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Introduction



Le risque de transmission des bactéries zoonotiques a augmenté¢ a cause de la mondialisation
du commerce des denrées alimentaires, les changements dans les systemes de production des
aliments, les modifications des procédés agronomiques. Actuellement la sécurité sanitaire des
aliments est au centre des préoccupations des consommateurs et demeure I’enjeu du secteur
agro-alimentaire. Selon I’OMS la sécurité sanitaire des aliments englobe toutes les mesures
destinées a consommer des aliments sains. Les politiques et les mesures appliquées en la
matiere doivent porter sur I’ensemble de la chaine alimentaire, de la production a la
consommation (OMS, 2015a). Dans le cadre de la mondialisation, la sécurité¢ sanitaire des
aliments est devenue un enjeu international sur le plan de la compétitivité. Au niveau de la
consommation locale, la demande est moins exigeante, parce que contrainte par des
problémes financiers, n’incite pas a accorder toute I’importance requise au concept de sécurité
sanitaire des aliments.

Les maladies transmissibles par les aliments sont responsables d’un taux ¢levé de morbidité et
de mortalité dans le monde. L’OMS estime que 70% des 1,5 milliard de cas de diarrhées
recensés chaque année dans le monde peuvent étre attribués a une contamination biologique
des aliments (OMS, 2007). Actuellement aux Etats Unis une personne sur six souffre chaque
année d’une maladie d’origine alimentaire (MOA) (Institute of Food Technologists, 2015). En
Angleterre et au pays de Galles, on recense 2 366 000 cas, 21 138 hospitalisations et 718
décés par an (Adak, 2002). En France I’augmentation constante des repas pris au restaurant
participe aussi a I’évolution des MOA: pres de 65% des foyers déclarés en 2010 sont survenus
en restauration collective (Institut de veille sanitaire, 2011).

Selon 'OMS, chaque année 1 personne sur 10 tombes malades en consommant des aliments
contaminés et que 420 000 en meurent. Les enfants de moins de 5 ans sont particulierement
exposés et chaque année 125 000 décédent en raison de ces maladies. C'est en Afrique et
1’ Asie du Sud-Est que la charge ces maladies est la plus élevée (OMS, 2015b).

En Afrique sub-saharienne, la prévalence des maladies d’origine alimentaire a
considérablement augmentée au cours des deux dernicres décennies du fait de ’'urbanisation,
de la modification des systemes écologiques et microbiologiques et des changements
directement liés a la dégradation des systémes d’assainissement et de I’environnement humain
immédiat’.

Les risques de contamination des aliments sont de plus en plus élevés a cause de la

globalisation et de l'utilisation de la biotechnologie. L'usage des pesticides, la mauvaise
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gestion des déchets, les aliments de la rue contribuent a la contamination des aliments
(Aidara, 2012).

Les maladies d’origine alimentaire sont généralement d’origine infecticuse ou toxique. Ces
maladies peuvent étre provoquées par des bactéries du genre Salmonella, Escherichia coli,
Campylobacter, certaines especes du genre Vibrio, des virus et des parasites ou des substances
chimiques qui pénétrent dans I’organisme par le biais d’eau ou d’aliments contaminés.

En Afrique de I’Ouest y compris le Sénégal les salmonelles mineurs ou non typhoidiques
sont les principales causes de gastroentérites chez les enfants et les adultes vivants avec le
VIH (Seydi et al., 2005, 2008). En 2010 une étude a été réalisée sur les étiologies des
diarrhées a Dakar et sa banlieue ; la prévalence des salmonelles était de 4,7% (Sambe-Ba et
al., 2013). Salmonella Typhimurium et Salmonella Enteritidis sont les sérotypes les plus
fréquemment retrouvés au Sénégal (Fall-Niang et al., 2013 ; Seydi et al., 2005 ; 2008).

Au Sénégal, en 2005, avec I’arrét des importations de la viande de volaille ; suite aux
menaces de la grippe aviaire, le secteur avicole a fait preuve d’un réel dynamisme et a connu
un essor remarquable. La production locale de viande de volaille a été de 28 688 tonnes en
2011, représentant a la vente au détail, un chiffre d'affaire de 43,032 milliards de francs
FCFA. la filiere avicole est confrontée a des contraintes telles que le manque d’organisation
de la profession et les difficultés de commercialisation (Duteurtre et al., 2005). La production
de poulet de chair souffre notamment de 1’absence d’abattoir moderne. Plus généralement, le
secteur de l'aviculture n’occupe pas une place importante dans la politique du Gouvernement
en matiere d'élevage (Gaye, 2004). Au Sénégal, plusieurs études ont été réalisées sur la
qualité microbiologique des aliments.

En Casamance une ¢étude de Dione montrait que les méme sérovars de salmonelles étaient
retrouvés aussi bien des féces et des carcasses de poulets. Les sérovars Brancaster (57,9%),
Goelzau (10,7%), Kentucky (8,4%) et Hadar (7,3%) étaient majoritaire (Dione et al, 2009).
On note aussi I’émergence de Salmonella enterica sérovar (Kentucky ST198, Agona ST13 et
Istanbul ST33) dans la filiere avicole (carcasses de poulets) au Sénégal Dione et al., 2012.
Afin de limiter I’influence négative des pathologies majeures rencontrées dans les élevages
dont les salmonelloses, les éleveurs ont recours a 1’utilisation abusive de médicaments
vétérinaires, en particulier les antibiotiques (Biagui, 2002). En 2004 BADA-Alambedji et al/.,
ont révélé la présence de résidus d’antibiotiques dans la chair de poulet dans environ 10% des
¢levages enquétés. Les risques potentiels liés a la présence des résidus d’antibiotiques sont
entre autres, la sélection de bactéries résistantes aux antibiotiques. Des échanges de matériel

génétique sont possibles entre ces bactéries entrainant la diffusion des résistances d’un genre
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bactérien a un autre et/ou d’un commensale a un pathogéne. La conséquence immédiate de la
résistance aux antibiotiques est 1’échec thérapeutique.

En Afrique du Sud entre 2012 et 2014 une étude de surveillance des salmonelles était faite des
fermes aux abattoirs. La prévalence des salmonelles était de 5%, Sal/monella Enteritidis
(21,5%) était majoritaire (Magwedere et al., 2015).

Il s’agit donc d’un réel probléme de Santé Publique nécessitant la mise en place d’un systéme
de surveillance efficace permettant le recueil de données a toutes les étapes de la chaine de
production alimentaire, mais aussi a partir de maladies humaines transmissibles par les
aliments.

Cela ne peut se faire qu’en mettant en place une surveillance intégrée sur les salmonelles au
niveau humain, alimentaire et animal et caractériser au plan moléculaire les souches issues
des trois secteurs.

Les bactéries acquicrent la résistance grace a des éléments génétiques élaborés. La
dissémination de cette résistance se fait par I’intermédiaire du chromosome, des plasmides,
des transposons, des intégrons et plus récemment les ilots génomiques de résistance décrits
chez Salmonella (SGI). Ces bactéries résistantes peuvent causer des épidémies mondiales
comme le cas de Salmonella Typhimurium DT104 (Mather, 2013).

Les souches DT104 présentent un phénotype de résistance a plusieurs antibiotiques
appartenant a cinq familles différentes incluant 1’ampicilline-amoxicilline, le
chloramphénicol-florfenicol, la streptomycine-spectinomycine, les sulfamides et Ia
tétracycline (phénotype ACSSuT). Les geénes de résistance, responsables du phénotype
ACSSuT, sont portés par un ¢lément génétique situé au niveau chromosomique nommé SGI1,
Salmonella Genomic Island 1 (Targant, 2010).

Actuellement, on note I’émergence de souches de salmonelles multirésistantes  aux
quinolones et aux fluoroquinolones telle que Salmonella Kentucky ST198 dans la filicre
avicole (Le Hello S et al., 2013, Dione et al., 2012). Les quinolones et fluoroquinolones sont
des antibiotiques de dernicre recourt. Elles sont tres utilisées en médecine vétérinaire dans les
élevages de poulets. C’est pourquoi, dans notre travail nous nous sommes intéressés
spécifiquement aux mécanismes de résistance des salmonelles vis-a-vis des quinolones et
fluoroquinolones.

Les résistances aux quinolones et fluoroquinolones surviennent principalement par mutations
successives au niveau des génes chromosomiques (gyr, par). Plus récemment, trois familles
de génes de résistance de support plasmidique, transférables horizontalement, ont été décrites

(protection réversible de la cible par des protéines de type gnr, acétylation de 1’antibiotique




aac(6)-1b-cr ou efflux spécifique QepA4) (Cavaco et al., 2009 ; Robicsek et al., 2006 ; Yamane
et al.,, 2007).

Nous nous sommes aussi intéressés aux facteurs de virulence qui sont nécessaires aux

microorganismes pour provoquer une maladie. Nous avons cherché a voir les liens entre la

résistance et la virulence des souches ; autrement les souches résistantes sont-elles les plus

pathogenes ?

Les objectifs principaux de cette étude ont été de :

Collecter sur une période d’un an des souches de salmonelles d’origine humaine,
alimentaire et animale a Dakar.
Etudier la sensibilité aux antibiotiques des souches de salmonelles isolées des trois
secteurs.
Caractériser au plan moléculaire des souches isolées des trois secteurs.
Les objectifs spécifiques sont :
Estimer la prévalence de Salmonella isolées des :
o Selles de patients diarrhéiques au niveau de Dakar et de sa banlieue,
o Carcasses de poulets, produits localement et vendus en étalage dans les
marchés polyvalents de Dakar (Sandaga ; Tiléne ; Fass ; Castors ; Colobane ;
Grand Dakar ; Grand Yoff ; Parcelles assainies),
o fientes de poulet et /ou des litiéres prélevées au niveau des élevages de Keur
Massar et de Sangalkam.
o Evaluer la prévalence de la résistance aux antimicrobiens sur les souches de
Salmonella provenant des trois secteurs.
Evaluer les déterminants génétiques de la résistance et de la virulence sur 100 souches
de Salmonella provenant des trois secteurs :
o Rechercher les intégrons de classe 1, 2, 3 ;
o Faire le séquengage pour déterminer 1’agencement des cassettes ;
o Rechercher les génes de résistance aux quinolones ;
o Rechercher les facteurs de virulence ;
o De déterminer les CMI pour les souches résistantes aux quinolones (NA,
CIP) ;

o De faire la conjugaison bactérienne pour voir si les génes sont transférables.




Nous présenterons cette étude en deux parties :

- La premicre partie divisée en chapitres sera consacrée a la sécurité sa

aliments, I’aviculture, les généralités sur les salmonelles et I’antibiorésistance

- La deuxiéme partie sera consacrée a 1’é¢tude expérimentale ou seron
différentes études réalisées en vue de I’atteinte des objectifs

obtenus, leur discussion et les publications issues de ce travail.
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Chapitre I : Sécurité sanitaire des aliments
1. Définition

Selon I’OMS la sécurité sanitaire des aliments englobe toutes les mesures destinées a
consommer des aliments sains. Les politiques et les mesures appliquées en la matiére doivent
porter sur I’ensemble de la chaine alimentaire, de la production a la consommation

(OMS, 2015a) «de la ferme a P’assiette».
2. Historique

Depuis 1963, un code international de I’alimentation a été créé afin de veiller a la sécurité
sanitaire des aliments dans le monde. Le Codex Alimentarius, administré conjointement par la
FAO et I’Organisation mondiale de la santé, établit des normes relatives, entre autres, aux
résidus de pesticides et de produits vétérinaires, aux additifs, aux importations de produits
alimentaires, et aux méthodes d’inspection et d’échantillonnage. Il ya a la base de nombreuses
normes nationales de 1’alimentation (FAO, 2015). Cette commission a été créée afin d’établir
des lignes directrices et d'autres textes, tels que des Codes d'usages, dans le cadre du
Programme mixte FAO/OMS sur les normes alimentaires. Les buts principaux de ce
programme sont la protection de la santé des consommateurs, la promotion de pratiques
loyales dans le commerce des aliments et la coordination de tous les travaux de normalisation
ayant trait aux aliments entrepris par des organisations aussi bien gouvernementales que non

gouvernementales.
3. Importance de la sécurité sanitaire des aliments au Sénégal

Le Sénégal a opté pour une agriculture d’exportation et une libéralisation de son espace
¢conomique. Dans le cadre de la mondialisation, la sécurité sanitaire des aliments est devenue
un enjeu international sur le plan de la compétitivité et le controle répond a plusieurs

considérations telles que :

* protéger la santé des consommateurs ;

* mieux valoriser les produits alimentaires ;

* et vérifier de manicre objective, honnéte et fiable que les produits faisant 1’objet d’échanges
intra ou internationaux répondent a des normes communément acceptées (Banque mondiale

/FAO-CP, 2004).

Au niveau de la consommation locale, la demande est moins exigeante, parceque contrainte

par des moyens financiers, n’incite pas a accorder toute I’importance requise au concept de
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sécurit¢ sanitaire des aliments. Pour accompagner le Sénégal dans ce processus
d’amélioration de la sécurité sanitaire et de la qualité des produits alimentaires que la FAO et
la Banque mondiale ont démarré des activités en synergie pour la mise en place d’un
programme d’appui a 1’amélioration de la sécurité sanitaire (Banque mondiale /FAO-CP,
2004). D’autres programmes (EDES : Association Interprofessionnelle pour la promotion des
¢changes ACP-UE de fruits, légumes, fleurs et plantes.) et structures (CNCA : Comité
National du Codex Alimentarius, UA : Union Africaine, UEMOA, ASN : Association

Sénégalaise de Normalisation) accompagnent le sénégal dans cette importante mission.

- Niveau de sécurité sanitaire des aliments destinés a la consommation locale

Les denrées alimentaires produites et destinées au marché local, sont généralement
commercialisées dans des conditions d’hygiéne tres précaire. Il en résulte, que ces aliments
présentent une charge microbienne relativement élevée, limitant leur durée de conservation.
Par contre les risques de toxi-infections liés a leur consommation, sont considérablement
réduits par les modes de préparation culinaire qui font habituellement appel a la cuisson
poussée dans 1’eau. A 1’abattoir, I’inspection de salubrité existe et permet d’écarter les viandes
manifestement dangereuses comme celles provenant d’animaux atteints de tuberculose
bovine. C’est pourquoi, les consommateurs qui s’approvisionnent auprés des abatteurs

clandestins ou les viandes ne sont pas inspectées, courent de gros risques (Sylla, 2014).
4. Situation dans le contexte international

Actuellement, la préoccupation des consommateurs en matiere de sécurité sanitaire des
aliments s’est fortement accrue. A chacun des maillons de la chaine, du producteur au
consommateur, en passant par les services de controle, toutes les parties prenantes ont un role

a jouer pour garantir la qualité de notre alimentation.

L’OMS estime que les maladies diarrhéiques tuent chaque année 1,8 millions d’enfants dans
le monde et sont le plus souvent d’origine alimentaire (INFOSAN, 2008). Bien que la plupart
des déces dus aux maladies diarrhéiques surviennent dans les pays en développement, les
maladies d’origine alimentaire (MOA) sont loin de s’y cantonner. On estime que, chaque
année, elles sont a I’origine d’environ 76 millions de cas, 325 000 hospitalisations et 5 000

déces aux Etats Unis d'Amérique (Mead, 1999).
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En France, I’augmentation constante des repas pris au restaurant participe aussi a I’évolution
des (MOA): pres de 65% des foyers déclarés en 2010 sont survenus en restauration collective

(Institut de veille sanitaire, 2011).

Ces dernicres décennies, I’incidence des épisodes graves de contamination alimentaire a
augment¢ (INFOSAN, 2008). Cela peut étre di par 1’augmentation des voyages
internationaux et des migrations, 1’accroissement du commerce des animaux vivants et des
denrées alimentaires, 1’urbanisation rapide dans les pays en développement, associée a des
modifications du traitement et de la consommation des aliments. On ne connait pas encore la
véritable ampleur de la charge de morbidité et des cofits inhérents aux aliments dangereux,
mais on pense qu’ils ont un impact important, notamment sur la sécurité sanitaire mondiale,

I’économie et le développement.

L’incidence des maladies d'origine alimentaire est peut étre de 300 a 350 fois plus ¢élevée que
le nombre de cas recensés dans le monde (FAO;, 2015). L’augmentation des risques dus au
MOA peut étre aussi liée aux changements dans les systémes de distribution, aux nouveaux
produits, aux nouvelles technologies de production et de conservation, aux formes de
consommation, a la présence de pathogenes virulents, a I’introduction de pathogénes dans
différentes zones géographiques, aux changements immunologiques dans certains segments

de population et a I’approvisionnement mondial (FAO», 2015).

Les maladies d’origine alimentaire constituent une menace quasi omniprésente dans les pays
industrialisés, mais ces pays disposent de systémes tres élaborés de surveillance pour assurer

la sécurité de 1’alimentation.

5. Situation des maladies d’origine alimentaire dans les pays en voie de développement

(PVD)

En Afrique, les diarrhées d’origine alimentaire sont responsables de preés de 20 millions de
déces par an ; les enfants de moins de cinq ans sont les plus touchés : 30 660 enfants africains
meurent chaque année suite a la consommation d’aliments contaminés. En Afrique sub-
saharienne, la prévalence des maladies d’origine alimentaire a considérablement augmenté au
cours des deux dernieres décennies du fait de I'urbanisation, de la modification des systémes
¢cologiques et microbiologiques, des changements qui sont directement liés a la dégradation
des systémes d’assainissement (FAO/OMS, 2005). Les risques de contamination des aliments

sont de plus en plus ¢élevés a cause de la globalisation et de 1'utilisation de la biotechnologie.
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L'usage des pesticides, la mauvaise gestion des déchets, les aliments de la rue contribuent a la

contamination des aliments (Aidara, 2012).
Certains problémes sont particuliers aux pays en voie de développement, notamment :

- Le manque d’hygi¢ne et d’acces a de I’eau potable qui favorisent les contaminations

microbiennes, particulierement chez les enfants de moins de cinq ans.

- Les systémes de controle sont défaillants d’ou la circulation sur le marché d’aliments
avec peu de garantie sanitaire. Ces problémes ont un impact sur la sécurité sanitaire

des aliments et favorisent les MOA.

Ces maladies imposent un lourd fardeau au systéme de santé et réduisent notablement la
productivité économique. Du fait des pertes de revenus qu’elles entrainent, elles perpétuent le
cycle de la pauvreté dans lequel se trouvent les personnes les plus démunies qui vivent
généralement, au jour le jour. Cependant, la sécurité des aliments au Sénégal montre
beaucoup de manquements, comme 1’absence de données sur le fardeau des maladies
d’origine alimentaire, la faiblesse des moyens d’intervention, I’insuffisance de capacités
analytiques des laboratoires et le manque d’informations des populations. Il est devenu urgent
de mettre en place un systéme national de sécurité sanitaire des aliments, en vue de garantir la

protection de la santé des consommateurs.

En janvier 2015, I’Organisation des Nations Unies pour I’alimentation et 1’agriculture (FAO)
a lancé le projet de « Renforcement de la capacité de surveillance, d’alerte rapide et de
préparation a la gestion des urgences de Sécurité Sanitaire des Aliments dans la région de
I’'UEMOA, et mise en ceuvre au Sénégal ». Prévu sur trois ans, le projet est appuyé
financierement par le Grand-Duché de Luxembourg. Il vise a la fois a aider le gouvernement
sénégalais a identifier et gérer efficacement les situations d’urgence lies a la Sécurité
Sanitaire des Aliments (SSA) et a assister les pays de I’Union Economique et Monétaire
Ouest-Africaine (UEMOA) dans 1'élaboration de stratégies régionales et nationales de
développement et d'amélioration des systemes de surveillance et d'alerte rapide en matiere de
SSA. 1l viendra ainsi appuyer la décision prise au niveau du continent de créer au sein de
I’Union Africaine (UA), une Autorité Africaine de Sécurité Sanitaire des Aliments et un

Systeme d’ Alerte Rapide pour les denrées alimentaires et les aliments pour animaux.
6. Problématique de I’émergence de nouveaux pathogenes d’origine alimentaire

Parmi les tendances récentes qui influent sur la salubrité alimentaire, le plus inquiétant c’est

I’émergence de nouveaux pathogenes d’origine alimentaire. Ces pathogenes émergents
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comprennent de nouveaux agents infectieux récemment identifiés de méme que les
pathogenes d’origine alimentaire déja connus et dont le comportement s’est modifié ; c’est le

cas de certaines bactéries notamment :

- E. coli O157: H7 (E. coli entérohémorragique), identifi¢ en 1982 aux USA lors
d’une épidémie de diarrhées sanglantes liée a la consommation d’hamburgers. Depuis,
il est devenu un important agent d’origine alimentaire responsable d’importantes
épidémies sur plusieurs continents. Cette bactérie provoque un syndrome urémique
hémolytique, une insuffisance rénale et des déces particulierement chez les jeunes
enfants. La plus grosse épidémie a eu lieu au Japon en 1996 et a touché pres de 6300

¢coliers (Infectious Agents Surveillance Center, 1996).

- E coli O104: H4 (E. coli entérohémorragique) qui est multirésistant et a été
responsable d’une épidémie survenue en Allemagne en Mai 2011 (INFOSAN
2011)

- Campylobacter connu depuis le début du XXe siecle comme agent pathogéne de
maladies animales, n’a que récemment été reconnu responsable de maladies chez
I’homme (OMS, 2011). Depuis 1990, il apparait comme 1’'une des causes
principales de maladie bactérienne chez ’homme.

- Salmonella sérotype Enteritidis est apparu dans les années «80» un peu partout
dans le monde entier. Depuis lors, elle a connu une ampleur beaucoup plus
importante en Europe et en Amérique du Nord. Les infections dues a cette bactérie

sont liées a la consommation de volaille et d’ceufs.

- Salmonella Typhimurium DTI104, résistante a cinq antibiotiques couramment
prescrits s’est également propagée dans le monde (Rodrigue et al., 1990 ; Threlfall

2000 ; Mather 2013).

7. Conseils pratiques donnés par I’OM S pour se protéger des maladies d’origine

alimentaire

A DP’occasion de la Journée Mondiale de la Santé de 2015, ’OMS a recommandé cinq conseils
pratiques (5 clefs pour des aliments plus siirs), simples mais essentiels pour se prévenir des
maladies d’origine alimentaire. Selon le Dr Kazuaki Miyagishima (Directeur du Département
OMS Sécurité sanitaire des aliments et des zoonoses) les producteurs sont les responsables de
la sécurité sanitaire des aliments que 1’on achete mais on peut se protéger en utilisant les cinq

clés qui sont les suivantes :
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Prendre I’habitude de la propreté pour éviter les contaminations (lavage des mains

etc..).
Séparer les aliments crus des aliments cuits pour éviter la contamination croisée.
Faire bien cuire les aliments pour tuer les microorganismes.

Maintenir les aliments a bonne température (60°C ou 5°C) pour éviter la

prolifération bactérienne.

Utiliser de I’eau et des produits sirs.
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Chapitre I1: L’aviculture au Sénégal
I. Aviculture et production de la viande de poulet au Sénégal

1. Introduction
L’aviculture concerne 1'¢levage d'oiseaux dans le but d'en tirer une production pour I'homme.
Dans notre étude nous nous intéresseront particulierement a 1’¢levage de poulet. Au Sénégal,
les productions avicoles sont toujours dominées par le systétme d’élevage familial, trés
répandu en milieu rural.
Cependant, 1’aviculture commerciale s’est considérablement développée au cours de la
derniére décennie principalement en périphérie des grands centres urbains et totaliserait
actuellement quelques treize millions de sujets (rapport 2009 CNA-CIMEL/Mbao).
L’aviculture constitue, de nos jours, un moyen non négligeable pour satisfaire les besoins en
protéines animales des populations de nos pays africains, en particulier du Sénégal. La viande
blanche comparée aux autres productions animales, offre les meilleurs rendements de
conversion des calories végétales en calories animales et de transformation des protéines. De
plus, la viande de volaille posseéde des qualités nutritionnelles et diététiques remarquables
entre-autres, une faible teneur en graisse et une concentration assez ¢élevée en acides aminés
essentiels (Pare, 2012).
2. Les types d’élevage de poulet de chair
Au Sénégal, I’aviculture se distingue en deux systemes différents selon le mode d’élevage :
I’aviculture traditionnelle et 1’aviculture moderne.
Le systéme traditionnel exploite les races locales et se caractérise par un apport minime
voire nul d'intrants (aliments, médicaments) et une faible productivité.
Le systeme moderne, quant a lui, est celui qui prédomine dans les régions de Dakar et de
Thies, en raison de ’existence d’'un marché de consommation et des conditions climatiques
favorables au développement et a la survie des races améliorées. D’apres Traore (2006b), la
région de Dakar abrite plus de 80% des effectifs de ces ¢€levages commerciaux. Il exige
¢galement un certain niveau d’investissement et une organisation des différents intervenants.
Contrairement au systéme traditionnel, I’importance de ’aviculture moderne réside en sa plus

grande productivité.

3. Caractéristiques de I’aviculture moderne
Ce type d’aviculture se caractérise par 1’¢levage des volailles de souches exotiques dont la

production est réglée dans ses moindres détails par l'aviculteur. Ces volailles recoivent un
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aliment complet et en quantité précise, bénéficient d'une protection sanitaire et médicale, et
sont logées dans des conditions régulierement controlées (Habyarimana, 1994). Elle est
surtout concentrée dans la zone agro-écologique des Niayes. En 2004, la région de Dakar
comptait 5.301.943 tétes de poulet de chair (Traore, 2006b).

4. Importance économique de I’aviculture moderne au Sénégal

En effet, apres ’arrét de I’importation de produits avicoles, suite a ’avénement du virus de la
grippe aviaire hautement pathogéne, une augmentation de la production avicole sénégalais qui
¢tait en déclin était notée parce que fortement concurrencée par les importations. Celle-ci est
passée d’un effectif de 6.935.029 en 2005, a 20.998.220 en 2012 (CNA-CIMEL/Mbao, 2013),
soit une augmentation de 203 pour cent. Les effectifs des autres espeéces de volailles sont
marginaux. Seuls quelques dindons sont élevés pour les fétes de Noél, notamment par le
Ministére de I’Elevage, au niveau du CNA de Mbao.

La filiere avicole sénégalaise, a I’instar des pays de la CEDEAO est I’une des filicres
agroalimentaires les plus porteuses d’espoir pour la réduction de la pauvreté et la croissance
¢conomique. C’est ainsi que tous les pays de la CEDEAO ont retenu I’aviculture au titre des 5
spéculations agricoles stratégiques. Au Sénégal, plusieurs indicateurs ’attestent tels que :

- Sa contribution au PIB de I’Elevage qui est de 17% (information donnée a I’occasion de
I’assemblée générale constitutive de 1’Union Nationale des Provendiers du Sénégal (Unps) en
aout 2012) ;

- Son chiffre d’affaires global qui a été de pres de 130 milliards de FCFA en 20112,

- Sa place en terme de création d’emploi occupe plus de 50 000 emplois directs et indirects ;

- Avec 30% de I’offre du sous secteur traditionnel et une consommation per capita (par téte)
de prées de 3,79 kg/an, elle demeure une source de protéines essentielle aux populations et une
réponse a la lutte contre la malnutrition rurale et a ’insertion des jeunes. La viande de volaille
est la moins chére sur le marché ; elle est donc la viande la plus accessible pour les ménages.
La filiere connait un boom spectaculaire depuis quelques années, mais reste a la merci des
pressions des pays étrangers qui exigent que le Sénégal léve sa mesure suspensive pour

renouer avec les importations de viandes de volailles congelées®.

2 http://www.sedima.com/index.php/le-groupe/le-secteur-avicole

2 http://www.sedima.com/index.php/le-groupe/le-secteur-avicole
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5. Aviculture traditionnelle au Sénégal

L'aviculture traditionnelle regroupe des exploitations de type familial, dispersées en petites
unités de production ou les motifs économiques et les normes rationnelles de conduite du
troupeau sont pratiquement relégués au second plan (Buldgen et al., 1992). Dans ces ¢élevages,
la taille moyenne des unités de production est de 10 sujets. Ce sont des poules locales douées
d'une bonne rusticité, ¢élevées dans un systeme extensif ou l'apport d'intrants (aliments,
médicaments) est réduit.

6. Importance socio-économique de I’aviculture

L’aviculture familiale est une activité financiérement rentable malgré sa faible productivité.
La vente des poulets et des ceufs est presque un profit net du moment ou I’utilisation
d’intrants dans cette activité est faible. L’aviculture traditionnelle constitue ainsi un moyen
d’accumulation de capital et le poulet est souvent employé dans le systeme de troc dans les
sociétés ou il n’y a pas beaucoup de circulation monétaire (Gueye, 2003). Les revenus générés
par la vente sont distribués de maniere directe ou indirecte pour le bien-étre de tous les
membres du ménage. De plus, la viande du poulet de race locale est la plus chére parmi les

principaux types de viandes commercialisées dans la ville de Dakar (Sénégal, 2007).

I1. De I’abattoir a la vente de la viande de poulet au Sénégal

1. Introduction
L’¢levage avicole occupe une place de choix dans 1’économie sénégalaise. Il offre des
opportunités d’emploi et permet de satisfaire les besoins de la population en protéines
animales en constante augmentation (Traore, 2006a). La consommation de volaille telle que le
poulet peut étre a I’origine de MOA.
Lors de la production, la transformation ou la vente les poulets peuvent étre contaminés par
les agents pathogenes tels que les salmonelles. Ce qui peut étre source de diarrhée si le poulet
n’est pas bien cuit.

2. Types de poulets commercialisés
Au Sénégal plusieurs types de poulet sont commercialisés sur le marché a savoir :
- Les poulets du pays ou poulet local cette catégorie de volaille est produite au niveau de
I’¢levage traditionnel. Ils sont destinées a la consommation.
- Les poulets de chair qui sont généralement produits au niveau de 1’élevage industriel. Iles

sont destinées a la consommation.
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- Les poulets de ponte proviennent des deux types d’élevage (industriel et
traditionnel), ils sont destinées a la ponte des ceufs ou a la consommation (suite a leur
réforme).
3. Les abatteurs
L’abattage de poulets n’est pas un secteur organisé au Sénégal. En effet, au niveau des fermes
d’élevage ou le producteur préfére vendre des poulets, I’abattage des poulets de chair est
assuré par des manceuvres. Parfois, c’est le commercant qui achéte les poulets sur pied et loue
les services de ces derniers avant d’acheminer les poulets abattus au niveau des structures de
plumage.
Certains commercants ameénent avec eux des prestataires de services qui leur assurent
I’abattage des poulets achetés. Au niveau des marchés, les abatteurs sont trés présents pour les
clients ; ils se chargent d’abattre, de plumer et d’éviscérer manuellement (Diagne MM, 2008).
4. Les transformateurs
Les transformateurs interviennent uniquement dans le circuit des poulets préts a cuire. En
effet, nous distinguons deux types d’intervenants : ceux qui font du plumage manuel et ceux
qui font plumage mécanique. Ces derniers disposent d’une plumeuse qui leur permet de
procéder au plumage des poulets déja abattus. En effet, les structures de plumage au niveau de
la zone des Niayes ne proceédent pas a I’abattage mais seulement au plumage, a I’éviscération,
a I’égouttage et a I’emballage. Quant au plumage manuel, il se rencontre surtout au niveau des
marchés urbains ou se trouvent des prestataires de services. Ces derniers procedent a
I’abattage des poulets et au plumage pour les clients. Il existe deux types de plumage manuel :
- Plumaison humide dans un fut d’eau polluée (figure 1)
- Plumaison a sec a méme le sol (figure 2)

Plumaison humide dans un fut d’eau polluée

Poulet

v

<+— Fut

Figure 1 : [llustration d’une pratique de plumage manuel
Source (Gueye, 2011)
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Plumaison a sec a méme le sol

Figure 2: Illustration d’une pratique de plumage manuel

Source (Gueye, 2011)

Il existe deux tueries artisanales qui appartiennent a un opérateur privé. Ce dernier travaille
avec beaucoup d’éleveurs et avec les Bana-banas (commercant) également qui souhaitent
vendre des poulets préts a cuire. Toutefois, aucun de ces deux types de traitement des poulets
de chair ne garantit des conditions d’hygi¢ne acceptables. Ce qui influe négativement sur la
présentation des produits (poulets préts a cuire) et compromet de toute évidence la qualité de
ces derniers (Diagne MM, 2008). Actuellement, plusieurs études démontrent une
contamination importante de ces poulets par les agents pathogenes telle que les salmonelles
(Dione et al.,, 2012). Une grande corrélation entre le taux de contamination des poulets par les
salmonelles et I’hygiene au niveau des élevages mais aussi de I’abattage et des points de vente
a ¢te faite (Gueye, 2011).

- Eviscération : Cette étape doit commencer au plus 45 minutes aprés ’abattage. Au-dela de
ce délai, les intestins deviennent poreux sous l'action d'enzymes et des micro-organismes
(salmonelles) qu'ils contiennent peuvent en sortir et atteindre les muscles, donc contaminer la
carcasse. Lors de cette €tape, les pattes et la téte sont coupées, la carcasse est fendue au
niveau du cloaque et les abats retirés. Le foie, le coeur et le gésier sont remis apres
éviscération.

5. La commercialisation

Elle est assurée par les acheteurs — revendeurs « banabanas » qui approvisionnent d’autres
commergants (détaillants) au niveau des marchés urbains et/ou les restaurants, boucheries,
épiceries. Les « banabanas » ont des relations étroites avec certains producteurs qui

constituent leurs principaux fournisseurs (Diagne MM, 2008).
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Chapitre I1I : Salmonella et antibiorésistance

I. Généralités sur Salmonella

1. Définition et classification

Les salmonelles sont des Entérobactéries du genre Sal/monella. En 1896, Widal ayant eu I’idée
d’agglutiner des souches de bacille typhique avec le sérum de malades atteints de typhoide,
découvre alors la diversité antigénique de ces bacilles. L’étude séparée des antigeénes
somatiques O, flagellaires H et de surface Vi date des travaux de Weil ef al. en 1918.
L’inventaire de la diversité antigénique de ces bactéries, maintenant regroupés dans le genre
Salmonella, a été 1’ceuvre successivement de White en 1926, de Kauffman en 1952 puis de Le
Minor en 1987. Kauffman considérait chaque sérotype comme une espéce et leur donnait un
nom latin (Salmonella Typhi, Salmonella Typhimurium, etc....). Il reconnaissait dans le genre
des sous-genres numérotés de I a IV. Le sous-genre I regroupait les salmonelles de I’homme
et des animaux a sang chaud tandis que les autres sous-genres étaient plutdt associés aux
animaux a sang froid (Freney et al., 2000). La classification de 2004 regroupe les salmonelles
en 3 espéces : Salmonella enterica qui est une espece habituelle, Salmonella bongori qui est
une espece rare et Salmonella subterranea (Aubry, 2012). Mais seules les deux premicres sont
reconnues par I’OMS (Agbaje et al, 2011).

Salmonella enterica est subdivisée en 6 sous-especes. La sous espéce enterica enterica est la
plus fréquente et comporte 2600 sérovars. Elle représente 99,5% des souches isolées.

Les autres sous especes enterica sont arizonae, diarizonae, houtenae, salamae et indica et
sont des salmonelles non humaines (Freney et al., 2000).

2. Caractéres bactériologiques

2.1. Morphologie

Ce sont des bacilles droits a Gram négatif, souvent mobiles.

2.2, Culture

Les salmonelles sont des bactéries aéro-anaérobies et se développent a une température de
37°C sur milieux ordinaires.

3. Caractéres biochimiques

Les salmonelles possédent des caracteres biochimiques communs aux entérobactéries. Ce sont
des aéro-anaérobies, fermentant le glucose en produisant du gaz, réduisant les nitrates en
nitrites. Elles sont catalase positive et oxydase négative. Des sérotypes comme Salmonella
Typhi sont agazogenes. Les caracteres permettant [’identification biochimique des
salmonelles sont I’absence d’uréase, de tryptophane désaminase, de production d’acétoine

(test de Voges-Proskauer) et de fermentation du lactose. Il y a production d’H2S a partir du
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thiosulfate et une décarboxylation fréquente de la lysine et de 1’ornithine. Des sérotypes
comme Salmonella Typhi ne décarboxylent pas 1’ornithine ; Salmonella Paratyphi A ne

produit pas d’H2S et ne décarboxyle pas la lysine (Freney et al., 2000).

4. Diagnostic
4.1. Diagnostic bactériologique

4.1.1. Conditions et milieux de culture

Les salmonelles peuvent étre recherchées par coproculture. L’utilisation de milieux sélectifs
contenant des inhibiteurs est obligatoire car le prélévement est polymicrobien. La culture des
salmonelles ubiquistes nécessite une étape de pré-enrichissement avec des bouillons comme le
Mueller-Kauffmann, le Rappaport-Vassiliadis et 1’eau peptonée. Plusieurs milieux peuvent
étre utilisés pour I’isolement. Le milieu Rambach permet une bonne identification des
salmonelles de méme que le milieu Hektoen, XLD, S-S.

4.1.2. Morphologie des colonies

Sur Rambach, elles sont de couleur rose fuchsia (sauf Salmonella Typhi et Salmonella
Paratyphi qui sont incolores) ; leur taille varie de 0,5 a 2mm. Sur Hektoen les colonies sont
transparentes, vertes avec un centre noir du fait de leur production d’H2S. Sur XLD les
salmonelles sont de couleur rouge avec un centre noir. Sur S-S les colonies caractéristiques de
Salmonella (lactose négatif) sont opaques, translucides ou transparentes et généralement avec
un centre noir (H2S positif).

4.1.3. Identification

4.1.3.1. Tests biochimiques

Une premiere orientation sur Kligler-Hajna est possible (glucose+, lactose-, H2S+, gaz+).
Salmonella Typhi a souvent une faible production d’H2S. La galerie API 20E (BioMérieux)
permet une identification plus compléete

4.1.3.2. Sérotypage

a) Le typage antigénique

Le typage antigénique est le sérotypage classique qui se fait par agglutination. Les
salmonelles expriment des antigenes somatiques (O) et des antigénes flagellaires (H). Le
sérotype Typhi exprime en plus un antigene de surface (Vi).

b) Le typage moléculaire ou génomique

La caractérisation de lignées de bactéries résistantes aux antibiotiques mais aussi la
surveillance globale des épidémies nécessitent une comparaison directe des souches de

différentes localités. Malheureusement la plupart des méthodes de typage couramment
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utilisées sont mal adaptées pour ce type de comparaison car elles exigent une standardisation
dans chaque laboratoire et dépendent de réactifs spécialisés. Les méthodes basées sur les
séquences d’ADN sont plus convenables car elles permettent une comparaison directe des
souches typées de différentes régions du monde grace a des bases de données internationales
(Maiden et al., 1998). C’est le cas de la «Multilocus Sequence Typing (MLST)».

La MLST est un systéme de typage basé sur les séquences d’ADN. Cette méthode nécessite
le séquencage de 7 régions internes conservés (dits génes de ménage, d’environ 500 paires de
base chacune) de genes, et a été développée pour plusieurs bactéries pathogeénes dont
Salmonella spp en 2002 (Achtman M, 2012). Les résultats sont partagés avec la communauté
scientifique par l’intermédiaire du site MLST Salmonella de I’Environmental Research
Institute de Cork* qui recense, en 2012, 1669 séquencotypes pour plus de 500 sérotypes
(Achtman et al, 2012).

Il existe d’autres techniques de typage moléculaire :

- Le séquencage aprés PCR des génes de flagellines fIiC et fIjB. Cette méthode se base sur
I’analyse des geénes codant pour les 2 phases flagellaires de Salmonella.

- L’analyse du polymorphisme des 2 régions CRISPR (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats) par PCR puis séquencage. Plus de 3800 spacers différents ont été
décrits par cette méthode et accessibles sur le site web’. Cette méthode originale a été mise au
point au CNR Salmonella (Fabre et al., 2012). Actuellement des techniques de sous-typage
moléculaire des salmonelles existent :

- L’électrophorése en champ pulsé (Pulsed-Field Gel Electrophoresis, PFGE) a 1’aide de
différentes endonucléases (méthode standardisée et de référence PulseNet, accessible sur le
site web® ).

- L’analyse MLVA (Multi Locus VNTR (variable numbers of tandem repeats) Analysis)
pour le sérotype Typhimurium et son variant monophasique (méthode standardisée et
harmonisée depuis 2011). Une plate-forme web dédiée au MLVA est accessible sur le site
web’.

- La méthode CRISPOL, méthode de sous-typage a haut débit de S. enterica sérotype
Typhimurium et de ses variants monophasiques basée sur le polymorphisme des régions

CRISPR. Cette méthode, mise au point au sein de I’'UBPE en 2009, repose sur la détection de

4 http://mlst.ucc.ie/mlst/dbs/Senterica

5 http://www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/crispr/CRISPRDB. html
¢ http://www.cdc.gov/pulsenet/

7 http://www .pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/mlva/
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68 spacers présents chez Typhimurium. Cette détection est effectuée par hybridation en milieu
liquide a 1’aide de 72 sondes fixées sur des microbilles grace a la technologie xXMAP de
Luminex®.

- Whole Genome Sequencing (WGS) ou Séquengage du génome complet semble
étre la meilleure méthode pour le typage épidémiologique par rapport aux autres
techniques de typage moléculaire et de sous typage moléculaire.

4.2. Diagnostic moléculaire

Le Séquencage du gene rrs (codant pour I’ARN 16S) ou du géne rpoB (codant pour la sous-
unité béta de I’ARN polymérase) permet de vérifier ’appartenance des souches au genre
Salmonella (rrs) et aux différentes especes et sous-espéces de Salmonella (rpoB) grace a la
comparaison des séquences obtenues a celles contenues dans la base de données de I’'UBPE
(Weill, 2011).

5. Epidémiologie

5.1 Réservoir de la maladie et contamination humaine

Le large spectre d’animaux pouvant &tre porteurs de Salmonella a fait que les viandes et
particulierement les volailles, les produits carnés, les ceufs et les produits laitiers et une grande
variété de produits alimentaires, consommeés crus, peu cuits ou ayant fait 1’objet d’une
contamination post-cuisson, peuvent étre a 1’origine d’une contamination humaine (95% des
cas).

Cependant, dans la littérature on décrit que d’autres aliments comme les végétaux, les
coquillages, etc. peuvent en étre I’origine (ANSES, 2011). Une contamination croisée entre
un aliment sain et un aliment contaminé peut également avoir lieu dans les magasins, lors des
distributions de denrées, dans les restaurants ou au domicile lors de la préparation des repas.
Plus rarement, la contamination peut avoir pour origine un contact direct avec un animal
malade ou porteur sain par I’intermédiaire des mains. La contamination peut se faire aussi par
contacte directe avec les reptiles qui sont des porteurs sains de Salmonella (Ricard, 2015).

Les salmonelles présentes dans les maticres fécales des animaux peuvent contaminer les
paturages, les sols et I’eau, puis y survivre pendant plusieurs mois. Ainsi, I’environnement et
I’eau non traitée peuvent également représenter une source de contamination.

La contamination de I’homme se fait généralement par le biais d’aliments souillés (95% des
cas, principalement par les aliments crus), mais aussi par contact avec des individus ou
animaux infectés.

Les aliments sont habituellement des viandes hachées (hachis), de la charcuterie (saucisses,

salaison, patés), de la volaille, des rotis de beeuf préparés d'avance et des ceufs (ovoproduits,
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créme patissiére, mayonnaise, créme glacée), du poisson et coquillages (huitres, moules,

mollusques, crustacés) (Weill, 2013).

5.2 Survie et diffusion dans I’environnement

Du fait de la localisation des salmonelles dans le tube digestif des animaux infectés, la
contamination de I’environnement s’effectue lors de 1’excrétion des maticres fécales (Berends
et al., 1996). Plus les animaux sont concentrés dans une certaine zone, plus il est difficile de
contrdler les transmissions entre eux.

Les salmonelles peuvent survivre pendant de trés longues périodes dans le milieu extérieur.
Pour la plupart des sérovars, la survie dans I'eau douce a 20°C se limite généralement a 3
semaines (Villate, 2001). Ces bactéries peuvent se fixer sur de nombreux supports, comme les
bottes, les brosses, les pelles, les roues de brouettes, les vétements... Lors du nettoyage et de
la désinfection des batiments d’élevage et d’engraissement, il faut considérer tout ce matériel
inanimé, qui peut étre la cause d’une réinfection du lot suivant. Peuvent aussi étre
contaminés : les toiles d’araignée, 1’eau, les sous-produits d’activités agro-alimentaires, les
aliments pour animaux, les environs des fermes, les poissons et les oiseaux (Berends et al.,
1996). Les rongeurs et les insectes peuvent étre aussi une source importante de Sa/monella
dans un ¢élevage.

Les salmonelles possedent une grande capacité de survie dans I’environnement, en particulier
dans les eaux résiduaires (chargées en matieére organique) dans les boues issues des stations
d'épuration et sur les terres agricoles. Leur diffusion dans I’environnement est trés importante.
Le cycle des salmonelles décrit leur aptitude a se transmettre d’une espece animale a une
autre, a contaminer tous les biotopes et a infecter ’homme par I’intermédiaire de son
alimentation (Figure 3). Dans ces conditions, la présence de salmonelles dans 1'environnement
direct des animaux d'élevage semble inéluctable.

Chez un animal porteur sain, les salmonelles sont généralement hébergées au niveau du tube
digestif et font I'objet d'une excrétion fécale intermittente. Au Sénégal, Cardinale ef al. (2004)
a montré que 28,6% des fientes issues de 70 fermes de poulets de chair sont infectées par
Salmonella.

Chez le poulet les salmonelles sont plus retrouvées au niveau de la peau qu’au niveau du
muscle. Le cou et I’anus sont les parties de la carcasse de poulet les plus contaminés. Il faut

des lors appliquer des normes d’hygiene tres strictes lors de la production de chair de poulet.
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Figure 3: Cycle de diffusion des salmonelles dans I'environnement
(Mossel et al., 1995).

6. Déterminants génétiques de la virulence chez Salmonella

6.1 Facteurs de virulence
La virulence constitue 'aptitude relative d'une bactérie a induire 'apparition d'une pathologie

infectieuse (Martinez et al., 2002). Les facteurs de virulence sont nécessaires aux
microorganismes pour provoquer une maladie. Les caractéristiques essentielles de la
pathogénie des salmonelles sont leur capacité a entrer dans les cellules-hdtes et a y demeurer

comme parasite intracellulaire facultatif (Millemann, 1998).

6.2. flots de pathogenicité
Les étapes essentielles de la pathogénie sont sous la dépendance de facteurs de virulence

codés par des genes organisés en blocs sur le chromosome, qualifiés « d’1lots de pathogenicité
» ou SPI (Salmonella Pathogenicity Island) et constituant une des caractéristiques essentielles

de la virulence des salmonelles (Millemann, 1998, Van Asten et al., 2005). Il est important
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d'identifier les génes de virulence qui sont responsables de I'établissement de l'infection par
Salmonella spp chez les volailles. Cinq ilots de pathogénicité (SPI) ont été bien caractérisés
(Fabrega et al., 2013). SPI1 et SPI2 encodent des systemes de sécrétion de type III qui
conférent les principales caractéristiques de virulence de S. enterica (Van Asten et al., 2005).
SPII est impliqué dans I'invasion des cellules de 1'h6te et de 1'inflammation. Présent dans SPI1
(Campioni et al., 2012), le géne d’invasion invA, existe chez la plupart des souches de
Salmonella. 11 est 1ié¢ a l'invasion des cellules phagocytaires ou non phagocytaires de la
muqueuse intestinale (Zou et al, 2012). Ce géne est utilisé en tant que marqueur génétique
pour les Salmonella pathogeénes (Peterson ef al., 2010). SPI2 est nécessaire pour coder les
protéines impliquées dans la survie intracellulaire et la réplication au sein de phagocytes. Il
contribue également a la dissémination systémique des salmonelles (Hensel, 2004). SpiC est
un geéne de SPI2 codant pour les composants structuraux et de sécrétion. Il contribue a initier
la production de médiateurs ayant une fonction considérable dans la virulence de Salmonella.
Le geéne spiC est aussi impliqué dans 1'expression d'un composant du filament des flagelles
jouant un role important apres 1’infection a Salmonella (Uchiya et al., 2009).

SPI3 est présent dans toutes les lignées. Toutefois, les distributions des SP14 et SPIS5 n'ont pas
¢été établies (Fluit, 2005). SPI4 joue un role lors de l'interaction initiale avec 1'épithélium
intestinal et contribue a la persistance a long terme (Fabrega et al., 2013). Le geéne orfL de
SPI4 est nécessaire a la survie intra-macrophages et porte éventuellement un systéme
impliqué dans la sécrétion de toxines (van Asten et al, 2005). SPIS est impliqué dans la
réalisation de plusieurs processus pathogénes lors de l'infection (Fabrega et al., 2013). PipD,
premier géne de I’ilot SPIS, a une cible a la surface ou a l'intérieur des cellules hotes (Wood et

al.,, 1998).

6.3 Plasmide de virulence

Salmonella dispose d’autres facteurs de virulence non portés par des SPI. C’est le cas des
plasmides qui peuvent étre soit libres ou sous forme intégrée. Ce sont des molécules d’ADN
capable de réplication autonome et non essentielle a la survie de la cellule. Ils contiennent
fréequemment des genes de résistance aux antibiotiques, aux métaux lourds ou aux
antiseptiques, ainsi que des genes de virulence comme spvRABCD. Ce dernier potentialise la
propagation systémique de l'agent pathogene et 1’aide a se répliquer dans les sites extra-
intestinaux (Zou et al., 2012). En effet, I’expression de ces geénes pourrait jouer un role dans

la multiplication intracellulaire de Sal/monella. Le produit de la spvR est une protéine de
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régulation positive essentielle pour l'expression des autres génes spv (Millemann 1998 ; Van
Asten et al., 2005).
I1. Antibiorésistance
1. Résistance des salmonelles aux antibiotiques
La résistance des salmonelles aux antibiotiques est générale acquise par 1’intermédiaire de
structures génétiques notamment les plasmides, transposons, intégrons, lots génomiques.
1.1 Les ilots génoniques de résistance (SGI)
Salmonella Genomic Island 1 a été décrit pour la premiére fois chez Salmonella Typhimurium
DT104 ; Les souches DT104 présentent un phénotype de résistance a plusieurs antibiotiques
appartenant a cinq familles différentes incluant 1’ampicilline-amoxicilline, le
chloramphénicol-florfenicol, la streptomycine-spectinomycine, les sulfamides et la
tétracycline (phénotype ACSSuT). Les geénes de résistance, responsables du phénotype
ACSSuT, sont portés par un élément génétique situ¢ au niveau chromosomique nommé SGI1.
Salmonella Genomic Island 1, d’une taille approximative de 43 kb, est constitué¢ de 44 cadres
ouverts de lecture (ORF: open reading frame) qui ont été nommés de SO01 a S044 (Targant,
2010) (figure 4). En 2005, Doublet et al démontrent que SGII est un élément mobile
intégratif (Doublet et a/., 2005).

*
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Figure 4 : Structure génétique de SGI1

1.2 Problémes posés par SGI1

Du fait de son intégration dans le chromosome, SGII est une structure stable. Sa présence
dans une souche n’est pas influencée par la pression des antibiotiques dans son
environnement. Son intégration dans le chromosome assure également sa réplication et sa
transmission a la descendance (Targant, 2010).

La présence de plusieurs génes de résistance aux antibiotiques sur un support commun
augmentent la probabilité¢ d’échec thérapeutique.

Ensuite, la pression de sélection exercée par un antibiotique dont le géne de résistance est
porté par SGII conduira a la sélection et a la propagation de tous les genes de résistance
présents sur SGI1: c’est le phénomene de co-sélection.

L’acquisition de nouvelles résistances par SGI1 représente une préoccupation importante car
il reste peu d’antibiotiques susceptibles d’€tre utilisés en cas d’infections par une souche
multi-résistante portant SGI1.

Un risque majeur est la transmission de SGIl1 a d’autres pathogeénes que Salmonella
Typhimurium DT104. SGI1 a été déja décrit chez une souche Salmonella Paratyphi B mais il

est possible qu’on le retrouve dans 1’avenir dans d’autres espéces bactériennes pathogénes
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telles qu 'Escherichia coli, Shigella spp. ou Vibrio spp. qui portent tous un geéne thdf conservé
(Targant, 2010).

2. Mécanisme de résistance des salmonelles aux quinolones

2.1 Introduction

Dans cette partie du travail nous nous intéresserons seulement a la résistance des salmonelles
vis-a-vis des quinolones et fluoroquinolones.

Les ¢études de surveillance montrent qu’il y a une distribution des salmonelles entre les fermes
et abattoirs (Dione et al., 2009), ce qui pose un grand risque de toxi-infection Alimentaire.
Actuellement on note I’émergence de salmonelle multirésistante telle que Salmonella
Kentucky ST198 dans la filiere avicole (Le Hello S et al., 2013, Dione et al., 2012).

2.2 Quinolones, fluoroquinolones

2.2.1 Introduction

Les quinolones sont I'une des classes d’antibiotiques les plus prescrites dans le monde, ce qui
explique I’augmentation constante des résistances bactériennes a ces antibiotiques (Kongsoi,
2015).

2.2.2 Cible des quinolones

Les quinolones ont pour cibles deux enzymes de la classe des topoisomérases : la gyrase et la
topoisomérase IV.

2.2.3 Classification

Suivant leur mécanisme et leur structure, on distingue deux classes de topoisomérases : les
topoisomérases de type I et celles de type I1.

Il existe généralement deux topoisomérases de type I chez les bactéries : la topoisomérase 1 et
la topoisomérase 3.

Chez les bactéries, les deux topoisomérases de type Il sont : la gyrase et la topoisomérase IV.
2.3 Mécanisme d'action des quinolones et fluoroquinolones

2.3.1 Pénétration dans la bactérie

Les quinolones et les fluoroquinolones pénétrent treés bien dans les bactéries a Gram négatif,
dont la membrane externe est riche en porines livrant le passage aux petites molécules
hydrophiles.

2.3.2 Action intracellulaire

Lorsqu’elles diffusent dans le cytoplasme, les quinolones vont inhiber de maniére sélective la

réplication de I’ADN bactérien.
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2.4 Mécanismes de résistance aux quinolones et aux fluoroquinolones

Les mécanismes de résistance aux quinolones sont de deux types (la résistance
chromosomique et la résistance plasmidique) (figure 5).

- Résistance chromosomique

Les résistances surviennent principalement par mutations successives au niveau des genes
chromosomiques (gyr, par) des cibles des quinolones (Migma et al., 2011).

- Résistance plasmidique

Il a été récemment décrit des geénes de résistance aux quinolones a localisation plasmidique
communément appelés PMQR pour « Plasmid mediated quinolone résistance» chez
Salmonella et chez d’autres entérobactéries (Strahilevitz et al., 2009). Ces genes ont trois
types de mécanismes de résistance :

Le premier mécanisme de résistance repose sur la protection réversible de la cible par
production de protéines appelées Onr (pour quinolone résistance) avec Onrd, OnrB et OnrsS.
Récemment OnrD et OnrC ont été découverte chez Salmonella (Cavaco et al., 2009).

Les protéines de type Onr conférent un haut niveau de résistance aux quinolones de premiere
génération et un bas niveau de résistance aux fluoroquinolones.

Le deuxiéme mécanisme de résistance plasmidique aux quinolones est constitu¢ de aac (6
¢)ib-cr, qui code pour une nouvelle variante du commun aminoglycoside acétyltransférase qui
est capable d'acétylation le substituant pipérazinyle de certaines fluoroquinolones, réduisant
ainsi leurs activités (Robicsek et al., 2006).

Le troisiéme mécanisme est assuré par le géne gepA, qui code pour une pompe a efflux

appartenant a la superfamille majeure de facilitateur (Yamane et al., 2007).

Figure 5 : Mécanisme de résistance aux quinolones et fluoroquinolones
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Il est important de noter que chaque mécanisme confere individuellement un bas niveau de
résistance aux fluoroquinolones (quelques fois indétectable sur un antibiogramme classique).
La résistance de haut niveau aux fluoroquinolones provient de la combinaison de plusieurs

mécanismes.

3. Problématique de I’antibiorésistance des souches de Salmonella

Les tubes digestifs des animaux et des humains sont des réservoirs de bactéries a majorité
anaérobies. Cette flore commensale exerce un effet de barriere complet ou partiel contre la
colonisation du tube digestif par des especes exogeénes qui peuvent parfois étre pathogenes.

La forte utilisation d’antibiotiques de stimulation de la croissance et de protection des
animaux d’élevage en médecine vétérinaire a eu comme conséquence la sélection des formes
résistantes de bactéries dans 1’écosysteme. Des échanges de matériel génétique sont possibles
entre ces bactéries entrainant la diffusion des résistances d’un genre a l’autre, d’un
commensale a un pathogéne. La conséquence immédiate de la résistance aux antibiotiques en
médecine vétérinaire est 1’échec thérapeutique.

La mise en évidence de souches de Sa/monella résistantes est particulierement préoccupante.
En effet, il est fréquent d’observer un échange de génes de résistance voir méme de bactéries
résistantes entre ’homme et 1’animal. Du point de vue des flux de genes, il n’y a pas
d’étanchéité absolue entre les mondes bactériens d’origine animale ou humaine. Des
exemples de genes de résistance, identifiées a la fois chez des bactéries isolées en médecine
humaine ou vétérinaire, portés par des structures génétiques mobiles sont nombreux
(Cambray, 2010). On peut citer la multirésistance des salmonelles porté par I’ilot génomique
SGL

L’¢tude de ces données permet de comparer des fréquences d’isolement des genes de
résistance d’origine humaine et animale des lors, il pourrait étre possible de quantifier
prospectivement, la vitesse d’émergence d’un mécanisme de résistance dans un des mondes

apres qu’il ait émergé dans ’autre.
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PRESENTATION DES TRAVAUX DE RECHERCHE

L’approche utilisée dans ce travail est une approche intégrée dans le contexte de « One

Health ».

Ce travail comprenait deux études :

Etude 1 : Recherche des salmonelles au niveau humain, alimentaire et animal

Dans cette étude les salmonelles ont été recherchées pendant la méme période (Juillet 2012 a
juillet 2013) au niveau des trois secteurs. Les données épidémiologiques, la prévalence des
salmonelles, les sérovars prédominants et I’antibiorésistance ont été déterminés pour chaque
secteur. Les sérovars les plus fréquents et les plus résistants ont été utilisés dans la deuxiéme

¢tude pour la caractérisation moléculaire.

Etude 2 : Caractérisation moléculaire de souches de salmonelles isolées des aliments, des
animaux et des humains
Dans cette partie du travail nous avons recherché :

-Les déterminants génétiques de la résistance aux antibiotiques et de la virulence

=
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Etude 1 :

Recherche des salmonelles au niveau
humain, alimentaire et animal

.
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I. Matériel biologique
Le matériel biologique était constitué de selles de patients au niveau humain, de féces et

fientes de poulets au niveau vétérinaire et de carcasses de poulets au niveau alimentaire.

II.Méthodologie

A. Recherche des étiologies des diarrhées

1. Introduction

I1 s’agissait d’évaluer la prévalence des salmonelles chez des sujets diarrhéiques. Les autres
agents entéropathogenes étaient aussi recherchés dans le cadre de la coproculture classique
afin d’identifier 1’agent étiologique de la diarrhée.

2. Méthodes

2.1 Méthode d’échantillonnage

L’¢tude a porté sur des patients présentant des symptomes de diarrhées. Les structures
sanitaires de Dakar et de sa banlieue (Dispensaire Saint Martin de Rebeuss (centre-ville), le
centre de santé Baye Talla Diop (ex Dominique) de Pikine, ont été choisis pour le recrutement
des patients entre juillet 2012 et juillet 2013. Des échantillons de selles étaient prélevés chez
des patients diarrhéiques (enfants et adultes) sélectionnés au hasard et n’ayant pas re¢u de
traitement antibiotique de préférence dans les quinze jours précédant 1’épisode diarrhéique.
Une fiche de consentement éclairé était signée par les personnes majeures, les parents ou
tuteurs si le patient était mineur, marquant ainsi leur accord a participer a 1’étude.

Dés que les résultats des analyses €taient connus, ils étaient communiqués aux personnels
soignant qui pouvaient ainsi adapter les traitements.

Par ailleurs, des souches de salmonelles isolées de patients diarrhéiques ont été également
recueillies pendant la méme période au laboratoire de Biologie Médicale de I’Institut Pasteur
de Dakar.

2.2 Recueil et validation des données

Pour chaque patient nous avions effectué un prélevement de selles accompagné d’un
questionnaire pour recueillir les données sociodémographiques (voir annexe 1). Les
prélevements étaient acheminés a I'unité de Bactériologie Expérimentale de I’Institut Pasteur

de Dakar.

2.3 Diagnostic
2.3.1 Examen parasitologique des selles

L’examen macroscopique et microscopique des selles étaient effectués le premier jour.




Etude Expérimentale [Etude 1 : Recherche des salmonelles au niveau humain, alimentaire et animal|

Examen microscopique : L’examen a I’état frais était fait au grossissement X 40. La présence

de leucocytes, d’hématies, de germes a mobilit¢ -caractéristique (Vibrio -cholerae,
Campylobacter), de formes parasitaires et de levures filamenteuses était rapportée sur la
feuille de paillasse. La recherche des kystes et des ceufs de parasites a été réalisée par la
technique de coloration des selles apres concentration avec une solution de Merthiolate lode
Formol. La coloration de Gram permettait d’évaluer la composition et 1’état de la flore
intestinale du patient.

2.3.2 Examen virologique des selles

La recherche des virus entériques (Adenovirus et Rotavirus) était effectuée au laboratoire de
Bactériologie Expérimentale de I’Institut Pasteur de Dakar en utilisant le kit Vikia adéno-
rotavirus (BioM¢érieux) 1 a 2 h apres 1’émission des selles. Le mode d’emploi, la lecture et
I’interprétation des résultats sont présentés dans I’annexe 2.

2.3.3 La coproculture

2.3.3.1 Isolement et identification

Les selles ont été isolées sur des milieux sélectifs aprés enrichissement sur différents
bouillons [sélénite, Mueller-Kauffman et eau peptonée (BioRad, France)] pour la recherche
des salmonelles et de vibrions [Hektoen, BCP, Mac Conkey, (Bio Rad, France)] pour la
recherche des shigelles et d’Escherichia coli. En outre, d’autres milieux sélectifs
[Cefsulodine-Irgasan-Novobiocine (CIN), Ryan, géloses Karmali (Oxoid, Allemagne)] étaient
inoculés pour la recherche de Campylobacter sp. En cas de présence de colonies suspectes des
techniques de routine étaient utilisés (recherche de 'uréase pour Salmonella, Shigella,
Escherichia coli, Vibrio, oxydase et catalase pour Campylobacter sp). Une galerie classique
composée de Kligler-Hajna et de Citrate (BioRad, France) puis API 20° était mise en route

pour I’identification biochimique.

2.3.3.2 Sérotypage

Le sérotypage était réalis¢é par agglutination sur lame. Toutes les salmonelles étaient
sérotypées avec des antisérums polyvalents et monovalents (Statens serum Institut 5,
Artillerivej 2300 Cph.S Denmark).

L’agglutination des antigénes somatiques O (OMA, OMB, OMC, OMD et monovalents) et Vi
des souches de salmonelles était faite apres isolement des colonies sur gélose Mueller-Hinton
(BioRad, France). En pratique, les sérums mélanges OMA et OMB permettent une bonne
détermination des souches de Salmonella (99 %). L'utilisation des sérums monovalents anti-O

permet de préciser le groupe auquel appartient la salmonelle.

E
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L’Ag H peut renfermer jusqu'a trois phases, d’autres n’ont qu’une seule phase. Généralement
ces phases n’apparaissent pas de fagon simultanée et il faut procéder a une inversion de phase.
Cela consiste a bloquer la phase qui a apparu sur de la gélose Sven gard afin de révéler les
autres.

Enfin le tableau de Kauffmann-White est utilis¢é pour la détermination de la formule
antigénique.

2.3.3.3 Détermination de la sensibilité aux antibiotiques

L’¢tude de la sensibilit¢ des bactéries aux antibiotiques était réalisée par la méthode de
diffusion en milieu gélos¢ (Mueller Hinton), selon les recommandations du Comité de
I’ Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie, Edition de 2012 (CASFM /

www.sfm-microbiologie.org).

Une lecture automatique des diametres des zones d’inhibition des disques était obtenue a
I’aide  d’une  caméra  (Osiris, BioRad, France). Le  classement en
Sensible/Intermédiaire/Résistant était fait automatiquement par le logiciel Osiris en fonction
des critéres édictés par le CASFM Edition de 2012.

2.3.3.4 Analyse des données

La saisie des données a été réalisée sur Excel et I’analyse des données statistiques avec le
logiciel R.

B. Evaluation du niveau de contamination par les salmonelles des poulets vendus a
Dakar

1. Introduction

Il s’agit d’évaluer la prévalence des salmonelles chez les poulets commercialisés dans les
différents marchés de Dakar.

Les risques de contamination se situent a tous les niveaux, de ’abattage a la vente en passant

par le plumage et I’éviscération.

2. Recherche des salmonelles au niveau des poulets vendus a Dakar

2.1 Méthode d’échantillonnage

Le matériel biologique était constitué de carcasses de poulets plumés, éviscérés, conservés
dans un sachet stérile (poulets de chair) et vendus en étalage dans les marchés polyvalents de
Dakar ou des poulets vivants qui étaient abattus sur demande (poulets de ponte ou poulets du

pays) (Figure 6) .

.
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Figure 6 : Vente de poulets au Sénégal

Les prélévements étaient réalisés par un technicien du Laboratoire de (LSAHE) de I’Institut
Pasteur de Dakar. Plusieurs poulets entiers (20 a 30) étaient achetés par marchés, puis
acheminés au laboratoire pour les examens microbiologiques ultérieurs, en respectant les
meilleures conditions de conservation (0 a 4°C). Les marchés ciblés ont été:
Sandaga, Tiléne, Fass, Castors, Colobane, Grand Dakar, Grand Yoff et Parcelles assainies.

Les prélevements ne se faisaient pas au quotidien mais sur des périodes de 15 a 20 jours.

2.2 Méthodologie au laboratoire d’analyse

On recherchait Salmonella selon la norme ISO 6579 (2002), Amendement 1: 2007 méthodes
horizontales pour la recherche des salmonelles.

La recherche des salmonelles chez le poulet se fait en quatre phases :

2.2.1 Pré-enrichissement en milieu non sélectif liquide (eau peptonée)

- Ensemencer 25 g de chair de poulet dans 250ml d’eau peptonée a température ambiante.

- Incuber a 37°C + 1°C pendant 18 h +/- 2h.

2.2.2 Enrichissement en milieu sélectif

Premier milieu d’enrichissement sélectif : bouillon Rappaport-Vassiliadis-Soja (RVS)

- Transférer 0,1 ml d’eau peptonée dans 10ml de bouillon Rappaport-Vassiliadis-Soja (RVS).
- Incuber a 41,5+1°C pendant 24 h + 3h.

.
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- Les tubes ou la culture s’est avérée négative apres 24h, ont été ré-incubés pendant 24h
supplémentaires.

* Deuxi¢me milieu d’enrichissement sélectif : bouillon Mueller-Kauffman au tétrationate-
novobiocine (bouillon MKTTn)

- Transférer 0,1 ml d’eau peptonée dans 10ml de bouillon MKTTn

- Incuber a 41,5+1°C pendant 24 h + 3h.

- Les tubes ou la culture s’est avérée négative aprés 24h, ont été ré-incubés pendant 24h
supplémentaires.

2.2.3 Isolement et identification

A partir de la culture obtenue en bouillon ont été ensemencé deux milieux sélectifs solides :
XLD et Hektoen.

2.2.4 Confirmation

Les colonies suspectes précédemment obtenues sont confirmées par des essais biochimiques
(galerie classique ou galerie API 20E ef sérologiques)]

2.2.5 Sérotypage, détermination de la sensibilité des souches aux antibiotiques

Le sérotypage et la sensibilité¢ des souches aux antibiotiques étaient réalisés au laboratoire de
Bactériologie Expérimentale selon les mémes conditions que les souches d’origine humaine.
2.3 Recueil et validation des données

La saisie des données a été réalisée sur Excel et 1’analyse des données statistiques avec le

logiciel R.

C. Evaluation du niveau de contamination des élevages de poulet de chair par les
salmonelles

1. Méthode d’échantillonnage

La recherche des salmonelles se faisait au niveau des fermes localisées dans les zones de

Sangalkam et de Keur Massar (figure 7).

Au début des travaux, 10 fermes avicoles dont 6 a Sangalkam et 4 a Keur Massar (figure 7)
ont été sélectionnées sur la base du type de production, de I’effectif des élevages, de la
fréquence de production et du consentement des propriétaires. Ainsi, les fermes choisies
devraient produire régulierement des poulets de chair et avoir un effectif minimum de 200

sujets par batiment.

-
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A= Keur massar B= Sangalkam, source : google map

Figure 7: Emplacement de Sangalkam et de Keur massar et une photo d’une ferme a
Sangalkam

Les prélévements étaient réalisés par un thésard du Laboratoire de Microbiologie de
I’EISMV. Au niveau des fermes des sachets étaient utilisés comme sur chaussures pour éviter
les contaminations d’une ferme a une autre. Les prélevements étaient conservés au frais avant
d’étre acheminé au laboratoire.

Chaque échantillon correspondait a 5 pools de fientes prélevées dans un batiment. Le choix
des batiments était fonction de la présence de bande de poulets et chacune des 10 fermes était
visitée une fois par mois.

Mais, au cours des 5 derniers mois (février a juin), d’autres fermes supplémentaires ont été
incluses dans 1’¢tude, et les prélévements ont été effectués a raison de 2 passages (espacés de
15 jours minimum). Au total, 268 échantillons ont été collectés, durant la période d’étude.
Une fiche était remplie sur la base d’un questionnaire standardisé (annexe 1).

2. Méthodes bactériologiques

La recherche des salmonelles sur les fientes de poulet était faite au laboratoire de

microbiologie de ’EISMV.
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On recherchait Salmonella selon la norme ISO 6579 (2002) : méthode horizontale pour la
maticre fécales des animaux et dans des échantillons environnementaux au stade de la
production primaire (ISO 6579: 2002/Amd 1: 2007).

La recherche des salmonelles dans les fientes et litiere des poulets nécessitait quatre phases :
2.1 Préenrichissement en milieu non sélectif liquide

- Ensemencer 25 g de fientes et / ou la litiere des poulets dans 250 ml d’eau peptonnée a
température ambiante.

- Incuber a 37°C £ 1°C pendant 18 h +/- 2h.

2.2 Enrichissement en milieu sélectif

* Premier milieu d’enrichissement sélectif : bouillon Rappaport-Vassiliadis - Soja (RVS).

- Transférer 0,1 ml d’eau peptonnée dans 10ml de bouillon Rappaport-Vassiliadis avec soja
(RVYS).

- Incuber a 41,5+1C pendant 24 h = 3h.

- Les tubes ou la culture s’est avérée négative aprés 24h, ont été ré-incubés pendant 24h
supplémentaires.

* Deuxieéme milieu d’enrichissement sélectif : bouillon Mueller-Kauffman au tétrationate-
novobiocine (bouillon MKTTn).

- Transférer 0,1 ml d’eau peptonnée dans 10ml de Rappaport-Vassiliadis (RV).

- Incuber a 41,5+1°C pendant 24 h + 3h.

- Les tubes ou la culture s’est avérée négative apres 24h, ont été ré-incubés pendant 24h
supplémentaires.

2.3 Isolement et identification

A partir de la culture obtenue ensemencer deux milieux sélectifs solides : XLD et Hektoen

2.4 Confirmation

- Repiquage des colonies présumées étre des salmonelles isolées.

- Confirmation au moyen des essais biochimiques et sérologiques.

2.5 Sérotypage, détermination de la sensibilité des souches aux antibiotiques

Le sérotypage et la sensibilit¢ des souches aux antibiotiques étaient réalisés a 1’Unité de
Bactériologie Expérimentale selon les mémes conditions que les souches d’origine humaine.
3. Recueil et validation des données

La saisie des données a été réalisée sur Excel et I’analyse des données statistiques avec le

logiciel R.

=
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D. Détermination des CMI et conjugaison bactérienne

Les CMI ont été déterminées pour les souches qui présentaient des résistances aux
quinolones. La conjugaison bactérienne a ¢été faite pour vérifier la transférabilité des
résistances aux différents antibiotiques utilisés.

1. Détermination des CMI

La CMI est la plus faible concentration d’un antibiotique donné capable d’interrompre, dans
un milieu, toute croissance visible d’une souche bactérienne donnée.

La détermination des CMI pour les souches résistantes aux quinolones a été faite par la
méthode E-Test. L’acide nalidixique et la ciprofloxacine ont été testés. Le mode opératoire est
mis en annexe 7.

2. Conjugaison bactérienne

La conjugaison bactérienne est un transfert d’é¢lément génétique d’une bactérie a une autre par
contact. Le mode opératoire qui décrit les différentes étapes de réalisation d’une conjugaison

bactérienne est mis en annexe 8.

II1. Résultats, discussion et conclusion

1. Résultats globaux
Au total, 186 préléevements de selles de patients ont été collectées au niveau du Dispensaire
Saint Martin et du centre de santé Baye Talla Diop de Pikine. Les salmonelles étaient
retrouvées sur 10 selles de patients, soit une prévalence de 5%. 21 souches de salmonelles
isolées de patients diarrhéiques ont été également recueillies pendant la méme période au
laboratoire de Biologie Médicale de I’Institut Pasteur de Dakar.
300 poulets étaient achetés en étalages dans les principaux marchés de Dakar et de sa
banlieue ; plus de la moitié¢ de ces poulets (n=160) étaient contaminés par un ou plusieurs
salmonelles, soit une prévalence de 53%.
Au niveau des fermes avicoles 268 prélevements de fientes de poulets ont été réalisés, 47
¢taient positifs avec une ou plusieurs salmonelles ce qui donne un total de 84 souches de
salmonelles soit une prévalence de 18%.
1.1 Recherche des étiologies des diarrhées
1.1.1 Population d’étude
Données épidémiologiques
Parmi les 27 prélevements effectués au centre de santé¢ Baye Talla Diop de Pikine, aucune
souche de salmonelles n’avait été isolée. Par contre au dispensaire St Martin de Rebeuss, 159

prélevements ont été effectuces, 10 selles étaient positives a Salmonella (soit une prévalence
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de 6%). Ces salmonelles ont été prélevées en majorité chez des patients 4gés de moins de cinq
ans (72%), qui constituait la majeure partie de la population d’étude (tableau I).

Onze patients avaient pris un antibiotique et 39 autres étaient en contact avec des animaux
domestiques tels que les chats, les chiens, les poules, les chévres, les moutons, les anes. Un
seul patient avait mangé un aliment suspect, 41 étaient déshydratés. Les selles étaient le plus
souvent liquides (35%) et/ou glaireuses (54%). La présence de sang dans les selles était notée
dans 5% des cas. Cependant, dans certains cas de diarrhées, les selles pouvaient étre molles
(4%), molles et glaireuses (1%) ou pateuses (1%).

La majorité des patients était constituée d’enfants agés de moins de cinq (72%).

Tableau I : Répartition des patients par tranche d’age au Dispensaire St Martin de Rebeuss

Tranche Nombre (%) Positifs/ (%)
D’age Salmonelles
[0-5] 114 72% 7 70%
[5-10[ 10 6% 0 0%
[10-15] 3 2% 0 0%
[15-20[ 3 2% 0 0%
[20-25] 1 1% 1 10%
>25 28 17% 2 20%
Total 159 100 10 100%

1.1.2 Résultats microbiologiques
- Résultats parasitologiques
Les parasites retrouvés sont consignés dans le tableau II.

Tableau II : Répartition des parasites retrouvés dans les selles

Parasites Nombre
Formes Végétatives d’ Entamoeba histolytica histolytica 5
Euf d'Ascaris 4
Formes Végétatives de Giardia lamblia 1
Eufs de trichocéphale 1

- Résultats virologiques
La prévalence des virus entériques au Dispensaire St Martin de Rebeuss était de 38%
(n=61/159) avec une légere prédominance des adénovirus (n=49/159) sur les Rotavirus

(n=45/159) (tableau III).

=]
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Tableau III : Répartition des adénovirus et des rotavirus identifiés au Dispensaire St Martin

de Rebeuss
Virus Entériques Nombre (%)
Rotavirus 12 12/159(8)
Adénovirus 16 16/159(10)
Adéno+Rota 33+33 33/159(21)
total 94 61/159(39%)

La prévalence des virus entériques au centre de sant¢ Baye Talla Diop de Pikine était de

(26%) avec une légere prédominance des rotavirus (4) sur les adénovirus (3).

- Résultats bactériologiques

La coproculture a été faite sur ’ensemble des échantillons du centre de sant¢ Dominique de

Pikine mais aucune salmonelle n’a pu étre identifiée. Toutefois, d’autres bactéries

entéropathogeénes ont pu étre isolées, dominées par Shigella et Escherichia coli. Les

sérogroupes des shigelles ont été Shigella flexneri, Shigella sonnei et Shigella boydii C1

(figure 8).

Figure 8 : Répartition des bactéries entéropathogenes isolées des selles au centre de santé

Baye Talla Diop de Pikine

Campylobacter, Shigella et Escherichia coli étaient les autres bactéries entéropathogenes

isolées au niveau des selles (Figure 9).

&
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Figure 9: Répartition des bactéries entéropathogenes isolées des selles de patients au
Dispensaire S' Martin de Rebeuss

Au total sept sérovars de salmonelles étaient retrouvés au niveau des selles de patients du
Dispensaire S' Martin de Rebeuss. Le sérovar Enteritidis était majoritaire suivi d’Agona
(tableau IV). Quant au laboratoire de Biologie Médicale 16 sérovars ont été retrouvés

(tableau V).

Tableau IV: Distribution des sérotypes de Salmonella isolées au Dispensaire S' Martin de
Rebeuss

Sérotypes Nombre

Salmonelles
Salmonella Enteritidis
Salmonella Agona
Salmonella Lockleaze
Salmonella Waycross
Salmonella Suberu
Salmonella Washington

— e e N WO

Salmonella Angoda
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Tableau V : Répartition des sérotypes de salmonelles isolées des selles de patients au
Laboratoire de Biologie Médicale

Sérotypes Nombre
Salmonella Brancaster
Salmonella Enteritidis
Salmonella Kentucky
Salmonella Schwarzengrund
Salmonella Senftenberg
Salmonella Istanbul
Salmonella Sandiego
Salmonella Baildon
Salmonella Caen
Salmonella Chester
Salmonella Corvallis
Salmonella Marseille
Salmonella Nyborg
Salmonella Poona
Salmonella Isangi
Salmonella Somone

Total

\S}
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1.1.3 Distribution des sérovars de salmonelles
Les 31 souches de salmonelles collectées appartenaient a 22 sérovars. Le sérovar Enteritidis
¢tait majoritaire, suivi des sérovars Senftenberg, Schwarzengrund, Agona, Brancaster,

Kentucky (figure 10).

&
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Figure 10 : Distribution des sérovars de Salmonella d’origine humaine

Les salmonelles d’origine humaine étaient retrouvées avec un pic a la période de chaleur telle
que le mois d’Aolt, septembre, octobre, juin et juillet. Une baisse était notée de décembre a

avril (figure 11).

Variation mensuelle des
salmonelles d'origine humaine
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Figure 11 : Répartition mensuelle des salmonelles d’origine humaine
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1.1.4 Antibiorésistance des souches de salmonelles

L’antibiogramme a été réalis¢ et la lecture était faite selon les recommandations du CASFM

2012. Selon le CASFM I’acide nalidixique étant le marqueur de résistance des quinolones

chez Salmonella, toute souche résistante a 1’acide nalidixique résiste aux autres quinolones, y

compris les fluoroquinolones. La majorité des souches d’origine humaine étaient des souches

sauvages (65%). Parmi ces salmonelles 35%, étaient résistantes a au moins un antibiotique,

6% de ces salmonelles étaient résistantes aux quinolones. Les sérovars Enteritidis et Poona

¢taient les plus résistants avec une résistance a plus de quatre antibiotiques. Seul le sérovar

Enteritidis présentait une résistance aux quinolones et fluoroquinolones. Par contre, le sérovar

Poona présentait des résistances aux céphalosporines de 3" génération, a la gentamicine et

au chloramphénicol (tableau VI). Aucune souche n’était résistante a I’imipenéme et a

I’amikacine (figure 12).

Résistance aux antibiotiques des
salmonelles d'origine humaine
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Figure 12 : Pourcentage de résistance des salmonelles d’origine humaine

AM : amocxicilline, TIC : ticarcilline, FOX : céfoxitine, CF : céfalotine, CTX : céfotaxime, AMC : amoxicilline
+ acide clavulanique, CAZ : céftazidime, IMP : imipénéme, GM : gentamicine, AN : amikacine, NA : acide

nalidixique, TE : tétracycline, NOR : norfloxacine, CIP : ciprofloxacine, SXT

sulfaméthoxazole C : chloramphénicol

triméthoprime +
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Tableau VI : Profils de résistance des souches de Salmonella isolées des selles humaines.

Sérovars Profils de résistance Nombre
d’isolats
Poona AM-CF-TIC-CTX-AMC-CAZ-GM- 1
SXT-CCC
Enteritidis AM-NOR-CIP-NA-SXT-TE 1
GM-NOR-NA-CIP 1
Kentucky GM-SXT-TE 1
Brancaster SXT-TE 2
Somone SXT-TE 1
Baildon SXT-TE 1
Chester CF-TE 1
Corvallis SXT 1
Senftenberg SXT 1

1.2. Evaluation du niveau de contamination par les salmonelles des poulets vendus en
étalage

1.2.1 Description des sites de vente et d’élevage des poulets a Dakar

Les résultats des fiches d’enquéte ont permis de décrire les sites de vente des poulets a Dakar.
Dans cette étude, les carcasses de poulets étaient achetées au niveau des marchés de Dakar.
Les poulets étaient élevés au niveau des élevages industriels ou traditionnels en zone rurale ou
urbaine. Les sites de vente des carcasses de poulets €taient satisfaisants dans 1’ensemble, sauf
au marché Tiléne ou I’hygiene €tait non satisfaisante a 40%. Les carcasses de poulets étaient a
78% contaminés par les salmonelles. La majorité des carcasses de poulets étaient vendue en

¢talage et en sachet individuelle (tableau VII).

=
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Tableau VII : Les sites de vente et la provenance des poulets a Dakar

Hygiéne & Zone Nombre
Environnement Provenance d'élevage salmonelles
NS A S EI ET ESI U R
PC 2 5 6 - 13 - 1 12 13
Sandaga PP - - 2 - 2 - - 2 2
PPR 2 - - - - 2 2 - 2
Tiléne PC 7 14 - 16 - 5 5 15 21
PP 8 13 - 17 - 4 13 8 21
Fass PC - - 5 5 - - - - 5
PPR - 5 - - - 5 - 5 5
Castor PC - 4 - 4 - - 4 - 4
PP - 8 2 2 - 8 - 10 10
Colobane PC - 5 - 3 2 - - 5 5
PP - 4 - 1 3 - - 4 4
PPR - 7 - 7 - - 4 3 7
Grand PC - 8 - 8 - - - 8 8
Dakar PP - 10 - 10 - - - 10 10
PPR - 5 - 5 - - 4 1 5
Grand Yoff PC - 4 5 9 - - 7 2 9
PP - 8 - 8 - - 4 4 8
PPR - 1 - 1 - - 1 - 1
Parcelles PC 3 4 9 13 3 16 - 16
Assainies PP - 5 - 5 - - 3 2 5

NS : Non satisfaisant, A : Acceptable, S : Satisfaisant, EI : Elevage industriel, ET : Elevage
traditionnel, ESI : Elevage semi industriel, U : Urbaine, R : Rurale

PP : Poulet du pays ; PC : Poulet de chair ; PPR : Poule pondeuse réformée

Etude de la présence de salmonelles en fonction du type de poulet, de la provenance, zone

d’élevage, I’hygiéne de I’environnement et du conditionnement.
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Seuls trois parametres influent sur la présence et I’absence de salmonelles, il s’agit de la
provenance, le conditionnement et la zone d’¢levage (P<0.002).

L’¢levage semi industriel a 3,105 fois moins de chance d’avoir des salmonelles que I’élevage
traditionnel. L’¢élevage en zone urbaine a 1,999 fois moins de chance d’avoir des salmonelles
que I’¢levage en zone rurale. Le conditionnement des poulets en sachet individuel a 0,33 fois

moins de chance d’avoir des salmonelles que le conditionnement a I’air libre.

1.2.2 Type de poulets vendus et niveau de contamination
Un prélévement a été effectué sur les 300 poulets, achetés en étalages dans les principaux
marchés de Dakar et de sa banlieue. Plus de la moiti¢ de ces poulets (n=160) étaient
contaminés par une ou plusieurs salmonelles, soit une prévalence de 53%. Au total, 273
souches de salmonelles ont été isolées des carcasses de poulets.
Trois types de poulets ont été achetés dans cette étude :

- Poulet de chair (PC), ou poulets provenant généralement de I’aviculture moderne.

- Poulet du pays (PP), poulet local, ou poulets provenant de 1’aviculture traditionnelle.

- Poule pondeuse réformée (PPR) ou poulets destinés a la ponte des ceufs.
La prévalence des salmonelles était élevée pour les poulets de chair vendus au marché Tiléne
(75%), Sandaga (68%), Parcelles Assainies (62%), Fass (50%), Grand Yoff (43%) et Grand
Dakar (42%). De méme que pour les poulets du pays la prévalence des salmonelles était
¢levée au marché Tiléne (91%), Grand Dakar (77%), Castor (62,5%), Grand Yoff (62%),
Parcelles Assainies (45%) et Sandaga (40%). Quant aux poules pondeuses réformées la
prévalence des salmonelles était élevée au niveau des marchés de Castors (100%), Grand

Dakar (78%) et de Tiléne (40%) (figure 13).

=
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Figure 13 : Prévalence des salmonelles isolées au niveau des poulets en fonction des marchés
de Dakar

1.2.3 Distribution des sérovars

Le serotypage effectué¢ sur I’ensemble des souches collectées nous ont permis d’identifier 20
sérovars différents. Seulement, 2 souches n’ont pu étre identifiées, puisque ne correspondant a
aucun profil sur le schéma de Kauffman-White. Les sérovars Istanbul (70/273, 26%),
Brancaster (51/273, 19%) et Kentucky (33/273, 12%) étaient prédominants. Les sérovars
Senftenberg, Give, Llandoff, Sandiego, Indiana, Swarzengrund, Chester, Newlands, Hadar,

Havana, Typhimurium, Massembe, Ouakam et autres étaient aussi isolés (figure 14).
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Figure 14 : Variation des sérovars d’origine alimentaire
g

Avec la prévalence des salmonelles en fonction des mois un pic a été relevé pendant les

périodes de fortes canicules (Juin-Juillet 2013). Toutefois, un artefact a été noté en Décembre

2012 (figure 15).
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Figure 15: Variations mensuelle des salmonelles isolées des carcasses de poulets
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1.2.4 Antibiorésistance

L’antibiogramme a ¢été réalisé, la lecture et I’interprétation étaient faites selon les
recommandations du CASFM 2012. 25% des 273 souches de salmonelles isolées étaient des
souches sauvages. Au total 21% soit 57 souches étaient résistantes aux quinolones ou
fluoroquinolones. 75% soit 204 souches présentaient une résistance a un ou plusieurs
antibiotiques.

Le premier profil est le NATeS montrant une résistance aux quinolones et aux
fluoroquinolones, a la tétracycline et a la streptomycine qui sont des antibiotiques
couramment utilisées en médecine vétérinaire.

Le deuxieme profil est le CFGNA qui montre une résistance a la gentamicine, aux quinolones,
et aux céphalosporines de 1, 2 et 3 générations qui sont des antibiotiques couramment
utilisées en médecine vétérinaire et humaine. Le troisiéme profil est CFNAGT montrant une
résistance aux céphalosporines de 1, 2 et 3 générations aux quinolones, aux fluoroquinolones
et a la tétracycline. Le quatrieme profil est le CFNAGT montrant une résistance aux
céphalosporines de 1, 2 et 3 générations aux quinolones et aux fluoroquinolones, a la

tétracycline et a I’imipené¢me (tableau VIII).
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Tableau VIII : Profils de résistance des salmonelles d’origine alimentaire

Sérovars
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Profils de résistance

Nombre
d’isolats

Istanbul

Brancaster

Kentucky

Senftenberg

Sandiego

Hadar

Indiana
Masembe

Give

Llandoff
Schwarzengrund
Typhimurium
Tsevie
Johannesburg
Llobregat
Farsta
Benfica
Abony
Ruzizi
Phaliron
Gera
Yeerongpilly

TE
SXT-TE
SXT-TE-C
GM-SXT-TE
GM-NOR-CIP-NA-SXT-TE
NOR-CIP-NA-SXT-TE
TE
SXT-TE
NOR-CIP-NA-TE
NOR-CIP-NA-SXT-TE
AMX-AMC-CF-SXT-FOX-TE
AMX-NOR-CIP-CF-NA-SXT-FOX-TE
SXT
SXT-TE
SXT
GM-SXT-TE
NOR-CIP-NA-TE
AMX-AMC-CF-FOX
NOR-CIP-NA-SXT-TE
CTX-NOR-TIC-CIP-NA
AMX-GM-NOR-TIC-CIP-NA-TE
AMX-GM-NOR-TIC-AMC-CIP-CF-NA-TE
AMX-GM-NOR-TIC-AMC-CIP-CF-CAZ-NA-TE
C
TE
TIC-CAZ-C
CTX-NOR-CAZ
CTX-NOR-CAZ-C
AMX-NOR-CAZ-C
NOR-CIP-NA-SXT-TE
CTX-NOR-CIP-CAZ-IMP-C
AMX-GM-NOR-TIC-AMC-CIP-CF-CAZ-NA-IMP-TE
SXT-TE
NOR-CIP-NA
NOR-CIP-NA-SXT-TE
NOR-CIP-NA-SXT-TE
AMX-NOR-TIC-CIP-NA-TE
AMX-NOR-TIC-AMC-CIP-CF-NA-SXT-IMP-TE-C
SXT-TE
GM-SXT-TE
SXT-TE
SXT
SXT-FOX-TE
TE
SXT-TE
GM
TE
TE
NOR-CIP-NA-TE
SXT-TE
NOR-CIP-NA-TE
NOR-CIP-NA-TE
NOR-CIP-NA-SXT-TE
NOR-CIP-NA-SXT-TE
NOR-CIP-NA-SXT-TE
AMX-NOR-AMC-CIP-NA-FOX-TE
AMX-GM-NOR-TIC-AMC-CIP-CF-CAZ-NA-TE

13
35
1
1
1
14
21

—_
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L’¢tude des pourcentages de résistance montrait des résistances trés élevées a la tétracycline

(66%) et a la streptomycine (47%). Une résistance était notée pour les quinolones (18%) et
fluoroquinolones (18%). La résistance était plus faible pour les céphalosporines (2 a 5%), au

chloramphénicol (2%) et a la gentamicine (8%) (Figure 16).

Résistance aux antibiotiques des
salmonelles d'origine alimentaire

60
J

50
|

40
|

% de résistance aux ATB

20
|

10

R DDD

it cf G e cof b C,P:“’ (S R = T e c5:,0 .:_;ﬁ‘ <%

Antibiotiques (ATB)

Figure 16: Pourcentage de résistance aux antibiotiques des salmonelles d’origine alimentaire

AM : amoxicilline, TIC : ticarcilline, CF : céfalotine, FOX : céfoxitine, CTX : céfotaxime, AMC : amoxicilline
+ acide clavulanique, CAZ : céftazidime, IMP : imipénéme, GM : gentamicine, AN : amikacine, NA : acide
nalidixique, TE : tétracycline, NOR : norfloxacine, CIP : ciprofloxacine, SXT : triméthoprime +
sulfaméthoxazole, C : chloramphénicol

1.3. Evaluation du niveau de contamination des élevages de poulet de chair par les
salmonelles

1.3.1 Description des élevages de poulets
Les résultats des fiches d’enquéte ont permis de faire la description des élevages de poulets

voir tableau IX. Tous les poulets étaient de race inconnue par les éleveurs. L’étude a été faite
au niveau des ¢levages de poulets de Sangalkam et de Keur massar. L’hygiéne était
acceptable dans I’ensemble (figure 17), le pédiluve absent dans la majorité des cas. L’eau de
la SDE, I’eau de puits en majorité et le forage étaient utilisés. Tous les éleveurs utilisaient les

facteurs de croissance contenant des antibiotiques.
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Tableau IX: Descriptions des ¢levages de poulet de chair visités dans la zone périurbaine de
Dakar.

Capacité de production 200-750 sujets 1000-2500 sujets Total
Nombre d’élevage 14 6 20
Localité
SangalKam 11 3 14
Keur Massar 3 3 6
Condition d’hygiene
Acceptable 7 4 11
Non satisfaisante 7 2 9
Pédiluve
Présente 0 2 2
Absente 14 4 18
Abreuvement
SDE 3 3 6
Eau de puits 9 2 11
Forage 2 | 3
Utilisation de facteurs de
croissance contenant des
antibiotiques
Oui 14 6 20
Non 0 0 0

Figure 17 : Photo de ferme a hygi¢ne acceptable

*
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Figure 18: Photo de ferme a hygiéne non satisfaisante

Prévalence de contamination par Salmonella

Les salmonelles étaient retrouvées au moins une fois dans les 14 fermes sur les 20 visités, soit
un pourcentage de contamination de 70%. Sur les 14 fermes contaminées par les salmonelles,
9 sont localisées a Sangalkam et les 5 autres a Keur Massar.

268 prélevements de fientes de poulets ont été réalisés, 47 étaient positifs avec une ou
plusieurs salmonelles ce qui donne un total de 84 souches de salmonelles.

Nous avons ainsi obtenu un taux d’isolement de 17,53% a partir des 268 échantillons. Dans
les 2 localités, les taux d’isolement ne différent pas de fagon significative et sont
respectivement de 17,8% et 17,1%.

La localité, la phase de croissance ou I’age des animaux, 1’état de la litiere, ’aliment et I’eau
distribués n’influencaient pas de facon significative sur la présence des salmonelles dans les
¢levages (p > 0,05). Les analyses statistiques, réalisées a partir des données obtenues des
fiches de prélevement, ont montré que seules les conditions d’hygiéne avaient un impact
significativement sur la présence des salmonelles (p < 0,05). Lorsque les conditions d’hygiéne
sont acceptables, la prévalence est de 12,5% alors qu’elle est de 26,15% lorsque les conditions

sont non satisfaisantes.

1.3.2 Distribution des sérovars
Le sérotypage a ¢été fait selon le schéma de Kauffman-White. Au total 17 sérovars ont été

identifiés. Les sérovars Kentucky, Brancaster, Sandiego, Urbana étaient majoritaires (figure
19).
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Figure 19 : Répartition des sérovars de Salmonella dans les élevages de poulet de chair de la
zone péri-urbaine de Dakar

Pendant la durée de 1’étude, la prévalence des salmonelles ne variait pas significativement
selon les mois. En décembre 2012, une baisse de la prévalence était observée et qui persiste
jusqu’au mois de février. Puis une hausse au mois de mars et avril et connaissait un pic au

mois de juin (figure 20).
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Figure 20 : Variations mensuelle des salmonelles d’origine animale (2012-2013)

1.3.3 Antibiorésistance
Au total 56% soit 47 souches étaient résistantes a un ou plusieurs antibiotiques et 30% soit 29

souches étaient résistantes aux quinolones et aux fluoroquinolones.

s
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Ainsi, le premier profil de résistance a ¢ét¢ le NATeS avec une résistance, aux quinolones et

fluoroquinolone, a la tétracycline et a la streptomycine, en raison de leur forte utilisation en

médecine vétérinaire, suivi du profil GNAC qui montre une résistance a la gentamicine, aux

quinolones et aux céphalosporines de 1, 2 et 3 génération qui sont également couramment

utilisées en médecine vétérinaire et humaine (tableau X).

Tableau X : Profils de résistance des souches de Sa/monella isolées des fientes de poulets

Sérovars

Profils

Nombre

Brancaster

Kentucky

Urbana
Sandiego
Chester

Kaapstad
Give

Rissen

TE

SXT

NA-NOR-CIP-TE-SXT

NA-NOR-CIP-SXT

NA-NOR-CIP

AM-CF-GM-TE-NOR-SXT

SXT

TE-SXT-C

AM-TIC-FOX-AMC-CAZ-NA-TE-NOR-CIP
AM-TIC-CF-FOX-CTX-AMC-CAZ-NA-TE-NOR-CIP
AM-TIC-CF-FOX-CTX-AMC-CAZ-GM-NA-TE-NOR-CIP
AM-TIC-CF-FOX-CTX-AMC-CAZ-GM-NA-TE-NOR-CIP-SXT-C
NA-NOR-CIP

GM-TE

TE-SXT

NA-NOR-CIP-TE-SXT

NA-NOR-CIP-TE-SXT

TIC-AMC-TE-SXT

AMC-TIC-NA-TE-SXT

TE
AMC-TIC-SXT
AMC-TIC-GM-TE

_—m N = = = N W W W e e e e = W N

—_—

1

Total

47

L’étude de la résistance aux antibiotiques montrait des pourcentages tres élevés, a la

tétracycline (48%) et aux quinolones et aux fluoroquinolones (23%). Par contre, la résistance

n’était pas observée avec le chloramphénicol et ’amikacine qui n’étaient pas tres utilisés en

médecine vétérinaire (figure 21).

-
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Résistance aux antibiotiques des
salmonelles d'origine animale
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Figure 21 : Pourcentage de résistance des salmonelles aux antibiotiques

AM : amoxicilline, TIC : ticarcilline, CF : céfalotine, FOX : céfoxitine, CTX : céfotaxime, AMC : amoxicilline
+ acide clavulanique, CAZ : céftazidime, IMP : imipénéme, GM : gentamicine, AN : amikacine, NA : acide
nalidixique, TE : tétracycline, NOR : norfloxacine, CIP : ciprofloxacine, SXT : triméthoprime -+
sulfaméthoxazole C : chloramphénicol

1.4. Résultats des CMI et de la conjugaison bactérienne

- Détermination des CMI

Les résultats des CMI étaient >32ug/ml et >256ug/ml sur toutes les souches respectivement
pour la ciprofloxaxine et I’acide nalidixique voir tableau XI. Ce résultat prouvait un niveau de

résistance tres élevé des souches surtout celles d’origine alimentaire.

60
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Tableau XI : Détermination des CMI de salmonelles NAR et CIPR

Origine / Sérovars | Phénotypes de CMI (ng/ml)
résistance (mm)
NA CIP NA CIP
Humaine
435 Enteritidis 6 27 >256 >32
B 17 Enteritidis 6 30 >256 =32
Animale
V20 Brancaster 14 27 >256 >32
V35 Sandiego 14 27 >256 =0,38
V39 Sandiego 12 28 >256 >32
V40 Chester 12 28 >256 >32
V44 Urbana 0 30 =192 =0,19
V45 Kentucky 0 8 >256 >32
V54 Kentucky 0 8 >256 >32
V71 Sandiego 13 26 =48 >32
V75 Kentucky 0 9 >256 >32
V82 Urbana 0 22 >256 =0,125
Alimentaire

L1 Kentucky 0 10 >256 >32
L2 Ruzizi 0 11 >256 >32
L8 Hadar 12 24 >256 >32
L20 Kentucky 0 10 >256 >32
L22 Kentucky 0 8 >256 >32
L24 Senftenberg 0 12 >256 >32
L26 Kentucky 0 8 >256 >32
L28 Kentucky 0 0 >256 >32
L30 Benfica 0 24 >256 >32
L32 Abony 0 20 >256 >32
L33 Kentucky 0 0 >256 >32
L39 Kentucky 0 25 =48 =0,125
L51 Brancaster 14 27 >256 >32
L55 Brancaster 14 25 >256 >32
L58 Brancaster 19 19 >256 >32
L70 Kentucky 14 8 >256 >32
L74 Farsta 18 26 >256 =1,5
L83 Istanbul 13 24 >256 >32
L115 Sandiego 13 26 >256 >32
L138 Hadar 17 28 >256 >32
L141 Gera 16 20 >256 >32
L204 Kentucky 0 9 >256 >32
L261 Istanbul 10 25 >256 =
L271 Istanbul 8 25 >256 >32
L275 Istanbul 12 22 >256 >32

La figure 22 est une photo du test de CMI de la CIP et de NA.
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Figure 22 : Photo de CMI de la CIP et de NA des souches de salmonella Nal®

- Conjugaison bactérienne
La conjugaison bactérienne a été faite sur les souches porteuses des intégrons de classes 1.
L’antibiogramme réalisé sur les transconjugants a montré le transfert en bloc de la résistance
des souches d’études donatrices vers la souche réceptrice. Ce qui montre que les génes de

résistance sont portés par des plasmides (tableau XII).
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Tableau XII: Résultats de I’antibiogramme des transconjugants de 10 souches de salmonelles

Antibiotiques E. coli Sal9D Sal9T Sall9D Sall9T Sal75D Sal75T L20D L20T L27D L27T
testés NalR
AM 24[S]  26[S] 24[S] 27[S] 22[S] O[R] O[R] 26[S] 24[S] O[R] O[R]
TIC 28[S]  26[S] 27[S] 30[S] 25[S] O[R] O[R] 28[S] 25[S] O[R] O[R]
AMC 31[S]  28[S] 28[S] 32[S] 24[S] 10[R] O[R] 26[S] 24[S] 19[I] 20[1]
CF 28[S]  25[S] 20[S] 27[S] 23[S] O[R] O[R] 27[S] 23[S] 16[I] 19[S]
FOX 40[ST  29[S] 30[S] 25[S] 29[S] 9[R] 0[R] 28[S] 29[S] 26[S] 22[S]
CTX 44[S] 30[S] 29[S] 33][S] 30[S] 14[R] 0[R] 33[S] 30[S] 30[S] 28[S]
IMP 30[S] 31[S] 34[S] 34[S] 32[S] 24[S] 25[S]  28[S] 32[S] 23[S] 30[S]
NA O[R] O[R] O[R] O[R] O[R] O[R] O[R] O[R] O[R] O[R] O[R]
NOR 29[S] 34[S] 27[S] 30[S] 26[S] 7[R] 0[R] O[R] O[R] O[R] O[R]
CIP 30[S] 35[S] 32[S] 34[S] 30[S] 9[R] 0[R] O[R] O[R] 9[R] O[R]
GM 20[S]  25[S] 29[S] 24[S] 24[S] 10[R] O[R] 20[S] 24[S] 11[R] 20[S]
C 30[S]  25[S] 28[S] 12[R] O[R] 25[S] 23[S]  27[S] 26[S] 27[S] 26[S]
TE 29[S]  23[S] 25[S] O[R] O[R] O[R] O[R] O[R] O[R] O[R] O[R]
SXT 33[S] O[R] O[R] O[R] O[R] 22[S] 21[S] O[R] O[R] 23[S] 22[S]
Antibiotiques E. coli 128D L28T L30D L30T L32D L32T L34D L34T L204D L204T
testés NalR
AM 24[S]  O[R] O[R] 26[S] 24[S] 28[S] 22[S] 24[S] 23[S] O[R] O[R]
TIC 28[S]  O[R] O[R] 28[S] 25[S] 30[S] 23[S] 25[S] 24[S] O[R] O[R]
AMC 31[S] 20[S] 21[I] 28[S] 24[S] 30[S] 24[S] 29[S] 24[S] 20[I] 20[1]
CF 28[S] 15[R] O[R] 28[S] 23[S] 29[S] 24[S] 27[S] 23[S] 16[I] 19[S]
FOX 40[S] 25[S] 30[S] 26[S] 29[S] 22[S] 36[S] 28[S] 29[S] 23[S] 22[S]
CTX 44[S]  33[S] 29[S] 32[S] 30[S] 28[S] 38[S] 37[S] 30[S] 34[S] 28[S]
IMP 30[S] 31[S] 34[S] 26[S] 32[S] 29[S] 42[S] 34[S] 32[S] 26[S] 30[S]
NA O[R] O[R] O[R] O[R] O[R] O[R] O[R] O[R] O[R] O[R] O[R]
NOR 29[S] O[R] O[R] O[R] O[R] O[R] O[R] O[R] O[R] 8[R] O[R]
CIP 30[S] O[R] O[R] O[R] O[R] O[R] O[R] O[R] O[R] 9[R] O[R]
GM 20[S] 11[R] 29[S] 23[S] 24[S] 23[S] 28[S] 36[S] 24[S] 11[R] 20[S]
C 30[S] 28[S] 25[S] 30[S] 27[S] 29[S] 27[S] 26[S] 26[S] 24[S] 23[S]
TE 29[S] O[R] O[R] O[R] O[R] O[R] O[R] O[R] O[R] O[R] O[R]
SXT 33[S] 25[S] 24[S] 24[S] 18[S] O[R] O[R] 27[S] 23[S] 23[S] 25[S]

S=sensible ; R=résistant ; [=intermédiaire, chiffres correspondent aux diametres d’inhbition

Sal9D, Sal19D, Sal75D, L20D, L27D, L28D, L30D, L32D, L34D, L204D= Codes des

souches avant transconjugaison

Sal9T, Sall9T, Sal75T, L20T, L27T, L28T, L30T, L32T, L34T, L204T= Codes des

transconjugants

E. coli NalR : profil phénotypique souche réceptrice
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2. Discussion

Dans cette ¢tude, nous avons cherché a développer et a pré-tester un systéme de surveillance
intégré et efficace pour les pathogeénes d'origine alimentaire a Dakar. Ce systeme a été testé
pour les salmonelles; il devrait pouvoir étre reconduit pour les autres pathogénes
zoonotiques.

Dans cette étude nous n’avons pas pu avoir le méme nombre d’échantillon pour chaque
secteur. Dans le secteur humain les prélévements étaient faits en fonction des patients qui
présentaient des signes de diarrhées.

Nous n’avons pas pu prélever le méme nombre d’échantillons (alimentaire et animale) par
mois. Ce qui fait que I’analyse au cours du temps présente des limites. La prévalence de
Salmonella était de 5% et est conforme aux résultats d’études antérieures faites au Sénégal
telles que celles de (Sambe-Ba et al., 2013) ou la prévalence des salmonelles était de 4,7%.
Au Dispensaire St Martin, 7 sérovars de salmonelles étaient retrouvées et le sérovar
Enteritidis était majoritaire. Au laboratoire de Biologie Médicale 16 sérovars ont été
identifiés, avec une légere prédominance des sérovars Brancaster, Enteritidis, Kentucky,
Schwarzengrund, Senftenberg. Le sérovar Enteritidis est un sérovar fréquemment impliqué
dans les diarrhées aussi bien au Sénégal qu’ailleurs (Sambe-Ba et al., 2013; Kariuki et al,
2006, Maraki et al., 2014). Les sérovars Brancaster, Kentucky, Senftenberg et Istanbul quant
a eux sont les premiéres causent de toxi-infection alimentaire causée par des salmonelles
(Dione et al., 2011).

Les salmonelles étaient beaucoup plus fréquentes en période de chaleur et peut s’expliquer par
le faite que cette période est propice au développement des salmonelles puisque leur
température de croissance est de 40 a 42°C.

Dans ce travail la sensibilité¢ des salmonelles vis-a-vis des antibiotiques a été étudiée. La
majorité des souches étaient des souches sauvages. Mais, 35% des souches testées étaient
résistants & au moins un antibiotique et 6% présentaient des résistances aux quinolones. Ce
qui atteste une émergence des souches de salmonelles résistantes aux quinolones. De plus,
toutes les autres classes d’antibiotiques (tétracycline, triméthoprime-sulfaméthoxazole) testées
sont concernées par la résistance par les salmonelles, sauf pour les carbapénémes (imipeneme)
et les aminosides (amikacine). Ce qui laisse encore aux cliniciens une alternative pour la prise
en charge des infections a Salmonella. Cependant I’imipenéme est un antibiotique qui doit
étre utilisé en dernier recours dans le traitement des diarrhées. La résistance des salmonelles
aux antibiotiques de premiere intention recommandés par I’OMS (Sack et al., 1997) s’étend

progressivement dans de nombreux pays en voie de développement (Kariuki et al., 2006,
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Timbine LG et al., 2013) et est confirmée par les travaux de Sire et al. (2013), Fall-Niang et
al., (2013) au Sénégal. Le sérovar Sa/monella Poona a été isolée chez un enfant de 4 mois et
présentait des résistances aux céphalosporines de 1, 2 et 3 générations, a la gentamicine, au
chloramphinicol et au triméthoprime-sulfaméthoxazole. Pourtant, c’est un sérovar trés rare
chez I’homme mais avait été la cause d’une épidémie entre 2000 et 2001 au Canada et aux
Etats Unis, suite a la consommation d’une variété de melon le cantaloup (Cucumis melo var.
cantalupensis) provenant de Mexique (Brideau, 2008). Des conditions de stockage et les
mauvaises pratiques agricoles ¢taient les principales causes.
En plus du sérovar Poona, deux souches de Salmonella Enteritidis présentaient aussi une
multirésistance. Par ailleurs, elles étaient les seules a étre résistantes aux quinolones et
fluoroquinolones. Le sérovar Enteritidis est trés fréquent des prélévements de selles (Kariuki
et al., 2006) mais aussi au niveau des aliments (Fofana, 2004) et des fientes de poulets
(Makaya et al., 2012). En Afrique, comme ailleurs dans le monde, S. Enteritidis et S.
Typhimurium sont les causes les plus courantes de salmonellose humaine (Hendriksen et al.,
2011). Les quinolones sont des antibiotiques trés fréquemment utilisés en élevage de volaille.
Ce qui, de facto contribue a I’émergence de souches résistantes. Cette résistance de
Salmonella Enteritidis aux quinolones a été confirmé par plusieurs études faites au Sénégal
(Fall-Niang et al., 2013, Sambe-Ba et al., 2013), au Mali ( Timbiné et al., 2013) et dans le
monde telle que les Etats Unis d’Amériques (Forsythe et al., 2007 ; Crump et al., 2011).

Dans cette étude les salmonelles ont été aussi recherchées au niveau des carcasses de poulets
achetés au niveau des marchés de Dakar et sa banlieue. Dans 1’ensemble, les sites de vente
des poulets étaient satisfaisants, sauf au marché de Tiléne ou I’hygiene était tres précaire.
Ainsi, 40% des poulets acquis de ce marché étaient contaminés par des germes dont 78% de
salmonelles. Trois types de poulets étaient achetés (poulet de chair, poulet de ponte réformée
et poulet du pays) pour la recherche des salmonelles. Ces derniers ont pu étre isolés sur ces
trois catégories de poulets et sur tous les marchés sélectionnés. Ce qui attestait une large
répartition des salmonelles au niveau de la capitale et sa banlieue. La prévalence des
salmonelles au niveau des poulets était de 53%, montrant un haut niveau de contamination des
poulets et les risques de TIAC si la chaine de froid n’est pas respectée. Ce taux de
contamination (53%) est tres élevé par rapport a la prévalence des salmonelles au niveau des
selles de patients (4%). D’ou la nécessité de suivre les recommandations de I’OMS en 2015
sur la sécurité sanitaire des aliments «de la ferme a ’assiette» (OMS, 2015). Nous devons

prendre conscience de ce qui se trouve dans notre assiette pour éviter les TIAC.

2
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Au total, 20 sérovars ont pu étre identifiés et les plus fréquents étaient Istanbul, Brancaster,
Kentucky et Senftenberg. Ces mémes sérovars ont été par ailleurs précédemment décrits au
Sénégal sur les carcasses de poulets et des selles de patients (Dione et al., 2011). Il est
possible que ce soit les mémes clones qui circulent entre les deux secteurs. Un nombre plus
important de ces sérovars a ¢été relevé pendant les périodes de fortes canicules (Juin-Juillet
2013), tres propices au développement des salmonelles. Toutefois, un artefact a été noté en
Décembre 2012, qui pourrait s’expliquer par le nombre plus important de prélévements qui y
était opéré.

L’antibiogramme a été réalisé¢ sur les souches isolées des carcasses de poulets. Des 273
souches de salmonelles testées, les 25% étaient de types sauvages et 21% étaient des souches
résistantes au quinolones et fluoroquinolones. Ce qui montrait que les souches alimentaires
¢taient plus résistantes que les souches humaines et une émergence de souches résistantes aux
quinolones et fluoroquinolones étaient noté dans ce secteur. Ce résultat a été obtenu ailleurs
par Le Hello et al., 2013 et Barua et al., 2012 avec I’émergence de Salmonella Kentucky
ST198 résistantes a la ciprofloxacine. Le sérovar Istanbul était le plus fréquemment isolés
mais la majorité des souches était résistante a (SXT-TE), seules deux souches présentaient
une résistance aux quinolones. Ce sérovar a été retrouvé dans d’autres études faites au
Sénégal (Dione et al., 2012). C’est un sérovar émergent et n’est pas encore en contact avec
beaucoup d’antibiotiques. Apres le sérovar Istanbul, le sérovar Brancaster était aussi retrouvé
au niveau des carcasses de poulets. C’est un sérovar trés fréquemment isolée au Sénégal au
niveau des carcasses de poulets (Dione et al., 2012 ; Dione et al., 2009 ; Cardinale et al.,
2005). Le sérovar Brancaster présentait des résistances aux quinolones (22%). Plus de 90%
des isolats de Salmonella Brancaster et de Kentucky étaient résistants a la tétracycline et au
triméthoprime-sulfaméthoxazole alors que 30% des souches de Salmonella Kentucky étaient
résistantes aux quinolones. La résistance a ces antibiotiques peut s’expliquer par leur
utilisation comme facteurs de croissance en médecine vétérinaire. Différentes études ont
démontré que la sélection des souches résistantes était consécutive a 1’utilisation des
différentes familles d’antibiotiques chez [’animal, notamment comme promoteurs de
croissance (Sanders et al, 2005). Au Sénégal et a travers le monde la résistance de
Salmonella Kentucky aux quinolones a été observée par plusieurs études telles que celle de
(Dione et al., 2012 ; Le Hello et al., 2013 et Barua et al, 2012). Les isolats de Sal/monella
Senftenberg étaient résistants aux tétracyclines, aux céphalosporines de 3éme génération et
aux quinolones. Une souche de Salmonella Senftenberg isolée au marché de Fass en Aout

2012 présentait des résistances aux céphalosporines de 1 et 2 génération, a la tétracycline, aux
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quinolones et fluoroquinolones et méme a I’imipenéme. Ce qui constitue un haut risque qui

peut étre li¢é a la consommation de poulet si la chaine de froid n’est pas respectées, car
I’imipenéme est un antibiotique de dernier recours dans le traitement des entérites. L’étude de
Boumart a montré une émergence de Salmonella Senftenberg dans le secteur avicole
(Boumart et al., 2012). Ce qui constitue un risque pour la santé humaine car cette bactérie
peut étre présente chez les animaux lors de 1’abattage et de la transformation des aliments. Les
sérovars Hadar, Gera, Yeerongpilly n’étaient pas tres fréquents. Les quelques rares souches
isolées étaient multirésistantes, notamment aux céphalosporines de 1 et 2 génération voir
méme de 3 génération pour le sérovar Yeerongpilly ; aux quinolones et fluoroquinolones, a la
tétracycline, a la gentamicine et a I’imipenéme avec le sérovar Hadar. La présence de ces
souches multirésistantes constitue un risque majeur de santé publique.

Les salmonelles ont été aussi recherchées au niveau des fientes de poulets. Le choix des
localités (Sangalkam et de Keur Massar) se justifiait par le fait que la majorité des élevages de
poulet de chair sont concentrés dans ces localités. Elles sont situées dans la zone périurbaine
de Dakar au niveau des Niayes. Cette zone offre un climat particuliérement doux favorable a
I’¢levage des animaux de race exotique (Toure et a/., 2005). Dans cette étude plus de la moitié
des ¢levages présentaient des conditions acceptables d’¢levage. Tous les élevages utilisaient
des facteurs de croissance contenant des antibiotiques ; soit comme antistress, soit comme
vitamines, ou a titre préventif. Au total 70% des élevages de poulets de chair étaient
contaminés. Ce résultat représente un taux élevé de contamination et peut étre lié aux
mauvaises conditions d’¢élevage. Ce résultat est supérieur a celui trouvé par Cardinale et al.,
(2004) qui a trouvé que 28,6% des élevages est contaminé par les salmonelles.

La prévalence des salmonelles était de 18% sur les 268 prélevements de feces de poulets. Une
étude similaire a été faite au Burkina Faso, sur 350 échantillons de féces de volailles, 54,85%
¢taient contaminés (Kagambega et al., 2013). Ce taux de contamination est tres élevé ce qui
nécessite de faire preuve de vigilance aussi bien au niveau de l’aviculture moderne et
traditionnelle. Mais aussi de suivre les recommandations de I’OMS en 2015 «de la ferme a
’assiette» (OMS, 2015). Au total 17 sérovars ont été identifiés, dont Kentucky, Brancaster,
Sandiego, Urbana qui étaient majoritaires. Ces sérovars sont trés fréquemments isolés au
niveau des élevages de poulets au Sénégal (Cardinale et al., 2005 ; Dione et al., 2009) et chez
les selles humaines ; ils peuvent étre a 1’origine de toxi-infection alimentaire. L’étude de la
variation des sérovars en fonction des mois a montré un pic au mois de juin 2013 (période de
chaleur) qui est propice au développement des salmonelles. Ce méme pic a été obtenu avec

les salmonelles d’origine alimentaire et humaine. Salmonella Brancaster a été retrouvé a Keur
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Massar et a Sangalkam et presque tout I’année. C’est un sérovar émergent. Salmonella
Typhimurium était retrouvé au niveau des deux zones. Ce sérovar a toujours était la principale
¢tiologie de toxi-infections alimentaires (Hendriksen et al., 2011 ; Gordon et al., 2008).
L’¢tude de la sensibilité¢ aux antibiotiques des salmonelles d’origine animale a montré que 30
% des souches présentaient une résistance aux quinolones. Ce pourcentage de résistance aux
quinolones est supérieur a cellui retrouvé au niveau humain et en alimentaire. Ce qui montre
que I’utilisation des facteurs de croissance associé¢ aux antibiotiques a un impact majeur sur la
multirésistance des salmonelles. D’ou I’intérét de rationaliser I’utilisation des antibiotiques en
¢levage. Les salmonelles étaient plus résistantes, a la tétracycline et au triméthoprime-
sulfaméthoxazole. Une résistance aux céphalosporines de 1, 2, 3 générations a été noté avec
des pourcentages de moins de 20%. Le sérovar Brancaster €tait résistant aux quinolones et
fluoroquinolones. Quant aux isolats de Sal/monella Kentucky, ils étaient multirésistants
notamment aux céphalosporines de 1, 2, 3 génération, quinolones et fluoroquinolones, a la
tétracycline et au triméthoprime-sulfaméthoxazole et au chloramphénicol. Cette
multirésistance des salmonelles est trés inquiétante, car ce sont des molécules d’antibiotiques
utilisées en derniers recours lors du traitement des salmonelloses humaines séveres (Weill,
2008).

Les salmonelles étaient plus prévalent au niveau alimentaire (53%) et animal (18%) de méme
que la résistance aux quinolones. Ce haut niveau de prévalence des salmonelles en alimentaire
est di @ un manque de respect des régles d’hygiéne lors de I’abattage, la transformation et de
vente des poulets. Actuellement au Sénégal ’aviculture constitue une source d’économie trés
importante. D’ou la nécessité de valoriser ce secteur pour mieux commercialiser les produits.
Il est aussi important de disposer d’abattoirs modernes, des plumeuses mécaniques et que les
acteurs de la commercialisation respectent les chaines de froid pour éviter la prolifération des
salmonelles.

Les sérovars S. Kentucky, S. Senftenberg, S. Brancaster, S. Sandiego, S. Istanbul étaient les
plus fréquemment isolées au niveau des trois secteurs. Au Sénégal Sa/monella Brancaster a
¢été isolée aussi bien dans les selles que chez le poulet (Dione et al, 2009) de méme que le
sérotype Kentucky (Dione et al., 2012).

Actuellement un peu partout dans le monde des salmonelles multirésistants aux antibiotiques
sont isolées chez les humains et en alimentaire par exemple en France Salmonella Kentucky
ST198 qui présentait une résistance a la ciprofloxacine (Le Hello et a/., 2013 ; Barua et al.,

2012). En Ethiopie, Nigéria et au Maroc Sa/monella Kentucky ST198 a été isolée chez les
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poulets et les dindes domestiques et des épices importées en France ou aux USA a partir du
Maroc.

Les professionnels vétérinaires doivent faire preuve de vigilance dans la prescription des
antibiotiques. La prévention et la communication doivent étre prioritairement axées dans les
secteurs en amont des stades de distribution pour assurer la santé des populations.

Pour confirmer cette situation une comparaison génotypique et une étude de la diversité

génétique des salmonelles isolées au niveau des trois secteurs étaient faites.

3. Conclusion

La prévalence des salmonelles était de 5% au niveau selles de patients, 53% pour les
carcasses de poulets et de 18% avec les fientes de poulets. Ce qui atteste un haut niveau de
contamination des salmonelles sur le secteur alimentaire et vétérinaire et un grand risque lié a
la consommation de poulets. Les sérovars les plus fréquents au niveau vétérinaire étaient S.
Kentucky, Brancaster, Sandiego, Urbana. Au niveau des carcasses de poulets Istanbul,
Brancaster, Kentucky, Senftenberg, Give, Llandoff, Sandiego étaient les sérovars les plus
prévalent. Au niveau humain Senftenberg, Brancaster, Kentucky, Sandiego étaient aussi
retrouvés bien qu’on notait sur ce secteur une prédominance de Salmonella Enteritidis. La
prévalence des souches résistantes ¢était de 35% au niveau humain, 75% au niveau
alimentaire et de 56% au niveau vétérinaire attestant un haut niveau de résistance des
salmonelles vis-a-vis des antibiotiques avec les secteurs alimentaire et vétérinaire. La
prévalence de la résistance aux quinolones était de 6% avec les souches d’origine humaine,
21% avec les carcasses de poulets et de 30% au niveau des féces de poulets montrant une
résistance tres €levé des salmonelles vis-a-vis des quinolones et fluoroquinolones au niveau
alimentaire et animal.

Les résultats des CMI étaient >32pg/ml et >256pug/ml sur toutes les souches respectivement
pour la ciprofloxaxine et I’acide nalidixique. Ce résultat prouvait un haut niveau de résistance
des salmonelles vis-a-vis des quinolones.

La conjugaison bactérienne faite sur les souches porteuses des intégrons de classes 1 montrait

que les genes de résistance sont portés par des plasmides.
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I. Matériel biologique
Au total 80 souches de salmonelles isolées des trois secteurs (alimentaire, animal et humain)
ont été sélectionnées en fonction de leurs sérotypes (les plus fréquents) et de leur profil de
résistance (résistance aux quinolones) (annexe 10). Parmi ces 80 souches 14 étaient des

souches d’origine humaine, 32 souches d’origine animale et 34 souches d’origine alimentaire.

I1. Méthodologie
1. Introduction

Dans cette partie du travail, il s’est agi d’étudier les déterminants génétiques de la résistance
aux antibiotiques et de la virulence de souches de salmonelles sélectionnées, isolées des trois
secteurs.

2. Méthodes
2.1 Extraction d’ADN
L'ADN total a été extrait par la méthode chimique QIAamp DNA minikit (QIAGEN, SA,

Courtaboeuf) ou par thermolyse (annexe 3).

2.2 Détection des déterminants génétiques de la résistance

La détection des ¢léments génétiques de la résistance a été réalisée par PCR. La composition
du mélange réactionnel ainsi que le protocole utilisé sont mis en annexe 4.

La liste des primers et les températures d’hybridation sont précisées ci-dessous en fonction du

gene recherché.

2.2.1 Détection des génes de résistance aux quinolones

Les genes qui caractérisent la résistance chromosomique QRDR et plasmidique PMQR des
quinolones ont été recherchée par PCR (tableau XIII). Les amplicons des genes gyr et par
ont été envoyées a Beckman Coulter Genomics (Hope End, Takeley Essex CM226TA, United
Kingdom) pour le séquengage. Le logiciel ChromasPro a été utilisé pour la lecture des
séquences. La recherche d’homologies des séquences était réalisée grace au programme de
recherche BLASTN et BLASTX au National Center for Biotechnology Information (NCBI).

Les séquences ont été alignées avec le logiciel CLUSTALW pour voir les mutations.

g
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Tableau XIII : Liste des amorces pour la recherche des geénes de résistance aux quinolones

Primers Séquence nucléotidique (5°— 3°) Température Taille
d’hybridation attendue
gyrA F: TACACCGGTCAACATTGAGG 62°C 647 pb
R: TTAATGATTGCCGCCGTCGG
2vrB F: TGAAATGACCCGCCGTAAAGG 59°C 309 pb
R: GCTGTGATAACGCAGTTTGTCCGGG
parC F: GTCTGAACTGGGCCTGAATGC 59°C 248 pb
R: AGCAGCTCGGAATATTTCGACAA
parE F: ATGCGTGCGGCTAAAAAAGTG 59°C 289 pb
R:TCGTCGCTGTCAGGATCGATAC
gnrA F: TCAGCAAGAGGATTTCTA 55°C 657 pb
R: GGCAGCACTATTACTCCC
qnrB F : GATCGTGAAAGCCAGAAAGG 55°C 469 pb
R : ACGATGCCTGGTAGTTGTCC
qnrS F : ACGACATTCGTCAACTGCAA 55°C 417 pb
R : TAAATTGGCAACCTGTAGGC
gnrC F-GGGTTGTACATTTATTGAATCG 55°C 307 pb
R- CACCTACCCATTTATTTTCA
qnrD F-TGTGATTTTTCAGGGGTTGA 55°C 520 pb
R-CCTGCTCTCCATCCAACTTC
aac(6’)-1b F-TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA 55°C 482 pb
R-CTCGAATGCCTGGCGTGTTT
gepA F-AACTGCTTGAGCCCGTAGAT 55°C 596 pb

R-GTCTACGCCATGGACCTCAC

2.2.2 Détection des intégrons et des cassettes

Tous les isolats sélectionnés ont été examinés pour la présence du géne de 1’intégrase associé
a une classe d’intégron. Ils ont été testés pour la présence des intégrases de classe 1 (intl1), 2
(intl2) et 3 (intI3) en utilisant spécifiquement les paires d’amorces intlIF/intIR, intI2F/intI2R
et intI3F/intI3R (Tableau XIV).

Tableau XIV: Liste des amorces pour la recherche des intégrons dans les isolats de

Salmonella
Amorces Séquence nucléotidique (5°— 3°) Température Taille
d’hybridation attendue
intll F: ATTTCTGTCCTGGCTGGCGA 58°C 580 pb
R: ACATGTGATGGCGACGCACGA
intl2 F : CACGGATATGCGACAAAAAGGT 62°C 806 pb
R: GATGCAAACGACTGACGAAATG
intl3 F: GCCCCGGCAGCGACTTTCAG 62°C 1200 pb

R:ACGGCTCTGCCAAACCTGACT

.
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F : forward (sens); R : reverse (anti-sens)

La détection de la région 3” des intégrons de classe 1 a été réalisée avec les couples d’amorces

ofr4/sull et orf6/sul3. Ensuite, les amorces 36854/36855, 36854/sullet 36854/36856 ont été

utilisées pour détecter la région variable des intégrons de la classe 1. D’autres amorces ont été

utilisées pour caractériser la région 3’ (Int7S/satl) et les cassettes (Hep51/dfrl ; Hep74/Sat2

aadAl-F/aadAl-R) de la région variable des intégrons de classe 2 (tableau XV). Les produits

de PCR de la région variable des intégrons de classe 1 étaient séquencés afin de déterminer

I’agencement des cassettes au sein de I’intégron (tableau XV). L’agencement des cassettes au

sein de I’intégron était déterminé grace au programme de recherche BLASTN et BLASTX au

National Center for Biotechnology Information (NCBI).

Tableau XV: Liste des amorces pour la caractérisation des intégrons de classes 1 et 2

Amorces Séquence nucléotidique (5°—3") Température
d’hybridation
ORF4 CAAACTATCAGGTCAAGTCTGCTT
Sull GTCCGACATCCACGACGTCTGATC
ORF6 GTCGCTGCAACTCGCGACT
Sul3 CCTGGAGATCTGCGAAGCGCAATC 58°C
36854 GGCATGCAAGCAGCAAGCGCGTTA
36855 AACCGAACTTGACCTGATAGTTTG
36856 GAGCAATTATGTGCTTAGTGCA
INT7S TGCCCTGCGTAAGCGGGTGTGGGCGGACA
Satl AGTCGCGCACAGTCTCATCGA
Hep74 CGGGATCCCGGACGGCATGCACGATTTGTA
Hep51 GATGCCATCGCAAGTACGAG
dfrl TGAATCAATGGGAGCATTAC
Sat2 TCGATGAGACTGTGCGCGACT 62°C
AadAl-F  TATCAGAGGTAGTTGGCGTCAT
AadA1-R  GTTCCATAGCGTTAAGGTTTCATT

o
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2.3 Détection des déterminants génétiques de la virulence des salmonelles

2.3.1 Introduction

Dans cette ¢tude les différents facteurs de virulence étaient recherchés chez les salmonelles
issues des trois secteurs. Une comparaison des souches au niveau des trois secteurs ¢était faite
pour déterminés les souches les plus virulentes.

2.3.2 Détection des genes de virulence

Les genes de virulence des salmonelles sélectionnées étaient recherchés par PCR en point
final (tableau XVI).

Protocole

La composition du mélange réactionnel ou Mix est la méme qu’avec les génes de résistance
voir chapitre 1.

L’amplification génique est faite dans un thermocycleur (2720 thermal Cyber Applied
Biosystems), avec les parametres suivants : 5 mn de pré dénaturation a 94°C suivie de 30
cycles de [1 mm a 94°C ; 1 mm (température d’hybridation varie en fonction des genes
(tableau XIX) ; 1 mm a 72°C] et une incubation finale a 72°C pendant 10 mn.

Les conditions de migrations et de lecture sont les méme que pour les génes de résistances.

Tableau XVI: Liste des amorces utilisées pour la recherche des génes de virulence

Amorces Séquence nucléotidique (5°—3") Taille  Ilot de Tm
attendue  pathogénicité
invA I-TGCCTACAAGCATGAAATGG . .
450pb Géne Invasif  58°C
2-AAACTGGACCACGGTGACAA
sopB F-CGGACCGGCCAGCAACAAAACAAGAAGAAG
220 pb SPI-1 55°C
R-TAGTGATGCCCGTTATGCGTGAGTGTATT
spiC I-CCTGGATAATGACTATTGAT
301 pb SPI-2 54°C
2-AGTTTATGGTGATTGCGTAT
misL I-GTCGGCGAATGCCGCGAATA
561 pb SPI-3 60°C
2-GCGCTGTTAACGCTAATAGT
orfL I-GGAGTATCGATAAAGATGTT
332 pb SPI-4 60°C
2-GCGCGTAACGTCAGAATCAA
pipD  1-CGGCGATTCATGACTTTGAT
399 pb SPI-5 56°C
2-CGTTATCATTCGGATCGTAA
SpvR  1-CCCCGGGAATTCGCTGCATAAGGTCAGAAGG Facteur de
890 pb 47°C

2-CCCCGGGATCCATGGATTTCTTGATTAATAAA pathogénicité

Tm : température d’hybridation
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II1. Résultats, discussion et conclusion

A. Résultats

1. Caractérisation des intégrons
- Intégrons de classe 1

Tous les isolats de la collection ont été examinés par PCR pour la présence des intégrases
associées aux intégrons de classe 1, 2 et 3. Les PCR ont identifi¢é 26 isolats portant des
intégrons de classe 1 (33%, 26/80), parmi ces 26 isolats, 6 étaient des souches d’origine
humaine, 8 d’origine animale et 13 d’origine alimentaire. 18 souches sur ces 26 isolats étaient
positives a la détection de la région 3° (orf4/sull, sull (F/R)) (figure 28) dont 2 souches
humaines, 8 alimentaires et 8§ animales ; 11 souches avaient la région variable (36854/36855)
dont 3 souches animales et 8 souches alimentaires (figure 25). Le séquencage a permis de

déterminer I’agencement des cassettes présentes au sein de la région variable (tableau X VII).

Tableau XVII : Profil de résistance des souches et cassettes au niveau des intégrons de
classe 1

Origine Sérovars Profils Cassettes intl
Animal

Sal9 Brancaster ~ TE dfrAl5

Sal19 Kentucky SXT-TE-C dfrAl5

Sal75 Kentucky AM-TIC-CF-FOX-CTX-AMC-CAZ-GM-NA-TE-NOR-CIP aacCAS, aadA7
Alimentaire

L20 Kentucky NOR-CIP-NA-SXT-TE dfrAl5

L27 Senftenberg AMX-GM-NOR-TIC-CIP-NA-TE aacCAS5,aadA7
L28 Kentucky AMX-GM-NOR-TIC-CIP-NA-TE aacCAS,aadA7
L30 Benfica NOR-CIP-NA-TE dfrd7

L32 Abony NOR-CIP-NA-SXT-TE dfrA7

L34 Brancaster =~ NOR-CIP-NA-TE dfrA7

L39 Kentucky NOR-CIP-NA-TE dfrd7

L204 Kentucky AMX-GM-NOR-TIC-CIP-NA-TE aacCAS5,aadA7

aacCA5 : code la résistance a la gentamicine

aadA7 : code la résistance a la streptomycine et a la spectinomycine
dfrA15 : code la résistance au triméthoprime

dfrA7 : code la résistance au triméthoprime

3
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- Intégrons de classe 2 :
L’intégron de classe 2 a été retrouvé dans deux isolats d’origine animale (3%), sérovar.
Kentucky et Kaapstad. Nous avons retrouvé 1’organisation classique des intégrons de classe 2

(dfrAl-sat-aadAl).

- Intégrons de classe 3 :

Aucun intégrons de classe 3 n’a été détecté dans les 80 isolats.

2. Détection des génes de résistances aux quinolones
Les geénes de résistance aux quinolones ont été détectés par PCR. Les isolats ont été positifs a
la détection des geénes de :

- Résistance chromosomique QRDR gyr4 (78%,), gyrB (58%), parE (95%), parC (4%),

- Résistance plasmidique PMQR, gnrB (57%), gnrS (4%), gnrC (1%), gnrD (1%),

aac(6’)-Ib (1%).

Le geéne gyrd a été détecté sur 12 souches humaines, 20 souches animales et 30 souches
alimentaires. Quant au geéne gyrB, il a été retrouvé chez 13 souches animales et 33 souches
alimentaires. Les PCR pour la détection du géne parE ont été négatifs que pour 3 souches
humaines. Par contre, le géne parC n’a été retrouvé que chez trois souches de Salmonella
sérovars Istanbul, ces souches étaient d’origine alimentaire (figure 23). Le géne gnrB a été
retrouvé chez une souche humaine (Sa/monella Poona) qui présentait une résistance aux
céphalosporines de 3™ génération mais pas aux quinolones, 17 souches vétérinaires et 27
souches alimentaires. Le géne gnrS a été détecté sur deux souches d’origine alimentaire, ces
souches étaient des sérovars pas tres fréquents (Gera, Farsta). gnrC a été détecté chez une
souche de Salmonella Enteritidis d’origine humaine qui présentait une résistance aux
quinolones et fluoroquinolones. Quant a 1’aac(6’)-1b il a été¢ détecté chez une souche de
Salmonella Ruzizi d’origine alimentaire résistante aux quinolones et fluoroquinolones (figure
24). Le gnrD a été retrouve chez une souche alimentaire (figure 25).
Aucun isolat n’a était positif pour le gnr4 et le gepA.
Les gyr et par ont été séquencés pour rechercher les mutations. Les mutations ont été
retrouvées au niveau du géne gyrB (figure 26, tableau XVIII) et du géne parE (figure 23).
Les mutations les plus fréquentes sur le géne gyrB étaient la substitution du (Leu-Pheu n=11),
(Pro-Ser n=4), (Ala-Thr n=2), (Agr-Gly n=2), (Asn-Asp n=2). Les résistances vis a vis des
quinolones et fluoroquinolones ont ¢été¢ observées sur les souches d’origine animale et

alimentaire avec des CMI de >32pg/ml et de >256ug/ml, respectivement pour la ciprofloxaine

.
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Les sérovars Brancaster et Gera d’origine alimentaire présentaient des mutations a la fois au

niveau du geéne gyrB et du géne parE. Les deux sérovars avaient plus de quinze points de

mutations. Ces sérovars étaient intermédiaires a NA et résistants a la CIP avec des CMI de

CIP>32ug/ml et de NA>256ug/ml ce qui prouvait un haut niveau de résistance de ces

salmonelles aux quinolones et aux fluoroquinolones. Ces souches mérites d’étre étudiées

ultérieurement pour mieux comprendre la cause de ces mutations et les conséquences du point

de vue épidémiologique (tableau XIX).

Tableau XVIII : Mutations du géne gyrB

CMI Phénotypes
Origine Numéro Sérovars Mutations du géne gyrB NAL cip  NAL CIP
Sal39  Sandiego Pro-25-149-235-Ser >256 >32 R R
Lys-91-Glu, Ser-220-Arg, Ala-265-Thr, =192 =0,19 R
Animal Sal44  Urbana GIn-34-Stop
Sal45  Kentucky Leu-256-Phe >256 >32 R R
Sal 54  Kentucky Leu-250-Phe, Ala-244-Thr, Ser-191-Ala >256  >32 R R
Sal82  Urbana Leu-250-Phe >256 =0,125 R R
Sal20  Brancaster Agr-33-Gly >32 >32 R R
Pro-25-Ser, Ile-23-Val, Val-210-Ile, R R
Sal40  Chester Ala-207-Thr >256  >32
L2 Ruzizi Leu-264-Phe, >256  >32 R R
L8 Hadar Leu-250-Phe >256 >32 R R
L28 Kentucky Tyr-261-Ile >256 >32 R R
Alimentaire L30 Benfica Leu-260-Phe >256  >32 R R
L51 Brancaster Arg-31-Ser, Asn-25-Asp, Lys-85-Glu >256  >32 R R
L55 Brancaster Leu-264-Phe >256 >32 R R
L58 Brancaster Leu-264-Phe >256 >32 I R
Leu-258-Phe, Arg-16-Gly, Asn-172-196-Asp Stop- >256  >32 R R
L70 Kentucky 46-31-Arg
Leu-162-Phe, Asn-171-196-Asp, Tyr-260-1le Stop- >256  >32 I R
L141  Gera 45-30-Leu, Stop-105-Gln
L204  Kentucky Leu-263-Phe, Thr-257-Ala >256 >32 R R
L271  Istanbul Leu-258-Phe, Ser-463-Tyr >256 >32 R R

.
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Tableau XIX : Mutations du geéne parE

CMI Phénotypes

Origine | Numéro Sérovars Mutations du géne parE NAL CIP NAL CIP

L4l  Gera Ala -28- Thr, Gly-104-206-224-Arg , =256 =32 1 R
Stop-86-245-Gly ; Agr-215-Stop,
Pro-131-Ser, Leu-89-Phe, Ser-212- Ala,
Cys-92-Gly, Ser-209- Gly, Stop-125-Arg,
Tyr-167-His, Val-128-Ile, Ile-101-Phe,
Asn-51-Ile, Leu-18
Alimentaire
L58  Brancaster Ala —35-56-98-Thr, Arg-92-212-194-Gly, >256  >32 | R
Gly-74-233-Stop, Tyr-28-Leu, Thr-17-Ala,
Leu-6, Stop-45-151-Gln, Stop-203-Arg,
Gly-68-Arg, Gly-80-Cys, Ile-40-Asn,
Phe-89-Ile, Phe-77-Leu, Asp-51-His,
Ser-119-Pro, Ile-116-Val, His-154-Tyr,
Arg-113- Stop, Ala-200-Ser, Gly-197-Ser

CIP : ciprofloxacine, NAL : acide nalidixique, R : Résistant, I : intermédiaire

CMI : concentration minimale d’inhibition

Lys : Lysine ; Pro : Proline ; Ser : Serine ; Glu : Acide glutamique ; Arg : Arginine ; Ala : Alanine ;
Thr : Threonine ; Gln : Glutamine ; Leu : Leucine ; Phe : Phenylalanine ; Gly : Glycine ;

Pro : Proline ; Ile : Isoleucine ; Val : Valine ; Asn : Asparagine ; Tyr : Tyrosine ; Asp : acide
aspartique ; His: histidine ; Cys : Cytosine

mq (pb)

ParC(400 pb)

v

Cassettes int!
(1200pb) —*
400 —» <«—— ParE (300 pb)

Figure 23 : Bande des genes ParC, ParE, intl]

.
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mq(pb)

600 aac(6’)-Ib (482 pb)

400

Figure 24 : Bande du gene aac(6°)-1b

mq(pb)

600

400 gnrD (520 pb)

Figure 25: Bande du géne gnrD

mq(pb)

4
00 —» <«—— gyrB (309 pb)

400 —» “ Orf4/sull (400 pb)

Figure 26 : Bande des genes gyrB et orf4/sull

Mg=marqueur de taille ; pb= paire de base
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3. Détection des genes de virulence

Les facteurs de virulence ont été recherchés par PCR sur les 80 souches sélectionnées. Les
genes de virulence invA, pipD, orfL, misL, sopB ont été détectés sur toutes les souches a
I’exception de trois souches alimentaires et de deux souches animales qui n’avaient pas les
genes misL, sopB. Le geéne spiC a ¢€té retrouvé sur toutes les souches animales et quatre
souches alimentaires. Le géne spvR a été retrouvé sur trois souches de Salmonella Enteritidis

d’origine humaine et une souche de Sa/monella Nitra d’origine vétérinaire (figure 27).

s s men~aem s .
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Figure 27: Résultats des PCR positives pour les facteurs de virulence OrfL, invA, pipD, spvR

Mg=marqueur de taille des fragments d’ADN (200pb) ; pb= paire de base

4. Comparaison des génes de résistance et de virulence des salmonelles au niveau des
trois secteurs

Les salmonelles d’origine humaine avaient les intégrons de classe 1, les génes gyr4 et parE.
Seule une souche de Salmonella Enteritidis présentant une résistance aux quinolones avait le
gene gnrC. Les facteurs de virulence invA, spvR, orfL, pipD, misL, sopB étaient retrouvés
surtout chez les souches sauvages. Ce qui montrait que les salmonelles d’origine humaine
étaient trés virulentes mais peu résistantes. Par contre, les salmonelles d’origine animale
possédaient les intégrons de classe 1 et 2 ainsi que les génes de résistance aux quinolones, de
méme que les facteurs de virulence invA4, spiC, orfL, pipD, sopB, misL. Ce qui attestait que les
salmonelles d’origine animale étaient aussi bien résistantes que virulentes. Ceci suggere un

risque réel pour la santé publique en cas de transmission de ces souches a I’homme.
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Concernant les salmonelles d’origine alimentaire nous avons retrouvé des intégrons de classe
1, les genes gnrB, qnrS, aac(6)-1b, gyrA, gyrB, parC et parE. On a noté une absence de
certains genes de virulence spiC ; prouvant que ces salmonelles étaient plus résistantes mais
moins virulentes que les salmonelles d’origine animales (tableau XX).

L’analyse de la variance avec le logiciel R a montré une différence significative entre le
nombre moyen de geéne de résistance présent selon 1’origine (P = 1.67e-12).

La comparaison entre I’origine humaine et animale n’est pas significative.

Avec les geénes de virulence 1’analyse de la variance a montré une différence significative
entre le nombre moyen de geéne de virulence présent selon 1’origine (P = 5.52¢-13).

Seule la comparaison entre I’origine humaine et animale n’est pas significative.

<



Tableau XX: Répartition des déterminants génétiques de la résistance et de la virulence des salmonelles au niveau humaine, animale et alimentaire

Origine

Phénotypes de résistance

Déterminants génétique
de la résistance

Déterminants génétique
de la virulence

Sérovars

Humaine/ selles
de patients

Alimentaire /
Carcasses de
poulets

SXT n=2
CF-TE n=1
GM-SXT-TE=1

GM-NOR-CIP-NA=1
NOR-CIP-NA-SXT-TE n=1
SXT-TE n=4

AMX-CTX-GM-TIC-AMC-CF-CAZ-SXT-C n=1

TE n=7

SXT n=2

SXT-TE n=2

SXT-TE-C n=1
AM-TIC-TE-SXT=1
NA-TE-NOR-CIP-SXT n=8
NOR-CIP-NA n=2

AM-FOX-NA-NOR-CIP-C n=1
AM-TIC-CF-FOX-CTX-AMC-CAZ-NA-TE-NOR-CIP n=1
AM-TIC-CF-FOX-CTX-AMC-CAZ-GM-NA-TE-NOR-CIP-SXT n=1
AM-TIC-CF-FOX-CTX-AMC-CAZ-GM-NA-TE-NOR-CIP n=1

TE n=1
SXT-TE n=1
NOR-CIP-Na n=1

NOR-CIP-NA-SXT-TE n=15
NOR-CIP-NA-TE n=1
NOR-CIP-NA-TE n=5

AMX-GM-NOR-TIC-CIP-NA-TE n=4
AMX-NOR-AMC-CIP-NA-FOX-TE n=1
AMX-GM-NOR-TIC-CIP-NA-TE n=1
AMX-NOR-CIP-CF-SXT-FOX-TE n=1
NOR-TIC-AMC-CIP-CF-NA-SXT-TE-C n=1

intl,
intl,
intl,

parE, gnrC,
gyrd, parE
intl, qnrB,

Intl, gnrB,
qnrB,
Intl, gnrB,
Intl,
Intl, gnrB,
int2, gnrB, gyrB, ParE
qnrB, gyrB, ParE
gyrB, ParE
gnrB, gyrB, ParE
intl, int2, qnrB, gyrB, ParE
Intl, gnrB, ParE

gnrB, gyrB,
qnrB,
qnrB, gyrB,
gnrB, gyrB, ParC, ParE
aac(6’)-1b
qnrB, qnrS, gyrB, parE
intl, gnrB, gyrB, qnrD, ParE
intl, gnrB, gyrB, ParE
intl, gnrB,qnrS, gyrB, ParE
intl, qnrB,, gyrB, ParE
intl,qnrB,gyrA, gyrB, ParE
gnrB, gyrB, ParE

invA, orfL, pipD, sopB, misL
invA, orfL, pipD, sopB, misL
invA, orfL, pipD, sopB, misL
invA, spvR,orfL,pipD,
sopB, misL
invA, spvR,orfL,pipD,
sopB, misL
invA, orfL, pipD, sopB, misL
invA, orfL, pipD, sopB, misL

invA, spiC, orfL, pipD, sopB,misL
invA, spiC, orfL, pipD, sopB,misL
invA, spiC, orfL, pipD, sopB,misL
invA, spiC, orfL, pipD, sopB,misL
invA, spiC, orfL, pipD, sopB,misL
invA, spiC, orfL, pipD, sopB,misL
invA, spiC, orfL, pipD, sopB,misL
invA, spiC, orfL, pipD, sopB
invA, spiC, orfL, pipD, sopB,misL
invA, spiC, orfL, pipD, sopB,misL
invA, spiC, orfL, pipD, sopB,misL

invA, orfL, pipD, sopB, misL
invA, orfL, pipD, sopB, misL
invA, orfL, pipD, sopB, misL

invA, spiC, orfL, pipD, sopB,misL
invA, orfL, spic, pipD,sopB, misL
invA, orfL, pipD, sopB, misL

invA, orfL, pipD, sopB, misL
invA, orfL, pipD

invA, spiC, orfL, pipD, sopB, misL

invdA, orfL, pipD
invA, orfL, pipD, sopB, misL

Senftenberg, Corvallis
Chester
Kentucky

Enteritidis

Enteritidis
Brancaster, Somone, Baildon
Poona,

Brancaster,Kentucky
Brancaster, Chester
Brancaster
Kentucky

Kaapstad

Sandiego,Urbana, Brancaster, Chester

Urbana, Offa
Offa
Kentucky
Kentucky
Kentucky

Hadar
Kentucky
Kentucky

Istanbul, Ruzizi, Yeerongpilly,Kentucky,

Abony, Benfica, Sandiego, Hadar,
Farsta

Kentucky, Brancaster
Senftenberg, Kentucky, Brancaster
Gera

Kentucky

Ouakam

Senftenberg
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B. Discussion
Les intégrons de classe 1, 2, 3 ont ¢été recherchés sur tous les isolats sélectionnés pour la

caractérisation moléculaire. L’intégron de classe 1 était détecté en majorité (33%) suivi des
intégrons de classe 2 (%) et les intégrons de classe 3 ne sont pas représentés. Ces résultats
viennent alors confirmer ceux d’études antérieures qui stipulent que les intégrons de classe 1
sont majoritairement représentés chez les entérobactéries suivi des intégrons de classe 2
(Barlow, 2004). L’intégron de classe 1 et les cassettes dfr et aad ont été caractérisés au Japon
chez des souches de Sa/monella non typhiques (Ashraf et al., 2004).

Le séquencage de la région variable des intégrons de classe 1 a permis de détecter trois types
de cassettes dfr (dfrA7, dfrAl5), aacCAS5, aadA7 ; ces génes codent respectivement pour la
résistance a la trimethoprime, a la gentamicine, streptomycine et spectinomycine. Les
salmonelles d’origine humaine n’avaient que le géne de l'intégrase qui n’avait pas de
cassettes.

La résistance aux sulfaméthoxazole-triméthoprime est associée aux intégrons de classe 1 en
raison de la présence fréquente d’une cassette df et du géne sull de la région 3’ retrouvé au
niveau de 1’étude. Ce lien a été souligné par une étude sur les entérobactéries (Dahmen et al.,
2010).

Les intégrons de classe 2 sont associés au transposon Tn7 et ses dérivés (Ahmed et al., 2012 ;
Gassama-Sow et al., 2006). Dans notre étude, des intégrons de classe 2 (genes dfrAl-sat-
aadAl) ont été¢ identifiés dans deux isolats d’origine animale et 1’un d’eux contenait
également un intégron de classe 1. Il a été décrit que la coexistence de ces deux classes
d’intégrons laisse supposer qu’ils ont intégré un méme geéne et confére a ces souches un
niveau de résistance élevé (Gassama-Sow et al, 2010). Des intégrons de classe 2 ont
¢galement ¢été identifiés chez des salmonelles isolées de volailles au Japon (Ahmed et al.,
2009), des Salmonella isolées d’animaux aux Pays-Bas (van Essen-Zandbergen et al., 2007)
et dans une souche de Sal/monella isolée d’un poulet malade en Egypte (Ahmed et al., 2012).
Par ailleurs en Brasil, un intégron de classe 2 a été identifié dans un isolat de Salmonella qui
contenait également un intégron de classe 1 (Peirano et al., 2006).

En effet, au-dela de I’antibiorésistance, les intégrons seraient des structures permettant
I’adaptation des bactéries a leur environnement par I’acquisition de geénes indispensables a
leur survie (Ploy et al., 2005 ; Cambray et al., 2010).

En plus des intégrons les supports génétique de la résistance des salmonelles aux quinolones

ont été recherchés. La résistance aux quinolones était du a une mutation des genes au niveau
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chromosomique (QRDR) mais actuellement ont note une émergence des geénes gnr

responsable de la résistance plasmidique aux quinolones (PMQR). Dans cette étude les
souches présentaient des résistances a I’acide nalidixique (CMI >256 pg/ml; n=20) et a la
ciprofloxacine (CMI >32 pg/ml ; n=18). Cette résistance des salmonelles aux quinolones a été
observée au niveau national (Sambe-Ba et al., 2013 ; Fall-Niang et al., 2013) et international
(Angulo et al., 2000). Les isolats ont été positifs a la détection des génes de la résistance
plasmidique. Le gnrB (57%) était détecté en majorité quand au gnrS (4%), gnrC (1%), gnrD
(1%) et I’aac (6°)-Ib (1%) ils n’étaient pas trés fréquemment détectés. Les gnrA et le gepA
n’ont pas €té détectés chez les isolats. Ce pourcentage ¢levé de souches portant le géne gnrB
pose un probléme majeur de santé publique car c’est un geéne transférable. Le géne gnrB était
le plus fréquemment détecté. Contrairement a une étude faite en Iran ou gnrd (25,8%) était
majoritaire suivi de gnrB (1,7%) et de gnrS (1,7%) (Saboohi et al., 2012).

Au Danmark il a été rapporté que la résistance de salmonelles telle que Sa/monella Enteritidis
aux quinolones a augmenté prés de dix fois en cinq ans. Ces résultats indiquaient que
I’utilisation des quinolones en médecine vétérinaire était la cause (Molbak et al., 2002).

En Turquie une étude était faite sur le niveau de la résistance plasmidique des quinolones des
souches de salmonelles isolées des carcasses de poulets. Tous les isolats étaient négatifs a la
détection des genes gnrA, gnrB et aac(6’)-1b-cr, seulement deux souches étaient positives au
gnrS (Zafer et al., 2014). gnrD et gnrC ne sont pas trés fréquents. gnrD a été mis en évidence
récemment en Chine & Henan en 2008 chez une souche de Salmonella Kentucky d’origine
humaine (Cavaco et al., 2009).

Le mécanisme de résistance chromosomique aux quinolones (QRDR) a été mis en évidence
par le séquencage des gyr et par pour détecter les mutations. Les mutations ont été observées
au niveau du géne gyrB et du gene parE et avec pour conséquence une résistance aux
quinolones et fluoroquinolones. Ces résultats sont différents de ceux observés par Liebana et
al., (2002) qui avaient rapporté des mutations au niveau du gyr4 et du parC. Cette différence
pourrait étre d’ordre géographique. La variation peut étre due aux quinolones et les
fluoroquinolones utilisés en médecine humaine et vétérinaire et aussi au mécanisme
d’adaptation due a la pression de sélection de certains fluoroquinolones. Les mutations du
geéne gyrB avec substitution du Leu-258-Phe et Ser-463-Tyr ont été observées chez
Salmonella Typhimurium par Gensberg K et al., (1996). Une diminution de la sensibilité a la
ciprofloxacine des souches de salmonelles non typhiques isolées des humains a été révélée par
une ¢tude multicentrique faite a Taiwan (48,1%), a la Thailande (46,2%), au Corée (36,5%), a
Singapour (24,5%), aux Philippines (14,9%), au Sri Lanka (8,0%) et a Hong Kong (7,1%)
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(Lee et al., 2009). Au niveau national, la résistance des salmonelles aux quinolones a été
observée par Dione et al., 2012. Les fluoroquinolones sont des antibiotiques de derniére
recours pour le traitement des salmonelloses notamment avec les souches productrices de
BLSE. Trois sérovars de Salmonella Istanbul d’origine alimentaire avaient le gene parC et
¢taient résistantes aux quinolones. Une émergence de souches multiréstantes aux quinolones
et fluoroquinolones telle que Salmonella Gera et Salmonella Brancaster a été observée. Ces
souches émergentes méritent d’étre étudiées ultérieurement pour mieux comprendre leur
cause et la conséquence de leur présence dans le secteur alimentaire. Ces résistances sont trés
préoccupantes d’ou la nécessité de continuer la surveillance de [’antibiorésistance des
salmonelles au niveau humain, alimentaire et animal et une modération de la prescription des
antibiotiques au niveau vétérinaire.

Les facteurs de virulence ont été mis en évidence. Les génes de virulence invA, pipD, orfL,
misL, sopB ont été détectés sur 95% des souches. La détection du gene invA concorde avec le
résultat d'autres auteurs (Gassama et al., 2004, Oliveira et al., 2003) qui ont constaté que ce
gene est une bonne cible pour détecter les salmonelles. Peterson et al ont aussi indiqué que ce
gene a €té utilisé en tant que marqueur génétique pour les Sa/monella pathogenes. Alors que
la plupart des souches de Sa/monella contiennent le gene invA, le géne de virulence associé au
plasmide spv a une distribution limitée (Fluit, 2005). De plus, Oliveira et al ont précisé que les
genes spv ne sont pas présents dans tous les isolats et ne sont donc pas des cibles appropriées
pour la détection spécifique du sérotype Enteritidis. Toutefois, dans notre étude, le spvR a été
caractérisé sur trois souches S. Enteritidis d’origine humaine et une souche de S. Nitra
d’origine aviaire.

En 2013, une ¢étude a déterminé une gamme de genes de virulence parmi des souches non
typhiques isolées a partir de différentes régions géographiques (Malaysie, Indonesie,
Papouasie, Nouvelles Guinée et Chili) entre 1983 et 2007. Quinze geénes dont invA4, spiC, orfL
et pipD ont été trouvés dans toutes les souches. Le typage de la virulence est une méthode de
criblage rapide pour identifier le profil des génes de virulence dans les souches de Salmonella,
permettant ainsi d'améliorer la compréhension des risques potentiels pour les infections
humaines et animales (Elemfareji et al., 2013). Au Sénégal et en Gambie, des associations
significatives ont été trouvées entre la présence des geénes de virulence (orfL ; pipD) et la
résistance a des antibiotiques couramment utilisés. Ces associations pourraient étre expliquées
par les mécanismes impliqués dans la pathogenicité et I'acquisition de genes de résistance par
Salmonella (Martinez et al., 2002, Dione et al., 2011). Les déterminants génétiques des geénes

de résistance aux antibiotiques et de virulence peuvent étre hébergés par le méme élément
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transférable (Carattoli, 2003) comme le SGII (Targant, 2010) ce qu’implique qu’il existe une
association entre la résistance aux antibiotiques et la virulence. Cette association pourrait
avoir un impact sur la propagation de souches résistantes. Par conséquent, la recherche de
genes de virulence et de résistances serait utile pour mieux comprendre la pathogénicité de
Salmonella.

La comparaison des geénes de virulence et de résistance au niveau des trois secteurs montre
que les souches d’origine humaine étaient virulentes et non résistantes. Par contre les souches
alimentaire et animale étaient résistantes et virulentes. Ce qui peut étre due par une utilisation
abusive des antibiotiques en médecine vétérinaire favorisant 1’émergence de souches
multirésistantes. Ces souches multirésistantes peuvent parvenir a [’homme par Ila
consommation aliments contaminés par les salmonelles ; c’est le cas de Salmonella enterica
sérovar Keur Massar (Gassama et al., 2004) retrouvé en méme temps chez ’homme et le
poulet, Salmonella Kentucky ST198 CIPR isolées chez les humains et en alimentaire (Le
Hello et al, 2013). Actuellement la plupart des salmonelles comme le Salmonella
Typhimurium DT104 (Mather, 2013) ont 1’élément génétique SGI1 ce qui leur confére un
haut niveau de résistance. Une des questions principales qui se pose concernant SGI1 et les
¢léments génétiques de la résistance est de savoir s’ils possedent la capacité a conférer un
phénotype d’hyper virulence aux souches qui le portent. Une étude menée par Varma et al. en
2005 montre que les infections causées par des souches Salmonella multirésistantes sont
associées a une augmentation du taux d’hospitalisation en comparaison avec les infections
causées par les souches Salmonella sensibles (Varma et al., 2005). Ceci confirme les résultats
d’autres études qui avaient montré que les infections causé€es par les souches Salmonella
résistantes étaient plus souvent associées a des hospitalisations, des septicémies et parfois
méme a la mortalité (Mather, 2013). Cependant, il n’est pas encore prouvé que cette
augmentation du taux de mortalité soit liée a une hypervirulence des souches contenant SGI1.
Elle peut simplement étre causée par les échecs thérapeutiques engendrés par 1’utilisation
d’antibiotiques inadéquats. Ainsi, d’autres études semblent nécessaires afin de conclure sur le
role de la résistance dans la virulence des souches.

Comme la majorité des souches de salmonelles résistantes aux antibiotiques sont toujours
associées a des infections plus graves (septicémiques) et a un taux d’hospitalisations plus
¢élevé, il serait capital d’accentuer la surveillance de I’utilisation des antibiotiques, notamment
en médecine vétérinaire, dans le but de prévenir I’augmentation des résistances aux molécules
récentes. Il est important de mener une enquéte formelle sur I’utilisation des antibiotiques

dans les élevages avicoles.
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C. Conclusion
Les 80 souches de salmonelles sélectionnées présentaient des résistances aux

quinolones. Cette résistance était codée par les génes gnr, I’aac(6’)-1b-cr et des mutations au
niveau du géne gyrB et le géne parE. Les intégrons de classe 1 et 2 ont été détectés sur les
isolats. La présence des génes transférables et les intégrons qui sont des systémes de capture
et d’insertion de cassettes favorisent la diffusion des ¢léments génétiques de la résistance au
niveau des salmonelles voir méme aux autres bactéries entéropathogeénes. Les isolats
possédaient des supports génétiques de la virulence surtout avec les souches d’origine

humains.
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RECOMMANDATIONS

I1 faut lutter contre la contamination par les salmonelles par I’hygiéne a tous les maillons de la
chaine (ferme-marché).
Au niveau vétérinaire, il est important que les €léveurs suivent le guide de 1’¢élevage pour
¢viter la prolifération des salmonelles.
Il serait capital d’accentuer la surveillance de ’utilisation des antibiotiques, notamment en
médecine vétérinaire, dans le but de prévenir I’augmentation des résistances aux molécules
récentes. Il est important de mener une enquéte formelle sur 1’utilisation des antibiotiques
dans les élevages avicoles.
11 faut avoir une étude de tracabilité¢ des fermes au marché.
11 est important de mettre en place des abattoirs de volailles répondant aux normes d’hygiene.
I1 faut une prise de conscience trés importante des autorités (services vétérinaires, ministére
de I’¢levage et du commerce), des éleveurs et de méme que les consommateurs des
réalisations sont en cours pour prendre en charge la problématique des salmonelles.
Pour leur contrdle, il est important de mettre en place :

- Un plan de surveillance des salmonelles «de la ferme a I’assiette».

- Un réseau de surveillance de la résistance aux antibiotiques;

- Une réglementation adaptée et applicable;

- Une pression de controle suffisante des services vétérinaires;

- Une information, éducation et sensibilisation des acteurs de la filiere sur les risques

sanitaires.

En 2015 ’OMS a recommandé cinq conseils pratiques (5 clefs pour des aliments plus sirs),

simples mais essentiels pour se prévenir des maladies d’origine alimentaire.
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Conclusion générale et perspectives

Cette ¢étude a permis de mettre en place un systeme de surveillance intégrée et efficace
permettant le recueil de données sur les salmonelles a toutes les étapes de la chaine de
production aviaire mais aussi a partir de patients présentant des signes de diarrhée.

A notre connaissance, il s’agit de la premiére étude réalisée dans la méme période dans les
secteurs humain, animal et alimentaire.

La prévalence des salmonelles était extrémement €levée au niveau des carcasses de poulets
(53%) et des féces de poulets (18%), mais reste encore faible au niveau humaine (5%). Cette
situation pourrait résulter des conditions précaires d’élevage et d’abattage, liées le plus
souvent au non respect les normes d’aviculture mais aussi aux mauvaises pratiques d’hygiene
lors de la vente des poulets a Dakar ou la chaine de froid fait parfois défaut. Ce qui nous
ramene a faire preuve de vigilance au stade de la production et de la vente de poulets. 11 est
important de suivre les recommandations de I’OMS en 2015 sur la sécurité sanitaire des
aliments «de la ferme a I’assiette». Actuellement au Sénégal 1’aviculture constitue une source
d’emplois trés importante. D’ou la nécessité de valoriser ce secteur pour mieux
commercialiser les produits.

L’étude de I’antibiorésistance et de la diversité génétique des salmonelles ont permis d’avoir
une vue d’ensemble sur la distribution des sérovars au niveau des trois secteurs et leur profil
de résistance. Ainsi, S. Kentucky, S. Brancaster, S. Senftenberg, S. Sandiego, S. Istanbul
¢taient majoritaires avec un pic d’apparition en période de chaleur (Juin-Juillet) qui est
propice a leur croissance. Les salmonelles d’origine alimentaire étaient plus résistantes avec
en particulier un fort taux de souches résistantes aux quinolones et aux fluoroquinolones.
Cette multirésitance peut €tre due a la présence d’¢léments génétiques telle que SGII1 qui est
un ¢élément mobile intégratif. Il est possible que 1’on retrouve ces €léments génétiques dans
I’avenir dans d’autres espéces bactériennes pathogenes. La présence de plusieurs génes de
résistances aux antibiotiques sur un support commun augmentant ainsi la probabilité d’échec
thérapeutique.

Les professionnels vétérinaires doivent faire preuve de vigilance aussi bien dans la
prescription que dans [’utilisation de ces antibiotiques. La prévention et la communication
doivent étre prioritairement axées dans les secteurs en amont des stades de distribution pour
assurer la santé des populations.

Ces résultats ont €té confirmés par la caractérisation moléculaire de 80 souches sélectionnées
au niveau des trois secteurs. Les salmonelles présentaient des résistances aux quinolones avec

des CMI de NA CMI >256 pg/ml et de la CIP CMI >32 pg/ml. Cette résistance était codée
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par les geénes gnr, ’aac(6’)-1b-cr et des mutations au niveau du gene gyrB et le géne parE.
Les intégrons de classe 1 et 2 ont été détectés sur les isolats. La présence des génes gnr et
I’aac(6°)-Ib-cr qui sont des geénes transférables et les intégrons qui sont des systémes de
capture et d’insertion de cassettes favorisent la diffusion des éléments génétiques de la
résistance au niveau des salmonelles voir méme aux autres bactéries entéropathogenes. Les
isolats possédaient des supports génétiques de la virulence surtout avec les souches d’origine
humaines, indiquant une pathogénicité réelle des souches circulantes. D’ou la nécessité
d’¢élargir la surveillance pour mieux comprendre le cycle de diffusion des salmonelles au
Sénégal et a mieux les combattre.

Comme la majorité des souches de salmonelles résistantes aux antibiotiques sont le plus
souvent associées a des infections graves (comme les septicémies) et a une hospitalisation
plus longue, il serait capital d’accentuer la surveillance sur 1’utilisation des antibiotiques,
notamment en médecine vétérinaire, dans le but de prévenir ’augmentation des résistances
aux molécules récentes.

Actuellement le défi pour les pays en voie de développement, est de parvenir a
I’autosuffisance alimentaire. Mais au regard de ces résultats, il est important que la sécurité
sanitaire des aliments devient aussi une préoccupation majeure pour les autorités étatiques.
Ainsi, les institutions privées, publiques et les organisations des consommateurs sont
interpellées pour que soient mis en place des systémes officiels de surveillance intégrée des
zoonoses, des autres agents zoonotiques (E. coli et Campylobacter) et de la résistance au
antimicrobien.

Il est aussi important d’avoir des abattoirs moderne, des plumeuses mécaniques et que les
acteurs de la commercialisation maintiennent les chaines de froid pour éviter la prolifération

des salmonelles.
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Annexes

Annexe 1 : Fiches d’enquétes au niveau humaine, alimentaire et animale

Fiche alimentaire poulets

Critéres d’inclusion : poulets déplumés, éviscérés et vendus en étalage au niveau des marchés
polyvalents de la zone de Dakar

Code Poulet :(3 lettres identifiant le laboratoire+identifiant du lieu d’achat : de 1 a 8
+identifiant du pouletde 1an) || | 1L ||

Date d’achat du poulet || ||| |||

Type de poulet :

[J Ne sait pas LI Poulet de ponte réformé [ Poulet de chair [J Poulet du pays

Provenance du poulet :

U Ne sait pas

[J Elevage familial (moins de 50 poulets)

[ Elevage traditionnel (50-100 poulets)

[J Elevage semi industriel (100-500 poulets)
[] Elevage industriel (>500 poulets)

Zone d’élevage du poulet :
[ Ne sait pas

[ Urbaine ou Semi Urbaine
[1 Rurale

Hygiéne et Environnement lieu de vente : Hygiéne des locaux

1 Treés satisfaisante
11 Satisfaisante

[J Acceptable

71 Non satisfaisante

Conditionnement des poulets :

[] En sachet individuel [1 Regroupé dans un bocal fermé [ A I'air libre [] Autre :

Laboratoire

Date de réception au laboratoire |__| | |_|__||_| | Heure | | _|h|_|_|mn

Température a la réception : °C
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Etat de I'’échantillon [1Bon [0 Mauvais [ Inutilisable

Fiche vétérinaire poulets

Critéres d’inclusion : poulets en élevage dans la zone des Niayes a Dakar, €élevés en litiére, en phase de
croissance et de finition

Code Poulet :(3 lettres identifiant le laboratoire+identifiant de la ferme : de 1 a 10+identifiant
dupouletdetan): ||| ||| ||

Ferme avicole concernée
Date visite | O I

Souche de poulet :

Période d’élevage : [ Phase croissance L] Phase finition

Effectif élevage ] Y Y A

Date d’entrée de la bande LIl _]OuAgepoulet| | |jours

Conditions d’élevage

1 Tres satisfaisante
[ Satisfaisante

U Acceptable

71 Non satisfaisante

Prise d’antibiotiques dans les 10 derniers jours [1Non [ Oui [J Inconnu

Nature de l'antibiotique utilisé :

Laboratoire

Date de réception au laboratoire |__ || |_|__||_|_| Heure |_|__|h|__|__|
Ecouvillonnages cloacaux [1Non 71 Oui

Etat de I'échantillon [ Bon [1 Mauvais [1 Inutilisable

Aspect des fientes [ Molles [l Liquides (] Afécales

[1 Verdatre [1 Marron
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Fiche de recueil épidémio-clinique

Code Patient :(3 lettres identifiant le laboratoire+identifiant le centre de santé: de 1 a 8

+identifiant du patientde 1an ) : || | ||| |||

Type de patient U Ambulatoire ] Hospitalisé

Formation sanitaire ou I'enfant a été recruté

Date d’inclusion o

Numéro d’inclusion | | | | | | |

Nom Prénom

Néle ||| __[_[l_I_I Ou Age |__|__| mois

Sexe [1 Masculin [1 Féminin

Date d’apparition de la diarrhée [ I

Lors de l'inclusion

Température de I'enfant (axillaire + 0,5°C ourectale) | | || _|°C

Déshydratation [J Non [ Oui

Altération de I'état général [J Non [ Oui

Consommation d’aliment suspect ? [J Non [ Oui [ Inconnu

Type d’eau de boisson utilisée

Robinet [1Non [1 Oui [1 Inconnu

Puits 7Non 71 Oui T1Inconnu

Autre 7Non 71 Oui T1Inconnu

Contact avec les animaux ? 1 Non 71 Oui T1Inconnu

Autre cas de diarrhée dans la famille ? 1 Non [1 Oui 1 Inconnu
Prise d’antibiotiques dans les 7 derniers jours [1Non [ Oui [J Inconnu
Autres cas de diarrhée dans le ménage dans les 7 derniers jours[1 Non [ Oui [1 Inconnu
Heure du recueil des selles |__| _|h|__|_|

Laboratoire

Date de réception au laboratoire |__ || |_|_||_| | Heure |__|__|h__|__|

Milieu de transport [/ Non 1 Oui

Etat de I'échantillon 1 Bon [ Mauvais [ Inutilisable

Aspect des selles [J Molles [J Liquides [] Afécales [ Avec glaire [J Avec
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Annexe 2 : Test Adéno-Rota

La recherche des virus entéropathogeénes était faite avec le kit Vikia adéno-rotavius

(bioMérieux) selon le protocole au suivant :

- Distribuer 50 pl de selle dans le flacon contenant le tampon de dilution.

- Vortexer jusqu'a homogénéisation.

- Retirer la cassette du sachet scellé et I’utiliser rapidement.

- Transférer deux gouttes de selle diluée dans le puits échantillon (S) de la casette.
- Attendre 10 mn.

- Lire. Si une ligne de contréle « C» et une ligne rouge en « A » apparaissent,

I’échantillon est positif pour les Adénovirus.

- Si une ligne de contrdle « C » et une ligne bleue en « R » apparaissent, 1’échantillon

est positif pour les Rotavirus.

- Si une ligne de contrdle « C », une ligne rouge en « A » et une ligne bleue en « R »

apparaissent, I’échantillon est positif a la fois pour les Adénovirus et les Rotavirus.
- Siune ligne de contrdle « C » apparait seul, 1’échantillon est négatif.

- Silaligne de contrdle « C » n’apparait pas, le test est ininterprétable.

Annexe 3 : Protocole d’extraction d’ADN total par la méthode chimique QIAamp et par

thermolyse

l.

© ® N kWD

Pour I’obtention du matériel génétique nous avons effectué une extraction de I’ADN
génomique avec les réactifs QIAGEN (Qiamp DNA Mini Kit Cat. 51304 Qiagen) selon
le protocole si apres :

- Apres isolement sur gélose TCS (Tryptocas€ine-Soja) 18-24H

- Racler les colonies et les diluer dans 180ul de tampon ATL, vortexer

- Ajouter 20ul de protéinase K, vortexer, incuber a 56°C, 1 heure

- Centrifuger brievement (15 secondes).

- Ajouter 200ul de tampon AL, vortexer, incuber a 70°C, 10 minutes

- Centrifuger brieévement (quelques secondes)

- Ajouter 200pul d’éthanol absolu (96-100°), vortexer

- Centrifuger brievement (quelques secondes)
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10. - Déposer le mélange (600ul, y compris le précipité) dans la colonne Qiagen, centrifuger

6000g, Iminute

11. - Retirer la colonne et la placer dans un nouveau tube de collection

12. - Ouvrir la colonne doucement et ajouter 500ul de tampon AW1 additionné d’éthanol,

refermer la colonne et centrifuger a 6000g, 1 minute

13. - Retirer la colonne et la placer dans un nouveau tube de collection.

14. - Ouvrir la colonne et ajouter 500ul de tampon AW2 additionné d’éthanol, refermer la

colonne et centrifuger a 20000g, 3 minutes.

15. - Ajouter 200ul de tampon AE, incuber a température ambiante 1 minute, Centrifuger a

6000g, 1 minute

16. - Mettre la colonne dans un tube eppendorf de 1,5ml

17.- Jeter la colonne et conserver ’ADN a —20°C

La méthode d’extraction par thermolyse a été utilisée

Annexe 4 : Protocole de PCR

La détection des éléments génétique de la résistance se faisait par PCR. C’est I’abréviation en

anglais de Polymerase Chain réaction (réaction de polymérisation en chaine) qui consiste en

une amplification d’un fragment d’ADN de petite taille (1 million de fois) par action de la

Taq polymérase, d’amorces spécifiques et de dans un thermocycleur.

Composition du MIX d’ADN

Le mélange réactionnel est composé de :

- Eau bidistillée stérile ppi, nucléotides, tampon de réaction 10x, primers, taq polymérase,

lysat voir tableau ci-dessous.

Réactifs utilisés au cours de Concentration  Quantité en pl
I’amplification : initiale pour un essai

10X PCR Buffer sans MgCl2 Roche 10X 2,5
MgCI2 25 mM Roche 25mM 2
Amorce III F 20uM 1.5
Amorce IV R 20uM 1,5
dNTP 1.25 mM 1,25mM 0,5
Ampoule eau PPI 11,5
AmpliTaq® polymérase 5 Ul/ul: 5UT/ul 0,25
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Pour les génes qui nécessite de faire un séquencgage apres amplification le mélange réactionnel

est composé de :

Master Mix 10X
Eau ppi
Primersl1

Primers 2

Le Master Mix permet d’avoir des bandes tres claires et de bons résultats pour le séquencage.

Un témoin positif et un témoin négatif sont a chaque fois mis dans les séries.

Le témoin positif permet de vérifier les bonnes conditions de préparation du mélange
réactionnel et de I’amplification.

Le témoin négatif permet de vérifier les éventuelles contaminations.

L’amplification génique est faite dans un thermocycleur (2720 thermal Cyber Applied
Biosystéms), avec les parametres suivants : 5 mn de pré dénaturation a 94°C suivie de
30 cycles de [30 sec a 94°C ; 1 mm (température d’hybridation variait en fonction
des génes ; 1 mm a 72°C] et une incubation finale a 72°C pendant 10 mn.

A la fin du programme, les amplifiats étaient testés immédiatement ou conservés a 4°C
pendant 24 heures.

Les fragments d'ADN étaient séparés par une électrophorése en gel d’agarose a 1,5%
(Annexe 5), en champ continu a 100 volts pendant 60 mn pour les grands cuves et a
120 volts pendant 30mn pour le mupid One et dans un bain de tampon TBE ou TAE
1X.

Dans chaque puits du gel étaient déposés, 7ul de produit PCR et 3ul de bleu de dépot.
Un marqueur de poids moléculaire était utilisé et placé dans le premier puits.

La révélation des migrations était faite sur une table a ultra violet.

Une photo polaroid était réalisée. Les bandes considérées comme positives €taient en
fonction du nombre de paire de base du gene recherché si les témoins positifs et

négatifs étaient confirmés.

Annexe 5 : Préparation du gel d’agarose

Les fragments d'ADN sont séparés par électrophorése en champ continu. La concentration du

gel d’agarose est de 1,5%.

- Préparer le support gel adéquat dans le systéme de coulage
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- Peser 1,5 g d'agarose dans un flacon stérile de 250 ml

- Ajouter 100 ml de tampon TBE 1 X

- Faire fondre 2 mn dans le four a microondes

- Laisser refroidir a environ 60°C

- Ajouter 2 gouttes de BET

- Mélanger délicatement et couler sur le support gel

- Installer immédiatement les peignes

- Laisser solidifier 30 minutes en fonction de la dimension du gel sur la paillasse

- Enlever les peignes et poser le gel et son support dans la cuve (conservation du gel a + 4°C

maximum 3 j dans papier aluminium)

- Remplir la cuve avec du tampon de migration TBE 1X. Le niveau du tampon doit étre de 5

mm au dessus du niveau du gel

Annexe 6 : Protocole du kit de purification d’ADN

La purification d’ADN se faisait par le kit QIAGEN (QIAquick Gel Extraction Kit, cat. No
28704).

Ce protocole est pour la purification d’ADN jusqu'a 10pg (70 bp a 10Kb). Toutes les étapes
de centrifugation sont éffectués a 17.900g (13.000rpm) dans une table classique de
centrifugeuse.

- Découper le fragment d’ADN du gel d’agarose ave scalpul propre et tranchant.

- Peser la portion de gel dans un tube Ependorf. Ajouter 3 volumes de tampon QG dans
1 volume de gel (100mg de gel = 100pl).

- Incuber a 50°C pendant 10 minutes (jusqu'a ce que le gel soit complétement dissout.
Vortexer le tube tous les 2 a 3 minutes pour aider la dissolution du gel. Vérifier si la
couleur du mélange reste jaune sinon ajouter 10ul a 3M d’acétate de sodium pH 5.0 et
mélanger.

- Ajouter 1 volume d’isopropanol a I’échantillon et mélanger.

- Placer un spi colonne QIAquick dans le tube collecteur de 2 ml pour lier I’ADN.
Verser 1’échantillon sur la colonne et centrifuger pendant 1 minute. jeter le liquide et

replacer la colonne dans le méme tube.
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Si I’ADN sera ensuite utilisé pour le séquencage, ajouter 500ul de tampon QG dans la
colonne et centrifuger pendant 1 minute.

Pour le lavage, ajouter 750ul de tampon PE dans la colonne et centrifuger pendant 1
minute.

NB : Apres I’addition de tampon PE, laissé au repos 2-5 min.

Mettre la colonne dans un tube éppendorf.

Pour ¢éluer I’ADN, ajouter 50ul de tampon EB.

Annexe 7 : Détermination des CMI par la méthode E-Test

Prélever Sml d’eau physiologique.

Mettre en suspension les colonies de salmonelles pour avoir une concentration de 5
MacFard.

Ensemencer par écouvouillonnage sur gélose Mueller-Hinton (Bio Rad, France).
Attendre que la surface de la boite soit seche, puis déposer une bandelette E-test®
(Biomérieux France).

Incuber pendant 24H.

Lecture et interprétation des résultats. La CMI était lue directement a l'intersection du

bord d'inhibition et la bandelette Etest®.

Annexe 8 : Protocole de conjugaison bactérienne

Souche donatrice : Shigella flexneri

Souche réceptrice : E. coli NalR

1.

Ensemencer une colonie de la souche donatrice et de la souche réceptrice dans Sml
LBB ; incuber une nuit a 37°C
L e lendemain, diluer les cultures au 1/50° soit 400u1 dans 20ml de LBB ; incuber sous
agitation intense a 37°C jusqu’a la phase logarithmique de croissance (DO
600nm=0,6-0,8) (environ 4h).
Me¢élanger différents ratios donneur/ récepteur : 1: 1; 1:2; 1: 10. Pour cela, mettre

dans un erlenmeyer stérile 30ml de LBB, distribuer :

Ratio 1 :1

- 10ml de bactéries donatrices
- 10 ml de bactéries réceptrices

- 10 ml de LB stérile

Ratio1:2
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Ratio1:10

5 ml de bactéries donatrices
5 ml de bactéries réceptrices

5 ml de LB stérile

1 ml de bactéries donatrices
1 ml de bactéries réceptrices

1 ml de LB stérile

Incuber 2- 3h sans agitation

4. Pendant ce temps, préparer les géloses sélectionnant les transconjugants et les

bactéries donatrices :

3 LBA additionnés :

d’acide nalidixique a 50pg/ml (soit 100ul d’acide nalidixique a 10mg/ml pour
20ml de LBA

de streptomycine a 25ug/ml (soit S0ul d’une solution a 10mg/ml pour 20ml de
LBA)

de triméthoprime a Spg/ml (soit 100ul d’une solution a 1mg/ml pour 20ml de
LBA)

d’ampicilline a 100pg/ml (soit 20ul d’une solution a 100mg/ml pour 20ml de
LBA)

Sélectionnent les transconjugants

3 LBA additionnés :

de streptomycine a 25ug/ml (soit 50ul d’une solution a 10mg/ml pour 20ml de
LBA)
de triméthoprime a Spg/ml (soit 100ul d’une solution a 1mg/ml pour 20ml de
LBA)

Sélectionnent les bactéries donatrices

5. Au terme de I’incubation, verser le mélange bactérien dans la chambre supérieure

d’une unité de filtration. A I’aide d’une pompe, aspirer le liquide ; rincer la membrane

filtrante avec un petit volume de LBB.

6. Récupérer la membrane filtrante et la placer immédiatement sur une gélose LBA non

sélective, face filtrante vers le haut. Incuber a 37°C, 30min a 16h

7. Retirer avec précaution la membrane filtrante de la boite et la placer dans un flacon

stérile ; ajouter 5 ml de LBB. Agiter vigoureusement de fagcon a libérer les bactéries

dans le liquide
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8. Préparer une série de dilutions de 10 en 10 en LBB stérile (1ml de mélange bactérien

dans 9 ml de LBB (jusqu’a 107)

9. Déposer 200ul de chaque dilution sur les milieux sélectifs ; ensemencer en rateau et

incuber a 37°C pour obtenir des transconjugants

10. Déterminer la fréquence de transfert : c’est le ratio entre le nombre de transconjugants
sur le nombre de donneurs aprés conjugaison (nombre total de bactéries isolées sur
gélose non sélective)

11. Effectuer des antibiogrammes sur les transconjugants et éventuellement 1’extraction
plasmidique.

» NB : Respecter les quantités de réactifs, d’inoculum, le temps et les températures

Annexe 9: Listes des souches constituant les témoins positifs pour les PCR

Les
-P1

- P2:
- P3:

_ P4

- P5:

- P6

- P7:
- P&:

souches constituant les témoins positifs étaient des souches de référence :

: Salmonella Typhimurium 4/74 ATCC
Salmonella Abortusovis

Salmonella Concord 05-5343

: Salmonella Havana 07-319
Enterobacter cloacae AME

: Salmonella Typhimurium 02-8213

Shigella dysenteriae CAR 10
Salmonella SS- 44, ATTC
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Annexe 10 : Listes des souches de salmonelles sélectionnées des trois secteurs

Origine Numéro Sérovars Antibiorésistance
KM Enteritidis GM-NOR-CIP-NA
W0905133 Brancaster SXT-TE
W0912222 Brancaster SXT-TE
W0924054 | Schwarzengrund | souche sauvage
W1012001 Senftenberg SXT
W1017063 Poona AMX-CTX-GM-TIC-AMC-CF-CAZ-SXT-C
W1020020 Nyborg souche sauvage
W1029149 Corvallis SXT
W1128230 Chester CF-TE
X0418261 Somone SXT-TE
X0506254 Enteritidis NOR-CIP-NA-SXT-TE
X0603096 Baildon SXT-TE
X0621108 Enteritidis souche sauvage
X0626273 Kentucky GM-SXT-TE
Sal8 Brancaster TE
Sal9 Brancaster TE
Sall0 Kentucky TE
Salll Chester souche sauvage
Sall2 Kaapstad AM-TIC-TE-SXT
Sall3 Brancaster SXT-TE
Sall4 Muenster souche sauvage
Sall6 Brancaster SXT-TE
Sall7 Offa souche sauvage
Sall8 Brancaster TE
Sall9 Kentucky SXT-TE-C
Sal21 Brancaster TE
ANIMALE Sal22 Virchow souche sauvage
/ VETO Sal23 Nitra souche sauvage
Sal24 Brancaster TE
Sal25 Brancaster TE
Sal29 Brancaster SXT
Sal35 Sandiego NA-TE-NOR-CIP-SXT
Sal37 Chester NA-TE-NOR-CIP-SXT
Sal39 Sandiego NA-TE-NOR-CIP-SXT
Sal44 Urbana NA-NOR-CIP
Sal45 Kentucky AM-TIC-CF-FOX-CTX-AMC-CAZ-GM-NA-TE-NOR-CIP-SXT
Sal54 Kentucky AM-TIC-CF-FOX-CTX-AMC-CAZ-NA-TE-NOR-CIP
Sal71 Sandiego NA-TE-NOR-CIP-SXT
Sal75 Kentucky AM-TIC-CF-FOX-CTX-AMC-CAZ-GM-NA-TE-NOR-CIP
Sal82 Urbana NA-TE-NOR-CIP-SXT
Sal67 Offa AM-FOX-NA-NOR-CIP-C
Sal20 Brancaster NA-TE-NOR-SXT
Sal30 Brancaster NA-TE-SXT
Sall Typhimurium | AM-TIC-TE-SXT
Sal42 Chester AMC-TIC-TE-SXT
Sal53 Brancaster AM-CF-GM-TE-NOR-SXT
1 Kentucky NOR-CIP-NA
2 Ruzizi NOR-CIP-NA-SXT-TE
5 Hadar TE
7 Senftenberg CTX
8 Hadar NOR-TIC-AMC-CIP-CF-NA-SXT-TE-C
10 Yeerongpilly | AMX-GM-NOR-TIC-CIP-NA-TE
20 Kentucky NOR-CIP-NA-SXT-TE
AL;I;’[REENT 55 Kentucky | NOR-CIP-NA-SXT-TE
/ LSAHE 24 Senftenberg NOR-CIP-NA-SXT-TE
25 Ouakam souche sauvage
26 Senftenberg AMX-GM-NOR-TIC-CIP-NA-TE
27 Senftenberg AMX-GM-NOR-TIC-CIP-NA-TE
28 Kentucky AMX-GM-NOR-TIC-CIP-NA-TE
30 Kentucky NOR-CIP-NA-TE
32 Benfica NOR-CIP-NA-SXT-TE
33 Abony NOR-CIP-NA-SXT-TE
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34 Brancaster NOR-CIP-NA-TE

39 Kentucky NOR-CIP-NA-TE

46 Kentucky SXT-TE

51 Istambul NOR-CIP-NA-SXT-TE

55 Brancaster NOR-CIP-NA-TE

70 Kentucky NOR-CIP-NA-SXT-TE

74 Farsta NOR-CIP-TE

76 Istanbul TE

83 Istanbul NOR-CIP-NA-SXT-TE

115 Sandiego NOR-CIP-NA-SXT-TE

121 En cours NOR-AMC-CIP-CF-NA-FOX-TE
138 Hadar NOR-CIP-NA-SXT-TE

141 Gera AMX-NOR-AMC-CIP-NA-FOX-TE
159 En cours NOR-CIP-NA-TE
204 Kentucky AMX-GM-NOR-TIC-CIP-NA-TE
261 Istanbul NOR-CIP-NA-SXT-TE
271 Istanbul NOR-CIP-NA-SXT-TE
275 Istanbul NOR-CIP-NA-SXT-TE

0
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Annexe 11 : Articles
Article 1:

ARTICLE ORIGIMAL
ETIOLOGIES DES DIARRHEES AIGUES INFANTILES ET
ANTIBIORESISTANCE DES BACTERIES ENTEROPATHOGENES A DAKAR
ETIOLOGY OF ACUTE DIARROEA CHILDHOOD AND ANTIMICROBIAL
RESISTANCE OF ENTEROPATHOGENIC BACTERIA IN DAKAR

Fall-Miang NK2, Sire JM *2,Tall A%, Samb B2, Breurec 5!, Ndour MM*, Faye W%, GarinB'7,

Gassama-Sow A®

1. Uinité de Biologls Madicals, inshiuf Fasteur, 230, Dakar, Ssnégal
2. Units de Bactsripiogis Expevimenials, nstiul Fasteur, 220, Dakar, Séndgal
3. Units dEpidamiclogie des Maladias infeclisusss, Instifut Pasiswr, 220, Dakar, Sansgal

4. Dispansaire 57 Manin, Asubsuss, Dakar, Sansgal

5. Departemsnt de Bioiogis Animais, Laboraloirs de Parasifiologie Gensrale, FSTY LWGAD, Dakar, Senegal
. Laboratoire de Microbickegis, Cemtre Hospitaker irfercommunal de Foissy-Sainf-Gemain-en-Laye, Poissy, Francs
7.Laboratoire ds Bactarologie Experimeniale, instifid Fasiew, Tananame, Madagascar

Réaums

Infroduction : Les diarrhéss constituent un problsme majsur
dis santé publiqus en milisu tropical, sn particulisr chez las
anfants. Les causes infectisusss 58 répartissent snire des
aticlegies wviralss les plus fréquentss, parasitairss &t
DaciSrisnnsas aves coMmMUNnamsnt des campylobactsrioses,
dias salmonslloses &t des shigallosses.
Mafodologie | La coproculburs, la test virologique vikia rota-
adeno &t I'examsn parasiclogique ont &té utilisés pour
détarminsr les étiologiss infeclisuses des diarrhgss chez
100 enfanis Sges de moins de 5 ans. Cette &tuds s'sst
diéroulés du 27 sout 2007 au 30 mars 2008 au dispensairs
Saint Martin de Rebauss a Dakar.
Fésultats ©: Les anfanis &geés:s de moins ds 18 mois
reprasentaiant 5% de I'échantilonnags. Sur 100 selles
axamingss, 50% &iaient posifives pour un ou plusisurs
agents entéropathogenss © vins (547%), bacténes (347%) st
parasites (129). Parmi Iss &ficlogiss virales, 8& rotavirus
&faiant majonitairss (80%). Las sticlegies bacteriennsas s
répartissaient commsa swit - shigslloses [(54%),
salmonelloses (18%), Campylobactériosss [183%) et
infections & Escherichia col entéropathogsnsas (1095). Les
parasites &faient représentss par des formes végstatives
o Entamosba histoiytica histelyfica (53%) st de Giardia
Iambilia [27%) ; des oeuls d Ascaris wmbvicoldes [13%) et
dis Trichuns nchuira (736). Las rasistancas aux antibiotiquas
diss shigelles el Campyiobactsr 5p ne concamaient pas las
caphalosporines de 3= gansration ni les fluoroquinsdones.
Chez Salmornella nous notons une émergance de la
résisiancs aux quinckonss (20°% des souches). En revanche,
las souchses da shigallss dtaient résistantes aux penicillines,
aux cyclings at aux phénicoles.
Conclusion - Les rotavines sont 1ss principalas stologias des
diarrn&es infantiles, suivies des bactérias. Les
céphalasporines de 3= gangration restent toujours
afficaces pour le traiffement des shigelloses, des
salmonsllosas et des campylobacianoses. L'éducation 4 la
sankg st ke vaccin contre Ies rotavirus pourraisnt avoir un
impact important  sur la  morbidite.
Mdots clss | Efiologies, diarrhéss intantiles, antibicrécistancs,
Dakar

Summary

Background - Diarrhoea is 8 major public heatth problsm in
fropical environments, partculardy in children. Infectious
causss arg divided behwesn the most commaon viral sticlogy,
with parasitic and bacterial infections commonly
campylobactaricsizs, salmonsllosis and shigaliosis.
Mathodology: Stool cullure, Vikia rota-adenc test and
parasitological best wers used o detsrmine the infscticus
afiolegy of the 100 stools diamheic children under 5 years
odd in the Hsalth Genter = Dispensaire Saint Martin « in
Dakar ; stool samples were collecied befwasn 27 august
2007 and 30 march 2006,

Fiasulis: Children younger than 18 menths accountsd for
05% of the sampling. Of the 100 stools examined, 50% ware
positive for one or more entenc pathogens: virus [S4%),
bacteria (34%) and parasites (12%). Goncerning viral
afiolgy, retavins predominated (807:). Bacterial stiology
were dividad info shigellesis (54%), salmonsllosis (18%),
campylobactericsis (18%) and snteropathogenic
Escherichia coli infections [(10%). Parasites ware
rapresentad by vegetative foms of Entamosba Risfolytica
hisfolytica (53%) and Gilargia (279%), eggs of Ascans
lumbricofdes (13%) and Trichwris frichuira (79%). Shigeiia
sp and Campyiobacter 5p isolates were not resistant to 3rd
ganeration cephalosponns of flucroguinolonss. We noted
the emargence of guinonlons-resistant Saimoneiia (200 of
straing). In additicn, Shigsls isolabss wens largsely resistant
to penicillins, cyclin, and phenicol.

Conclusion: Rofavines is the predominant cause of acute
childhood disrrhosa, followsd by bactena. Third gensration
ceaphalosporins are siill sffective for the treatment of
shigallosis, saimonsliosis and campylocbactencsis. Health
sducation and rotavins-vaccination could have substantial
impact on childhood maorbidity.

Keywords: Eticlogy, diarrhosa childhood, antimicrobisl
rasistance, Dakar

Dakar Med. 2013;58(1}
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INTRODUCTION

La diarrhés szt la deuxieme causzse de mortalité
chez 'snfant de moins de 3 ana st slls reprézents
chagus annés 10% des décas denfantz [1].
Pourtant, bisn qus les maladisz diarrhsiguss
aoient évilables et puizzent Stre traitéss par dez
moyans peu coldteus, on n'a guars snragiztré de
pragrés dans la réduction de laur incidsncs chez
Fenfamt au couwrs dez demigrez annéss [2]. Lea
agentzs incriminés peuvent &tre des viruz, dsa

bactériss ou des parasites.

Las principaux agents des diarrhéss viralss chez
lez anfaniz sont lss Adénovirus st las Fotavirus.
Chague annés, les rotavires cawssnt plus da

611000 décez, snviron 2.4 milliona
d'hospitalisation et plus de 23 miliona de visitea
cliniquas & travers ls monds chaz lsz enfants da
maing de 3 ame [3]. Parmi les éticlogies
parasitaires des diarrhéss, Entamosba histolytica
hiztolytica et Giardia inteatinaliz aont laa
protozoainss les plus dominantz, alora gua pour
lez helminthes Ascarz lumbricoidss st Trichurs
trichiura sont plus prévalants [4]. Les aticlogiss
bactérisnnas 2 repartizzant antre les shigsllss,

laz zalmonsllss, les campylobacter st les souchss

de Eazcherichia coli entéropathogenss [3-8].

L'utilization anarchigua et inappropriés dea
antibictigues ausaai bian en Médsecine humains gusa
vatérinaire a favorisé 'emergence de résistancs
aux antibiotiques chez les bactériss antériqussa.
Au Séanggal, l'utilization des quinolonss dans la

filiare wolaills e2t da pratique courants dapuiz

]

1806, Des souches multirézistantes héabergeant
dez glémentz génatiquas de dizzémination de la
rézistance aux antibiotigusas sont ds plus en plus

ocbaemvéss [B-11].

Cette studs, manés au dispsnszaire Saint-Martin
de Dakar entre Aout 2007 ot Mars 2008 avait pour
chjsctits da foumnir des donnésas supplémentaires
sur les eticlogies des diarrhéss chez les enfants
de moinz de 5 anz &t sur la zensibilité aux

antibictiques des souches isoléas.

MATERIEL ET METHODE

FPatienta

Les inclusions staisnt dacidésas par lea médsacing
du dizpsnzairs StMartin a la zuite des réponses
apportéses & un guestionnaire. Les sujsts inclus
danz |'étuds devaiant avaoir entre 1 moiz &t 3 ans
gt prézsntar une diarrfhés ayant débuté dans les
damisras 48 heures. Lazspect dez sslles devait
atre agueux, glairsuw:, mugueux ou sanglant. Etait
gxclu de I'étude tout zujet 2ous traitement
antibictigus au moment de la conzultation ou ayant
au un traitement antibictiqgue dane la samains la

préacadant.

Au total 190 prélévementz da zellszs ont ats
collectés chez des enfantz répondant aux critéres

dinclusion.
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Methode

Examen parazitologiques,

bacterologigus des sellsa

virologique at

L'sxamen parazitologiqus st virologiquse 2s faisait

au premisr  jour, alors gque ['sxamsn
bactériclogigus des zsllas se déroulait aur cing

JOUFE AU MaXImum.

L'sxamen macroscopigus st microscopigus das
gellez, lsur ensamencemeant aur lsz milisux
dizclement st danz les bouillens d'enrichissament
étmisnt effectués au laboratoire du dizpenaaire 5°
Martin, 30 mn au maximum aprés leur emission.
La suits des manipulations était réalizés al'lnetitut

Pasteur da Dakar.

Examen macroscopigus : l'aspsct des asllsz stait
noté sur la feuille de zuivi analytigus.
L'sxamen microscopique a l'état frais stait réalizé
avec une obaervation au grossissement X 40. La
prézence de lsucocytes, d'hématias, ds gemeas
a mobilité caractéristigus [(Vibrie choleras,
Campylobactsr), de formes parasitaires et de
levures filamenteusss stait rapporés sur la fauills
de paillazzs. La recherche des kystes st das meufs
de paragites a &té realinés par la technigus de
coloration des zelles apréz concsntration avec unse
solution de Merthiolata lods Formol. La coloration
de Gram permettait d'évalusr la composition at
I'etat de la flore intestinale du patient.
Examsn virclogigus : La recherche des virus
entériquas [Adsnoviruz et Rotavirus) etait

sffectuss au laboratoire de Biclogie Médicals de

["Inatitut Pasteur de Dakar en utilizant le kit Vikia
adéno-rotavirug (BioMérisux) 1 a 2 h aprés
"eémigzion dee aelles. Pour e mode d'emploi, la
lscture st linterprétation des résultats suivaisnt

lez ingtructicns du fabricant.

Coproculturs © Les zslles ont 818 izcléss zur des
milisw sélsctifz st uzusls [Hekiosn, BCP, Mac
Conksey, (Biz Rad, Francs)] pour la recherche des
shigslles st d° Escherichia coli. Par contre alles
ont é1& izoléas sur des milisux salsctifz [Shigslles-
Galmonslles, Hektosn, Xyloze Lyzine
Dasoxycholate (XLD), Thicsulfate Gitrate Bile
Sacharoge (TCBS) (Bio Rad, Francs)], Rambach
(Merck, Allemagns) apréz enrichizzement sur
différents bouillons [zélénite, Musllsr-Kauffman st
gau peptonés (Bio Aad, Francs)] pour la
racharche dez salmonsllaz st da vibrio. En outra,
d'autres milisux zélsctifs [Cefzulodine-Irgazan-
Movobiocing (CIM), Ryan, géloses Karmali (Oxoid,
Allamagna]] staisnt inoculés pour la recherchs de
Yerzinia, d Asromonas st de Campylobacter gp.
En cas de présence de coloniss suspectss des
techniguss de routine &taisnt utilizés (recherchs
de l'uréase pour Salmonalla, Shigela, Eacherichia
coli, Vibrio st Yerginia, cxydase st catalaze pour
Campylobacter sp). Une galers clasziqus puiz API
gtait mizez en routs pour l'identification

biochimigus.

Le sérotypage etait réalizé par agglutination sur
lame. Toutes les zalmonsllss staient zérolypéss
avec des antisdrums polyvalentzs et monovalanis
(Statens ssrum Institut 3, Arillerive] 2300 Cph.S

Denmark).L'agglutination desz

3 Dakar Med. 201358(1)
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gsomatiques O et Vi dez souchss de salmonsallss,
das shigsllss st de Eachenchia coli &tait faite apras
isolemant des coloniss sur gélose Musllar-Hinton.
Par contrs 'agglutination H atait réalizés apras
izolemant zur Kligler-Hajna. Le sérotypage des
galmonslles &tait fait en ss référant au schéma

de Kaufiman-Whits.

L'étude de la =zenszibilité das bactéries aux
antibiotigusz &iait réalizés par la méthods de
diffuzion &n milisu gsélozé, zslon las
recommandations du Comité de " Antibicgrammea
da la Société Francaize de Microbiologie, Edition
2007

da  janviar (CASFM www_ afm-

microbiologie.org).

Uns lecture automatiqus des diamétres des zones
d'inhibition des dizquss &tait cbtsnus a I"aids d'una
caméara [Oeiriz, Bio Rad, France). Le clazsemant
en Sensgible/Imtarmédiaira/Asziztant &tait fait
automatiqusmeant par le logicisl Ozinz an fonction
dez critérez adictéz par lse CASFM Edition de

janviar 2007.

Lanalyss dez donnéss statistiques a &té realises

avec le logicial STATA.

RESULTATS

La repartition par ssexe montrait une lagare
prédominance des gargonz, avec un Sex Ratio
ds 1,28, La moysnne d'ags &tait de 18 mois, lss
ages extrames ataient de 1 st 38 moiz, 30% des
enfantz avaisnt moins d'un an a incluzion

(Tablsau I).

Tableau | ; Repartition des 180 enfaniz par categonas
dages

Clazasa d'ages (moiz) Nombrea (%)
[1— 8 21(11)
[6-12] 34 (28)
(218 48(23)
[18-24] 20(12)
[24-30] 18(10)
[30-36{ 14(7)
[36-38[ 13(M

Une relation statistiqguement significative sxiztait
antre sallas sanglantes st Shigella (p=0.003). Cai
agpsect macroscopiqus atait sfiactivemant retrouve
chez 57% des snfaniz chez qui la bactéris a &ta
izolés contre 5% chez ceux gui n'avaient paz de

shigsllez a la coproculturs.

Reparfition des agents enteropathogenss

Cent dix meuf agentz sntéropathogenss ataisnt
retrouvés (Figurs 1). Les aticlogiss viralss
prédominaisnt (54%), suivies dez aticlogiss

bactariennes (33%) ot parasitaires (13%).
Reaultata bacteriologiques

La tableau Il montrait la répartition des bactariss
sntéropathogsanes.

Variations du nombre de caz danz ls temps
Lez wariationz menzusllsz de chagus agsanit
sntéropathogéns avaisnt montrs (Figurs 2) un pic
da fréquence des rotavirus au mois ds janvier gui
corrazpondait a Mépidemis des rotavirug ds la

gaizon fraiche.

4 Dakar Mad. 2013:58(1)
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moiz. Les =zsllez lezs pluz frégquemment
rencontréass ataiant liquides et glairsuses [(782%).
Le=z agentz sntéropathogénsz étaisnt
szzantisllsment représentés par les virue 34% (647
118), lez bactéries 34% (40/119) et anfin laz
parazites 13% (131159). La répartition des agents
pathogénses varie salon le climat at ls niveau
d'hygigna. La préaminence des sticlogiss virales
dansz notre étuds, notammsant le2 rotaviruz 27%
[21/1890) concorde aves las travaux de Carratung
[12]. Das réasultats similaires ont 6t rapportas au
Migara (18%) [13]. Gas infectionz survisnnant sur
um mods apidémigus st saizonnisr, notammeant
dans les collsctivités, et en génédral pendant la
zaigon fraliche ou zeche desz pays chaudszs et
pendant I'hiver dans "hémizphérs nord [3.13]. Vu
la fort taux de prévalence desz rotavirue chez les
anfantz de moinz de 3 anz au Sanégal, ls vaccin
conire lez Rotaviruz devrait &tre incluz dans e
Programme Elargi de Vaccination (PEV). Le taux
relativemneant faible de parasitosss intestinalss
releve dans cette &tuds pourrait etre dio aux
différentas campagnes de déparaszitags réalizéas
ragulisreameant par le Ministare de la Santa.
Bien guea lez protocoles de coproculture na
fawvorizent pasz lsur détaction, les shigellsz sont la
pathogans bactarian le plus frégquammaent isolé,
dewvant las salmonsllas et les Campylobacter 12%
(22/120). L'szpacs la plus fréqusnts aat Shigslla
flexner [ 73%), suivie de Shigella sonnei | 23%) st
de Shigslla boydii (4%). Shigella dyzentsrias est
un sarogroups apidémigus et c'ast aussi pour
catte raison gqus lNsgspéce la plus frégquamment

retrouvés a &té Shigella flexnen car nous n'étions

pas dans un contexte apidémigue. Shigelia
flexnern a un mods de diffusion plus sndémiqus
gu'eépidémigue &t apparait lorsgue le niveau
d'hygiense ='&léve contrairement & Shigslia
dyaenterias [14]. Les sérotypes dominant de
Shigella flaxnan ont ateé Shigella fisxner 1b st
Shigelia flexner 2a. Ce demisar ast le sérotyps ls
pluz frégquemment rencontré an Inde et dans
beaucoup de pays en vois ds dévsloppesmeant [135].
En revanchs, Shigella sonnei prédomineg dans las
pays développas [13]. Dans cette atudse, las
rézsistances aux antibiotiquesz retrouvésas pour las
shigellez zont classiquesz et déja connusz. En
affat, de nombreux travawx ont montré le hawt
niveau ds rézsiatance de cea souchses aux famillaa
d'antibiotigusz guse zont lez a-lactamines, les
cyclines, lez sulfamidesz st les phénicolés. Mous
notons cepeandant une ammeargence de la
régistance aux guinolones chez les souches da
zalmonellez. Lez 6 souches de Shigella fexnern’
2a aétaisnt pluz résistantss que lez autres
sarotypes du fait gu'slles incluaient des
rézistances a "amoxicillime [(100%]), au
chloramphanicaol [ 1002) et a la ticarcilline (84%).
Ces taux de résistance desz shigselles aux
antibictiquesz confirmeant e travail de pluzisurs
autaurs au Sanegal st en Ceantrafrigue [18,17].
Catte multirésistancs obaervés depuizs plusisurs
ann&ésas st dus 4 une forts pression de sslsction
lidégea a ume utilization non contralés de ces
antibictigues sn médecineg humains au Sénégal
[18]. Lasz cing scuches da Shigalla somnsi étaiant
gsanzibles a la plupart des antibictiquas ce gui

commsspond aux résultatz obisnus dans une studs
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faite an Centrafriqus [17]. La zouche de Shigslia
boydii prézantait une résistance a la céfalotine
indiquant la présence de céphalosporinase da bas
niveau. Aucune souche n'etail resiztants aux
céphalozporines de 3" génération, aux
aminozides (sxcepté streptomycine qui est un
antibiotique couramment utilizs au Senagal) et aux
quinzlonss. Les résistances a ces deux claszes
d'antibictiquas ssraiant medidéas par des intégrons
poriés ou aux plazmides, danzs lssquels cae genas
de resistance seraisnt inseres dans des cazsetiss

[10].

Dianz cette atuds, lez salmonsllez etaisnt moinz
fréquantes qus lez shigelles 4% (7/180), maiz
paraizzaisnt plus résistantss qus ces demiarss.
Las souchses da zalmonslles isoléss staient toutss
non typhiques. Les infectionz a salmonsllesz
ataisnt lisss a la consommation d'alimentz. Ca
qui impligus la néceszité da fairs uns surveillance
microbiclegique dez alimentz destinéz a la
consommation pouwr éviter d éwventuslls spidemisa
&t aussi 'emsergence de souchas résistantss
d'origime alimsntairs [9, 11]. Le sarotyps le plus
fraquent stait Salmonslla Chestar et compte tenu
du faibls nombre de souches izoléss, la réparition
dez séarotypes n'avait pasz de walawr
apidemioclogigue. Gependant, Salmonsila
Entaritidiz &t Salmonella Typhimurium ont &ta
izoléss, sachant gque ces sérotypas sont lee plus
fraquemmeant refrouves a traverz le mondse [18].
Comme laz shigslles, la plupart des zalmonsllss
izoléss danz cette atuds etaient rézistantss aux

antibiotiquas talz que Mamaxicilline, la ticarcilline,

les tatracyclinas, laz sulfamides ot lee aminosidas.
Seuls une zouche de Salmonslla Typhimurium
mantrait des résistances a 'acide nalidixigus.
Cette resistance des salmonsellss aux antibictiques
recommandss par 'OMS z'étend progressivemant
danz de nombreux payz en vois ds
développament [11, 20, 21.]. Quant a la
prévalence dez Campylobactsr, slle Stait de 4%
(7180} ca qui corrsspondait a la situation dans
d'autres pays en vois de développemant ou alls
varie entre 3 et 20% [7]. Le pourcentags de
Campylobacter était similaire a cells des
salmonellss confimmant I'amergancs des souches
d'origing alimsniaira st la necessiteé de faire uns
surveillance. Une seuls sspéce a &té izolés, a
savoir Campylobactar jejuni qui &tait la plus
fraguemment rencontrés. Les cutils maléculaires
saront d'un apport mon negligeabls pour misuwx
égvalusr le poidz de ce pathogens dans les

gticlogies des diarthéss [22].

Danz notre &tude mous navons wtilizé gus le
sarcgroupags qui ne donne gqu'uns indication
partislls du pouvoir pathogens des souchss ds
Eszchernchia coll. Les troiz sérogroupes identifiss
gtaient O111, O124 st O126 regroupant au total
guatra =ouchez de Eszcherichia coli
antercpathogenes. Le serotype O157:HT n'a pas

ata izold.

CONCLUSION

Danz notra atude la répartition des aticlogiss
viralas [34%), bactérisnnes [ 34%) =i parazitaires

(12%) &tait conforme a la littératurs. L'étuds de |a

Dakar Med. 2013;58(1)

123



Annexes

dynamique des rotavirus dang le temps montrait
leur prédominancs an 2aizon fraichs, aves un pic
au maois de janvier, ce qui &tait classiqus.
Cependant on avait noté unse émergsnce ds la
régistance aux quinolenas (28%) chez Salmonslia.
Lez céphalospornes de 3™ génération restaisnt
sncors efficaces pour le traitement des
shigellozez, dez szalmonsllozes st des

campylobactarioasas.
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Article 3 : Poster

CARACTERISATION MOLECULAIRE DE SOUCHES DE SALMONELLES ISOLEES ~ Unité de Bactériologie
DES ALIMENTS, ANIMAUX ET HUMAINS Expérimentale

FALL-NIANG NK!, SITRAKA A!, SECK A2., DEME T3, COMBARI A*, WANE AA!, MBOW M3, TIMBINE LG!, SAMB-BA B!, NIANG A!, BERCION R?., GASSAMA-SOW A!

Unité de Bactériologie Expérimentale, Institut Pasteur de Dakar , IPD, 2Laboratoire d’Analyses de Biologie Médicale, 3Laboratoire de Sécurité Alimentaire et d’ Hygiéne et ’Environnement,
1PD, ‘Laboratoire de Bactériologie , EISMV, UCAD

RESUME
INTRODUCTION

Les salmonelles non typhiques (NTS) posent un probléme majeur de santé publique en Afrique et dans le monde. Au Sénégal, le role de 1" alimentation dans la transmission des maladies est mal reconnu et ” incidence des maladies d” origine alimentaire sous-estimée. A cela s’ ajoute
1" émergence de souches animales multirésistantes aux antibiotiques transmises 1" homme via I’ alimentation. 11 5" agit done d un réel probléme de Santé Publique nécessitant la mise en place d’ un systéme de surveillance efficace permettant le recueil de données 4 toutes les étapes de la
chaine de production alimentaire, mais aussi 4 partir de maladies humaines transmissibles par les aliments telle que la salmoncllose.

METHODOLOGIE

L’ objectif de cette étude était de rechercher simultanément des salmonelles chez des patients présentant des diarrhées, chez les carcasses de poulets et au niveau des feces de poulets. C' était une étude prospective entre juillet 2012 et juillet 2013. La coproculture était utilisée pour la
recherche des salmonelles au niveau des selles. Salmonella était recherchée selon la norme 10 6579 (2001), Salmonella était recherchée selon la norme (IS0 6579:2002/amendement A 1: 2007)respectivement pour les et fices de poulets. Les antibiogrammes et le sérotypage étaient
effectués selon des techniques standards. Les concentratior ales d’ inhibition (CMI) étaient déterminées par E-test pour les souches résistantes a 1" acide nalidixique et 4 la ciprofloxacine. Au total 100 souches de salmonelles d origine humaine, alimentaire et animale ont été
sélectionnées pour faire la caractérisation des supports génétiques de la résistance et la recherche des facteurs de virulence.

RESULTATS

Autotal 300 prélévements de carcasses de poulets, 268 prélévements de selles ou de fientes de poulets et 200 prélévements de selles de patients ont été effectués. La prévalence des salmonelles était de 4% chez les humains, 31% avec les féces de poules et de 96% avec les carcasses de
poulets. Salmonella Kentucky était le sérotype majoritaire au intégrons de classe 2 n’était retrouvés que chez les souches d” origine animale. Les intégrons de classe 3 n°ont pas été détectés. Le géne gnrA n’a pas éé retrouvé, par contre le gnrB et le gnr$ avaientt Gté retrouvés au niveau
des trois secteurs. Les génes gyrA et parE était retrouvés au niveau des trois secteurs. Par contre le géne gy7B n"a pas été retrouvé que chez les souches humaines de méme que le parC chez les souches animales. Les facteurs de virulence inv, orfL et pipD ont été retrouvés chez toutes les

souches animales et humaines. Par contre le spvR était retrouvé que chez trois souches humaines et une souche animale. Les souches alimentaires avaient les génes invA, orfL et pipD mais avec des pourcentages de 86%; elles étaient done moins virulentes. Le géne spiC était retrouvé chez
toutes les souches animales et trois souches alimentaires. Les génes gyr et par feront I objet de séquengage pour déterminer les mutations.

CONCLUSIONS

Les salmonelles étaient plus prévalentes au niveau alimentaire et étaient plus résistantes aux quinolones et fluoroquinolones. Les professionnels vétérinaires doivent faire preuve de vigilance dans la prescription d La prévention et la
prioritairement axées dans les secteurs en amont des stades de distribution pour assurer la santé des populations.

INTRODUCTION

Les salmonelles non typhiques (NTS) posent un probléme majeur de santé publique en Afrique et dans le monde. on note une é de ‘mineures au détriment de Salmonella Typhi.
En Afrique de I’ Ouest y compris le Sénégal les salmonelles mineurs sont les principales causes de gastroentériques chez les enfants et les adultes vivants avec le HIV (Seydi MM 2005, 2008).
Au Sénégal, le role de I” alimentation dans la transmission des maladies est mal reconnu et I” incidence des maladies d’ origine alimentaire sous-estimée.

A cela s ajoute 1" émergence de souches animales ¢ aux 41" homme via I alimentation. Actuellement un peu partout dans le monde des iréis aux telle
Kentucky ST198

qui présente une résistance 4 la ciprofloxacine sont isolées chez les humains et en alimentaire (Simon Le Hello, 2013; Himel Barua). En Ethiopie, Nigéria et au Maroc Salmonella Kentucky ST198 a été isolée chez les poulets et les dindes

domestiques et des épices importées en France ou aux USA & partir du Maroc. Au Sénégal Salmonella enterica serovar Keur massar qui est une souche multirésitante a été isolée aussi bien dans les selles qu’ en alimentaire (Gassama ef al.,
2004), de méme que le sérotype Kentucky (Dione ct al., 2012).

11 s” agit donc d’ un réel probléme de Santé Publique nécessitant la mise en place d’ un systéme de surveillance éfficace permettant le recueil de données a toutes les étapes de la chaine de production alimentaire, mais aussi @ partir de
maladies humaines transmissibles par les aliments telle que la salmonellose.

MATERIELS ET METHODES

Période et cadre de I’ étude

Etude prospective entre juillet 2012 et juillet 2013 (DAKAR)

11's agit d’ évaluer la prévalence des salmonelles: > Les sclles de sujets diarrhéiques (Dispensaire St Martin de
Rebeuss, CS Dominique de Pikine)

doivent étre

» Les carcasses de poulet vendus en

étalage au niveau des marchés de > Les feces de poulet au niveau
Dakar(Sandaga ; Tiléne, Fass, des ¢élevages de Keur Massar et
Castors, Colobane, Grand Dakar, Grand de Sangalkam

Yoff, Parcelles assainies.
METHODES BACTERIOLOGIQUES :
La recherche des salmonelles réalisée : Di ire St Martin,

> Les antibiogrammes et le sérotypage étaient faits a I” unité de
BACT-EXP et au LABM de I" IPD. Les concentrations minimales
d’ inhibitions (CMI) étaient déterminées pour les souches résistantes
aux quinolones (NA, CIP).

L'ADN total a ét¢ extrait par la méthode chimique

QIAamp DNA minikit L’ amplification par PCR en point final. Selles (200) Poulets(300) Feces de poulets(268) Ferme de Sangalkam
La migration sur gel d’ agarose & 1,5%, 100V, Th. BACT-EXP, IPD LSAHE, TPD BACT, EISMV-UCAD
. ] . >Eléments génétiques de la résistance intégrons (intl, in2, in3)
METHODES MOLECULAIRES : > Eléments génétiques de la rési lasmidique aux quinolones PQDR (gnrA, gnrB, qnrS, qepA, aac(6')-Ib-cr

Au total, 100 souches de salmonella étaient sélectionnées pour
faire la caractérisation moléculaire. Recherche des :

et éléments génétiques de la rési chr ique des quinol gyrA, gyrB, parC, parE
»>Facteur de virulence : invA, spiC, pipD, orfL, spvR

RESULTATS

La prévalence des salmonelles était de 4% chez les humains, 31% pour les féces de poulets et de 96% pour les carcasses de

Déterminants Déterminants
génétiquedela|  génétiques de la . Tableau 1: Répartition des déterminants génétiques de la résistance et de la virulence des salmonelles au

Origine Phénotypes de résistance résistance virulence Sérotypes . . . . .
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. spvR
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koo o Brmcssr

P S . S Figure 1: Photo de gel des facteurs de virulence (OrfL, invA, pipD, spvR)

(ETECol it s ic o Kentes

MTICTESXT=1 It qurs 4 Kempead CONCLUSIONS

4 Sontsso Ustann
o = S — Plusieurs sérotypes étaient retrouvés au niveau des trois secteurs mais ¢’ était le sérotype Kentucky qui
MTIC-CF-FOX-CTX-AMC-CAZNATE] était le plus isolé dans les trois secteurs.
OR.CiP = 5 Kennet , s P . . .
TS ———————— »La prévalence des salmonelles était plus ¢levée au niveau alimentaire avec un pourcentage de 96%.
CTENoRCIP SXT ) it it gt Kennet s . L o
YT ———————" Salmonella Kentucky était le sérotype majoritaire et le plus résistant.
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Aricle 3:
Prevalence and mechanisms of quinolone resistance among selected nontyphoid Salmonella

isolated from poultry and humans in Dakar, Senegal.
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Abstract

The aim of this study was to investigate the prevalence and mechanism of quinolone
resistance among selected nontyphoid Salmonella (NTS) isolates.

A total of 391 NTS was isolated from human (n=31), chickens carcasses (n=276) and feces of
chickens (n=84) between july 2012 and july 2013 in Dakar and investigated by using
serotyping and antimicrobial susceptibility test assays. Among the 391 NTS, 79 were selected
for plasmid-mediated quinolone resistance (PMQR) genes gnr, aac(6¢)-1b-cr, and gepA and
mutations in the quinolone resistance-determining region (QRDR) of gyr4 and parC by PCR,
and DNA sequencing.

A total of 28 serovars of Salmonella enterica subspecies enterica (serovars Brancaster,
Kentucky, Istanbul, Senftenberg, Chester, Sandiego, Enteritidis, Hadar, Offa, Ouakam,
Urbana, others serovars n=17) were selected and (60%, 47/79) were resistant to NAR and
CIPR. The MICs of nalidixic acid and fluoroquinolones were CIP>32ug/ml, NA>256ug/ml
(n=37). Isolates were positive for the detection of genes gyrd (78%), gyrB (58%), parE
(95%), parC (4%), gnrB (57%), gnrS (4%), gnrC (1%), gnrD (1%), aac(6’)-1b (1%). QnrC,
aac(6’)-1b, qnrD, qnrS were found in isolates resistant to Na® and CIP®. No isolates were
positive for gnr4 and gepA.

The mutations were observed in gyrB and parE. The most prevalent mutations in gyrB was
substitute of (Leu-Phe n=11) follow (Pro-Ser n=4), (Ala-Thr n=2), (Agr-Gly n=2), (Asn-Asp
n=2). The mutations in parE were found with serovars Brancaster and Gera and were isolated
in carcasses of chicken.

The resistance of Salmonella to quinolones in Senegal has been previously described as
associated with genes gnr, aac (6 ')-Ib-cr and point of mutations within the QRDR of gyrB
and parE and reduced susceptibility to fluoroquinolones. To the best of our knowledge, this
study is the first report of surveillance of salmonella in human, animal and alimentary in
Senegal. The spread of NTS carrying aac(6¢)-1b-cr and gnr is of serious concern, it would be

crucial to accentuate the surveillance on the use of antibiotics, especially in veterinary.
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Background

In Senegal, diarrhea is a major public health problem particularly from children under five
years (Fall-Niang et al., 2013; Sire et al,, 2013). The etiologies of diarrhea can be viral,
bacterial or parasitic. Among bacterial etiologies it there's Salmonella. Currently we note an
emergence of non-typhoidal Salmonella (NTS) to the detriment of Salmonella Typhi.
Approximately 1 million cases of Salmonellosis, causing 19,336 hospitalizations and nearly
400 deaths, occur each year in the United States (Scallan et al., 2011).

In sub-Saharan Africa including Gambia and Senegal, non-typhoidal Salmonella (NTS) are a
major cause of invasive disease in infants, young children, and HIV-infected adults and are
associated with substantial mortality. For example, a retrospective study in Senegal revealed a
prevalence of NTS in patients with HIV to be between 0.15% and 2.13% during 1996 to 2005.
In addition, Salmonella enterica serovar Enteritidis and Salmonella enterica serovar
Typhimurium were the most common serovars (Seydi et al., 2005, 2008).

Yet, around of 1500 serotypes has been repertored but the majority of salmonellosis are
caused by only Salmonella Typhimurium and Salmonella Enteritidis.

Many studies confirm that as those of Sofia Maraki on the island of Crete to Greece,
Salmonella Enteritidis were represented by 37.3% and Salmonella Typhimurium by 28.7%
(Maraki et al., 2014).

Antibacterial agents are often recommended for the treatment of suspected invasive
salmonellosis and World Health Organisation (WHQO) recommended fluoroquinolones as
first-line antibiotics used in the treatment of diarrhea. Fluoroquinolones are very active on a
wide range of pathogenic species and were also introduced into veterinary medicine for
treatment of poultry against enteric pathogens (Cardinale E et al., 2003). The treatment of
bacterial infections diarrhea is increasingly complicated by the ability for bacteria to develop
antimicrobial resistance.

In Salmonella species, a single mutation in the quinolone resistance-determining region
(QRDR) of gyrd4 can mediate resistance to quinolones such as nalidixic acid and reduced
susceptibility to fluoroquinolones. Mutations in the gyrB or topoisomerase IV (parC and
parkE) genes are considered rare in Salmonella (Giraud et al., 2006).

In the recent years, plasmid-mediated quinolone resistance (PMQR) has emerged in
Salmonella and in other Enterobacteriaceae, and the prevalence of PMQR is increasing

(Strahilevitz et al., 2009). It was first reported in 1998 and actually three PMQR mechanisms
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have been described (Martinez-Martinez et al., 1998). The first PMQR mechanism includes
gnr genes, which encode proteins that directly protect DNA gyrase from quinolone inhibition
(Strahilevitz et al., 2009). The second mechanism consists of aac(6¢)-Ib-cr gene, which
encodes a new variant of the common aminoglycoside acetyltransferase that is capable of
acetylating the piperazinyl substituent of some fluoroquinolones, thereby reducing their
activities (Robicsek et al., 2006). The third mechanism involves gep4 gene, which encodes an
efflux pump belonging to the major facilitator superfamily (Yamane et al., 2007).

The aim of this study is to describe molecular characteristics of Salmonella quinolone

resistant strains isolated from human, and poultry recovered in a same period.

Materials and Methods

Salmonella strains

A total of 391 NTS isolates recovered from human (n=31), chickens carcasses (n=276) and
feces of chickens (n=84) has been collected between july 2012 and july 2013 in Dakar as part
of AGISAR project funded by WHO. Seventy nine from the 391 NTS, were selected for
further investigation.

The most frequent serovars and who presented resistance to nalidixic acid and ciprofloxacin
are selected in majority.

Identification and serotyping of Salmonella isolates from human were performed as
previously described (FALL-NIANG et al., 2013), on food according to norm ISO
6579 (2001), and from animal according to norm (ISO 6579:2002/amendement A 1: 2007).
Antimicrobial susceptibility testing

The antimicrobial susceptibility tests were performed by standard disc diffusion method
according to the guidelines of the French Society of Microbiology (see CA-SFM guidelines
http://www.sfm-microbiologie.org) on Mueller Hinton agar (Bio Rad, France) using
commercial discs (Bio Rad, France).

The MICs of nalidixic acid (E-test®, Biomérieux France) and ciprofloxacin (E-test®,
Biomérieux France) for all the Nal® and CIP® NTS isolates were determined according to the
CASFM guidelines (CASFM, 2012). Escherichia coli ATCC 25922 and Salmonella
Typhimurium ATCC 14028 were used as quality control strains.

DNA was extracted using a kit (QIAGEN, DNA minikit) according to the manufacturer’s
recommendations and stored at -20°C.

Detection of PMQR determinants
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Two multiplex PCR protocol were used as previously described for simultaneous
amplification of gnrd, gnrB, gnrC, and gnrS genes and gnrD, aac(6¢)-1b, and gepA genes
respectively (Park et al., 2006; Jacoby et al., 2009; Kim et al., 2009, Cavaco et al., 2009).
PCR amplification and sequencing of gyr4 and parC

Quinolone resistance was confirmed by amplified gyrd, gyrB and parC, parE genes on
selected isolates as previously described (Giraud et al., 1999).

Contig sequences were edited with Chromas Pro, compared in BLAST of the NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/BLAST) and were aligned using the ClustalW program.

Results
A total of 28 serovars of Salmonella enterica subspecies enterica (serovars Brancaster, n=15;

Kentucky, n=15; Istanbul, n=5; Senftenberg, n=5; Chester, n=3; Sandiego, n=5; Enteritidis,
n=3; Hadar, n=3; Offa, n=3; Ouakam, n=2; Urbana, n=2 and others serovars, n=17 ) were
selected. Most of them (60%, 47/79) were resistant to NAR and CIP®.

The MICs of nalidixic acid and fluoroquinolones were determined for 37 Na® and CIP? NTS
isolates derived from humans (n = 2), veterinary (n =10) and food (n =10) (table 1).

Isolates were positive for the detection of gyrd (78%), gyrB (58%), parE (95%), parC (4%),
gnrB (57%), gnrS (4%), gnrC (1%), gnrD (1%), aac(6’)-1b (1%) genes. QnrC, aac(6’)-1b,
gnrD, qnrS were found in isolates resistant to Na® and CIPR. None isolate was positive for
gnrA and gepA.

The mutations were observed in gyrB and parE. The most prevalent mutations in gyrB was
substitution of Leu-Phe (n=11) followed by Pro-Ser (n=4), Ala-Thr (n=2), Agr-Gly (n=2) and
Asn-Asp (n=2) (table 2). The mutations of the gene parE were found with serovars
Brancaster and Gera isolated in carcasses of chicken and they have 18 points of mutations
(table 3).

Discussion

Results showed that Salmonella were multi-resistance to nalidixic acid (MIC > 256 ng/ml,
n=20) and ciprofloxacine (CMI >32 pg/ml, n=18). The resistance to quinolones of Salmonella
was found at the national level (Sambe-Ba et al., 2013; Fall-Niang et al., 2013) and
international (Angulo et al., 2000 ; Sodagari et al., 2015).

The gnrB (57%) was detected in the majority when the gnrS (4%), gnrC (1%), gnrD (1%) and
the aac (6 ')-1b (1%) were not detected frequently. The gnr4 and gepA were not detected in
the isolates. This high percentage of strains harboring the gene gnrB is a major public health

problem because it is a transferable gene.
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In contrast to a study conducted in Iran where gnrA4 (25.8%) was the majority follow gnrB
(1.7%) and gnrS (1.7%) (Saboohi et al., 2012).

In Denmark it was reported that the resistance of Salmonella as Salmonella Enteritidis to
quinolones increased nearly tenfold in five years. Unfortunately, these results indicated that
the use of quinolones in veterinary medicine was the cause (Molbak et al., 2002).

In Turkey a study was made on the level of the resistance plasmid to quinolones of
Salmonella strains isolated in chicken carcasses. All isolates were negative for the detection
of gnrA, the gnrB and aac(6 ')-1b-cr, only two strains were positive for gnrS (Zafer et al,
2014). The gnrD and gnrC are not very frequent. The gnrD have been characterised in China
Henan in 2008 by a strain of Salmonella Kentucky of human origin (Cavaco et al., 2009).

The mutation in the quinolone resistance-determining region was detected by the sequencing.
The mutations were observed at the gene gyrB and parE. These results are different with
those observed by Migma et al. (2011) and Liebana et al. (2002) who noted mutations in gyr4
and parC.

This difference could be geographic. The change may be due with quinolones and
fluoroquinolones used in human and veterinary medicine as well as the coping mechanism
due to selected pression of some fluoroquinolones. The mutations of the gene gyrB with
substitution of Leu-258-Phe and Ser-463-Tyr were observed in Sa/monella Typhimurium by
Gensberg K et al., (1996).

Recently, a multinational study revealed different rates of reduced ciprofloxacin susceptibility
among the human NTS isolates from Taiwan (48.1%), Thailand (46.2%), Korea (36.5%),
Singapore (24.5%), Philippines (14.9%), Sri Lanka (8.0%), and Hong Kong (7.1%) (Lee et
al., 2009). In Senegal the resistance of Salmonella to quinolones was observed by Dione et
al., 2012. An emergence of multiresistant strains to quinolones and fluoroquinolones such as
Salmonella Gera and Salmonella Brancaster was observed. These emerging strains merit to be
studied later to better understand their cause and consequence of their presence in the food
sector.

Conclusions

In conclusion, Salmonella was resistant to quinolones with MICs ; NA MIC> 256 g / ml and
CIP MIC> 32 mg / ml. This resistance was encoded by gnr, aac (6 ')-Ib-cr genes and point of
mutations within the QRDR of gyrB and parE. To the best of our knowledge, this study is the
first report of surveillance of salmonella in human, animal and alimentary in Senegal. The
presence of genes gnr and aac(6')-Ib-cr which are transferable genes promote the

dissemination of the genetic elements of resistance in Salmonella or even other enteric
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bacteria. This is a major public health problem. It would be crucial to accentuate the
surveillance on the use of antibiotics, especially in veterinary medicine, in order to prevent

increased resistance to recently developed molecules.
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Table 1: MIC of Salmonella NAR and CIPR

Origin / Sérovars Resistance MIC (pg/ml)

phenotypes (mm)

NA CIp NA CIpP
Human
435 Enteritidis 6 27 >256 >32
B 17 Enteritidis 6 30 >256 =32
Veterinary
V20 Brancaster 14 27 >256 >32
V35 Sandiego 14 27 >256 =0,38
V39 Sandiego 12 28 >256 >32
V40 Chester 12 28 >256 >32
V44 Urbana 0 30 =192 =0,19
V45 Kentucky 0 8 >256 >32
V54 Kentucky 0 8 >256 >32
V71 Sandiego 13 26 =48 >32
V75 Kentucky 0 9 >256 >32
V82 Urbana 0 22 >256 =0,125
Food
L1 Kentucky 0 10 >256 >32
L2 Ruzizi 0 11 >256 >32
L8 Hadar 12 24 >256 >32
L20 Kentucky 0 10 >256 >32
L22 Kentucky 0 8 >256 >32
L24 Senftenberg 0 12 >256 >32
L26 Kentucky 0 8 >256 >32
L28 Kentucky 0 0 >256 >32
L30 Benfica 0 24 >256 >32
L32 Abony 0 20 >256 >32
L33 Kentucky 0 0 >256 >32
L39 Kentucky 0 25 =48 =0,125
L51 Brancaster 14 27 >256 >32
L55 Brancaster 14 25 >256 >32
L58 Brancaster 19 19 >256 >32
L70 Kentucky 14 8 >256 >32
L74 Farsta 18 26 >256 =1,5
L83 Istanbul 13 24 >256 >32
L115 Sandiego 13 26 >256 >32
L138 Hadar 17 28 >256 >32
L141 Gera 16 20 >256 >32
L204 Kentucky 0 9 >256 >32
L261 Istanbul 10 25 >256 =
L271 Istanbul 8 25 >256 >32
L275 Istanbul 12 22 >256 >32
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Table 2: Mutations of the gyrB gene

MIC Phenotypes
Origin Number Serovars Mutations of the gyrB gene NA CIP NA  CIP
Sal39  Sandiego Pro-25-149-235-Ser >256 >32 R R
Lys-91-Glu, Ser-220-Arg, Ala-265-Thr, =192 =0,19 R R
Animale Sal44  Urbana GIn-34-Stop
Sal45  Kentucky Leu-256-Phe >256  >32 R R
Sal 54  Kentucky Leu-250-Phe,_Ala-244-Thr, Ser-191-Ala >256  >32 R R
Sal82  Urbana Leu-250-Phe >256 =0,125 R R
Sal20  Brancaster Agr-33-Gly >32 >32 R R
Pro-25-Ser, Ile-23-Val, Val-210-Ile, R R
Sal40  Chester Ala-207-Thr >256 >32
L2 Ruzizi Leu-264-Phe, >256  >32 R R
L8 Hadar Leu-250-Phe >256  >32 R R
L28 Kentucky Tyr-261-Ile >256 >32 R R
Alimentaire L30 Benfica Leu-260-Phe >256 >32 R R
L51 Brancaster Arg-31-Ser, Asn-25-Asp, Lys-85-Glu >256  >32 R R
L5s Brancaster Leu-264-Phe >256  >32 R R
L58 Brancaster Leu-264-Phe >256  >32 I R
Leu-258-Phe, Arg-16-Gly, Asn-172-196-Asp Stop- >256  >32 R R
L70 Kentucky 46-31-Arg
Leu-162-Phe, Asn-171-196-Asp, Tyr-260-1le Stop- >256  >32 I R
L141  Gera 45-30-Leu, Stop-105-Gln
L204  Kentucky Leu-263-Phe, Thr-257-Ala >256 >32 R R
L271  Istanbul Leu-258-Phe, Ser-463-Tyr >256  >32 R R

Table 3: Mutations of the parE gene

MIC Phenotypes

Origin | Number Serovars Mutations of the parE gene NA CIP NA CIP

L141 Gera Ala -28- Thr, Gly-104-206-224-Arg , >256  >32 I R
Stop-86-245-Gly ; Agr-215-Stop,
Pro-131-Ser, Leu-89-Phe, Ser-212- Ala,
Cys-92-Gly, Ser-209- Gly, Stop-125-Arg,
Tyr-167-His, Val-128-Ile, Ile-101-Phe,
Asn-51-Ile, Leu-18
Alimentaire

L58  Brancaster Ala —35-56-98-Thr, Arg-92-212-194-Gly, >256  >32 I R
Gly-74-233-Stop, Tyr-28-Leu, Thr-17-Ala,
Leu-6, Stop-45-151-Gln, Stop-203-Arg,
Gly-68-Arg, Gly-80-Cys, Ile-40-Asn,
Phe-89-Ile, Phe-77-Leu, Asp-51-His,
Ser-119-Pro, Ile-116-Val, His-154-Tyr,
Arg-113- Stop, Ala-200-Ser, Gly-197-Ser

CIP: ciprofloxacin, NAL: nalidixic acid, R: Resistant, I: Intermediate MIC: minimum
inhibitory concentration
Lys: Lysine ; Pro: proline ; Ser: Serine ; Glu: Glutamic ; Arg: Arginine ; Ala: Alanine ;
Thr: Threonine ; Gln: Glutamine ; Leu: Leucine ; Phe: Phenylalanine ; Gly: Glycine ;
Pro: proline ; Ile: isoleucine ; Val: Valine ; Asn: Asparagine ; Tyr: Tyrosine ; Asp: Aspartic
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Evaluation of the level of Salmonella contamination in chicken carcasses from Dakar, Senegal
Abstract:

Background: In Senegal, the incidence of salmonella contaminations in poultry products is
underestimated. The objective of this study was to investigate the level of salmonella
contamination in chicken carcasses obtained from retailers in Dakar markets, Senegal. .
Chicken carcasses were collected between July 2012 and July 2013. Salmonella samples were
isolated and cultured according to ISO 6579 (2002) guidelines (Amendment 1: 2007
Horizontal methods recommendation for the detection of Sa/monella). Susceptibility testing
and serotyping of isolates were performed by using standard techniques.
Results: A total of 300 chicken carcasses were analyzed and the prevalence of Salmonella
contamination reached 53%. Overall, the hygiene conditions at the retailer stores where
chicken carcasses were sold were fair, except at one market where the hygiene conditions
were poor. Indeed, the rate of sal/monella contamination at that market reached 78%.
Interestingly, a total of 20 Salmonella serotypes were identified among our Salmonella
isolates.

The 3 most commonly found serovars were Salmonella Istanbul (28%), S. Brancaster (19%)
and S. Kentucky (13%), accounting for 55 % of all isolates. Overall, 21% of isolates were
resistant to quinolones and fluoroquinolones. A very high number of isolates displayed a
resistance phenotype to tetracycline (66%) and streptomycin (47%). Less isolates were
resistant to cephalosporins (2 to 5%), chloramphenicol (2%), gentamicin (8%) and imipenem
(1%)

Conclusion: A high prevalence of salmonella contamination was observed in chicken
carcasses sold in Dakar markets. This is probably due to poor hygiene conditions in chicken
farms and slaughter houses but also due to the fact that the cold chain is not always
maintained through the distribution chain of poultry products.

Veterinary professionals should be more careful when prescribing and using certain
antibiotics A preventive and educational work need to be done at all stages, from the
production to the distribution of poultry products, in order ensure the wellbeing of the
populations.

Keywords: Salmonella, chickens, markets, Dakar, antibiotics
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Introduction

According to WHO's the food safety policies should cover all stages of the food production
chain, from farms to the consumer plate (14). Salmonella is one of the leading causes of
human gastroenteritis all over the world. Indeed, each year, there are in average 93.8 million
cases of gastroenteritis linked to Salmonella infection, with approximately 155,000 death
cases (12).

In Africa, non-typhoid Salmonella are the main causes of bacteremia among
immunocompromised individuals, infants and newborns (4; 13). However the epidemiologie
of Salmonella in developing countries are not well documented (1; 10). In general, the
primary sources of salmonellosis are food-producing animals such as cattle, poultry and swine
(16).

Salmonella are carried in the intestinal tracts of many birds, including chicken, and
epidemiological evidences have suggested that this site is a potential reservoir for human
infections and an entry point into the food chain. In chicken carcasses, salmonella are
commonly found on the skin and muscles, although the neck and the anus are the most
contaminated parts. Consumption of contaminated poultry products (or undercooked
products) appears to be one of the main sources of human infection.

In Senegal, the incidence of Salmonella contamination in food products is underestimated. To
date, there are few reports that have focused on the microbiological quality of poultry
products in Senegal. In a pioneering study conducted in 2004 Cardinal et al showed that the
incidence of salmonella contamination in chicken carcasses reached 32%. They also isolated a
new Salmonella serovar (Salmonella enterica serovar Keur Massar) that displayed a
multidrug resistance phenotype. The same serovar was later reported in both human and food
samples (9). Recently, another serovar, Salmonella enterica serovar Kentucky was isolated

from poultry samples.
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In Senegal, chicken carcasses are sold on display in the markets by retailers. This probably
plays a role in the proliferation of Sa/monella. In addition, power shortages make the situation
worse by disrupting the cold chain, which is required for storing poultry products.

The aim of this study was to evaluate the prevalence of Salmonella contamination in chicken

carcasses sold on display on the markets in Dakar and its suburbs.

Results

Environment of sale of chicken carcasses in Dakar

We conducted afield survey in different farms, slaughter houses and retailer stores to better
understand the conditions of sale and the quality of chicken carcasses sold on the market in
Dakar, Senegal.

In this study, chicken carcasses were purchased from retailers in different markets in Dakar.
Chickens were raised in industrial or traditional farms in rural and urban areas. Overall, the
conditions of sale of chicken carcasses were fair except at Tilene market where the hygiene
conditions were poor in 40%. In fact, 78% of chicken carcasses from this market were
contaminated with Sal/monella. Most chicken carcasses were sold on display and they were

stored in one individual bag (Table I).

Type of sold chickens and contamination level

A Sample has been performed on about 300 chickens purchased in major markets of Dakar
and its suburbs. A total of 300 chicken carcasses were analyzed. Although they were all
bought from different stores in Dakar markets, they originated from 3 types of chickens: the
broilers, premises, and layer chickens. Of the 300 chicken carcasses, 53% (n=160) were
infected with one or many Salmonella. Overall, a total of 273 Salmonella isolates was

collected from these chicken carcasses.
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The prevalence of Sa/monella was high in broilers for Sandaga market (68%), Tilene (75%),
Fass (50%), Grand Dakar (42%), Grand Yoff (43%) and Parcelles Assainies (62%). As for the
chickens premises the prevalence of Sa/monella was high in the markets of Sandaga (40%),
Tiléne (91%), Grand Dakar (77%), Grand Yoff (62%), Castor (62,5%), Parcelles Assainies
(45%). As for layer chickens Salmonella prevalence was high in markets Castor (100%),

Tiléne (40%) and Grand Dakar (78%) figure 1.

Salmonella serovars

Serotyping analysis of the 273 Salmonella isolates identified 20 different Sa/monella serovars.
The serovars Istanbul (28%), Brancaster (19%) and Kentucky (13%) were the most
commonly found serovars (figure 2). We were unable to characterize 2 Salmonella isolates
since they did not correspond to any existing profile on the Kauffman-White classification

scheme for Salmonella.

Antibiotic resistance

Antimicrobial susceptibility testing was performed according to the recommendations of
“CA-SFM, 2012”. Among the 273 Salmonella isolates, 21% of isolates were resistant to
quinolones and fluoroquinolones. It is noteworthy that the incidence of tetracycline and
streptomycin resistance was very high (66% and 47% respectively). Few Sal/monella isolates
were resistant to cephalosporin (2 to 5%), chloramphenicol (2%), gentamicin (8%) and
imipenem (1%). Interestingly, 25% of isolates remained susceptible to all tested antibiotics
(Figure 3).

The most commonly found resistance phenotype was NTeS, which indicated a resistance to
quinolones and fluoroquinolones tetracycline and streptomycin (these antibiotics were

commonly used in veterinary medicine).

147



Annexes

The second commonly found resistance profile was CFGN, which indicates a resistance to
gentamicin, quinolones, first, second and third generation cephalosporins (these antibiotcs
were frequently used in both veterinary and human medicine). The third common resistance
profile was CFNGT indicating a resistance to first, second and third generation cephalosporin,
quinolones, fluoroquinolones and tetracycline. The fourth common resistance profile was
CFNGT showing a resistance to first, second and third generation cephalosporin, quinolones

and fluoroquinolones, tetracycline and imipenem (table II).

Discussion

In this study, we analyzed 300 chicken carcasses purchased in Dakar markets and its suburbs
to look for Salmonella contamination. To this end, three types of chicken carcasses were
purchased (broilers, layer chicken and chicken premises). Sa/monella contaminations were
found in all three categories of chicken carcasses from all the selected markets, suggesting a
broad distribution of Salmonella in poultry products from Dakar the capital of Senegal and its
suburbs.

Overall, the hygiene conditions at different retailer stores were fair, except at Tiléne market
where the hygiene conditions were poor. Indeed, 40% of the chicken carcasses purchased
from Tilene market were contaminated with bacteria (Salmonella accounted for 78% of those
bacteria).

The overall prevalence of Salmonella in chicken carcasses was 53%, suggesting a high level
of contamination of chicken products, and this increases the risks of food poisoning for
consumers.

A total of 20 serovar were identified in this study, and the most frequent ones were S. Istanbul

(70/273, 26%), S. Brancaster (51/273, 19%) and S. Kentucky (33/273, 12%). These serovars
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have been previously reported in chicken carcasses and human feces (8). It is possible that the
same clones are circulating between poultry and humans.

Antimicrobial susceptibility was performed on strains isolated from chicken carcasses. Of the
273 Salmonella strains tested, 21% were resistant to quinolones and fluoroquinolones strains
while 25% remained susceptibleto all tested antibiotics. An emergence of strains resistant to
quinolones and fluoroquinolones was noted on the sector. This result is obtained also by the
Hello et al., (11) and Barua et al (2) with the emergence of Salmonella Kentucky ST198
resistant to ciprofloxacin. The serovar Istanbul was most frequently in chicken carcasses but
the majority of strains was resistant to (SXT-TE), only two strains are resistant to quinolones.
This serovar was found in other studies in Senegal (7). It was a emerging serovar and was not
in contact with many antibiotics. After serovar Istanbul, Salmonella Brancaster was also
found in chicken carcasses. It was a very frequently isolated serovar in Senegal at the chicken
carcasses (7; 5). Serovar Brancaster was resistance to quinolones (22%). More than 90% of
isolates of Salmonella Brancaster and Kentucky were resistant to tetracycline and
trimethoprim-sulfamethoxazole when 30% of Salmonella Kentucky isolates were also
resistant to quinolones. Resistance to these antibiotics could be explained by their use as
growth promoters in the veterinary medicine. Several studies have shown that the selection of
resistant strains was the result of an extensive use of different families of antibiotics in
animals, especially as growth promoters (15). In Senegal and worldwide the resistance of
Salmonella Kentucky to quinolones has been reported in several studies Dione et al., 2012
(7). Salmonella Senftenberg isolates were resistant to tetracycline, 3rd generation
cephalosporins, to quinolones and even to imipenem. What constitutes a high risk that can be
associated with consumption of chicken if cold chains are not followed, because imipenem is
an antibiotic of last resort in the treatment of food-borne infections. Currently emergence of

Salmonella Senftenberg in the poultry sector was noted (3). This is a risk to human health
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because these bacteria may be present in animals at slaughter and food processing. Serovars
Hadar, Gera, Yeerongpilly were not very frequent. The few isolated strains were multidrug
resistant, especially to cephalosporins of 1 and 2 generation or even 3 generation for the
serovar Yeerongpilly. The serovar Hadar also resistant to quinolones and fluoroquinolones,
tetracycline, gentamicin and imipenem.

The serovar Hadar, Gera, and Yeerongpilly were less encountered. Isolates belonging to these
serovars displayed a multidrug resistance phenotype. More specifically, the isolates of the
serovar Yeerongpilly were resistant to first, second and even to third generation
cephalosporin, while the isolates from the serovar Hadar were resistant to quinolones,
fluoroquinolones, tetracyclin, gentamycin and imipenem.

The presence of these multidrug resistant strains is a major public health problem. Multidrug
resitance may be due by a horizontal transfer of resistance genes via bacterial conjugation (9).

Conclusion

A high prevalence of salmonella contamination (53%) was observed in chicken carcasses
isolated in Senegal. This situation leads me to interest myself in terms of mode of farmed, but
also to slaughter and hygiene conditions when selling chickens in Dakar where the cold chain
is sometimes lacking. In total, 21% of strains were resistant to quinolones and
fluoroquinolones.

Veterinary professionals should be vigilant in the prescription as well as in the use of these
antibiotics. Prevention and communication must be focused primarily in upstream sectors of
distribution stages to ensure the health of populations.

Methods

This study is part of WHO Advisory Group on Integrated Surveillance of Antimicrobial
Resistance (AGISAR) project funded by WHO. Chicken carcasses were collected between
July 2012 to July 2013.
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Sampling methods

Samples used in this study were whole chicken carcasses sold in the open in the multipurpose
Dakar markets. Chicken carcasses were bought and kept in sterile bags, and were immediately
sent to the laboratory for further microbiological analysis. The target markets for sample
collection were Sandaga; Tiléne; Fass; castor; Colobane ; Grand Dakar; Grand Yoff and
Parcelles Assainies.

Collect and data validation

This study was done in collaboration with a technician who working from the laboratory of
food hygiene and safety in Pasteur Institute of Dakar. The samples (chicken carcasses) were
delivered according to the requirements of hygiene and food safety laboratory of the Pasteur
Institute of Dakar for the microbiological examination.

Isolation and identification of Salmonella isolates

Salmonella strains were isolated by following the ISO 6579 (2002) guidelines, Amendment 1:
2007 Horizontal methods for the detection of Salmonella. Suspect colonies were confirmed by
biochemical and serological tests. Serotyping was doing by slide agglutination. Sensitivity
testing of strains to antibiotics was carried by following the “CASFM” guidelines (CASFM /

www.sfm-microbiologie.org).
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Annexes

Table I: Farming and sale conditions of chickens in Dakar

Health & Farming Number of
Environment Origin area Salmonella
NS A S IF TF STF U R
B 2 5 6 - 13 - 1 12 13
Sandaga CP - - 2 - 2 - - 2 2
LC 2 - - - - 2 2 - 2
Tiléne B 7 14 - 16 - 5 5 15 21
Cp 8 13 - 17 - 4 13 8 21
Fass B - - 5 5 - - - - 5
LC - 5 - - - 5 - 5 5
Castor B - 4 - 4 - - 4 - 4
Cp - 8 2 2 - 8 - 10 10
Colobane B - 5 - 3 2 - - 5 5
CpP - 4 - 1 3 - - 4 4
LC - 7 - 7 - - 4 3 7
Grand B - 8 - 8 - - - 8 8
Dakar Cp - 10 - 10 - - - 10 10
LC - 5 5 - - 4 1 5
Grand Yoff B - 4 5 9 - - 7 2 9
CpP - 8 - 8 - - 4 4 8
LC 1 - 1 - - 1 - 1
Parcelles B 3 4 9 13 3 16 - 16
Assainies CP - 5 - 5 - - 3 2 5

NS: No satisfactory, A: Acceptable, S: Satisfactory, IF: Industrial Farming, TF: traditional
Farming, STF: Semitraditional farming, U: Urban, R: Rural

CP: Chicken Premises, B : Broiler, LC: Layer Chickens
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Table I : Salmonella resistance patterns

Serovars

Resistance patterns

Number
of isolates

Istanbul

Brancaster

Kentucky

Senftenberg

Sandiego

Hadar

Indiana
Masembe

Give

Llandoff
Schwarzengrund
Typhimurium
Tsevie
Johannesburg
Llobregat
Farsta
Benfica
Abony
Ruzizi
Phaliron
Gera
Yeerongpilly

TE
SXT-TE
SXT-TE-C
GM-SXT-TE
GM-NOR-CIP-NA-SXT-TE
NOR-CIP-NA-SXT-TE
TE
SXT-TE
NOR-CIP-NA-TE
NOR-CIP-NA-SXT-TE
AMX-AMC-CF-SXT-FOX-TE
AMX-NOR-CIP-CF-NA-SXT-FOX-TE
SXT
SXT-TE
SXT
GM-SXT-TE
NOR-CIP-NA-TE
AMX-AMC-CF-FOX
NOR-CIP-NA-SXT-TE
CTX-NOR-TIC-CIP-NA
AMX-GM-NOR-TIC-CIP-NA-TE
AMX-GM-NOR-TIC-AMC-CIP-CF-NA-TE
AMX-GM-NOR-TIC-AMC-CIP-CF-CAZ-NA-TE
C
TE
TIC-CAZ-C
CTX-NOR-CAZ
CTX-NOR-CAZ-C
AMX-NOR-CAZ-C
NOR-CIP-NA-SXT-TE
CTX-NOR-CIP-CAZ-IMP-C
AMX-GM-NOR-TIC-AMC-CIP-CF-CAZ-NA-IMP-TE
SXT-TE
NOR-CIP-NA
NOR-CIP-NA-SXT-TE
NOR-CIP-NA-SXT-TE
AMX-NOR-TIC-CIP-NA-TE
AMX-NOR-TIC-AMC-CIP-CF-NA-SXT-IMP-TE-C
SXT-TE
GM-SXT-TE
SXT-TE
SXT
SXT-FOX-TE
TE
SXT-TE
GM
TE
TE
NOR-CIP-NA-TE
SXT-TE
NOR-CIP-NA-TE
NOR-CIP-NA-TE
NOR-CIP-NA-SXT-TE
NOR-CIP-NA-SXT-TE
NOR-CIP-NA-SXT-TE
AMX-NOR-AMC-CIP-NA-FOX-TE
AMX-GM-NOR-TIC-AMC-CIP-CF-CAZ-NA-TE

13
36
1
1
1
14
21
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Figure 1 : Prevalence of salmonella according to the markets

CP: Chicken Premises, B : Broiler, LC : Layer Chickens

156



Annexes

Figure 2 : Distribution of serovars
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Antimicrobial resistance of foodborne Salmonella strains
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Figure 3: Salmonella percentage resistance to antibiotics

AM : amoxicillin, TIC : ticarcillin, CF : cefalotin, FOX : cefoxitin, CTX : cefotaxim, AMC : Amoxicillin +
clavulanic acid, CAZ : ceftazidim, IMP : imipenem, GM : gentamicin, AN : amikacin, NA : nalidixic acid TE :

tetracyclin, NOR : norfloxacin, CIP : ciprofloxacin, SXT : triméthoprim + sulfaméthoxazol C : chloramphénicol
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Résumé : Selon I’OMS la sécurité sanitaire des aliments doivent porter sur ’ensemble de la chaine alimentaire,
de la production a la consommation. Les maladies d’origine alimentaire posent un probléme de santé publique a
travers le monde et plus particulierement dans les pays en voie de développement. Ces maladies peuvent étre
provoquées par des bactéries du genre Sal/monella, des virus et des parasites ou des substances chimiques qui
pénétrent dans 1’organisme par le biais d’eau ou d’aliments contaminés. Il est important de comprendre comment
les organismes pathogénes telle que Salmonella entrent dans la chaine alimentaire et s’y propagent afin d’éviter
ou de réduire le plus possible I’exposition des consommateurs a ces agents. Il s’agit donc d’un réel probléme de
Santé Publique nécessitant la mise en place d’un systéme de surveillance efficace permettant le recueil de
données a toutes les étapes de la chaine de production alimentaire, mais aussi a partir de maladies humaines
transmissibles par les aliments. De plus, ’émergence de souches animales multirésistantes aux antibiotiques
transmises a ’homme via I’alimentation est un facteur potentiel d’aggravation de la situation.

L’objectif de cette étude nommée AGISAR était de rechercher simultanément des salmonelles chez des
patients présentant des diarrhées, chez les carcasses de poulets et au niveau des féces de poulets et de faire la
caractérisation moléculaire. C’était une étude prospective entre juillet 2012 et juillet 2013. La coproculture était
utilisée pour la recherche des salmonelles au niveau des selles. Sa/monella était recherchée selon la norme ISO
6579 (2002), Salmonella était recherchée selon la norme (ISO 6579:2002/Amd1: 2007) respectivement pour les
poulets et les féces de poulets. Les antibiogrammes et le sérotypage étaient effectués selon des techniques
standards. Les CMI étaient déterminées par E-test pour les souches résistantes a NA et a la CIP. Au total 80
souches de salmonelles d’origine humaine, alimentaire et animale ont été sélectionnées pour faire la
caractérisation des supports génétiques de la résistance et la recherche des facteurs de virulence.

Au total 300 prélévements de carcasses de poulets, 268 prélévements de selles ou de fientes de poulets
et 186 prélevements de selles de patients ont été effectués. La prévalence des salmonelles était de 5% chez les
humains, 18% avec les féces de poulets et de 53% avec les carcasses de poulets. Ainsi, S. Kentucky, S.
Brancaster, S. Senftenberg, S. Sandiego et S. Istanbul étaient majoritaires avec un pic d’apparition en période de
chaleur (Juin-Juillet). Les int/ était détectée en majorité (33%) suivi des int2 et les int3 n’étaient pas représentés.
Le séquencage de la région 36854/36855 au niveau de 1’int/ avait permis de détecter trois types de cassettes dfr
(dfrd7, dfrA15), aacCAS5, aadA7 . Les salmonelles présentaient des résistances aux quinolones avec des CMI de
NA CMI >256 pg/ml et de la CIP CMI >32 pg/ml. Cette résistance était codée par les génes gnr, ’aac(6’)-1b-cr
et des mutations au niveau du géne gyrB et le géne parE. Les isolats possédaient des supports génétiques de la
virulence (invA, orfL, spiC, pipD, spvR, sopB et misL) surtout avec les souches d’origines humaines et animales
indiquant une importante pathogenicité réelle des souches circulantes.

La présence des genes transférables, du SGI et les intégrons favorisent la dissémination de la résistance et
1’échec thérapeutique.

Les professionnels vétérinaires doivent faire preuve de vigilance aussi bien dans la prescription que
dans I’utilisation de ces antibiotiques. La prévention et la communication doivent étre prioritairement axées dans
les secteurs en amont des stades de distribution pour assurer la santé des populations. Cette étude confirme la
nécessité de suivre les recommandations de I’OMS en 2015 sur la sécurité sanitaire des aliments «de la ferme a
Passiette».

Mots clés : Surveillance intégrée, antibiorésistance, salmonelles, aliments, animaux, humains
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Summary

According to WHO, food safety should cover the entire food chain, from production to consumption.
Food-borne diseases are a public health problem across the world and particularly in developing
country. These diseases can be caused by bacteria as same Salmonella, viruses and parasites or
chemical substances that enters to the body through of contaminated water or food. It is important to
understand how pathogens such as Salmonella enters the food chain and be spread, it to avoid or
minimize consumer exposure to these agents. So this is a real public health problem requiring the
establishment of an effective monitoring system for data collection at all stages of the food production
chain, but also from transmissible human diseases food. Moreover, the emergence of animal strains
multiresistant to antibiotics transmitted to humans through food is a potential factor of aggravation of
the situation.

The objective of this study was to simultaneously search sa/monella in patients with diarrhea,
in chicken carcasses and the faeces of chickens and do the molecular characterization. It was a
prospective study between July 2012 and July 2013. Stool culture was used for salmonella research in
the stool. Salmonella was isolated according to standard ISO 6579 (2001), Salmonella was searched
according to the standard (ISO 6579: 2002 / Amdl1: 2007) respectively for chickens and chicken
faeces. Susceptibility testing and serotyping were performed according to standard techniques. The
MICs were determined by E-test for resistant strains to NA and the CIP. A total of 80 Salmonella
strains isolated from human, animal and food were selected to do the characterization of the genetic
supports of the resistance and the search for virulence factors.

In total 300 samples carcasses of chicken, 268 samples of chicken faeces and 186 stool

samples of patients were taken. The prevalence of Salmonella was 5% in humans, 18% with the feces
of chickens and 53% with the chicken carcasses.
Thus, S. Kentucky, S. Brancaster, S. Senftenberg, S. Sandiego and S. Istanbul were majority majority
with a peak during the summer period (June-July). Int/ was detected in the majority (33%) followed
by int2 and int3 are not represented. The Sequencing of the 36854/36855 region at intl led to the
detection of three types of cassettes dfi (dfrA7, dfrAl5) aacCAS, aadA7. Salmonella presented
resistance to quinolones with MIC NA MIC> 256 ug / ml and CIP MIC> 32 mg / ml. This resistance
was coded by genes gnr, aac (6 ') - Ib-cr and mutations of the gene parE and gyrB. The isolates had
genetic supports of virulence (invA4, orfL, spiC, pipD, sopB and misL) especially with strains of human
and animal origin indicating a significant real pathogenicity of circulating strains. The presence of
transferable genes, SGI and incorporate promote dissemination of resistance.

Veterinary professionals must be vigilant in both prescription and in the use of these
antibiotics. Prevention and communication should be focused primarily in upstream sectors of
distribution stages to ensure the health of populations. This study confirms the need to follow the
recommendations of the WHO in 2015 on the food safety "from farm to food".

Keywords: integrated surveillance, antimicrobial resistance, Sa/monella, food, animals, human
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Résumé
Selon I’OMS la sécurité sanitaire des aliments doivent porter sur ’ensemble de la chaine alimentaire, de la production a la consommation.
Les maladies d’origine alimentaire posent un probléme de santé publique a travers le monde et plus particulierement dans les pays en voie de
développement. Ces maladies peuvent étre provoquées par des bactéries du genre Salmonella, des virus et des parasites ou des substances
chimiques qui pénétrent dans ’organisme par le biais d’eau ou d’aliments contaminés. Il est important de comprendre comment les
organismes pathogeénes telle que Salmonella entrent dans la chaine alimentaire et s’y propagent afin d’éviter ou de réduire le plus possible
I’exposition des consommateurs a ces agents. Il s’agit donc d’un réel probléme de Santé Publique nécessitant la mise en place d’un systéme
de surveillance efficace permettant le recueil de données a toutes les étapes de la chaine de production alimentaire, mais aussi a partir de
maladies humaines transmissibles par les aliments. De plus, I’émergence de souches animales multirésistantes aux antibiotiques transmises a
I’homme via ’alimentation est un facteur potentiel d’aggravation de la situation.
L’objectif de cette étude nommée AGISAR était de rechercher simultanément des salmonelles chez des patients présentant des diarrhées,
chez les carcasses de poulets et au niveau des feces de poulets et de faire la caractérisation moléculaire. C’était une étude prospective entre
juillet 2012 et juillet 2013. La coproculture était utilisée pour la recherche des salmonelles au niveau des selles. Salmonella était recherchée
selon la norme ISO 6579 (2002), Salmonella était recherchée selon la norme (ISO 6579:2002/Amd1: 2007) respectivement pour les poulets
et les féces de poulets. Les antibiogrammes et le sérotypage étaient effectués selon des techniques standards. Les CMI étaient déterminées
par E-test pour les souches résistantes a NA et a la CIP. Au total 80 souches de salmonelles d’origine humaine, alimentaire et animale ont été
sélectionnées pour faire la caractérisation des supports génétiques de la résistance et la recherche des facteurs de virulence.
Au total 300 prélévements de carcasses de poulets, 268 prélévements de selles ou de fientes de poulets et 186 prélevements de selles de
patients ont été effectués. La prévalence des salmonelles était de 5% chez les humains, 18% avec les feces de poulets et de 53% avec les
carcasses de poulets. Ainsi, S. Kentucky, S. Brancaster, S. Senftenberg, S. Sandiego et S. Istanbul étaient majoritaires avec un pic
d’apparition en période de chaleur (Juin-Juillet). Les int/ était détectée en majorité (33%) suivi des int2 et les int3 n’étaient pas représentés.
Le séquencage de la région 36854/36855 au niveau de 1’int/ avait permis de détecter trois types de cassettes dfi (dfrA7, dfrA1S5), aacCAS,
aadA7 . Les salmonelles présentaient des résistances aux quinolones avec des CMI de NA CMI >256 pg/ml et de la CIP CMI >32 pg/ml.
Cette résistance était codée par les geénes gnr, I’aac(6’)-Ib-cr et des mutations au niveau du géne gyrB et le géne parE. Les isolats
possédaient des supports génétiques de la virulence (invA4, orfL, spiC, pipD, spvR, sopB et misL) surtout avec les souches d’origines
humaines et animales indiquant une importante pathogénicité réelle des souches circulantes. La présence des génes transférables, du SGI et
les intégrons favorisent la dissémination de la résistance et 1’échec thérapeutique.
Les professionnels vétérinaires doivent faire preuve de vigilance aussi bien dans la prescription que dans 1’utilisation de ces antibiotiques. La
prévention et la communication doivent étre prioritairement axées dans les secteurs en amont des stades de distribution pour assurer la santé
des populations. Cette étude confirme la nécessité de suivre les recommandations de I’OMS en 2015 sur la sécurité sanitaire des aliments «de
la ferme a ’assiette».

Evaluation of the antibiotic resistance of Salmonella strains from food, animal and human

Summary

According to WHO, food safety should cover the entire food chain, from production to consumption. Food-borne diseases are a public health
problem across the world and particularly in developing country. These diseases can be caused by bacteria as same Sa/monella, viruses and
parasites or chemical substances that enters to the body through of contaminated water or food. It is important to understand how pathogens
such as Salmonella enters the food chain and be spread, it to avoid or minimize consumer exposure to these agents. So this is a real public
health problem requiring the establishment of an effective monitoring system for data collection at all stages of the food production chain,
but also from transmissible human diseases food. Moreover, the emergence of animal strains multiresistants to antibiotics transmitted to
humans through food is a potential factor of aggravation of the situation.

The objective of this study was to simultaneously search salmonella in patients with diarrhea, in chicken carcasses and the faeces of chickens
and do the molecular characterization. It was a prospective study between July 2012 and July 2013. Stool culture was used for sa/monella
research in the stool. Sa/monella was isolated according to standard ISO 6579 (2001), Salmonella was searched according to the standard
(ISO 6579: 2002 / Amdl: 2007) respectively for chickens and chicken faeces. Susceptibility testing and serotyping were performed
according to standard techniques. The MICs were determined by E-test for resistant strains to NA and the CIP. A total of 80 Salmonella
strains isolated from human, animal and food were selected to do the characterization of the genetic supports of the resistance and the search
for virulence factors.

In total 300 samples carcasses of chicken, 268 samples of chicken faeces and 186 stool samples of patients were taken. The prevalence of
Salmonella was 5% in humans, 18% with the feces of chickens and 53% with the chicken carcasses. Thus, S. Kentucky, S. Brancaster, S.
Senftenberg, S. Sandiego and S. Istanbul were majority majority with a peak during the summer period (June-July). Int/ was detected in the
majority (33%) followed by in2 and int3 are not represented. The Sequencing of the 36854/36855 region at int/ led to the detection of three
types of cassettes dfi (dfrA7, dfrA15) aacCAS, aadA7. Salmonella presented resistance to quinolone with MIC NA MIC> 256 ug / ml and
CIP MIC> 32 mg / ml. This resistance was coded by genes gnr, aac (6 ) — Ib-cr and mutations of the gene are and gyrB. The isolates had
genetic supports of virulence (invA4, orfL, spiC, pipD, sopB and misL) especially with strains of human and animal origin indicating a
significant real pathogenicity of circulating strains. The presence of transferable genes, SGI and incorporate promote dissemination of
resistance.

Veterinary professionals must be vigilant in both prescription and in the use of these antibiotics. Prevention and communication should be
focused primarily in upstream sectors of distribution stages to ensure the health of populations. This study confirms the need to follow the
recommendations of the WHO in 2015 on the food safety “from farm to food”.
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