des taux de
résistances trés élevés pour 1’acide nalidixique (75%) et pour la ciprofloxacine (75%) ont été rapportés
au Nigeria (Umeh et Enwuru, 2014). Cette émergence de la résistance aux fluoroquinolones est
alarmante car, ce sont des antibiotiques de choix utilisés en médecine vétérinaire pour le traitement de
la salmonellose invasive. La constance de taux de résistance au niveau des différentes molécules
pourrait s’expliquer par I’utilisation des fluoroquinolones qui sont des molécules plus récentes en
¢levage. Cependant le faible taux observé dans le cadre de notre étude pourrait s’expliquer par le fait
que les fluoroquinolones ne sont pas largement utilisées en élevage de bovin en Céte d’Ivoire.

Les souches de E. coli ont montré des taux moyens de résistance de 17,6% pour ’acide
nalidixique, 16,5% pour la norfloxacine et 17,6% pour la ciprofloxacine. Des taux de résistance proche
a ceux observés dans notre étude ont été rapportés par Yassin et al. (2017) en Chine ou les taux de
résistance a 1’acide nalidixique et la ciprofloxacine étaient respectivement de 13,1% et 21,3%.
Cependant des taux de resistance plus faibles par rapport a ceux obtenus dans notre travail ont été
rapporté en Tunisie par Abbassi et al. (2017) avec des taux de 6,7% pour 1’acide nalidixique et 3,3%
pour la ciprofloxacine. Des taux trés élevés ont par contre été observés au Nigeria avec 61,7% pour
I’acide nalidixique, 51,3% pour la ciprofloxacine (Ogunleye et al., 2013).

Les quinolones et les fluoroquinolones constituent actuellement des groupes d'antibiotiques ayant
une importance accrue en élevage. Leur intérét est lié a leur faible toxicité (Puyt, 2004). Les résistances
peuvent étre parfois d’origine chromosomique et cela par le biais d’une mutation au niveau du gene,
occasionnant une modification du site de fixation de I’antibiotique, ou par efflux actif, mais le plus
souvent, elles sont d’origine plasmidique, donc transférables horizontalement entre bactéries de méme
espece, voire des bactéries d’espéces lointaines (Gassama et al., 2006). Bien que des souches de
salmonelles hautement résistantes aux quinolones soient encore rarement isolées (Schwarz et
Chaslus-Dancla, 2001), la diminution de la sensibilité doit étre considérée comme une alerte, puisque
les quinolones sont des antibiotiques de dernier recours.

Il est important de souligner la recrudescence de la résistance des souches de E. coli et de
Salmonella a la famille des cyclines en 1’occurrence les tétracyclines qui sont des anciennes molécules
largement utilisées en premiére intention. 1l faut noter que le taux de résistance aux cyclines a été élevé
chez les souches de Salmonella (20,2% tétracycline, 20,2% minocycline) et trés élevé chez les souches
de E. coli (97,6% tétracycline, 69,4% minocycline). Cette augmentation de la résistance des Salmonella
aux cyclines a également été observée par Edrington et al. (2004) aux Etats Unis qui ont rapporté un
taux de résistance de 20,9%. Des taux de résistances élevés comparés aux taux obtenus dans notre
étude ont été observés au Nigeria (Umeh et Enwuru, 2014), en Ethiopie (Eguale et al. 2016), au Etats
Unis (Dargatz et al., 2003). De plus, des taux de resistance eleves a la tétracycline (62,2%) et a la

minocycline (46,3%) ont été observes en Afrique du Sud (Igbinos, 2014). Cependant, de faibles taux
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de résistance a la tétracycline comparés aux taux obtenus dans notre étude ont été rapportés dans
plusieurs études (Beach et al., 2002 ; Sibhat et al., 2011).

Concernant les tres forts taux de résistance de E. coli aux cyclines, des résultats proches de ceux
observés dans notre étude ont été rapportés par Awosile et al. (2018) ou le taux de resistance a la
tétracycline était de 94% au Canada. Cette résistance a été également rapportée par plusieurs auteurs
(Ogunleye et al., 2013; Shin et al., 2015). Les tétracyclines sont I'une des classes d'agents
antimicrobiens les plus largement utilisées en médecine humaine et vétérinaire car elles présentent
plusieurs avantages, dont un large spectre d'activité, un faible colt, une administration orale et peu
d'effets secondaires (Chopra et Roberts, 2001). Cette forte utilisation dans les élevages a été
également rapporté en Cote d’Ivoire par les travaux de Ouattara et al. (2013).

La résistance a la tétracycline est généralement causée par 1’acquisition des génes de résistance
a la tétracycline. Ces genes sont associés a des mécanismes de résistance primaire impliquant des
pompes a efflux actives, une protection ribosomigue et une inactivation enzymatique. En conséquence,
nous proposons que la forte résistance a la tétracycline chez E. coli observée dans cette étude serait
probablement due au transfert horizontal de genes de résistance a la tétracycline entre les populations
de E. coli qui ont survécu a la pression sélective causée par l'utilisation non contr6lée de cet agent
antimicrobien.

La résistance aux aminosides est plus Iélevée chez les souches de E. coli par rapport aux souches
de Salmonella. L’amikacine a montré une forte activité sur les souches de Salmonella que sur les
souches d’E. coli. L’on assiste dans I’ensemble a une diminution de la résistance aux aminosides chez
les E. coli et Salmonella. Les aminosides renferment des molécules généralement a usage hospitalier
telle que I’amikacine et la gentamicine. Selon Ouattara et al. (2013) leur utilisation en médecine
vétérinaire reste limitée. Cependant, la résistance observée chez les souches de E. coli pourrait
s’expliquer par une acquisition des génes de résistance (Erb et al., 2007).

La résistance a la colistine a été assez élevée dans ce travail et a concerné 33,3% des souches de
Salmonella et 58,8% des souches d’E. coli. Les taux obtenus dans ce travail sont inquiétants car, ils
sont largement supérieurs aux taux rapportés dans plusieurs études (de Jong et al., 2009; Kempf et
al., 2013; Kempfetal., 2016; Huang et al., 2017). Cette forte prévalence de la résistance a la colistine
peut étre due a l'utilisation croissante de la colistine dans les élevages.

Durant ces dernieres années, la recherche de médicaments efficaces contre les souches
pathogenes de E. coli et Salmonella multirésistantes a contribué a 1’augmentation de la consommation
de la colistine en médecine vétérinaire. Elle constitue d’ailleurs un antibiotique de dernier recours pour
les infections en élevage (Terveer et al., 2017). En dépit de cela, le mécanisme de résistance a la

colistine connu, implique des mutations chromosomiques, et donc sa propagation devait étre limitée a
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la transmission verticale (Lim et al., 2010). Ces derniéres années la résistance médiée par un plasmide
impliquant le géne mrc-1 a été découverte (Liu et al., 2016).

Certains antibiotiques de la famille des sulfamides et des phénicols sont utilisés dans les fermes
pour le traitement du bétail pendant 1’¢levage. Ce contexte pourrait étre favorable au développement
d’une résistance a ces antibiotiques tel qu’observé dans notre étude. De plus certaines souches de E.
coli résistantes aux céphalosporines de troisiéme génération portent habituellement des genes
supplémentaires conférant une résistance a d’autres antibiotiques utilisés en médecine vétérinaire.

Toutefois, les souches de E. coli productrices de BLSE isolées des selles de bovins ont été
signalées par plusieurs auteurs (Hartmann et al., 2012; Nguyen et al., 2016). Dans cette étude, la
fréquence a été de 52,9%. Cette fréquence est plus élevee que celle observée en Allemagne par
(Schmid et al., 2013) qui est de 32%. Des fréquences plus faibles ont été détectées par Faruk et al.
(2016). La fréguence obtenue dans cette étude est proche de celle rapportée par Dahms et al. (2015)
qui est de 54,4%. Cependant, Stefani et al. (2014) ont détecté des fréquences plus élevées par rapport
a celle détectée dans notre étude. Cette forte présence des souches de E. coli productrices de béta-
lactamases a spectre élargi pourrait étre due a une utilisation abusive des céphalosporines de troisiemes
et quatriemes générations dans les élevages.

Les fluctuations dans la fréquence des souches de E. coli BLSE ont été également observées au
niveau des communes. Les fréquences les plus élevées ont été observées dans les communes d’ Abobo
(46,67%) et d’Adjamé (20%). 1l faut souligner que les parcs a bétails qu’abritent ces communes sont
situés a proximité des riverains, ce qui pourrait favoriser la dissémination des souches productrices de

BLSE dans ces communes.

De méme, trois différents génes de béta-lactamase appartenant aux classes moléculaires A
d'’Ambler (blatem, blacTx-m et blaskv) ont été recherchés dans cette étude. Ces génes de résistance au
béta-lactamine ont été récemment rapportés chez les bovins, mais dans des proportions variables.

Chez les bactéries pathogénes Gram négatives, la production de béta-lactamase est le facteur le
plus important a la résistance aux béta-lactamines (Medeiros, 1997). L’exposition persistante de
souches bactériennes a plusieurs béta-lactamines conduit a une surproduction et a une mutation de
genes de béta-lactamase conduisant a leur capacité a hydrolyser les pénicillines et les céphalosporines
a large spectre (Bush, 2001). Dans la présente étude les souches de Salmonella ont montré une
fréquence élevée des genes blatem (57,7%). Cependant les tests phénotypiques ont revélé un faible
taux de résistance aux béta-lactamines. Ce résultat pourrait s’expliquer par la détection de la béta-
lactamase TEM-1 qui a la capacité d'hydrolyser uniquement les pénicillines et/ou céphalosporines

précoces mais pas les céphalosporines de troisieme ou quatrieme génération.
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Quant au béta-lactamase SHV, nos résultats ont révélé une faible prévalence de 7,7%. Ce taux
observé est supérieur a ceux de Lertworapreecha et al. (2016) qui ont rapporté un résultat négatif au
béta-lactamase SHV. Ceci pourrait s’expliquer par une acquisition du géne blashv.

Les béta-lactamase de type TEM se trouvent principalement chez E. coli, K. pneumoniae et P.
mirabilis. Le premier variant avec une activité accrue contre les céphalosporines a spectre étendu était
TEM-3. Le SHV-2 de K. pneumoniae présentait une résistance transférable au céfotaxime ainsi qu'a
d'autres cephalosporines (Gupta, 2007). Les béta-lactamases de type CTX-M sont différents des BLSE
de type TEM et SHV qui sont étroitement apparentées aux béta-lactamases de Kluyvera spp. (Bonnet,
2004).

Les souches de Salmonella peuvent acquérir les genes de béta-lactamases provenant d’autres
souches dans la communauté et ensuite les répandre parmi les différents sérotypes de Salmonella
(Rotimi et al., 2008).

Concernant les souches de E. coli BLSE, les genes blactx-m, blashv et blatem ont été détectés
respectivement avec des taux de 73,3%, 66,7% et 100%. Ces taux sont supérieurs a ceux observés par
Awosile et al. (2018) au Canada qui ont rapporté des taux de 30,7% pour CTX, 1,1% pour SHV et
84,1% pour TEM. Les proportions obtenues sont également élevées par rapport a ceux de Olowe et al.
(2015) qui ont rapporté des proportions de genes blacrx-m (44,7%), et blatem (42,1%) et aucun géne
blasny détecté.

Des génes de béta-lactamase ont également été signalés chez des souches d’entérobactérie BLSE
en Cote d’Ivoire mais dans des proportions variables (Guessennd et al., 2008). Dans cette étude, les
résultats ont révélé une grande prédominance du gene blatem parmi les souches de E. coli BLSE
isolées. Ce résultat est conforme avec les rapports d’autres études ( Cormier et al., 2016; Awosile et
al., 2018). Cependant , d’autres résultats ont montré que le gene blacTx-m était le plus détecté dans les
souches de E. coli BLSE (Jarlier et al., 1988 ; Olowe et al., 2015).

En effet, selon les études menées par Sudarwanto et al. (2016) en Indonésie, les bétalactamases
CTX-M sont le type le plus répandu des BLSE dans la plupart des régions du monde, ou I’augmentation
significative de I’incidence de BLSE chez les entérobactéries a été attribuée a la dissémination des
membres de la famille des CTX-M. La prolifération rapide et la propagation mondiale de BLSE de
type CTX-M chez E. coli constituent un sujet de préoccupation a la fois en médecine humaine et en
médecine vétérinaire (Tamang et al., 2014). De plus, Njage et Buys, (2015) ont rapporté que des
plasmides portant des CTX-M peuvent transférer ces déterminants a d'autres Enterobacteriaceae
commensales, telles que Klebsiella pneumoniae, ou a des pathogénes tels que Shigella ou Salmonella.

Dans cette étude le géne blatem a montré un taux de détection de 100 % dans les souches de E.
coli BLSE, tandis que le gene blasyv @ montré un taux de 66,67%. Les BLSE de type TEM et SHV

sont capables d'hydrolyser les céphalosporines, mais sont incapables d'hydrolyser les
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carbapénémes. Cependant, il existe certains variants qui ne sont pas considérés comme des BLSE, car
ne présentant pas d’activité sur les céphalosporines (Woods et al., 2008). Bien que les sous-classes de
ces enzymes puissent étre différenciées, le test de double synergie a montré la production de BLSE. On
peut supposer que ces classes d'enzymes sont responsables du profil phénotypique observé, ou que
d'autres classes d'enzymes sont produites par les bactéries. L'importance des génes blatem et blasyy a
¢été considérablement réduite en raison de 1’augmentation rapide des géne blactx-m (Woods et al.,
2008).

Plusieurs études ont mis en évidence 1’émergence alarmante de ces génes de béta-lactamases
dans la matiére fécale de bovin. La détection des génes blactx-m, blatem et blasny chez les souches de
E. coli productrices de BLSE a également été signalé dans les travaux de Geser et al. (2012) en Suisse.

La bouse de bovin pourrait constituer un moyen de dissémination des génes de béta-lactamase
dans I’environnement. En effet, la présence de E. coli producteur de BLSE dans la microflore fécale
des bovins représente un risque de contamination des produits alimentaires favorisant ainsi la
dissémination des souches productrices de béta-lactamases (BLSE) dans I'environnement (Borah et
al., 2014).

Le génotype de la résistance aux béta-lactamines a été observé chez E. coli BLSE avec dans des
proportions variables. Les associations de genes étaient blacrx-m/blasnv/blatem (60%), blactx-m/blatem
(13,33%), blasnv/blatem (7,69%). Aussi, le gene blatem seul a été détecté a une proportion de 20%.
Nos résultats ne corroborent pas ceux de Borah et al. (2014) qui ont rapporté au cours de leurs travaux
les associations de genes blasnv/blatem 21,42%, blactx-M/blasny 10,71%, blactx-m/blatem 28,57%,
blarem + AmpC 85,71%, blactx-m/blasnv/blatem 10,71%. Ces résultats expliquent 1’émergence des
génes de résistance aux béta-lactamines dans les élevages ce qui pourrait contribuer aux échecs
thérapeutiques. Il est important de détecter le comportement génétique des souches productrices de
BLSE confirmées phénotypiquement pour comprendre le scénario actuel de dissémination des genes
CTX-M, TEM, SHV chez les animaux destinés a la consommation.

Dans cette étude des génes de résistance aux quinolones ont été détectés. Deux mécanismes de
résistance a ces molécules ont été établis a ce jour. Il s’agit des altérations de leurs cibles et la
diminution de I'accumulation due a I'imperméabilité de la membrane et / ou a la surexpression des
systemes de pompage d'efflux. Récemment, des éléments mobiles ont également été décrits, portant le
gene gnr, qui confére une résistance aux quinolones (Ruiz, 2003).

Chez les entérobactéries, la résistance aux quinolones résulte d’une mutation en général
chromosomique, entrainant une altération des enzymes cibles bactériennes (ADN gyrase et
topoisomérase IV) ou une accumulation de I’antimicrobien. Cependant, plusieurs auteurs ont rapporté

également une résistance aux quinolones d’origine plasmidique, ou « plasmid mediated quinolone
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résistances » (PMQR). Cette résistances pourrait s’expliquer par une acquisition des genes qnr, gepA,
et aac(6’)-1b-cr (Carattoli, 2009).

La résistance aux quinolones a médiation plasmidique a d'importantes implications pour la santé
publique. En effet, I'acquisition des génes PMQR conduit a une diminution de la sensibilité aux
fluoroquinolones, accélérant la sélection des mutants résistants aux fluoroquinolones. Les genes
gnr ont été détectés dans plusieurs études. L'incidence de ces génes a été rapportée dans le monde
entier. En Cote d’ivoire, la détection des génes qnr a déja été rapportée par Guessennd et al. (2008)
sur des souches d’entérobactéries productrices de béta-lactamase dans les produits biologiques
humains. Cette étude avait montré la présence des génes gnrA et qnrB avec des proportions respectives
de 9% et 14,6%. Seul le géne gnrS n’a pas été détecté. Aussi, une étude réalisée par Baguy et al. (2014)
sur les entérobactéries multi-résistantes isolées de différentes écosystéemes a révelé la présence du géne
gnrS avec une prévalence de 95%. Cependant, les genes gnrA et qnrB n’ont pas été détectés.

Dans la présente étude seul le géne qnrA n’a pas été identifié chez les souches de Salmonella.
Les genes gnrB et gnrS ont été détectés dans des proportions variables avec une prédominance du géne
gnrB. Nos résultats corroborent ceux de Sanjukta et al. (2016) qui ont détecté au cours de leurs études
les génes gnrB et gnrS. Ces résultats indiquent que le gene gnrB est impliqué en majeur partie dans la
résistance aux quinolones observeée chez les souches de Salmonella. Nos résultats ont également montré
que 2 souches de Salmonella possédaient a la fois les genes gnrB et S. Les analyses génotypiques ont
également révélé des taux considérables des genes gnr tandis que les tests phénotypiques ont révélé un
faible niveau de résistance aux quinolones. Ce résultat pourrait étre dd a une mutation du gene qui
aurait entrainé la non expression du gene gnr présent.

Les genes gnr ont été détectés dans les 15 souches de E. coli BLSE. Ces résultats indiquent
également que les génes gnrA, gnrB et gnrS ont été détectés dans des proportions trés élevées. Dix
souches de E. coli BLSE (66,7%) ont présenté a la fois les génes gnrA, B et S. Quatre (4) souches de
E. coli BLSE ont présenté les genes gnrA et B a la fois, tandis que le géne gnrA a été détecté seul dans
une souche de E. coli BLSE (6,7%). La présence de ces genes portés par les souches de E. coli BLSE
étudiés est certainement responsable de la résistance aux fluoroquinolones (Strahilevitz et al., 2009).
Les résultats obtenus ont également révélé que I’association de ces génes de résistance est apparue plus
fréquemment et qu’une étude moléculaire supplémentaire est nécessaire pour déterminer lequel des
genes est responsable de la résistance aux fluoroquinolones observée. Au meilleur de notre
connaissance, cette étude rapporte pour la premiere fois la présence des génes qnrA et qnrB de la
résistance aux quinolones parmi les souches de E. coli productrices de BLSE isolées chez les bovins
en Cote d’Ivoire. Il convient de noter que I’excrétion fécal par les bovins des souches de E. coli BLSE
dans D’environnement pourrait augmenter le risque de dissémination de la résistance aux

fluoroquinolones (Wegener, 1999). Ceci pourrait constituer un risque pour la santé publique.
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En ce qui concerne la résistance a la tétracycline, nos résultats ont révélé la détection du géene
tetA avec une faible fréquence (7,6 %) chez les souches de Salmonella. Tandis que chez les souches
de E. coli BLSE une fréquence élevée a été observée (66,7%).

La résistance a la tétracycline est généralement entrainée par I'acquisition d'un gene de résistance
a la tétracycline (tet). Ces génes sont associés a des mécanismes de résistance primaire, qui impliquent
des pompes a efflux actives, une protection ribosomique et une inactivation enzymatique (Koo et Woo,
2011).

La différence entre la résistance de Salmonella a la tétracycline évaluée par la méthode
phénotypique et le profil de résistance obtenu par PCR pourraient étre dues a d’autres geénes de
résistance a la tétracycline qui n'ont pas été évalués dans cette étude en raison de certaines contraintes.
Quant aux souches de E. coli BLSE, les résultats indiquent que le géne tetA demeure le principal géne

impliqué dans la résistance a la tétracycline observé chez les bovins.

En plus des différents génes de résistances observeés, toutes les souches de Salmonella résistantes
étudiées possédaient au moins un géne de virulence. Les génes invA, spvC et iroN ont été détectés avec
des fréquences respectifs de 100%, 3,8% et 53,8%. Seul le géne pefA n’a pas été détecté. La forte
détection du géne invA obtenue dans la présente étude a été également signalée par Abouzeed et al.
(2000) en Islande. Les résultats obtenus sont du méme ordre que ceux de Chuanchuen et al.(2010),
soit 98,8% de Salmonella porteuse du gene invA provenant des bovins. En effet, le géne de virulence
invA est commun a toutes les Salmonella et est utilisé comme gene cible de la PCR pour la détection
de Salmonella (Dong et al., 2014). Le géne invA est essentiel pour la virulence complete de Salmonella
et est important dans I'invasion des cellules épithéliales phagocytaires et I'entrée dans la muqueuse
intestinale.

Quant au gene spvC sa fréquence de détection dans cette eétude est similaire a celle rapportée par
Chuanchuen et al. (2010) qui est de 1,3%. Le gene spvC est I'un des genes de virulence qui jouent un
réle dans le contrdle de la réponse immunitaire et régulent I'interaction de la cellule hote. Le géne spvC
contr6le également le taux de croissance de Salmonella dans la cellule hote (Swamy et al., 1996).
Ainsi, la trés faible prévalence des génes spvC observée dans le cadre de notre étude pourrait
s’expliquer par I'intégration du plasmide de virulence dans le chromosome (Abouzeed et al., 2000).

Le gene pefA codant pour 'adhésine fimbriale nécessaire pour I’adaptation de Salmonella a I’hote
n’a été mis en évidence dans cette étude. Cependant, Chuanchuen et al. (2010) ont montré dans leurs
travaux une fréquence de détection de 0,6%. D’autre études sur des souches de Salmonella provenant
des oiseaux malades (Hudson et al., 2000) et de porcs (Namimatsu et al., 2006) ont montré des fortes
fréquences de détection respectivement de 68,2% (15/22) et 92% (23/25) . Les génes de virulence pefA

sont associes au plasmide.
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En ce qui concerne le géne iroN, détecte a 53,9%, il joue un réle important dans la suivie de la
bactérie dans des environnement hostiles (Kaneshige et al., 2009). En effet, il permet a Salmonella
d’acquérir du fer et de distinguer Salmonella des autres bactéries. Le fer est un élément essentiel pour
de nombreuses especes bactériennes. Ainsi, le taux élevé de géne iroN observé dans la présente étude
serait lié a la biodisponibilité du fer (Umler et al., 1998 ; Kaneshige et al., 2009) dans la matiére fécale
des bovins.

Concernant les E. coli, la fréquence de détection des souches possédant au moins un gene de
virulence corrobore celle de Shahrani et al. (2014) en Iran qui ont également détecté une fréquence
de 100%. Ce résultat est largement élevé que celui de Rigobelo et al. (2006) qui ont détecté une
fréquence de 49,1%. La fréquence de détection élevée observée dans notre étude pourrait étre liee a
une acquisition de la virulence. En effet, lors de la colonisation des bactéries commensales BLSE
peuvent diffuser et transférer des génes codant pour BLSE pathogénes intestinaux par des transferts
horizontaux. Méme si E. coli est généralement considéré comme un habitant relativement inoffensif
de l'intestin des animaux a sang chaud, des risques majeurs pour la santé publique peuvent étre associes
a la propagation des souches pathogénes et productrices de BLSE (Hunter et al., 2008).

Les souches de E. coli productrices de Shigatoxines (STEC) ont été les plus détectées dans cette
étude. Ce résultat corrobore celui de Leomil et al. (2003) sur I’étude de la fréquence des isolats d'E.
coli (STEC) producteurs de Shigatoxines chez les veaux diarrhéiques et non diarrhéiques au Brésil.
Des études réalisées par plusieurs auteurs ont indiqué que les ruminants constituaient le principal
réservoir naturel d’infection a STEC ( Cookson et al., 2010 ; Martikainen et al., 2012). Le taux de
STEC (46,7%) détecté dans notre étude est supérieur a celui détecté par plusieurs auteurs (Salvadori
et al., 2003 ; Rigobelo et al., 2006). De plus, des études menées dans différents pays ont montré que
10 a 80% des bovins peuvent étre porteurs de STEC (Blanco et al., 1996 ; Cobbold et Desmarchelier,
2000). Les différents taux de prévalence des STEC pourraient étre dis a des schémas d'excrétion des
STEC, influencés par plusieurs facteurs, tels que les différences géographiques, les méthodes
d'échantillonnage et de détection, I'dge du bovin et les variations saisonniéres (Menrath et al., 2010).
L'analyse des genes de virulence STEC a révélé une forte détection des génes stx2 (60%) par rapport
aux geénes stx1(40). Des résultats similaires ont été obtenus par d’autres auteurs (Shin et al., 2014). Sur
la base des données épidémiologiques indiquant I'importance de la toxine stx2 dans le développement
du syndrome hémolytique et urémique (SHU), la prédominance des souches STEC portant le gene stx2
chez les bovins pourrait entrainer un risque sérieux pour la santé publique (Shin et al., 2014). Par
ailleurs, la détection des STEC portant le géne chromosomique eae pourrait étre nécessaire dans
développement de la virulence chez les STEC en leurs procurant une activité de fixation et
d'effacement. La détection de STEC portant des genes eae chez les bovins a été egalement rapporté par

plusieurs études (Blanco et al., 1997; Nguyen et al., 2011).
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Les souches d’ETEC peuvent produire des entérotoxines thermostables (sta) et / ou thermolabiles
(It) (Sjoling et al. 2007). Dans cette étude ces genes codant pour les ETEC ont été detectés avec des
fréquences de 20% et 13,3% respectivement pour les génes sta et It. Ces fréquences de détection sont
inférieures a celles de Mahanti et al. (2014) qui ont détecté dans leurs travaux des fréquences de 72,
2% (sta) et 66,7% (It). Elles sont supérieures a celles obtenues par Shin et al. (2014) qui sont de 4,1%.
(sta) et 0% (It). Ces souches sont les agents responsables de la diarrhée chez les bovins (Nagy et
Fekete, 1999). Par conséquent, la propagation de ces souches dans I'environnement par les matieres
fécales de bovins pourrait constituer un risque pour la santé humaine.

Le géne codant l'intimine chromosomique eae peut étre nécessaire au développement de la
virulence de certaines souches de E. coli (E. coli entéropathogéne EPEC) en leur fournissant une
activité de fixation et d'effacement. Cependant, d’importantes associations entre la présence du geéne
eae et le pouvoir pathogéne des souches de E. coli ont été décrites par plusieurs auteurs (Mainil et al.,
1993 ; Shin et al., 2014). La présence du gene eae a été détectée dans 86,7% des souches. Dans cette
étude, le pourcentage de souches EPEC positives a été inférieur a celui observé chez les bovins en
bonne santé qui est de 79% (Wang et al., 2013).

Dans cette étude, I’association STEC/ ETEC a été détectée avec une fréquence de 26,7%. La
combinaison de genes de virulence multiples hébergés par les associations STEC/ ETEC a montré que
les souches étaient un mélange de plusieurs E. coli différents possédant des propriétés associées au
groupe pathogene. La présence de génes de virulence sta et It associés aux souches de E. coli STEC

confirme leur caractere hybride.
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Au terme de cette étude visant a évaluer I’impact de 1’antibiothérapie dans les élevages de
bovins, il ressort que les acteurs de la filiére jouent un rdle prépondérant dans 1’émergence des
bactéries pathogénes multirésistantes. Une enquéte transversale réalisée aupreés des éleveurs de bovins
a montré que la majorité des élevages enquétés utilisaient des antibiotiques pour les différents
traitements des animaux. Cependant tres peu parmi eux consultaient des vétérinaires avant de s’en
approvisionner. Les résultats de I’enquéte ont montré que la tétracycline constitue la classe
d’antibiotique la plus utilisée en élevage bovin dans le District d’ Abidjan. Cette utilisation est basée
sur I’expérience professionnelle de 1’éleveur. Ce qui conduisait le plus souvent a une utilisation mal

contr6lée des doses d’antibiotique administrées aux bétails.

L’¢tude de I’antibiorésistance a permis d’isoler, d’identifier et de déterminer la prévalence des
souches de Salmonella et de E. coli BLSE dans la matiére fécale des bovins. Les résultats de cette
étude ont permis de montrer une diversité de sérotypes parmi lesquels Salmonella 1l et E. coli 0127
ont été les plus fréquents. Le profil de résistance aux antibiotiques a montré chez Salmonella un haut
niveau de résistance a la colistine et a la tétracycline. Les souches de E. coli BLSE ont montré dans
I’ensemble un haut niveau de résistance aux antibiotiques testés. Toutefois, aucune résistance a
I’Imipenéme (carbapénéme) n’a été observée. Ce qui confirme le caractere d’antibiotique de dernier

choix dans le traitement contre les bactéries multirésistantes.

Les profils génotypiques réalisés sur les souches de Salmonella résistantes et E. coli BLSE ont
montré la présence des génes de résistance au béta-lactamines. Chez les souches de Salmonella, les
génes blatem et blasny ont été détectés avec une proportion élevée des génes blatem. Chez les souches
de E. coli BLSE, en plus des genes blatewm, blastv, le géne blactx-m a été également détecté avec une
fréquence élevée de géne blatem. Cette étude a révélé la présence des génes qnrB et gqnrS chez les
souches de Salmonella et des génes gnrA, gnrB et gnrS chez les E. coli BLSE. Les genes de résistance
a la tétracycline, en 1’occurrence les génes tetA, ont été aussi bien détectés chez les souches de
Salmonella que chez E. coli BLSE. Ces bactéries constituent des réservoirs de génes de résistance

aux antibiotiques.

La caractérisation moléculaire des souches de Salmonella resistantes et de E. coli BLSE a
montré que ces souches possédaient au moins un géne de virulence. Chez les souches de Salmonella
résistantes sur 4 genes recherchés, les genes de virulence identifiés ont été les génes invA, spvC et
iroN. Cette étude a révélé un taux élevé des genes invA. Cependant, aucun géne pefA n’a été identifié.
Quant aux souches de E. coli BLSE, les différents genes de virulence identifiés appartenaient

principalement a trois groupes de pathovar a savoir les E. coli producteurs de shigatoxines (STEC)
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qui ont éte le plus représentés, E. coli enterotoxinonogenes (ETEC) et E. coli enteropathogenes
(EPEC).

Cette étude a également montré que la matiére fécale de bovin constitue un véritable moyen de
dissémination des bactéries potentiellement pathogenes et résistantes aux antibiotiques. La
dissémination de ces bactéries entre les différents écosystemes dont I’homme, constitue un probléeme

de santé publique.
Perspectives :

Ainsi, dans les travaux ultérieurs, pour mieux appréhender la résistance de ces bactéeries pathogenes

et leur dissémination, il serait intéressant de réaliser des études sur :

> Laséquence des génes qui conférent la résistance aux béta-lactamines et aux fluoroquinolones
observés chez Salmonella et E. coli afin de déterminer les différents variants et pour affiner
la cartographie des clones qui circulent en Cote d’Ivoire.

» La caractérisation moléculaire des différents pathovars hybrides de E. coli producteurs de
Shigatoxines/Entérotoxinogenes (STEC/ETEC) afin de déterminer leurs pathotypes et
comprendre leur mécanisme de résistance.

» Larecherche de stratégie pour limiter I’émergence des souches résistantes a partir des extraits
de plantes ayant une activité inhibitrice sur ces souches.

» L’impact de I’utilisation des antibiotiques dans les élevages de rentes dans les grandes zones

de production en Cote d’Ivoire.
Recommandations :

L’¢tude menée a montré qu’il existait de potentiels risques liés a une mauvaise utilisation des
antibiotiques en élevage des bovins en Cote d’Ivoire. Au regard du risque que pourrait constituer la
matiere fécale des bovins, il nous parait judicieux de faire quelques recommandations a 1’endroit des

acteurs de la filiere, du pouvoir public et de la population :

» Au niveau des acteurs de la filiére bovine
- Inculquer la médication ordonneée, le respect des doses et des temps d’application des
antibiotiques aux eleveurs
- Se rassurer de la qualité des produits mis a la disposition des éleveurs
- Orienter les éleveurs vers les produits biologiques tels que les probiotiques, les prébiotiques

ou les huiles essentielles
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Baser [D’antibiothérapie sur des techniques expérimentales visant a élaborer un
antibiogramme.

Elaborer un guide de bon usage des antibiotiques en élevage

Consulter toujours un vétérinaire avant de pratiquer 1’antibiothérapie

Respecter les mesures d’hygiénes et de biosécurités dans les élevages

» Au niveau du pouvoir public
Promouvoir les bonnes pratiques et sensibiliser les acteurs aux risques liés a
I’antibiorésistance et a la nécessité de préserver 1’efficacité des antibiotiques.
Développer I’alternative permettant d’éviter le recours a 1’antibiothérapie probabiliste
Renforcer I’encadrement de la prescription vétérinaire et réduire les pratiques a risque
Conforter les dispositifs de surveillance de I’'usage des antibiotiques et de 1’antibiorésistance
Promouvoir les campagnes de formation des acteurs de la filiére
Baisser le colt des prestations vétérinaires afin de faciliter la bonne pratique dans la filiére
» Au niveau de la population
Eviter I’utilisation de la matiere de bovin dans la pratique de 1’agriculture
Eviter les contacts directs avec la matiere fécale des bovins

Faire cuire suffisamment les aliments d’origine bovine avant de les consommer
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Salmonella is an enterobacterium present in the environment as well as in a large number
of animals which, in most cases, serve as host asymptomatically. This bacterium is the
leading cause of collective food poisoning in the world. In view of the expansion of
salmonellosis in the world and the emergence of multi-resistant strains of Salmonella, this
is a threat to human safety. The aim of this study is to determine the prevalence rate of
Salmonella and their antibiotic resistance profile, antibiotics often used in cattle breeding
in the district of Abidjan. In this study, we were able to analyze 420 samples of cattle fecal
and 84 strains of Salmonella (20%) were isolated. Twenty-three (23) different serotypes
were identified. Some of these strains were resistant to the antibiotics used. In view of the
outbreak of salmonellosis and the emergence of multidrug-resistant strains Salmonella,
biosecurity measures have to be adopted in cattle breeding in order to avoid the risk of
food poisoning in the population.

Introduction

Salmonella is a gram-negative bacterium that
belongs to the enterobacteria family (Yan et
al., 2003). It is present in the environment as
well as in a large number of livestock which,
in most cases, host it asymptomatically. This
bacterium can survive in the environment for
a very long period of time, thus contributing
to the maintenance of the bacterium within
the animal reservoir (Lailler et al., 2015).

Salmonella is the main cause of collective
Food Borne Disease Outbreak (FBDO) both
in the developed and underdeveloped
countries (Dubroca et al., 2005; Bean et al.,
1997; Flint et al., 2005; Karou et al., 2013).

A high increase in infections caused by
Salmonella present in human foods was noted
in the United States, Europe and Korea. These
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infections involved Salmonella enteritidis and
Salmonella typhimurium (Brooks et al., 2012;
Janmohamed et al., 2011; Jung et al., 2007).

In most cases the food products, mostly
contaminated are of animal origin, such as
beef, poultry, milk or eggs, but any food,
including fruits and vegetables can also be
contaminated (Movassagh et al., 2010).

In Cote d'lvoire, beef as a source of animal
protein occupies an important place in the
daily diet of the population. In 2004, Ivorian
total meat production was 171 000 tonnes and
meat consumption requirements were covered
at 94% by total meat production (Assoumy,
2009). This implied a higher risk of
salmonellosis  transmitted by cattle. In
addition, salmonellosis in animals still
presents a potential danger of zoonotic
disease (Donough et al., 1999).

In Cote d'lvoire in general and in the district
of Abidjan in particular, no data or
information concerning the circulation of
Salmonella in cattle breeding are available.

Faecal matter is a major source of
contamination by direct contact or
contamination of the environment. Salmonella
contamination has enormous consequences,
pathological, hygienic and economical
consequences, due to the losses induced by
animal and human pathologies on one hand
and due to the high costs associated with
Salmonella contamination control measures
on the other hand (Coulibaly et al., 2010).

In this context, Salmonellae constitute a
serious threat to the health of our population,
due to the spread of salmonellosis in the
world and the emergence of multidrug
resistant strains of Salmonella. The objective
of this study was to determine the prevalence
rate of Salmonella in cattle breeding in the
district of Abidjan and their resistance profile.

Materials and Methods
Study area

This is a cross-sectional study on cattle
breeding sites and livestock markets in five
(5) municipals in the district of Abidjan: Port
Bouét, Abobo, Adjamé, Yopougon and
Bingerville. Two of these five municipalities
are a popular cattle breeding sites (Port-Bouét
and Bingerville), while the other three are
mainly livestock markets (Abobo, Adjamé
and Yopougon). In Port-Bouét, the samples
were collected from three (3) sites, i.e., at the
farm, the slaughterhouse and from the
livestock open market. These sites were
chosen on the basis of their significant
inflows of livestock destined for breeding,
sale and consumption by the population of the
district of Abidjan and also sincere
cooperation of all the operators involved
(farmers, sellers and owners of livestock) to
participate in the study. The sites selected
supplied a large amount of beef to the
population of the district of Abidjan.

Sampling

The sampling consisted of collecting fresh
cow dung from the cattle just after defecation
on the various livestock sites. A total of 420
samples were collected from April to
September 2016. During each exercise 30
cow dung samples were aseptically collected
in sterile containers and transported to the
microbiology laboratory of the Pasteur
Institute of Cocody within one hour after
collection, in an ice chest containing cold
accumulator for analysis upon arrival.

Culture and identification of strains

All strains were isolated according to the
protocol described by standard 1SO6579
(2002E). Twenty-five (25) g of cow dung
were pre-enriched in 225 mL of Buffered-
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Peptone water (BPW) (Liofilchem®) in a
stomacher bag and incubated at 37 °C for 24
hours. After 0.1 mL of pre-enriched broth was
added to 10 mL of Rappaport Vassiliadis
broth (RV 10) (Bio-Rad) and incubated at
44°C for 24 hours. From each Rappaport
Vassiliadis  suspension,  Hektoen  agar
(OXOID®) in Petri dishes were streaked and
incubated at 37°C for 24 hours. The suspected
colonies retained exhibited morphological and
biochemical characteristics as follows (Table
1).

The strains of Salmonella sp isolated were
confirmed by MALDI-TOF Vitek MS (Bio
Meérieux, France). Escherichia coli ATCC
8739 (Biomérieux, France) was used as a
MALDI-TOF calibrating strain.

Serotyping of strains of Salmonella sp

Serotypes were determined by agglutination
tests slide with anti-serum O, H and Vi (Bio
Meérieux, France). Reading the results was
made according to the Kauffmann White
(1934) scheme.

Antimicrobial susceptibility testing

Salmonella strains were tested for their
susceptibility to different antibiotics using
Kirby-Bauer disc diffusion method (Bauer et
al., 1966). An inoculum was prepared with
colonies of pure culture of 24 hours onto
nutrient agar (Mueller Hinton agar) in Petri
dishes. These colonies were emulsified in a
tube of 10 mL of Salt water in order to obtain
a homogenous suspension of density
equivalent to 0.5 Mc Farland standards. A
sterile swab was moistened in the bacterial
suspension, and  Miller-Hinton  agar
previously dried was seeded by swabbing the
entire surface of agar by scoring tightened.
The antibiotic disks were disposed onto the
surface of the dried agar medium and the agar
was incubated for 24 hours. After incubation,
agar plats were read by measuring the

diameters of inhibition zones around each
antibiotic disk with the ADAGIO software
(BioMérieux, France). The interpretation of
the results was carried out according to the
standard of the Antibiogram Committee of the
French Society of Microbiology (CA-SFM /
EUCAST 2014). A reference Strain of E. coli
ATCC25922 (OXOID®) was tested as a
quality a positive control for susceptibility
testing. The following antibiotics were tested:
Ampicillin (10 pg), Amoxicillin + clavulanic
acid (30 pg), Cefalotin (30 pg), Cefepime (30
pg), Aztreonam (30 pg), Cefoxitin (30 pg),
Ceftriaxone (30 pg), Ceftazidime (30 pg),
Cefuroxime (30 upg), Imipenem (10 pg),
Tetracycline (30 pg), Minocycline (30 pg),
Gentamicin (15 pg), Tobramycin (10 pg),
Amikacin 30 pg, Nalidixic acid(30 png),
Norfloxacin (5 pg), Ciprofloxacin (5 ug),
Chloramphenicol (30 pg), Colistin (50 pg)
and Trimethoprim / Sulfamethoxazole (25
pg). The antibiotics were produced by Bio-
Rad.

Results and Discussion
Prevalence of Salmonella

A total of 84 strains of Salmonella were
isolated from the 420 cow dung samples
tested, a prevalence of 20%. The municipality
of Port-Bouét has the highest prevalence rate
with 9.8%, followed by Adjamé (7%), Abobo
(1.2%). The lowest prevalences were
observed in Yopougon and Bingerville (Table
2).

Serotyping

The serotyping was carried out entirely for 33
strains. Salmonella isolates was distributed in
twenty-three (23) different serotypes (Table
3).

S. muguga (2), S. agbeni (4), S. 1l (6), S.
virchow (1), S. Illa (2), S. enteritidis (1), S.
neumuenster (1), S. othmerschen (1), S.
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parkroyal (1), S. senftenberg (1), S. umbadah
(1), S. Dessau (1), S. tudu (1), S. muenster (1),
S. gustavia (1), S. canton, S. salford (1), S.
africana (1), S. bradford (1), S. chicago (1),
S. erfut (1), S. bron (1), S. typhi (1).

Antimicrobial susceptibility testing
Resistance to an antibiotic

A total of 54 strains of Salmonella was
subjected to the antibiotic sensitivity test
(antibiogram), 46.3% (25/54) of the strains
exhibited resistance to at least one antibiotic.
These strains showed resistance to colistin
(24.1%), tetracycline (22.2%), minocycline
(20.4%), trimethoprim / sulfamethoxazole
(9.3%), nalidixic acid (7.4%), norfloxacin
(5.6%), ciprofloxacin (5.6%), tobramycine
(5.6%), cefalotin (3.7%), ceftazidime (1.9%),

cefoxitin ~ (1.9%), ceftriaxone  (1.9%),
amoxicillin  + clavulanic acid (1.9%),
aztreonam (1.9%), cefepime, Cefuroxim

(1.9%) and Ampicillin (1.9%)
Phenotypes of resistant serovars

Of the 54 strains tested 22.22% of the strains
(12/54) showed resistance to at least one
antibiotic and 24.07% of the strains (13/54)
showed resistance to at least 2 antibiotics

(Tables 4 and 5). However, 53.7% of the
strains  (29/54) were sensitive to the
antibiotics used (Table 3).

The prevalence of Salmonella in the cow
dung samples tested in our study was 20%.
This could be explained due to the fact that
Salmonellae are naturally present in the
digestive tract of warm-blooded animals
(Bourgeois and Leveau, 1991).

In this study the prevalence (20%) is much
higher than that reported by Fegan et al.,
(2004) in Australia, which was 6.88%. In the
United States, the prevalence of Salmonella in
cattle faeces in farms was reported to be less
than 7% (Losinger et al., 1997; Fedorka-Cray
et al., 1998; Dargatzet et al., 2003). The
presence of Salmonella in cattle could be
linked, on one hand, to the cattle rearing
method and, on the other hand, to the
contamination of the breeding sites which are
located in township therefore subjected to the
influence of the activities of the population.
This situation will encourage the circulation
and spreading of Salmonella. In Cote d'lvoire,
no studies on Salmonella prevalence in cattle
breeding have been reported, but studies by
Traoré (2003) and Ouattara (2005) in poultry
farming has reported Salmonella prevalence
rates of 56% and 52 % respectively.

Table.1 Biochemical and morphological character of Salmonella

Biochemical and morphological character of Salmonella
glc*lac™H,S*urTind™ LDC*bg mob*  gas*cat™ ox’

Glc™ = glucose fermentation; lac- = no oxidation of lactose; H,S* = hydrogen sulfide production; ur- = no production
of urease; ind- = no production of indole; LDC* = production of lysine decarboxylase; bg- = gram-negative bacilli;
mob* = presence of mobility; gas*= gas production; cat * = production of catalase; ox’= no production of oxidase.

Table.2 Prevalence of Salmonellas isolated from the cow dung in the District of Abidjan

Distribution of Salmonellas in the different municipalities

Abobo Adjamé  Yopougon Bingerville Port-Bouét Total
Number of sample n= 60 n=60 n=60 n=60 n= 180 420
Numberof Salmonelle (n (%)) 5(1,2%)  30(7%) 4(1 %) 4(1 %) 41(9,8%)  84(20%)
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Table.3 serotypes of isolated Salmonella spp strains

Serotype Number
S. muguga

S. agbeni

S. 1

S. Illa
S.virchow

. enteritidis

. neumuenster
. canton

. othmerschen
. parkroyal

. senftenberg
. umbadah

. dessau

tudu

. muenster

. gustavia

. salford

. africana

. bradfort
S.chicago
S.erfut

S.bron

S. typhi
Salmonella. sp

gk kPR RPRRPRRRPRRRPRRRPRRRP R R RRNo N

Table.4 Phenotypes of resistant strains to single antibiotic

Sample Serotypes Phenotypes
E44S S. enteritidis Tmn
E46S S. neumenster Cst
E67S/B S. senftenberg Sxt
E61S S. agbeni Cst
E74S S. dessau Sxt
E111S/B S.sp Cst
E45ADS/B S.sp Cst
E43ADS/C S.sp Cst
E43ADS/B S.sp Cst
E42ABS S.sp Cst
E73S Umbadah Tmn
E92S S. sp Cst
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Table.5 Phenotypes of resistant strains to at least 2 antibiotics

Sample Serotypes Phenotypes

E64S S. 1 CefCstMnoTet

E32S S. virchow SxtMnoTetNalNorCip

E38S S. Illa MnoTet

E60S S. sp CstTmn

E68S S.sp SxtMnoTet

E88S S. 11 NalNorCip

E89S S. gustavia TetMnoNalNorCip

E108S S.sp CstMnoTet

E28ADS S.sp CstMnoTet

E29PBS/B S. sp MnoNalTet

E66S S.sp MnoTet

E90S S.sp MnoTet

E28ABS/C S.sp CazFoxCroAmcAtmFepCepS
xtCxmCstAmpMnoTet

Fig.1 Profile of resistance to antibiotics of Salmonella strains

v R(%)

20

1
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sslsssssn_b___ Illl
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AMP = Ampicillin, AMC = Amoxicillin + clavulanicacid, CEF = Cefalotin, FEP = Cefepime, ATM = Aztreonam,
FOX = Cefoxitin, CRO = Ceftriaxone, CAZ = Ceftazidime, CXM = Cefuroxime, IMP = Imipenem, TET =
Tetracycline, MNO = Minocycline, GMI = Gentamicin, TMN = Tobramycine, AKN = Amikacin, NAL =
nalidixicacid, NOR = Norfloxacin, CIP = Ciprofloxacin,CHL = Chloramphenicol, CST = Colistin et SXT =
Trimethoprim / sulfamethoxazole

[¥a]

(%]
%
7

Salmonella strains subjected to serotyping  frequency of isolation of serovars varies
gave 23 different serotypes and also showed a  according to region and even country Khar
predominance of Salmonella Il (6/33). The (2006). Resistance profiles obtained in this
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study showed a resistance rate of 22.2% for
colistin, 16.7% for tetracycline, 16.7% for
minocycline, 7.4% for trimethoprim /
sulfamethoxazole, 7.4% for nalidixic acid,
5.6% for norfloxacin, 5.6% for ciprofloxacin,
3.7% for tobramycin and 1.9% for cefalotine
(Fig. 1). Study results do not corroborate to
that of Ahi et al., (1990), who, according to
him between 1980 and 1988, all Salmonellae
isolated in Cote d'lvoire were sensitive to
fluoroquinolones, on the other hand, these
results are in agreement with the works of
Coulibaly et al., (2009). Salmonellae are

enterobacteriaceae (Yan et al., 2003),
naturally  sensitive to  betalactamins,
aminoglycosides, quinolones,
fluoroquinolones and nitrofurantoin.

Therefore, strains sensitive to all families of
antibiotics could be purely wild strains. This
would explain why the acquisition of a
multiresistance character would be caused by
the misuse of antibiotics in the prophylactic
and metaphylactic treatments of animals.
Resistance to colistin was rarely observed
despite selection pressure (Jensen et al., 1987,
Pit et al., 2003), it remains the last choice
antibiotic when the use of an antibiotic of the
betalactamin family Aminoglycosides, or
quinolones seems to be inefficient
(Livermore, 2002). The resistance to colistin
would come from the contamination of the
herds of their immediate environment.

In conclusion, this study showed a high
prevalence of Salmonella in cattle rearing.
Contamination of the environment by these
germs can cause the occurrence of infectious
diseases in humans and in cattle. For this
purpose, further study on Salmonella in cattle
should be taken in order to determine their
pathogenic factors. To check the transmission
and spreading of Salmonella in cattle
breeding biosecurity measures must be taken.
Finally, the use of antibiotics in cattle
breeding should only be done if necessary to
avoid resistant strains of Salmonella to
antibiotics.
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ABSTRACT

Aims: To determine the frequency of Extended-Spectrum Beta-lactamase producing E. coli strains
in cattle farms in Abidjan district (Ivory Coast).

Methodology: A total of 420 bovine faecal samples were collected in five townships in Abidjan
district over six (6) month period from April to September 2016. ESBL-producing E. coli strains
were isolated on Rapid E. coli 2 medium supplemented with 2 mg / L ceftazidime (antibiotic). The
antibiotic resistance profile was evaluated by the diffusion method in agar media and the detection
of strains of Extended-Spectrum Beta-lactamase producing E. coli was performed by the double-
disk synergy test. Molecular detection of CTX-M, SHV and TEM genes was performed by
polymerase chain reaction (PCR).

Results: Out of the 85 strains of E. coli isolated (20,2%), 45 strains were confirmed producing
ESBL, a prevalence of 52,9%. The blacrx.m, blasyy, and blarey genes were detected in 15 strains of

*Corresponding author: E-mail: yarene2006@gmail.com;
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frequencies of 73,3%, 66,7% and 100%.

producing E. coli strains in farms.

Extended-Spectrum Beta-lactamase producing E. coli resistant to quinolone with respective

Conclusion: This study showed a high prevalence of Extended-Spectrum Beta-lactamase
producing E. coli strains in cattle faeces in the Abidjan district. A good use of antibiotics would be
an alternative to overcome the problem of the emergence of Extended-Spectrum Beta-lactamase

Keywords: E. coli; extended-spectrum beta-lactamase; cattle; faeces.

1. INTRODUCTION

Increased introduction of antimicrobial agents
into animal production has resulted in selective
pressures on bacterial populations [1]. The
emergence and spread of multidrug-resistant
Gram-negative bacteria (MDR) constitute a major
public health problem worldwide. Recently, the
bacterial resistance resulting from the production
of extended spectrum beta-lactamases (ESBL)
has been recognised as a global therapeutic
problem [2,3]. This resistance is increasingly
reported in enterobacteria isolated in humans
and animals in recent years [4,5]. The presence
of ESBL in Enterobacteriaceae is of great
microbiological and clinical importance
[6]. Among these ESBL-producing
Enterobacteriaceae, Escherichia coli and
Klebsiella pneumoniae are the most frequent and
can be the cause of many infections that can
lead to an increase in morbidity, mortality and the
cost of treatment [7,8].

Extended-spectrum Beta-Lactamases (ESBLSs)
are a group of enzymes that promote resistance
to most beta-lactams used in human and
veterinary  medicine, including extended-
spectrum  cephalosporins, but  excluding
carbapenems and cephamycins [9]. They are
also generally inhibited by beta-lactamase
inhibitors, such as clavulanic acid, sulbactam and
tazobactam [9,10].

Discovered in the early 1980s, these ESBL
enzymes were initially detected in clinical E. coli
isolates [11] and mainly derived from TEM, SHV
and CTX-M [12]. However, ESBL-producing E.
coli strains are increasingly observed in an
increasing number of food animals. Thus, it is
well established that antibiotic-resistant bacteria
that are selected in animals may be transmitted
to the human intestine via the food chain as well
as in environmental settings [13]. These animals
are recognised as potential reservoirs of ESBL-
producing E. coli [14] because their role in the
dissemination of antibiotic resistance genes has
been documented [15].

In lvory Coast, there is little information on ESBL-
producing E. coli strains from food producing
animals and the possible contribution of these
animals in propagating resistance genes in
the environment. The overall objective of this
study was to determine the prevalence of
ESBL-producing E. coli strains isolated in
cattle faeces in the district of Abidjan, Ivory
Coast.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Sample Collection

The sample collection was done in five township
of Abidjan district that are Port-Bouét, Abobo,
Adjamé, Yopougon and Bingerville. A total of 420
apparently healthy cow faecal samples were
collected just after emissions over a six (6)
month period from April to September 2016. A
quantity of two hundred (200) grams of fresh
faeces randomly selected from the different sites
was collected. The samples were immediately
transported in  coolers containing cold
accumulators to the microbiology laboratory of
the Institut Pasteur for analysis.

2.2 Isolation and ldentification of ESBL-
producing E. coli

All samples collected were analysed for the
research of extended-spectrum beta-lactamase-
producing E. coli. Twenty-five (25) grams of fresh
cow faeces sample diluted in 225 mL of buffered
peptone water (PEF) (Liofiichem®, ltaly) were
streak seeded directly onto Rapid’ E. coli 2 agar
(Bio- Rad, France) supplemented with 2 mg / L of
ceftazidime, then incubated at 37°C for 24 hours.
Three to five characteristic colonies of E. coli due
tfo their morphological appearance on the agar
(purple color) were randomly selected and then
identified using the Leminor's reduced rack.
Strains of E. coli identified were subsequently
confirmed at MALDI-TOF MS (BioMérieux,
France). The reference strains E. coli ATCC
25922 were used as a control to verify the



efficacity of Rapid’ E. coli 2 media supplemented
with 2 mg / L ceftazidime. E. coli ATCC 8739
(Biomérieux, France) was used as a MALDI-TOF
calibrating strain (Table 1).

2.3 The Susceptibility of ESBL-producing
E. coli Strains to Antibiotics

Antibiotic susceptibility tests were carried out on
all E. coli strains (identified and confirmed) by the
diffusion method of disks in an agar medium and
the results were interpreted according to the
standard of the Antibiogram Committee of the
French Society. Microbiology (EUCAST / CA-
SFM, 2016). The reference Strain of E. coli
ATCC25922 was used as a quality control for
susceptibility testing. The following antibiotic discs
(Bio-Rad France) were used: ampicillin (10 ug),
amoxicillin + clavulanic acid (30 ug), cefalotine
(30 pg), cefepime (30 pg), aztreonam (30 ug),
cefoxitin (30 ug), ceftriaxone (30 ug), ceftazidime
(30 ug), cefuroxime (30 pg), imipenem (10 ug),

tetracycline (30 pg), minocycline (30 pg),
gentamicin (10 pg), tobramycin (10 pg),
amikacin (30 pg), nalidixic acid (30 pg),
norfloxacin (5 pg), ciprofloxacin (5 ug),

chloramphenicol (30 pg), colistin (50 pg) and
trimethoprim / sulfamethoxazole (25 pg).

Extended spectrum beta-lactamase (ESBL)
production was detected by a synergism
between amoxicillin / clavulanic acid, placed in
the center of the Petri dish containing Miiller-
Hinton agar, and third-generation cephalosporins
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(ceftazidime, Ceftriaxone,
aztreonam and cefepime [16].

cefotaxime),

2.4 Detection of Beta-lactam Resistance
Genes

The search for beta-lactam resistance genes was
performed by simplex PCRs on 15 strains of E.
coli phenotypically identified ESBL-producing
and resistant to quinolone. The extraction of the
bacterial DNA was carried out on 24-hour
colonies, by boiling method [17] followed by
purification with phenol-chloroform-alcohol-iso-
amyl (v / v / v) [18]. The primers used in this
study are shown in Table 2. The genomic
amplification was carried out in a final reaction
volume of 50 pl and contained a colored 5X
buffer (Promega, USA), a non-colored 5X buffer
(Promega, USA), 25 mM MgCl, (Promega, USA),
10 mM of each dNTPs (Bio-Rad, France), 5 U /
pl of Go taq DNA polymerase (Promega, USA)
and 10 uM of specific primers for each target
(Table 3). Amplification was performed in a
thermocycler (Applied Biosystems, USA). The
reference strains provided by the National Food
Institute's collection (DTU Food) were used as
positive controls for PCR (Table 1) and a
reaction mixture without DNA extract served as a
negative control. The amplification conditions are
reported in Table 4. The amplification products
were analysed by electrophoresis on agarose gel
at 1,5% prepared from a TAE 10X buffer (Tri-
Acetate-EDTA) and 5 pL of a solution of EZ-
vision® (IngabaBiotec, West Africa) at 120 volts /
cm for 1 hour.

Table 1. Reference strains

Identity Strains Beta-lactamase gene Origin of the reference strain
TEM-104 Salmonella bredneney  TEM DUT

58.67 Holland  Salmonella virchou CTX DUT

DAK2 Salmonella keurmassar SHV DUT

ATCC 25922  E. coli - IPCI

ATCC 8739 E. coli - BioMérieux, France

DUT= Technical University of Denmark; IPCI= Pasteur Institut of Ivory Coast

Table 2. Primer used for amplification of resistance genes by monoplex PCR

Target  Primers Sequence (5'-3") Fragment size (pb) References
blarey TEM front P11 GCGGAACCCCTATTTG 964 [19]
TEM-C-R-ny ACCAATGCTTAATCAGTGAG
blacrxm CTX-MF TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA 544 [20]
CTX-M R CGATATCGTTGGTGGTGCCATA
blagyy SHV F TTTATGGCGTTACCTTTGACC 1051 [21]

SHV R

ATTTGTCGCTTCTTTACTCGC




Table 3. Reaction mixture

Reactional medium (ul)
Gene

Reagents and DNA  blacrx.y blasyy blarey
extract

Colored buffer (5X) 5 5 2,5
non-colored buffer (5X) 5 5 2,5
MgCl, (25 mM) 3,5 3,5 3,5
dNTPs (10 mM) 2 2 1

Go taq DNA 0,2 0,2 0,25
polymérase (5 U/pl)

Primers Forward (10 0,5 0,5 0,75
pM)

Primers Reverse (10 0,5 0,5 0,75
pM)

Nucléase Free Water 28,3 28,3 33,75
DNA extract 5 5 5

Table 4. Amplification program

Amplification step  Temperature C ° / time

| cycle
Initial denaturation 94°C/5 min
Cyclic denaturation ~ 94°C/1 min
Hybridisation 60°C/1 min
Cyclic elongation 72°C/1 min
Final elongation 72°C/7 min
Number of cycles 30 cycles

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Frequency of Isolation of ESBL-
producing E. coli

A total of 85 strains of resistant E. coli were
isolated on Rapid’ E coli 2 supplemented with
2mg / L of ceftazidime, a prevalence of 20,2%.
All isolated strains were tested for susceptibility
to antibiotics. The analysis revealed that all
isolated strains showed a high level of resistance
to beta-lactams with levels ranging from 31,8% to
96,5%. Only imipenem was effective on all
strains tested. The results showed a low level of
resistance to classical quinolones (nalidixic acid)
and fluoroquinolones (ciprofloxacin and
norfloxacin) with resistance rates ranging from
16,5% to 17,6%. A very high resistance was
observed for cyclins with rates of 69,4%
(minocycline)  and 97,6% (tetracycline).
Concerning the aminoglycosides (gentamicin,
tobramycin, amikacin) relatively lower levels
ranging from 10,6% to 34,1% were obtained.
High resistance levels were obtained with colistin
(58,8%) and trimethoprim / sulfamethoxazole
(69,4%). However, chloramphenicol showed a
low resistance level of 7,1% (Table 5). All
isolated strains showed a multidrug resistance
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phenotype to at least two (2) families of
antibiotics. Thus, of the 85 strains of E. coli
isolated, 45 strains were confirmed to produce
Extended-Spectrum  Beta-lactamase (ESBL)
(double synergistic tests), a prevalence of 52,9%

(Fig. 1).

Table 5. Antibiotic resistance profile

Antibiotic family Resistance
rate (%)
R (n=85)
Ampicillin (AMP) 92,9

Amoxicillin + clavulanic acid (AMC) 61,2

Cefalotine (CEF) 96,5
Cefuroxine (CXM) 85,9
Cefoxitin (FOX) 31,8
Ceftriaxone (CRO) 89,4
Ceftazidime (CAZ) 84,7
Cefepime (FEP) 87,1
Aztreonam (ATM) 95,3

Imipenem (IMP) 0

Nalidixic acid (NAL) 17,6
Ciprofloxacin (CIP) 17,6
Norfloxacin (NOR) 16,5
Tétracycline (TET) 97,6
Minocycline (MNO) 69,4
Amikacin (AKN) 10,6
Tobramycin (TMN) 22,4
Gentamycin (GEN) 341
Colistin (CST) 58,8
Chloramphénicol (CHL) 71
Triméthoprim/sulfamethoxazole 69,4
(SXT)

Fig. 1. Image showing the keyhole
phenomenon of Double Disc synergy Test
(DDS)

AMC = amoxicillin + clavulanic acid; FOX = cefoxitin;
CRO = ceftriaxone; CAZ = ceftazidime; FEP =
cefepime; ATM = aztreonam, IMP = Imipenem
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Fig. 2. Electrophoretic profile of the beta-lactam resistance genes on agarose gel at 1.5%
A: detection of the blactx.ugene (644 bp); B: detection of the blasnv gene (1051bp); C: detection of the gene
blarenm (964bp); M: Molecular weight marker (100 bp DNA Ladder); P: Positive control; Number 1 to 5: Bacterial
strains; N: Negative control

3.2 Detection of Beta-lactamase Genes in
ESBL-producing E. coli Isolates

Overall, PCR results showed a high level of
detection of beta-lactamase genes (Fig. 2). Out
of 15 strains of E. coli producing ESBL and
resistant to quinolone tested, the blacrx (544pb),
blasyy (1051pb) and blarsy (964pb) genes were
detected with respective frequencies of 73,3%,
66,7% and 100% (Table 6). The associations of
beta-lactam resistance genes have also been
observed (Table 7).

Table 6. Detection of beta-lactam resistance

genes
Strains Number of genes Total
detected
blacrxm blasyy blarey
E. coli 11 10 15 15
Frequency 73,3 66,7% 100% 100%
(%)

Table 7. Genotypic profiles of extended-
spectrum beta-lactamase producing E. coli

strains
Profiles Genotypes Fréquency
(%)
P1 b/aCTX_N/b/aSHV/b/aTEM 60%
P2 b/aCTM_M/b/aTEM 13,3‘%
P3 b/aSHv/b/aTEM 6,7%)
P4 bIaTEM 20%

3.3 Discussion

The isolation of resistant E. coli strains on
Rapid’E. coli 2 medium supplemented with
ceftazidime revealed a prevalence of 20,2%.
Several studies have been conducted to evaluate
the prevalence of resistant E. coli in cattle

faeces. Some studies have reported prevalence
lower than that found in this study. This is the
case of studies conducted by Sudarwanto et al.
[22] in Indonesia and Medhanie et al. [23] in the
United States, which revealed prevalence rates
of 8,6% and 13,4%, respectively. Other studies
have, however, reported higher prevalence. In
France, Haenni et al. [24] detected a prevalence
rate of 29,4%. In addition, Hille et al. [25] in
Germany, reported a prevalence twice as high as
that obtained in this study (43%). This difference
in prevalence could be attributed to the isolation
methodology used. Indeed, all of the studies
cited above applied isolation protocols different
to those used in this study, including a non-
selective pre-enrichment step followed by a
selective agar culture, containing 2 mg / L of
cefotaxime.

However, a study conducted in Switzerland by
Endimiani et al. [26] on surveillance of third-
generation cephalosporin-resistant E. coli in
bovine faeces, using selective agar containing 2
mg / L ceftazidime reported a prevalence of
3,9%. In addition, the comparability of these cited
studies may be hindered by the level of antibiotic
consumption. Moreover, the detection of
resistant E. coli strains in cattle faeces reflects
the poor use of antibiotics during the practice of
breeding [27]. The antibiotic resistance is
therefore the evolutionary response of bacteria to
the high selective pressure resulting from
antibiotic exposure [28].

The E. coli strains isolated showed as whole a
high level of resistance to beta-lactams. The
beta-lactam antibiotics, mainly cephalosporins,
are commonly used in veterinary medicine
because they are effective in treating
environmental mastitis largely caused by strains
of E. coli [29]. This high prevalence of beta-
lactam resistance would be due to the use often



abusive and uncontrolled of beta-lactam
antibiotics in livestock. Many previous studies
have also reported this high resistance to beta-
lactam antibiotics in E. coli strains on farms [30,
14]. Among the beta-lactam antibiotics tested,
only imipenem was more active on all isolated
strains. Of this fact, imipenem constitutes an
antibiotic of choice for the treatment of the
infections due to multidrug-resistant bacteria [31,
32]. Concerning resistance to quinolones and
fluoroquinolones, resistance rates close to those
observed in our study were reported by Yassin et
al. [33] in China (nalidixic acid (13,1%) and
ciprofloxacin (21,3%)). However, lower results
than those obtained in our work were reported by
Abbassi et al. [34] with rates of 6,7% for nalidixic
acid and 3,3% for ciprofloxacin. Very high levels
of resistance to nalidixic acid and ciprofloxacin
have been observed in Nigeria by Ogunleye et
al. [35] with respective rates of 61,7% and
51,3%. It is important to underline the upsurge of
the resistance of E. coli strains to the cyclin
family, in particular, the tetracyclines which are
old molecules widely used in first intention. The
tetracyclines are one of the most widely used
classes of antimicrobial agents in human and
veterinary medicine because they present
several advantages, including a broad spectrum
of activity, a weak cost, oral administration and
few secondary effects [36]. This high use of
tetracycline in farms has also been reported in
Ivory Coast by Ouattara et al. [37]. Therefore, the
high resistance to tetracycline in E. coli observed
in this study would likely be due to the horizontal
transfer of resistance genes between E. coli
populations that have survived the selective
pressure caused by the uncontrolled use of this
antimicrobial agent. The resistance to colistin
was quite important in this work with a frequency
of 58,8%. The rates obtained in this work are
worrying because they are much higher than the
rates reported in several studies [38,39,40,41].
This high prevalence of colistin resistance may
be due to the increasing use of colistin on farms.
The mechanism of resistance to colistin was
known as chromosomal mutations and its spread
was therefore limited to vertical transmission
[42]. In recent years plasmid-mediated resistance
involving the mrc-1 gene has been discovered
[43]. The ESBL-producing strains of E. coli
isolated in cattle faeces have been reported by
several authors [44,45]. In our study, this
frequency was 52,94%. This frequency is higher
than that observed by Schmid et al. [5] which
was 32%. Lower frequencies were detected by
Faruk et al. [46]. The frequency obtained in our
study is close to that reported by Dahms et al.
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[47] which is 54,4%. However, Stefani et al. [48]
detected higher frequencies compared to the one
detected in our study. This strong presence of
the ESBL-producing E. coli strains may be due to
misuse of third- and fourth-generation
cephalosporins in farms. In this study, the results
revealed a high prevalence of the blargy gene
among isolated ESBL-producing E. coli strains.
This result is similar to other studies [49,50].
However, other results showed that the blacrxu
gene was most detected in the ESBL- producing
E. coli strains [16,14]. According to studies
conducted by Sudarwanto et al. [22] in
Indonesia, blacrxm genes were the most
widespread type of ESBL in most regions of the
world, where the significant increase in ESBL
incidence in enterobacteria was attributed to the
spread of the members of CTX-M family. The
rapid proliferation and worldwide spread of CTX-
M in E. coli constitute a topic of preoccupation in
both human and veterinary medicine [51]. In
addition, Njage and Buys, [52] have reported that
plasmids carrying CTX-M can transfer these
determinants to other commensal enterobacteria.
The enzymes of TEM and SHV type are able to
hydrolyse cephalosporins but are unable to
hydrolyse carbapenems. However, there are
some variants that are not considered ESBL
because they do not present activity on
cephalosporins [53]. Although the subclasses of
these enzymes can be differentiated, the double
synergy test has shown the production of ESBL.
It can be supposed that these classes of
enzymes are responsible for the observed
phenotypic profile, or that other classes of
enzymes are produced by the bacteria. The
importance of the blargy and blasyy genes has
been significantly reduced because of the rapid
increase of blacrx.m genes [53]. Several studies
have highlighted the alarming emergence of
these beta-lactamase genes in cattle faeces. The
high levels of ESBL-producing E. coli strains
carrying the blacrxu, blarey and blasyy, genes
obtained in our study were also reported by
Geser et al. [54].

4. CONCLUSION

This study showed that cattle are reservoirs of
ESBL-producing E. coli strains. Indeed, strains of
ESBL-producing E. coli with multiple resistance
to other antibiotic families have been isolated
with a high prevalence in cattle faeces in the
Abidjan district, which testifies the misuse of
antibiotics in farms. However, all ESBL-
producing E. coli strains remained sensitive to
imipenem, which is considered an antibiotic of



choice for serious infections. Molecular
determination of resistance markers also
revealed a high level of bla genes (CTX-M, SHV
and TEM). These highly antibiotic-resistant
strains may contribute to resistance acquired by
transfer of resistance genes to other bacterial
strains other than E. coli. These antibiotic
resistance genes can be easily disseminated in
the environment, in foods, in animals and in
human. This spread can constitute a public
health risk. In addition, it would be necessary to
evaluate the mode of propagation of strains of E.
coli producing ESBL in farms.
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ANNEXES



ANNEXE 1: QUESTIONNAIRE D’ENQUETE
ANTIBIOTIQUES EN ELEVAGE BOVIN

N° de fiche :
Site d’étude :
Activité principale :
I/ Information sur le vendeur
1) Identité du vendeur
» Nom et Prénom :
> Nationalité :
2) Niveau d’étude
O Primaire
O Colléege
O Sans dipléme
3) Avez-vous suivi des formations :
» Qualifiantes ?
O Oui
O Non
O Si Oui preéciser
» Diplomantes ?
O Oui
O Non

O Si Oui : préciser

SUR

4) Depuis combien de temps pratiquez-vous la vente de bétails ?

O Moins de 5 ans

O Entre 5et 10 ans

O Entre 10 et 15

O Entre 15 et 20

O Entre 20 et plus
11/ Information sur le parc a bétail
1) Nombre de bétails total au jour de I’enquéte :

O Moins de 50

O Entre 50 et 100

O Entre 100 et 150

O Entre 150 et 200

L’UTILISATION DES



O Entre 200 et 250
O Entre 250 et 300
O Plus de 300
2) Age moyen de vente des animaux :
O moins de 5 ans
O entre 5 et 10 ans
O plus de 10 ans
3) savez-vous d’ou provient votre bétail ?
O Oui
O Non
O si Oui précisez le lieu (ville ou pays) :
4) Vos animaux tombent-ils souvent malade ?
O oui
O non
111/ Information sur les antibiotiques :
1) Comment soignez-vous votre bétail ?
O Avec des médicaments pharmaceutiques
O Sans médicaments pharmaceutiques
2) a) Quel genre de médicaments utilisez-vous pour soigner votre bétail ?
O Antibiotique
O Autre médicament

b) Lister les antibiotiques que vous utilisez (dans le cas ou vous utilisez les antibiotiques) :

3) Dans quel(s) but(s) utilisez-vous les antibiotiques ?
O Traitement curatif
O Traitement préventif
O Traitement de croissance

4) A quelle dose utilisez-vous I’antibiotique ?



5) Quelle est la fréquence d’utilisation des antibiotiques pendant le traitement ?
O chaque jour
O Par semaine
O Par moi
O Par trimestre
6) Combien de fois utilisez-vous des antibiotiques pendant le traitement ?
O Une fois
O 2 fois
O Entre 2 & 5 fois
O Plus de 5 fois
7) Comment administrez-vous les antibiotiques aux bétails ?
O Eau de boisson
O Aliment
O Injection
O Autre
IV/ Information sur le vétérinaire
1) Avez-vous un vétérinaire ?
O Oui
O non
2) A quelle fréguence vous rend-t-il visite ?
O par semaine
O par mois
O par trimestre
O Pas de visite

3) Avez-vous un registre d’élevage pour consigner les divers actes sur vos animaux ?
O oui
O non
V/ Approvisionnement en antibiotique
1) Approvisionnez-vous en antibiotique suite a une prescription d’un vétérinaire ?
O Oui
O Non



2) Ou achetez-vous les antibiotiques ?
O Au marché a betail
O Dans une pharmacie vétérinaire
O Chez un vendeur ambulant
3) Sollicitez-vous un conseil vétérinaire lorsque vous allez chercher des antibiotiques ?
O Toujours
O Parfois
O Jamais
VI / Antibiothérapie
1) Estimez-vous le poids de vos animaux avant de leur administrer un antibiotique ?
O Toujours
O Parfois
O Jamais
2) Votre vétérinaire vous montre-t-il comment administrer les divers antibiotiques qu’il vous prescrit
?
O Oui
O Non
3) Diriez-vous que, pour les antibiotiques, vous suivez la prescription quant a :
Durée d’administration, Posologie, Fréquence d’administration
O Oui
O Non
4) Quel est votre critere d’arrét d’un traitement antibiotique ?
O Amélioration
O Guérison
O Durée indiquée sur la notice ou par votre vétérinaire
5) Quelle est votre premiére attitude face a un animal malade ?
O Appel du vétérinaire
O Mise en place d’un traitement antibiotique
O Autre attitude



ANNEXE 2 : PHOTOGRAPHIE DE FERME ET PARC A BETAIL

Photo2 : Parc a bétail dans la commune d’Adjamé (Yao, 2017)



ANNEXE 3 : SCHEMA DE SEROGROUPAGE DES SOUCHES DE ESCHERICHIA COLI

0127

0142

Souche E coli
La souche est
autoagglutinable
Oui Non
Noasvalent Si pas d’agglutination
avec le nonavalent
Si agglutination avec le nonavalent
Trivalent I Trvalent IT Trivalent I11 Trivalent IV
Si pas d’agglutination
Repiquer puis Monovalent Monovalent Monovalent Monovalent Monovalent
recommencer spéciale
0111 086 0125 0114
7
055 o119 0126 0124 o1




ANNEXE 4 : PHOTOGRAPHIE DE ADAGIO ™ ET DU MALDI-TOF

—

Photo4 :Systéme automatisé ADAGIO ™

Photo 5: MALDI-TOF vitek MS



Résumé :

La résistance bactérienne aux antibiotiques est devenue un sujet de préoccupation croissante pour le grand public
et fait ’objet d’un intérét scientifique accru. L’objectif général de ce travail est d’étudier ’impact des traitements
antibiotique chez I’animal sur I’antibiorésistance des bactéries pathogénes humaine.

Pour cette étude une enquéte transversale a été menée dans les fermes et parcs a bétail de cing localités du district
d’Abidjan (Port-Bouét, Yopougon, Adjamé, Abobo et Bingerville) avant les différents prélévements. Les souches de
Salmonella et E. coli BLSE ont été isolées des différents prélévements de bouses fraiches de bovin respectivement sur les
milieux Hektoen et Rapid E. coli 2 contenant 2mg/L de Ceftazidime. Un test de sensibilité aux antibiotiques a permis de
déterminer les profils de résistances des souches isolées. La recherche des différents genes de résistances aux antibiotiques
et de virulences a été réalisée par la technique de PCR.

Les résultats de ’enquéte ont montré une forte utilisation de la tétracycline dans les élevages. Aussi, sur un total
de 420 échantillons de bouses analysés, les souches de Salmonella et E. coli BLSE ont été isolées avec des proportion
respectives de 20% et 20,2%. Le profil de résistance des souches de Salmonella a montré des niveaux résistances
relativement élevés a la tétracycline, a la minocycline et a la colistine avec des taux variant de 20,2% a 33,3%. Cependant,
de faibles niveaux de résistance ont été observés aux B-lactamines, aux aminosides, aux fluoroquinolones et aux
triméthoprime/sulfaméthoxazole avec des taux de résistances variant de 1,2% a 6%. En ce qui concerne les souches de E.
coli, elles ont présenté dans I’ensemble des taux de résistances élevés a la colistine, aux triméthoprime/sulfaméthoxazole,
aux cyclines et aux B-lactamines et ont varié de 58,8% a 97,6%. Par contre, des taux de résistances relativement faibles
ont été observé aux aminosides, aux phénicols et aux fluoroquinolones et ont varié de 7,1% a 34,1%. La recherche des
génes de résistance par PCR réalisée sur 26 souches de Salmonella et 15 souches de E. coli BLSE a révélé, chez
Salmonella la présence de gene blasny (7,7%), blatem, (57,7%), qnrB (30,8%), gnrS (7,7%) et tetA (7,6%). Concernant les
souches de E. coli BLSE, la PCR a révélé la présence de genes blacrx (73,3%), blashy (66,7%), blatem (100%),
qnrA(100%), qnrB (93,3%), gnrS (60%) et tetA (66,7%). Par ailleurs, aucun gene blacrx et qnrA n’a été détecté chez les
souches de Salmonella. La recherche des génes de virulence par PCR a montré que ces souches possedent au moins un
géne de virulence. Chez les Salmonella les génes invA, spvC et iroN ont été détectés respectivement & 100%, 3,9% et
53,9%. Quant aux souches de E. coli BLSE, les génes stx1, stx2, eae, sta et It ont été détectés respectivement & 40%, 60%,
86,7%, 2% et 13,3%.

Les mauvaises pratiques de I’antibiothérapie dans les élevages contribuent a la dissémination des bactéries
potentiellement pathogénes et résistantes aux antibiotiques au sein de la population humaine. D’ou la nécessité de mettre
en place un bon plan de surveillance des antibiotiques dans les élevages.

Mots clés : Antibiotique, bovin, résistance, virulence, Abidjan, Cote d’Ivoire.
Abstract :

Bacterial resistance to antibiotics has become a growing concern for the general public and is of increasing

scientific interest. The aim of this work is to study the impact of antibiotic treatments in animals on the antibiotic resistance
of human pathogenic bacteria.
For this study, a cross-sectional survey was carried out on farms and cattle yards in five localities of the Abidjan district
(Port-Bouét, Yopougon, Adjamé, Abobo and Bingerville) before the various samples. Strains of Salmonella and ESBL
E.coli were isolated from the different samples of fresh bovine stool respectively on Hektoen and Rapid E. coli 2 media
containing 2 mg / L of Ceftazidime. An antibiotic susceptibility test was used to determine the resistance profiles of the
isolated strains. The search for the different antibiotic resistance and virulence genes was carried out by the PCR
technique.

The results of the survey showed a high use of tetracycline in farms. Also, out of a total of 420 dung samples
analyzed, Salmonella and ESBL E. coli strains were isolated with 20% and 20.2% respectively. The resistance profile of
Salmonella strains showed relatively high levels of resistance to tetracycline, minocycline and colistine with rates ranging
from 20.2% to 33.3%. However, low levels of resistance were observed with [B-lactams, aminoglycosides,
fluoroquinolones and trimethoprim / sulfamethoxazole with resistance rates ranging from 1.2% to 6%. For E. coli strains,
they had high overall resistance rates to colistin, trimethoprim/sulfamethoxazole, cyclins and B-lactamines and ranged
from 58.8% to 97.6%. In contrast, relatively low resistance rates were observed for aminoglycosides, phenicols and
fluoroquinolones and ranged from 7.1% to 34.1%. The search for resistance genes by PCR carried out on 26 Salmonella
strains and 15 E. coli BLSE strains revealed the presence of blasnv (7.7%), blarem (57.7%), gnrB (30.8%), qnrS (7.7%)
and tetA (7.6%) genes in Salmonella. For the ESBL E. coli strains, PCR revealed the presence of blaCTX (73.33%), blasnv
(66.7%), blarem (100%), gnrA (100%), gnrB (93.3%), gnrS (60%) and tetA (66.7%). In addition, no blacTx and gnrA genes
were detected in Salmonella strains. The search for virulence genes by PCR has shown that these strains possess at least
one virulence gene. In Salmonella, the invA, spvC and iroN genes were detected at 100%, 3.8% and 53.8% respectively.
For E. coli BLSE strains, the stx1, stx2, eae, sta and It genes were detected at 40%, 60%, 86.7%, 2% and 13.3%
respectively.

Bad practices of antibiotic therapy in farms contribute to the spread of potentially pathogenic and antibiotic-
resistant bacteria within the human population. Hence the need to put in place a good plan for monitoring antibiotics on
farms.

Key words : Antibiotic, cattle, resistance, virulence, Abidjan, Ivory Coast.



