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Abstract

The meat processing conditions expose it to several contaminations
including the microbial. The present study was designed to assess the
antibiotic resistance and toxin production by Escherichia coli strains isolated
bovine carcasses collected in the slaughterhouse of Cotonou / Porto-Novo in
Benin. Thus, a total of 240 samples was collected from 60 beef carcasses by
the destructive method. The E. coli strains were identified by conventional
microbiological and biochemical methods. The susceptibility of strains to 15
antibiotics was assessed by disc diffusion method on agar medium. The
phenotypic identification of strains producing penicillinase and BSLE was
performed respectively by the tubes acidimetric test and the double halo
method. PCR was used to detect genes encoding the toxins and B-lactamases.
The results showed that 57.92% of the samples were contaminated with E.
coli, with highest rate recorded in the samples collected from arm. The
susceptibility to 15 antibiotics tested has shown that all the isolated strains
were multi-resistant with a high proportion to ceftriaxone (88.49%). the
lowest resistance rate (~1%) was recorded with gentamicin. The E. coli
strains producing B-lactamase carried multidrug resistance genes blaSHV
(26.92%) and blaTEM (40.29%). To end, our data revealed the presence of
EHEC pathovar (12.82%), responsible for the "traveler" disease. Thus, meat
coming from slaughterhouses are therefore a potential source of food
poisoning.

Keywords: Bovine carcasses, E. coli, antibiotics, p lactamase, Bénin

Résumé

Les conditions de traitement de la viande I’exposent a des
contaminations de tout genre dont celle microbienne. La présente étude a eu
pour but d’évaluer la résistance aux antibiotiques et la production de toxines
par les souches d’Escherichia coli isolées des carcasses bovines de I’abattoir
Cotonou/Porto-Novo au Beénin. Pour ce faire, un total de 240 échantillons a
été collecté sur 60 carcasses bovines par la méthode destructive. Les souches
d‘E. coli ont été identifiées par les méthodes microbiologiques et
biochimiques conventionnelles. La susceptibilité des souches aux
antibiotiques a été évaluée par la méthode de diffusion des disques sur milieu
gélosé. L’identification phénotypique des souches productrices de la
pénicillinase et de BSLE a été faite respectivement par le test
d’acidimétrique en tubes et la méthode du doublehalo. La PCR a permis de
rechercher les génes codant pour les toxines et les B-lactamases. Les résultats
ont révélé que 57,92% des échantillons analysés étaient contaminés par E.
coli, avec un taux beaucoup plus élevé (70%) au niveau du bras. La
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susceptibilité des souches aux 15 antibiotiques testés montre que toutes les
souches étaient multi-résistantes avec une forte proportion a la ceftriaxone
(88,49%). Par contre, une faible résistantes a la gentamicine (1,44%) était
observée. Les souches E. coli productrices de B lactamase étaient porteuses
des genes de multi-résistance blasyy (26,92%) et blatem (40,29%). Enfin, nos
données revelent la présence du pathovar EHEC (12,82%), responsable de la
maladie du «voyageur ». Les viandes sorties des abattoirs sont donc de
potentielle source d’intoxications alimentaires.

Mots clés : Carcasses bovines, E. coli, antibiotiques,  lactamase, Bénin.

Introduction:

La préservation de la santé constitue I’une des préoccupations majeures
de tous les temps, étant donné sa place primordiale dans tout processus de
développement. L’amélioration de la santé humaine repose sur plusieurs
stratégies a I’instar de la consommation des aliments sains. La viande est une
denrée hautement périssable dont la qualité hygiénique dépend de la
contamination pendant les opérations d’abattage et de découpe. De plus, il y
a un risque de développement et de croissance des flores contaminantes
pendant le refroidissement, le stockage et la distribution (EI-Hadef et al.,
2005). Dans les pays développés, prés de 30% de la population contracte une
affection d'origine alimentaire et la proportion est sans aucun doute plus
élevée encore dans les pays en développement (WHO, 2011). L’une des
bactéries les plus incriminées dans les cas d’infection alimentaire demeure
Escherichia coli.

En effet, malgré le fait que cette bactérie soit symbiotiquement retrouvee
dans I’intestin des étres humain, il existe certaines souches qui sont nuisibles
et créent des infections diverses (Kaper et al. 2004). Ainsi, plusieurs études
se sont penchées sur la pathogénicité de certaines souches d’E. coli. De ce
fait, il ressort que E. coli est un agent pathogéne majeur responsable des
pathologies infectieuses, aussi bien en milieu hospitalier qu'en milieu
extrahospitalier (Johnson et Russo, 2005). La pathogénicité dans ce cas peut
se traduire par la sécrétion des enzymes et toxines qui ont un effet cyto-
pathogéne sur les cellules humaines (Clifton-Hadley, 2000). Pour la lutte
contre ces microorganismes, les antibiotiques sont couramment utilises (De
Wals, 2007). Mais, depuis un certain temps, les bactéries ont commencé par
acquérir des résistances a plusieurs antibiotiques simultanément entrainant
des échecs thérapeutiques.

Il est donc trés important de connaitre le comportement des souches
bactériennes en fonction de leur provenance. C’est dans ce cadre que se situe
notre présent travail dont I’objectif était non seulement de dresser le profil de
résistance des souches d’E. coli isolées des carcasses bovines destinées a la
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consommation humaine mais aussi de rechercher certains des facteurs de
virulence que ces souches isolées peuvent produire.

Matériel et Méthodes:
Echantillonnage et collecte des échantillons

Les échantillons ont été collectés en utilisant la méthode par excision sur
une période de cing (5) mois allant du vingt-sept juillet au vingt-huit
décembre 2015. Les prélévements d’au moins 5cm? ont été effectués de
maniére aléatoire sur une journée de la semaine, sur 5 demi-carcasses issues
de 5 carcasses différentes. D’une séance d’échantillonnage a I’autre, les
prelevements ont été réalisés, en alternance, sur 5 demi-carcasses gauches,
puis 5 droites. Par jour de collecte, 20 échantillons ont été prélevés au niveau
du bras (Br), du cou (Co), de la cuisse (Cu) et du flanc (FI) de la carcasse
choisie (Figure 1). Ainsi, un total de 240 échantillons ont été collectés
étiquetés puis acheminés au laboratoire dans une glaciére (entre 0°C et +
4°C) pour les différentes analyses.
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Figure 1. Sites de prélevement des échantillons de carcasses bovines analysés.

Traitement des échantillons collectés
Isolement et Identification des souches de E. coli

L’isolement et [I’identification ont été realisés par les méthodes
classiques utilisées en microbiologie. Ainsi, les souches d’E .coli ont été
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isolées en utilisant la gélose TBX. La confirmation de I’espéce E. coli a été
faite suite a la réalisation de la coloration de Gram et des tests
complémentaires que sont : les tests de production d’indole, de catalase, de
fermentation du glucose et lactose, de mobilité et d’utilisation du mannitol.
Une fois identifiée, les souches ont été utilisée pour les tests de resistance
aux antibiotiques, les productions de toxines et la recherche des genes codant
pour la production de toxines.

Antibiorésistance des souches d’Escherichia coli aux antibiotiques

L’étude de la sensibilité aux antibiotiques a été réalisée par la méthode
de diffusion sur milieu gélosé Mueller-Hinton selon les normes et les
recommandations du comité de I’antibiogramme de la société francaise de la
microbiologie (SFM, 2015). Pour ce faire, quinze antibiotiques (Oxoid) ont
été testés: Imipeneme (10 pg), gentamicine (10 pg), fosfomycine (50 ug),
amoxicilline + acide clavuanique (30 pg), ciprofloxacine (5 pg),
triméthoprime-sulfaméthoxazole (25 ug), céfixime (5 ug), ampicilline (10
ug), céfoxitine (30 pg), ceftazidime (10 pg), ceftriaxone (30 ug), acide
nalidixique (30 pg), amikacine (30 ug), tobramycine (10 pQ),
Chloramphénicol (30 pg). La lecture des diamétres d’inhibition, apres 24h
d’incubation a 37°C, a permis I’interprétation des résultats selon les
recommandations du CA-SFM (2015).

Détection phénotypique de la pénicillinase et des betalactamases a spectre
élargi (BLSE)

La recherche des souches des E. coli productrice de la pénicillinase a été
faite par la méthode en milieu liquide décrite par Jalier et al. (1988). Cette
méthode a consisté a émulsionner deux jeunes colonies de 24 heures dans
500 pl d’eau physiologique stérile. A ce mélange, 150 ul du réactif a la
benzyl-pénicilline (600 mg de benzyl-pénicilline +350ul d’eau distillée
stérile + NaOH (1M) + Rouge de phénol) extemporanément préparé a pH 8 y
ont été ajoutés puis incubés a 37°C pendant 1 h. Pour le contrdle, une souche
de référence d’E. coli ATCC 25922 a servi de temoin. Aprés incubation, un
virage de la couleur rouge pourpre initial a I’orangé (ou jaune) dans les tubes
indique que la souche testée est productrice de pénicillinase.

En ce qui concerne la recherche de la production de B-lactamses a
spectre élargi (BLSE), la méthode du double halo a été utilisée (Thomson et
Sanders 1992). Avant le test proprement dit, une gélose MH a été inondée
avec une suspension bactérienne de 10° bactériessml dans de I’eau
physiologique (SFM, 2015). Une fois le préalable réalisé, un disque
d’amoxicilline + acide clavulanique (AMC) a été déposé au centre, a
équidistance (30 mm), entre la Céfotaxime (CTX) et la Ceftriaxone (CRO).
Aprés incubation a 37°C pendant 18 h, le résultat positif se traduit par une
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potentialisation de la zone d’inhibition (double halo) en forme de tire-
bouchon autour des disques de CTX, CRO, en présence de I’AMC, ceci
résultant de la synergie des B-lactamines avec I’acide clavulanique (Allouch
etal., 1995).

Détection genotypique des souche de E. coli productrices de BLSE et de
toxines

Cette détection a eté faite par la réaction de polymerisation en chaine
(PCR, acronyme anglais de Polymerase Chain Reaction) sur I’ADN total
extrait. L’ADN total a éte extrait par la methode de chauffage des précultures
bacteriennes dans le but d’éclater les bacteries (Mousse et al. 2016). Les
genes de caractérisation des BLSE (blatem, blactx-v et blasyy) et de
production de toxines (Véro toxine et entéro-toxine thermolabile) ont été
recherchés a partir des séquences des amorces spécifiques (tableau 1). Ainsi,
pour cette étude les amorces (Forward et Reverse) précédemment utilisées
par Gangoué et al. (2005) pour le blargm et le blacrx.m, NUesch-Inderninen et
al. (1996) pour le blasyy, Arranda et al. (2007) pour la Véro toxine et
Gassama-Sow et al. (2004) pour I‘entéro-toxine thermolabile, ont été
utilisées.

Tableau 1: Séquences des amorces utilisées pour la recherche des E. coli productrices de
BSLE et de toxines

Geénes Amorces Séquences des amorces (5’ 3) Taille (bp)
= bia OT-F 5-TTGGGTGCACGAGTGGGTTA-3’ 467
_ 8 TEM OT-R 5-TAATTGTTGCCGGGAAGCTA-3’
ERZTA SHV-F 5’-CGCCGGGTTATTCTTATTTGTCGC-3 1017
W= SHv SHV-R 5’-TCTTTCCGATGCCGCCGCCAGTCA-3
2 CTX-F 5’-CGCTTTGCGATGTGCAG-3’ £50
CTXM CTX-R 5’-ACCGCGATATCGTTGGT-3’
VT-F 5'-GAGCGAAATAATTTATATGTG-3'
EHEC VT VT-R 5 - TGATGATGGCAATTCAGTAT-3' 518
LT-F 5’-GCGACAAATTATACCGTGCT-3’
ETEC LT LT-R 5’-CCGAATTCTGTTATATATGT-3’ 315

VT : vérotoxine ; LT : entérotoxine thermolabile ; EHEC : entérohemorrhagic E. coli ;
ETEC : entérotoxigenic E.coli

La réaction de PCR était réalisée dans un milieu de 20 pl constitué d’un
master Mix 2x (10 ul), d’amorces sens et anti-sens (1 pl de chaque) et de 6
pl d’ADN. Les amplifications ont été réalisees dans un thermocycleur (3
PRIME BASE/02/ Serial : 30150 Made in UKA) selon le programme
suivant : dénaturation intiale a 95°C (10 min) ; 40 cycles constitués d’une
dénaturation a 95°C (30 s), d’hybridation a 50°C (30 s) et d‘élongation a
72°C (30 s) et une élongation finale a 72°C pendant 10 min. A la fin de la
réaction, les produits PCR étaient maintenus a 4°C jusqu’a migration.
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La migration des produits issus de la PCR a été faite par électrophorese
(120 V, 45 min) sur gel d’agarose (1,5 %) additionné de BrET dans le TBE
1x. Un marqueur de 100 pb (Promega, USA) a été utilisé comme marqueur
de poids moléculaire. Apres le temps de migration, les gels ont été visualisés
sous lampe UV et la présence d’une bande fluorescente correspondant a la
taille du fragment attendu signifie la présence du géne recherché.

Analyse des donnees

Les données recueillies ont été saisies dans une base de données Excel
2013. Quant aux différents tests statistiques ils ont été réalisés par des
logiciels d’analyses (Stata, Epi info et Graph Pad Prism 5).

Résultats
Contamination des carcasses bovines

Sur les 240 échantillons de carcasse collectés, 139 étaient contaminés
par E. coli, soit un taux de contamination de 57,92% (Figure 2).

= positif = negatif

Figure 2: Taux de contamination des carcasses bovines par des souches E. coli

La contamination par les souches de E. coli était variable en fonction du
site de prélevement des échantillons (cou, cuisse, bras, flanc) sur les
carcasses bovines. Ainsi, les echantillons collectés au niveau du bras étaient
les plus contaminés (70%) suivis de ceux collectés au niveau de la cuisse et
du flanc (55%) et enfin ceux prélevés au niveau du cou (51,7%) (Figure 3).
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Figure 3: Taux de contamination des échantillons de carcasses bovines en fonction des sites
de prélévement.

Antibiorésistance des souches d’E .coli isolées des carcasses bovines

La susceptibilité des 139 souches d’E. coli isolées des carcasses bovines
était variable en fonction des 15 antibiotiques testés (Figure 4). En effet, les
données revelent que les souches d’E. coli développaient une forte résistance
a la ceftriaxone (88,49%) et les faibles taux de résistance ont été observés
avec la gentamicine (1,44%).

100,00%
90,00%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

87,77% 88,49%

58,99%

Proportion de souches resistantes

Antibiotiques testés

A10 : Ampicilline (10 pg), AC30 : amoxicilline + acide clavuanique (30ug), CFM5
céfixime (5 pg), FOX30 : céfoxitine (30 pg), CAZ10 : ceftazidime (10 pg), CEF30 :
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ceftriaxone (30 pg), IMP10 : Imipéneme (10ug), CF5 : ciprofloxacine (5ug), NA3O : acide
nalidixique (30 png), AK30 : amikacine (30 pug), G10 : gentamicine (10ug), TOB10 :
trobramycine (10 pg), C30 : Chloramphénicol (30 pg), FOS200 : fosfomycine (200ug),
SXT25 : triméthoprime-sulfaméthoxazole (25 ug).
Figure 4: Variabilité de la résistance aux antibiotiques des souches d’E. coli isolées des
carcasses bovines

La résistance aux antibiotiques variait également en fonction des sites de
provenance des souches (Figure 5).

100,00%
HBr BCo OCu HFl

90,00%

80,00%

70,00%

60,00%
50,00%
40,00%

30,00%

Proportion de souches résistantes

20,00%

10,00%

0,00%

Antibiotiques testés

A10 : Ampicilline (10 ug), AC30 : amoxicilline + acide clavuanique (30ug), CFM5
céfixime (5 pg), FOX30 : céfoxitine (30 ug), CAZ10 : ceftazidime (10 pg), CEF30 :
ceftriaxone (30 pg), IMP10 : Imipéneme (10ug), CF5 : ciprofloxacine (5ug), NA3O : acide
nalidixique (30 pg), AK30 : amikacine (30 pg), G10 : gentamicine (10pg), TOB10 :
trobramycine (10 pg), C30 : Chloramphénicol (30 pg), FOS200 : fosfomycine (200pg),
SXT25 : triméthoprime-sulfaméthoxazole (25 ug).

Figure 5: Profil de résistance des souches d’E. coli aux antibiotiques en fonction des sites de
collecte

Détection phénotypique des souches d’E. coli productrices de
Pénicillinase et de BSLE

Parmi les 139 échantillons de E. coli isolés testés, 135 (97,12%) ont été
révélés positifs pour la production de pénicillinase. Une seule souche était
productrice de BSLE.
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Détection génotypique des B-lactamases et de production de toxines

Les souches de E. coli portent, a des proportions variables, les génes de
résistance aux antibiotiques (blasny, blarem et blactx.m) et ceux de
production de toxines (Véro toxine et entéro-toxine thermolabile). Ainsi, les
données enregistrées révelent que 12,82% des souches de E. coli étaient
porteuses de génes Véro toxine (VT), alors que 43,88% avaient a la fois VT+
blasyy. Par contre aucune souche testée ne possédait le gene LT et blactx-m

(Tableau 2).
Tableau 2: Répartition des genes codant pour la résistance et pour la production de toxines
portés par des souches d’E. coli isolées des carcasses bovines.

Génes Nombre de souches porteurs Pourcentage (%)
bIaSHV 21 26,92
VT 10 12,82
VT et blagyy 61 43,88
blatem 56 40,29
bIaCTx,M 0 0

LT 0 0

Discussion

La présente étude révele globalement que 57,92% des carcasses
prélevées étaient contaminées par des souches de E. coli. Ce taux enregistré
dans notre étude est largement supérieur a celui de 10% observé en Australie
(Phillips et al., 2001). Néanmoins, le taux enregistré dans notre étude se
rapproche des 44% de carcasses de bovin contaminées par E. coli aux Etats-
Unis (Siragusa et al., 1998). E. coli est un indicateur des bonnes pratiques de
travail et des bonnes pratiques d’hygiéne. Ainsi, la présence d’E. coli est
également une indication de contamination fécale et de la présence
potentielle d’agents pathogénes similaires du point de vue écologique. Cet
indicateur est une mesure de I’implémentation des bonnes pratiques de
travail, et de la prévention de la survenue et de la propagation d’une
contamination fécale pendant le processus d’abattage et la découpe des
viandes de beeuf. En ce qui concerne la contamination d’origine viscérale ou
intestinale, Mackey et al. (1993) rappellent qu’elle est diminuée suite a
I’arrét de I’alimentation 6 a 8 heures avant le transport pour I’abattoir. De
méme, un bon état de santé, la mise a jeun et une tuerie effectuée dans le
respect de I’hygiene limitent la contamination des viandes par les coliformes.
Il est & noter que la contamination varie d’un site de prélevement & un autre.
Ainsi, en ce qui concerne E. coli, le bras se révele étre le site le plus
contaminé (70,0%) suivi de la cuisse et du flanc (55,00%). Le cou est le site
le moins contaminé par E. coli. Cette variabilité de contamination indique
que les différentes parties de la carcasse bovine n’ont pas les mémes taux
d’exposition a la contamination microbienne.
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Les résultats de la susceptibilité aux antibiotiques des souches d’E. coli
montrent que ces derniéres présentaient une sensibilité variable vis-a-vis des
quinze antibiotiques testés. Ainsi, 88,49% des souches étaient résistantes a la
ceftriaxone; 87,77% a I’ampicilline et 66,19% a I’amoxicilline + acide
clavulanique. Ces proportions apparaissent inférieures aux 95,2% rapportés
par Anago et al. (2015) au Bénin. Cette différence peut s’expliquer par le fait
que les souches étudiées par ces auteurs étaient les souches d’origine
clinique, donc qui ont été en contact permanent avec les antibiotiques. De
plus, les taux élevés de résistance (71%), mais légérement inférieurs aux
notres a la ceftriaxone ont été rapportés par Mousse et al. (2016) au niveau
des aliments de rues. Orden et al. (2000) ont examiné 195 souches de E. coli
isolées chez des bovins diarrhéiques en Espagne et fait état d'une haute
résistance a I'ampicilline, la tétracycline, et le triméthropime; ces résultats
sont en accord avec ceux présentes dans ce travail (figure 3). La persistance
de la résistance au chloramphénicol des souches de E. coli a été également
observée par d'autres auteurs (Bischoff et al., 2005). Les forts taux observés
dans le domaine alimentaire et en santé animale doivent étre comme une
sonnette d’alarme sur la maniére d’utiliser les antibiotiques. En effet, les
microorganismes résistants sont tres facilement diffuses au sein d'unités par
contact fécal, la contamination de l'eau utilisée par les animaux ou la
contamination environnementale du sol (Teuber, 2001). Les bactéries
résistantes aux antimicrobiens provenant d'animaux peuvent coloniser la
population humaine a travers la chaine alimentaire; c'est ainsi que ces
bactéries résistantes peuvent étre facilement transférées a I'homme par les
animaux utilisés comme sources de nourriture (van den Bogaard et
Stobberingh, 2000).

Les taux de résistance observés peuvent étre des indicateurs de la
probable provenance des microorganismes. Ainsi, les antibiotiques les plus
actifs de notre étude étaient la gentamycine (98,56%), la tobramycine
(90,65%), I’amikacine (87,05%) et I'imipenéeme (86,33%). Ces antibiotiques
sont souvent les plus efficaces pour le traitement des infections a E. coli.
Ceci suggere que les souches isolées pourraient provenir des manipulateurs
des carcasses bovines au cours du processus.

Nous avons remarqué que 97,12% des souches produisaient la
pénicillinase contre 0,7% des souches de E. coli isolées qui étaient
productrices de R-lactamases a spectre élargi (BLSE). Ce taux n’est pas tres
loin de 0,4% observé par Mesa et al. (2006) dans les aliments. Toutefois, ce
taux est trés différent de ceux rapportés dans le milieu hospitalier ; 16% au
Cameroun (Lonchel et al., 2012) et 33,33% en Amérique (Dexheimer et al.,
2015). La présence des genes codant pour blatem (40,29%) et bla spyv
(26,92%) confirme la résistance phénotypique des souches de E. coli aux B-
lactamines.
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Dans la présente étude, 12,82% des souches possédent le géne codant
pour la sécréetion des Véro toxines encore appelées Shiga toxines. Ceci
dénote alors de la présence d’Escherichia coli entéro-hémorragiques dans les
carcasses bovines. En effet, les bovins ont longtemps été considérés comme
le principal réservoir de souches de STEC. Et dans ce réservoir, plus de 200
sérotypes de STEC différents ont été isolés, certains étant plus fréquemment
isolés que dautres (Beutin et al., 2004 ; Caprioli et al., 2005). Lira et al.
(2004) ont rapporté l'isolement de souches de STEC a partir du lait de
mammite, le transport du géne STX était de 12,08%. Ce taux se rapproche
des résultats rapportés dans la présente étude. Un grand nombre de
d'Escherichia coli vérotoxinogenes sont associés a des infections intestinales
humaines, et certains de ces sérotypes sont reconnus comme pathogenes
d'origine alimentaire importants. Ces souches peuvent, de ce fait, causer une
diarrhée aqueuse ou une colite hémorragique qui peut évoluer vers le
syndrome hémolytique et urémique chez les jeunes enfants ou micro
angiopathie thrombotique chez les adultes. La viande de bceuf crue ou
hachée est donc une source majeure d’E. coli pathogenes et peut supposer
que ces organismes, dans les matiéres fécales des bovins, sont transférés a la
viande lors de I'abattage. Les bovins et leur environnement sont parmi les
sources les plus importantes d’E. coli pathogénes, et ils peuvent étre
impliqués dans la transmission directe d’E. coli chez les humains.

Conclusion:

Les carcasses bovines provenant de I’abattoir Cotonou/Porto novo sont
fortement contaminées par Escherichia coli. Ces bactéries sont
potentiellement capables de causer les toxi- infections vu leur forte résistance
aux antibiotiques et la capacité de produire des toxines. Pour ce faire, les
conditions hygiéniques doivent étre mises a jour par tous les acteurs
intervenant le long de la chaine de transformation de la viande de bceuf.
Néanmoins, il serait intéressant de dresser le profil génotypique de ces
souches ainsi isolées.
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