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Résumeé

Les Escherichia coli sont considérées a I'heure actuelle comme des pathogenes
émergents en santé publique. Les E. coli pathogénes deériveraient des souches
commensales par acquisition successive de facteurs de virulence. Les souches de
Escherichia coli productrices de Shiga-toxine (STEC) isolées lors d’infections chez
I’homme sont appelées Escherichia coli entérohémorragiques (EHEC). Les principaux
facteurs de virulence des EHEC sont les Shiga-toxines (stx1 et stx2) et le facteur
d’adhésion (eae). La contamination par ces bactéries résulte principalement de
I’ingestion de produits alimentaires d’origne animale et végétale souillés, tels que la
viande ou les fromages au lait cru et les Iégumes.

L’objectif de la présente étude est de rechercher dans la viande de buffle importée, au
Seénégal, les génes de virulence stx1, stx2 et eae associes aux EHEC par PCR. L’étude
de la qualité bactériologique a été effectuée sur 100 échantillons de viande en
provenance de cinq marchés de Dakar et des Services Vétérinaires du Port et de
I’ Aéroport (SVPA). La PCR a été réalisee sur 135 isolats des Escherichia coli dont 13
isolats des SVPA et 122 isolats des marchés. Les résultats montrent une contamination
de la viande de buffle congelée, importée par des entérobactéries, des coliformes et des
E. coli et une absence de Salmonella sp. Les niveaux de contamination des viandes en
provenance des marchés et des SVPA par les E. coli étaient respectivement 7,67x10
ufc/ml et 5 ufc/ml.

Des135 isolats de E. coli testés par PCR multiplex, 9 isolats portaient au moins un des
génes de virulence stx1, stx2 et eae recherchés soit une prévalence globale de 6,66%.
La répartition des souches porteuses des genes de virulence en fonction des marchés
était : Sandaga (4/9), Gueule tapée (2/9), Fass (2/9) et Tilene (1/9). Les souches en
provenance des SVPA ne portaient pas les genes de virulence recherchés. Le niveau de
contamination microbienne et la présence des genes stx1, stx2 et eae pourraient étre
dds aux mauvaises conditions de transport et de manipulation des viandes au niveau
des marchés.

Mots clés : E. coli Enterohémorragique, genes stx1, stx2 et eae, viande de buffle
congelée importée au Sénégal.



Abstract

Actually, Escherichia coli were considered as emerging pathogens in public health.
Pathogens E.coli derived from commensal strains by sequential acquisitions of
virulence factors. Shiga- toxin-producing Escherichia coli (STEC) isolated in human
infections were then recognized as Enterohaemorragic Escherichia coli (EHEC).
Shiga-toxins (Stx1 and Stx2) encoded by stx; and stx, genes and intimin factor,
encoded by eae gene are essential EHEC virulence factors. Contamination by these
bacteria occurs mainly during consumption of foodstuffs of animal origin and soiled
vegetables such as meat or raw dairy cheese and vegetable.

The objective of this present study is to research in frozen buffalo meat, imported in
Senegal, virulence factor genes stx1, stx2 and eae associated to EHEC using PCR
method. Bacteriological quality analysis was made on 100 meat samples collected
from five local markets and the Services Vétérinaires du Port et de I’ Aéroport (SVPA)
in Dakar, Senegal republic. The PCR Assay was carried in 135 E. coli isolates of
which 13 and 122 isolates respectively from SVPA and markets. Results show
contamination by enterobacteria, coliforms and Escherichia coli in frozen, imported
buffalo meat. While Salmonella sp. is, absent. Contamination meat levels of E. coli
count of markets and SVPA samples were respectively 7.67x10” and 5 colonies
forming units (cfu).

From the 135 tested E. coli isolates, 9 isolates harbored at least one gene positive for
research virulence genes stx1, stx2 and eae: a total prevalence was 6.66%. The
distribution of strains harboring virulence genes among markets was Sandaga (4/9),
Gueule tapée (2/9), Fass (2/9) and Tilene (1/9). Strains from SVPA did not possess any
researched virulence genes. The level of microbial contamination and the presence of
genes stx1, stx2 and eae may be attributed to poor transport conditions, and poor meat
handling at market levels.

Key words: Enterohemorragic E. coli, stx1, stx2 and eae genes, frozen imported
buffalo meat in Senegal.
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INTRODUCTION

Malgré de nombreux programmes nationaux de developpement du secteur de
I’élevage, le Sénégal est loin d’étre autosuffisant en viande et lait. Chaque année, les
importations pour couvrir les besoins de consommation de la population augmentent. Au
Sénégal, depuis I’arrét d’importation des produits avicoles a la suite de la pandémie de
grippe aviaire en 2005, I’importation de la viande rouge et particulierement de la viande
de buffle en provenance de I’Inde et du Pakistan a connu une importante augmentation.
La viande de buffle est une excellente source de protéines et est trés faible en matiéres
grasses, beaucoup de go(t et, parfois, a bon prix. De nombreuses femmes se sont
converties dans ce commerce de brochettes de viande importée ou de foie dans les gares
routiéres ou les devantures des établissements en raison du prix de vente de la viande
importée. Le principal risque de ces viandes est éventuellement la présence de
pathogenes responsables des toxi-infections tels que les Escherichia coli
entérohémorragiques.

Les souches de Escherichia coli sont considérées a I'heure actuelle comme des
pathogenes émergents en santé publique. Elles sont responsables de toxi-infections
d’origine alimentaire qui se traduisent par des diarrhées mais aussi par des syndromes
plus graves pour I’homme comme le syndrome hémolytique urémique (SHU) pouvant
provoquer la mort. 1l s’agit d’agents zoonotiques dont le réservoir principal est le bovin et
les autres ruminants. Les souches EHEC sont responsables d’épidémies dans le monde
causant des milliers de malades et des dizaines de morts. Les principaux modes de
transmission des infections a EHEC a I’homme sont la consommation d’aliments
contaminés (viande de bovins peu cuite, produits laitiers non pasteurisés), la transmission
de personne a personne, I’ingestion d’eau contaminée et le contact avec des animaux
(plus spéecialement les bovins) et leur environnement.

Les facteurs de virulence des EHEC sont les protéines (eae) codées par un Tlot de
pathogénicité, “Locus of Enterocyte Effacement” (LEE), impliquées dans la formation de
la lésion d’attachement et d’effacement et de la diarrhée et les toxines de Shiga (stx)
codées par des bactériophages et impliquées dans les syndromes extra-intestinaux.
L’incidence croissante du nombre de cas et d’épidémies enregistrées et déclarées depuis
1982 ainsi que la sévérité des formes compliquées de la maladie justifient pleinement
I’intérét accordé a ce pathogéne. La maladie est devenue a déclaration obligatoire dans de
nombreux pays, aux Etats-Unis depuis 1994, en Suéde, en Allemagne et au Danemark
depuis 1998.

Au Sénégal, aucun plan de surveillance des EHEC n’a ét¢é mis en place.
Le but de cette présente étude est d’évaluer les risques sanitaires liés a la présence des
génes de virulence associés aux EHEC dans la viande de buffle congelée et importée au
Sénégal. Pour atteindre cet objectif, les actions suivantes ont été entreprises :

- isoler les souches de E. coli présentes dans les échantillons de viande de buffle ;
- rechercher les génes de virulence des EHEC dans les souches de E. coli isolées.



La recherche de ces pathogenes a été couplée au dénombrement des entérobactéries, des
coliformes et des E. coli. Ces parametres permettent de juger du niveau de maitrise de la
contamination fécale lors de la préparation de ces viandes dans les établissements
d’origine. Le travail comprend deux parties :

- une premiere partie qui correspond a une synthése bibliographique sur les E. coli
pathogénes en particulier les EHEC et la production et I’importation des viandes au
Sénégal.

- une deuxiéme partie expérimentale, traite du matériel et méthodes, présente les résultats
qui sont ensuite discutés et suivis de recommandations et conclusion.



PREMIERE PARTIE : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE
Chapitre 1. Généralités sur les Escherichia coli

I.1Taxonomie et définition

Escherichia coli appartient a la famille des Enterobacteriaceae. Ce sont des bacilles a
coloration de Gram négatif, non sporulés, anaérobies facultatifs et qui ne possédent pas
d’oxydase. Le genre Escherichia compte 5 especes : E. coli (1885), E. fergusonii (1973),
E. hermanii (1982), E. vulneris (1982), E. blattae (1985). L’espece E. coli est considérée
comme un héte normal, c'est-a-dire commensal, de la microflore digestive de I’homme et
de la plupart des animaux a sang chaud. La niche écologique de cette bactérie se trouve
dans la couche de mucus secrétée par I’épithélium du célon. Etant donné qu’elle est
hautement compétitive dans cet environnement, E. coli reste la bactérie anaerobie
facultative la plus abondante dans le cdlon humain, dans celui d’autres mammiferes et
des oiseaux. Les souches commensales de E. coli sont donc trés bien adaptées a une
« coexistence pacifique » avec I’hote.

Cependant, E. coli a été mise en cause pour la premiére fois dans I'étiologie de I'entérite
infantile lorsque Théodore Escherich isola ces micro-organismes lors de cas de diarrhée
de nourrissons en 1885. Durant les années 1920 et 1930, plusieurs chercheurs essayérent
d'identifier les types spécifiques de E. coli responsables des entéropathies, mais aucun
progreés significatif ne fut réaliseé jusqu' a la mise au point par Kauffmann, dans les années
1940, d'un schéma de sérotypes précis. Ainsi, a partir des années 1950, de nombreuses
souches de E. coli appartenant a des sérotypes particuliers ont été répertoriées, chez
I’homme comme chez I’animal, comme étant des souches pathogenes responsables
d’affections variées allant d’une simple diarrhée a des infections systémiques séveres
voire mortelles (Kaper et al., 2004).

Le premier systeme permettant la reconnaissance et la classification des souches de
I’espece E. coli fut la détermination des sérotypes, c’est-a-dire une combinaison de
certains antigenes de surface (Kauffmann, 1947).

1.2. Antigenes et sérotypage

L’antigéne somatique O définissant le sérogroupe, est contenu dans les
lipopolysaccharides présents sur la paroi bactérienne. L’antigéne flagellaire H est de
nature protéique entrant dans la structure du flagelle permettant la mobilité de la bacteérie.
L antigene de surface K est présent de fagon inconstante mais bloque I’agglutinabilité de
I’antigéne O et donc le sérogroupage lorsqu’il est présent. L’identification des antigenes
et serogroupes a permis de différencier des souches pathogenes des souches
commensales. En effet, certains sérotypes ne sont jamais, ou rarement, associés a des
maladies tandis que d’autres le sont trés fréqguemment. L’espece E. coli peut étre
subdivisée en sérotypes par la combinaison des deux antigenes somatique O et flagellaire
H (ex : 0157 :H7 ou O111 :H8), ou sérogroupes si I’antigene somatique O seul a été
déterminé (ex : 0157, O111).



1.3. Plasticité génotypique et clonalité de I’espéce E. coli

Escherichia coli est I'une des espéces bactériennes présentant une tres forte plasticité
génomique. Elle s’adapte entre son habitat primaire, l'intestin des vertébrés, ou elle vit
comme commensale et son habitat secondaire, I'eau et les sédiments (Savageau et al.,
1983). Cette espéce bactérienne peut également se comporter comme un microbe
pathogéne a localisation intestinale et extra-intestinale chez I'homme et beaucoup d'autres
espéces animales. Cette diversité de style de vie est possible grace a I’instabilite
génomique, avec des échanges de géenes par transfert horizontal.

I.4. Commensalité et pathogénicité

Les souches Escherichia coli jouent communément le rble de bactérie commensale.
Cependant, I’acquisition et la combinaison de facteurs de virulence chez les souches E.
coli peuvent entrainer des modifications de leur comportement pouvant occasionner
diverses infections telles que des infections intestinales (Levine et al., 1987) ou extra-
intestinales. Les E. coli a I’origine de maladies intestinales ont en commun de se
multiplier dans I’intestin de leurs hotes.

Ce premier groupe de pathogenes est subdivisé en 6 pathovars majeurs ( Croxen et al.,
2010) selon le type de maladie engendrée et les facteurs de virulence associés : les ETEC
(E. coli Entérotoxinogeénes), les EHEC (E. coli Entérohémorragiques), les EPEC (E. coli
entéropathogénes), les DAEC (E. coli a adhérence diffuse), les EAEC (E. coli
entéroagrégatives) et les EIEC (E. coli entéroinvasives).

Le deuxiéme groupe de E. coli a I’origine de maladies extra- intestinales (EXPEC) a
acquis la capacité de déjouer les défenses immunitaires de I’hote, et & se propager dans
I’organisme. Il peut induire chez leurs hétes des infections du tractus urinaire (ITU) : on
parle souvent d’UPEC, « Urinary Pathogenic E. coli » ; des méningites néonatales : on
parle de NMEC, « Neonatal Meningitis E. coli » ; ou des septicémies. Ce groupe pose
probleme autant en meédecine humaine qu’en médecine animale (figure 1).

Cerveau : NMEC

Circulation sanguine
TUPEC et NME C

Gros intestin :
FHEC.EIEC et EAEC

Rein : UPEC

Intestin gréle : EPEC.ETEC,
DAFC et E AEC

Wessie : UPEC

Figure 1. Sites de colonisation des Escherichia coli pathogenes (adapté de Croxen et al., 2010)



Chapitre Il : Pathovars de E. coli responsables d’infections digestives

Les pathogénes intestinaux de E. coli sont reconnus comme des agents responsables de
syndrome diarrhéique d'origine alimentaire ou hydrique. Six principaux pathovars
classifiés en fonction des signes cliniques et des facteurs de pathogénicité exprimés sont
inclus dans ce groupe.

11.1. Escherichia coli entérotoxinogenes (ETEC)

Les ETEC sont a I’origine d’épisodes de diarrhée aqueuse, modérée a sévere, peu
febriles, associes a des nausées et a des crampes abdominales. Dans les pays dits en voie
de développement, les ETEC sont la cause majeure de cas de diarrhée aqueuse aigué chez
les enfants de moins de 5 ans et de « diarrhée du voyageur » ou «turista».
11.2. Escherichia coli entéroinvasives (EIEC)

Les EIEC et les Shigelles sont souvent classés dans le méme groupe de pathovar et
possédent une stratégie d’infection similaire. Les EIEC sont responsables de syndrome
dysentérique caractérisé par une forte fievre, des crampes abdominales et des nausées,
accompagnées d’une diarrhée aqueuse évoluant rapidement vers une dysenterie (diarrhée
contenant du sang et du mucus).

11.3. Escherichia coli a adhésion diffuse (DAEC)

Les DAEC sont un groupe hétérogene qui produit une adhérence diffuse sur cellules Héla
et Hep-2. Les isolats de DAEC en colonisant I’intestin gréle, engendrent des cas de
diarrhée chez les enfants entre 5 et 18 mois d’age. Par ailleurs, ils peuvent coloniser le
tractus urinaire et étre a I’origine d’infection urinaire récurrente chez I’adulte.

11.4. Escherichia coli entéro-agrégatives (EaggeC, ou EAEC)

Considérées comme des pathogenes émergents, les EAEC sont la deuxiéme cause de
diarrhée des voyageurs apres ETEC dans les pays développés et en voie de
développement. Les EAEC sont également reconnues comme une cause de diarrhée
endémique etépidémique dans le monde entier.

11.5. Escherichia coli entéro-pathogenes (EPEC)

Les EPEC sont responsables de cas de diarrhée sévere chez les enfants dans les pays en
voie de développement. Par contre, dans les pays industrialisés, I’incidence des infections
dues aux EPEC a fortement diminué. Mais des cas sporadigques sont encore recensés dans
les communautés d’enfants.

11.6. Escherichia coli enterohémorragiques (EHEC)

Ce sont des bactéries pathogenes et zoonotiques qui se retrouvent dans I’eau et parfois
dans les aliments. Elles sont responsables de diarrhée, de colite hémorragique et de
syndrome urémique hémolytique chez I'hnomme mais peu ou pas de maladie perceptible
chez les animaux considérés comme des réservoirs.

11.6.1. Les facteurs de virulence associes aux EHEC

La presque totalité des EHEC 0157 :H7 portent un plasmide de virulence pO157 de 92
kb, qui a approximativement 100 ORFs (« Open Reading Frames ») et code pour
plusieurs facteurs de virulence. Cependant, le facteur principal de virulence d'EHEC est
la Shigatoxine (Stx) (Stx ; également connue comme vérocytotoxine (Vtx), qui est une



caracteristique des E. coli du groupe des « Shiga-toxin producing E. coli » (STEC) auquel
EHEC 0157 :H7 appartient (figure 2).

AEEC STEC
(LEEfeae +) (stx +)

E. coli des
serogroupes

0157, 026,

01032, 0111 et 0145

Figure.2 Représentation schématique des souches AEEC, EHEC et STEC (adapté d’AFSSA 2010)
Toutes les souches possédant le LEE, incluant le géne eae, quels que soient les signes cliniques associés,
appartiennent au groupe des AEEC. Les souches possédant le gene codant les toxines Stx, quels que soient les signes
cliniques associés, sont des STEC. Les EHEC sont associées chez I’Homme a une colite hémorragique et/ou un
syndrome hémolytique et urémique et produisent des toxines Stx. Ainsi, toutes les EHEC sont des STEC mais toutes
les souches STEC, mémes celles qui possedent le LEE, ne sont pas systématiquement associées a la maladie chez
I’Homme. La grande majorité des souches EHEC Possédent le LEE et les souches EHEC LEE+ sont dénommées
EHEC typique. Les souches EHEC typiques appartenant aux sérotypes O157:H7, 026:H11, 0103:H2, O111:H8, et
0145:H28 (et leurs dérivés non mobiles) sont les souches les plus souvent associées a des signes cliniques graves
(SHU) et aux épidémies et sont dites souches « EHEC typiques majeures » .

11.6.1.1. Shiga-toxines (Stx) ou vérotoxines (Vtx) des EHEC
Les Shigatoxines (stx1 et stx2) sont des toxines particuliéres codées par les genes stx et
sécrétées par certaines souches de E. coli: les STEC (« Shiga-toxin-Producing
Escherichia coli » ou E. coli produisant des Shiga-toxines), anciennement connues sous
le nom de VTEC (Verotoxin-Producing Escherichia coli ou E. coli produisant des
vérotoxines). La Shiga-toxine tient son nom du fait de sa grande similitude avec une
toxine produite par Shigella dysenteriae. Elle est egalement connue sous le nom de
vérotoxine, en raison de sa toxicité pour les cellules Véro, des cellules de reins du singe
vert d'Afrique (Cercopithecus aethiops sabaeus) utilisees en culture cellulaire.
1.6.1.1.1. Structure des Shiga-toxines (stx)

Les shigatoxines sont des hétéropolymeres de 70 Kda formés d’une sous-unité A de 33
kDa et de 5 sous-unités B de 7 Kda. La sous-unité A est responsable de l'activité
enzymatique tandis que la sous-unité B intervient dans la liaison aux récepteurs. Les deux
sous unités A et B sont codees par un opéron d’environ 1230 Pb généralement porté par
un bactériophage de type I-like qui est retrouvé dans toutes les souches STEC
pathogenes. Cet opéron est constitué d’un cistron proximal codant la sous-unité A et d’un
cistron distal, séparé du précédent par 12 a 15 nucléotides, codant la sous unité B.
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La toxine stx comporte deux sous-groupes stx1 et stx2, le sous groupe stx2 est le plus
répandu dans les cas de colite hémorragique et de SHU. Les toxines stxl, sont
neutralisables par des anticorps anti-Shiga-toxine de Shigella dysenteriael, et les toxines
stx2 ne le sont pas. Cependant les données épidémiologiques montrent que les souches
produisant la toxine stx2 sont responsables des troubles les plus séveres chez I’homme.
(O’ Brien et al., 1992). A c6té, quelques isolats produisant en méme temps stx1 et stx2,
ou plus rarement seulement stx1 ont été identifiés (Imamovic et al., 2009).

1.6.1.1.2. Les récepteurs Gb3s des Shiga-toxines
Les récepteurs de stx sont les globotriosyl céramides Gb3 (galactose-o (1-4)-galactose-3
(1-4)-glucosyl-céramide) trouvés sur les cellules endothéliales vasculaires humaines, les
cellules de Paneth dans la muqueuse intestinale humaine, a la surface des cellules
épithéliales renales, et au niveau du systéme nerveux central, expliquant les
manifestations cliniques observées (diarrhée, insuffisance rénale, troubles neurologiques).
Le récepteur Gb3 est synthétisé dans I’appareil de Golgi des cellules eucaryotes cibles et
transporté jusqu’a la membrane plastique ou il se localise dans le feuillet externe avec sa
partie tri-saccharidique faisant face a I'extérieur et la partie céramide de I’hydrocarbure
(C-16 a C-24) dans la membrane plasmique. La sous-unité Stx B de la shiga-toxine
identifie spécifiqguement la liaison al-4 du di-galactose terminal du tri-saccharide. Une
molécule de Stx contient 5 sous-unités B, chacune capable de lier une ou plusieurs
molécules de Gb3. L'importance de Gb3 dans l'action des Stx est évidente, dans des
études sur des animaux et en cultures cellulaires, I'absence de Gb3 élimine la réponse a
Stx (Boerlin, 1999).
Par ailleurs, les cytokines induiraient la production de récepteurs Gb3 a la surface des
cellules, les rendant plus sensibles & I’action de Stx. L’absence de ces récepteurs Gb3s
dans I’appareil gastro-intestinal chez les animaux peut expliquer pourquoi la colonisation
d'EHEC chez les animaux est asymptomatique (Malyukova et al.2009).
1.6.1.1.3 Mécanisme d’action des shigatoxines
1. Procédé d'internalisation de la shigatoxine
La sous-unité Stx B interagit avec le récepteur Gb3 et induit des invaginations de la
membrane de la cellule eucaryote cible. Le complexe Stx-récepteur est internalisé et placé
dans les endosomes. Au lieu d’étre dirigé vers les lysosomes pour la dégradation, le
complexe est transporté d'une fagcon rétrograde a travers I’appareil de Golgi jusqu’au
réticulum endoplasmique (Figure 3).
2. Activation enzymatique et reponses cellulaires
Apreés clivage de StxA par une protéase, I’activateur enzymatique Al est libéré dans le
cytoplasme ou il exerce son effet sur les ribosomes en entrainant la necrose et la mort
cellulaire. Les dommages des cellules endothéliales entrainent une activation de la
coagulation, I'inhibition de la fibrinolyse, I'accumulation de la fibrine et & la formation de
thrombose. Par ailleurs, La combinaison de Stx et des lipopolysaccharides (LPS) induit
I’agrégation plaquettaire et leucocytaire et une altération du tissu contribuant ainsi a un
état pro-thrombotique. Les shiga-toxines seraient également impliquées dans I’apoptose
des cellules endothéliales par inhibition de I’expression cellulaire du facteur anti-
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apoptotique Mcl-1. A l'intérieur des cellules intestinales humaines Gb3-negative, Stx
n'empéche pas la synthese de protéines ou n'induit pas d’apoptose mais plutét, réduit
I'expression de chemokines pour supprimer les réponses inflammatoires (Gobert et al,
2007).

Toxine de type AB

-1 sou: unite A &#

- 5 sous-unités B

Riceptear Ghl 5 Cellule eucarvote
/ Internalisation @ \
dans une vésicule d'endocytose

-

Appareil de Golzi

Transport rétrograde
Reéticulnm endoplasmique

Translocation de la sous-unité Al
dans le eytoplasme

a1

Activité N-glycozidaze

Induction de cytokines

Déclenchement de apoptose
\ Inhibition de la synthése protéigue /

Figure 3 : Mécanisme d’action des Shiga-toxines (adapté de PRADEL, 2001). Les STEC posseédent sur leur
chromosome des bactériophages portant les genes stxA et B. La toxine comporte 1 sous-unité A et 5 sous-unités B.
Aprés fixation de la toxine sur le récepteur GB3 a la surface des cellules eucaryotes, internalisation, transport
rétrograde et translocation, I’activité N-glycosidase de la sous-unité Alsur I’ARN 28S entraine une inhibition totale
des synthéses protéiques et donc la mort de la cellule.

11.6.1.2. Les facteurs d’adhésion des EHEC
11.6.1.2.1. Les fimbriae ou adhésines des EHEC

L adhésion aux cellules épithéliales est un préalable au développement de nombreuses
maladies. Cette adhésion se fait par I'intermédiaire d'un ligand bactérien appelé adhésine
qui interagit avec un récepteur sur la cellule eucaryote. L'attachement initial des souches
EHEC aux colonocytes reste encore mal défini. Les EHEC possédent 16 fimbriae
potentiels.
11.6.1.2.2. L’intimine

L’intimine est une protéine d’adhésion de la membrane externe associée aux lésions
d’attachement-effacement, qui est codée par le géne chromosomique eae. Comme avec



les EPEC, I'attachement des souches EHEC aux cellules hétes se produit par interaction
entre l'intimine et le TIR. L’attachement peut également étre augmenté par l'interaction
de I'intimine avec la nucleoline, un récepteur a I’intimine localisé a la surface des cellules
hotes dont I'expression est augmentée par Stx2 (Robinson et al., 2006).

11.6.1.2.3. Le mécanisme d’attachement et d’effacement
Ce mécanisme, qui a lieu en 2 temps, I’attachement aux entérocytes puis I’effacement des
microvillosités, repose sur des modifications du cytosquelette des entérocytes qui
consistent essentiellement en une accumulation de micro-filaments d’actine, constitutifs
des microvillosités, micro-filaments, plus ou moins depolymérisés dans la zone apicale
du cytoplasme cellulaire en contact étroit avec la bactérie. Cette accumulation de micro
filaments d’actine est induite par la phosphorylation d’une protéine cellulaire HP 90 et sa
localisation est déterminée par la fixation d’une protéine bactérienne de 97 kDa
(intimine) sur un récepteur cellulaire. L’attachement entre la cellule et la bactérie est alors
tres fort. Peu de temps apres, il est observé une disparition des microvillosités : c’est
I’effacement.
11.6.2. Manifestations cliniques des infections a EHEC
L’infection par une souche EHEC chez I’lhomme peut revétir plusieurs aspects allant du
portage asymptomatique a I’infection mortelle.
11.6.2.1. La colite hémorragique
Au-dela d’une diarrhée banale, Elle constitue la forme la plus fréquente des affections
humaines dues aux EHEC. Elle survient généralement apres une période d’incubation
variant de 3 a 7 jours. Les cas de diarrhée hémorragique sont associés a des douleurs
abdominales particuliérement séveres qui précédent le plus souvent de quelques jours la
survenue de la diarrhée elle méme dont le caractere hémorragique n’est pas strictement
obligatoire. Ces entérocolites hémorragiques nécessitent le plus souvent une
hospitalisation en raison de la sévérité des douleurs abdominales et de la grande quantité
de sang émise dans les selles. Les formes non hémorragiques de gravité moindre ne sont
classiquement pas dépistées. Il n’existe pas de traitement spécifique en dehors de la
suppression des apports alimentaires et de la mise en route d’une nutrition parentérale
jusqu’a I’évolution positive de I’état de santé du patient. A noter que I’utilisation
d’antibiotiques reste a ce jour controversée. Il peut survenir a la suite de cette infection,
dans 5 a 10 % des cas, un syndrome hémolytique et urémique ou SHU qui constitue la
deuxiéme grande manifestation due aux EHEC.
11.6.2.2. Le syndrome hémolytique et urémique (SHU)
Bien que longtemps considéré comme idiopathique, le SHU est actuellement reconnu
comme « une complication d’entérocolite liée aux EHEC chez I’enfant de moins de cing
ans et chez les individus &ges ». Deux types de SHU ont été décrits. Le SHU dit typique
apparait classiquement aprés un épisode de diarrhée aigué prodromique, souvent
sanglante. Les symptdmes associés au SHU débutent brutalement. Le SHU typique
survient surtout en été, quelque fois par épidémies. Le tableau clinique est caractéristique
et ne pose genéralement pas de probleme de diagnostic. Le SHU atypique, quant a lui,
survient sans prodrome diarrhéique et sans prédominance saisonniere. Il apparait apres

9



des symptomes respiratoires, de la fievre ou des vomissements et son diagnostic n’est pas
aussi aisé que pour la forme typique. 1l n’est pas associé a une infection par une souche
EHEC. La manifestation clinique consiste en une atteinte rénale avec oligurie ou méme
anurie accompagnée d’une anémie hémolytiqgue micro angiopathique et d’une
thrombopénie. La gravité de I’affection entraine presque toujours une hospitalisation et
une dialyse dans un cas sur deux. Une atteinte d’autres organes (pancréas, foie et systeme
nerveux central) est également possible. L’atteinte du systéme nerveux central est
d’ailleurs actuellement la principale cause du décés, comme le montre une enquéte
Francaise dans laquelle 4 parmi 286 enfants atteints de SHU entre 1993 et 1996 sont
décédés suite a une atteinte du systéeme nerveux central (Decludt et al., 2000).

11.6.2.3. Purpura thrombotique thrombocytopénique (PTT)

Le PTT est une entité clinique décrite pour la premiére fois par Moschcowitz en
1925(Brain et al., 1978). Cette affection touche essentiellement I'adulte et se caracterise
par des symptdémes comparables au SHU avec des lésions renales de moindre
importance , une anémie hémolytique micro-angiopathique, une thrombocytopénie, une
fievre, une atteinte neurologique prédominante mais des signes neurologiques beaucoup
plus prononcés avec des tremblements géneralisés, des myoclonies ou des troubles du
comportement. La découverte du lien entre I’infection par une souche EHEC et
I’apparition de ce syndrome est relativement récente (Kovacs et al, 1990) et il semble que
les EHEC ne soient pas la cause la plus fréquente des PTT. La durée du PTT est
habituellement de quelques jours a quelques semaines, mais elle peut parfois se prolonger
pendant des mois. Quand la maladie progresse, elle peut toucher le systéme nerveux
central et les reins, et leur atteinte est, dans la plupart des cas, la cause principale de la
mort. Des signes neurologiques sont observés dans 90 % des cas d'évolution fatale.

11.6.3. Sources et mode de transmission des EHEC

Les infections @ EHEC peuvent étre sporadiques, se manifester en nombre réduit ou en
une grande épidémie. Les études d’épidémiologie analytique et les investigations
d’épidémies ont permis d’améliorer les connaissances sur les modes de transmission et
les sources d’infections @ EHEC. Ainsi, il parait évident que E. coli O157:H7, et plus
généralement les STEC, peuvent se transmettre par voie féco-orale et que la
contamination se produit fréquemment par l'ingestion d’aliment ou d’eau souillée, par le
contact direct avec les animaux, les humains porteurs, ou des objets contaminés, ou plus
rarement par inhalation (Varma et al, 2003) (Figure 4). Les ruminants domestiques, et
plus particulierement les bovins, sont les principaux réservoirs de STEC dans leur tube
digestif. Ce sont des porteurs sains, ils participent a la contamination de I’environnement
par les bactéries présentes dans leurs féces. Dans une moindre mesure, d’autres animaux
d’élevage ou des animaux sauvages dont certains gibiers peuvent également étre porteurs
sains de STEC. Les études réalisées chez les bovins montrent qu’en fonction des
élevages, de 20 a 80 % des animaux peuvent étre porteurs de STEC (recherche des génes
stx dans les matieres fécales) mais E. coli 0157 :H7 n’est isolée que chez peu d’animaux
(0 a3 %).
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Figure 4. Mode de transmission des EHEC a partir du réservoir animal

La principale voie de transmission est indirecte par consommation d’aliments d’origine animale ou végétale et d’eau
de boisson contaminés par un environnement souillé le plus souvent par les matiéres fécales d’animaux infectés.
Aux Etats-Unis, les études épidémiologiques montrent que, quand la source de contamination peut étre identifiée, la
consommation d’aliments contaminés, la transmission de personne a personne, I’ingestion d’eau contaminée et le
contact avec les animaux (notamment les bovins) représentent respectivement 66 %, 20 %, 12 % et 2 % des modes
de contamination.

(http://www.dangersalimentaires.com/2011/06/steaks-haches-lidl-ecoli-enfants-contamines/)

11.6.3.1. Produits d’origine animale

De nombreux véhicules alimentaires de STEC ont été mis en cause au cours des
différentes épidémies rapportées. Les plus fréquents sont d’origine bovine : viande de
beeuf hachée ou préparation a base de viande de beeuf, réti de beeuf. Les carcasses sont
contaminées a I’abattoir lors de I’habillage, la manipulation par le personnel. Des regles
d’hygiene doivent étre appliquées de maniére stricte a I’abattoir pour éviter la
contamination des carcasses. La prévalence fécale de la bactérie chez les bisons d'élevage
était plus grande que chez les bovins et variait de 17% a 83% au fil des jours
(Mohammad et al. 2008 ) et O157 : H7 ont été isolees a partir de 300 sains buffles d'eau
en Turquie (Seker et al, 2009 ).

E. coli O157 :H7 a aussi été isolée a partir de viande de porc, de mouton, de chevre, de
cerf, de dinde, de caribou. Certains produits laitiers ont aussi été incriminés dans la
transmission de STEC : lait cru, beurre, yaourts, fromages frais ou a base de lait non
pasteurisé... Une mauvaise hygiéne de traite peut expliquer la contamination du lait.

11.6.3.2. Produits d’origine non animale
D’autres sources non animales ont été identifiées comme étant a I’origine de cas
d’infection a STEC chez I’homme tel que le cidre et les jus de fruits (jus de pomme non
pasteurisé), ainsi que les légumes consommés crus ou peu cuits : laitue, jeunes pousses
(radis) et graines germées (luzerne, fenugrec, ...).
Différents végétaux consommés par I’Homme peuvent étre contaminés par des STEC,
soit par les fumures obtenues a partir d’animaux contaminés, soit quand de I’eau
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contaminée est utilisée pour I’irrigation. D’autres sources non alimentaires peuvent
également étre incriminées (tableau I).

Tableau | : Epidémies & EHEC survenues depuis 2006 et publiées dans la littérature
internationale (adapté de AFSSA, 2010)

Sérogroupe/sérotype Pays (annee) Mode de transmission l(;leo(r:r;l;re Reéférence
0104:H4 stx2 France (2011) Alimentaire(graines germées 15 (153)
de fenugrec)
0104:H4 stx2 Allemagne Alimentaire(graines  germées 3816 (138)
(2011) de fenugrec)
0145:H28 stx1 eae Norvege (2009)  Personne a personne (creche) 16 (462)
0157 Angleterre Contact avec des animaux de 36 (6)
(2009) ferme (ferme pédagogique)
0157: H- stx1 stx2 eae Pays-Bas (2008- Alimentaire (viande de boeuf 20 (6)
2009) crue)
0157 Etats-Unis Alimentaire (viande de boeuf) 99 (80)
(2008)
0111 Etats-Unis Alimentaire  (aliment  non 341 (68)
(2008) précise)
0157:H- Etats-Unis Alimentaire (lait cru) 14 (166)
(2008)
0157:H- Etats-Unis Contact avec des animaux de 7 (6)
(2007) ferme (ferme pédagogique)
0157:H- stx1 stx2 eae  Pays-Bas ;  Alimentaire (salade verte) 50 (6)
Islande (2007)
026:H11 stx1 stx2 eae  Danemark Alimentaire  (saucisse  de 20 (6)
(2007) viande bovine biologique)
026 stx2 eae / 0145 Belgique (2007) Alimentaire (glace au lait 12 (6)
stx1 eae pasteurisé)
0157 stx1 stx2 Angleterre Alimentaire  (sandwich au 12 (6)
(2007) poulet et herbes)
O157:H7 stx2 Etats-Unis Alimentaire (salade verte) 77 (416)
(2006)
0157:H7 stx1 stx2 Japon (2006) Contact avec des animaux de 4 (6)
ferme (ferme laitiere)
O157:H7 stx2 Etats-Unis Alimentaire (épinards) 205 (6)
(2006)
0103 stx1 Japon (2006) Personne a personne (créche) 8 (6)
0103:H25 stx2 Norvege (2006)  Alimentaire  (saucisse  de 17 (6)
viande ovine)
026:H11 stx1 Japon (2006) Personne a personne (créche) 6 (6)
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Chapitre 111 : La production des viandes au Sénégal

Malgré de nombreux programmes nationaux de développement du secteur de I’élevage,
le Sénégal est loin d’étre autosuffisant en viande et lait. Chaque année, les importations
pour couvrir les besoins de consommation de la population s’élévent a 60 milliards de
FCFA (MEPA, 2013).

I11.1. Le Cheptel national

Le cheptel a I’échelle nationale a connu une évolution tout a fait considérable grace a la
mise en ceuvre des programmes de vaccination contre les épizooties et d’amélioration
génétique par I’insemination artificielle. L’évolution annuelle des effectifs du cheptel au
niveau national (en milliers de tétes) est représentée dans le tableau Il ci-dessous.

Tableau Il : Evolution des effectifs du cheptel

Evolution annuelle des effectifs du cheptel au niveau national (en milliers de tétes)

2005 3091 4863 4144 309 514 413 4,1 21527 6 135
2006 3137 4996 4 263 318 518 415 41 22078 7533
2007 3163 5109 4 353 319 518 438 4,6 22 141 12 787
2008 3210 5251 4477 327 524 442 5} 21 889 13 633
2009 3261 5383 4 598 344 518 446 4,7 22 302 12 538
2010 3313 5571 4755 354 523 450 5] 22971 17 478

2011 3346 5716 4 887 364 529 453 5 23 255 20916
2012 3379 5887 5038 375 534 456 5 23 929 20 226

Sources : (MEPA/ CEP/ DIREL/, 2012)

I11.2. Production locale contrélée des viandes au Sénégal

La production locale en viande dans sa globalité est faible par rapport a la demande. Par
contre le secteur de I’aviculture commerciale a connu des progres a la suite de I’arrét des
importations des produits avicoles avec I’avénement de la Grippe aviaire, en 2005.
Le tableau Il nous montre une nette évolution de la production des viandes au Sénégal.
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Tableau I11 : Evolution de la production locale de viande et d’abats (en tonnes

. . . : : . Volaille Volaille, |Total
— il TOTAL

2005 58995 19632 12842 10751 13 9203 19839 29042 131275
2006 62505 21476 12993 11348 10 11 300 20347 31647 139980
2007 49340 22265 13410 11120 16 16 367 20665 37032 133183
2008 65457 21285 14059 10569 19 20 450 20618 41068 152 457
2009 74330 24383 155068 12372 17 18 806 20593 39399 166 070
2010 76348 25590 16134 13300 18 24 469 20982 45451 176 840
2011 81315 26641 17341 12218 18 28 688 27090 55778 193311
2012 76927 26680 17308 12113 18 29 196 27487 56684 189729

Sources : CEP, DIREL/ MEPA, 2012

111.3. Importations controlées de viande

L’importation de la viande de volaille représentait la majeure partie des importations de
viandes congelées. La pandémie de grippe aviaire en 2005 dans le monde a conduit a
I’interdiction de I’importation de la viande de volailles au Sénégal d’ou la baisse des
importations a partir de 2006. Par ailleurs, la baisse de la production de la viande bovine
en Europe, a cause de la maladie de la vache folle, a provoqué une diminution de
I’importation de cette derniére. Ces deux situations ont occasionné depuis 2007, une
augmentation massive de I’importation de viande de buffle au Sénégal, soit 87% de
viandes et abats importés en 2007(Tableau V).

Tableau 1V : Evolution des importations contrdlées de viande (en tonnes)

Vol Sh kS e

2005 5903,5 158,6 20132 112889 3186 9,3 19692,0
2006 8750,0 3351 28616 - 205,4 11,3 12163,4
2007 987,6 83909 3570 29543 - 133,7 133,7 133,9 13091,0
2008 857,6 5887,7 2412 21587 8,5 1351 71,5 124,1 9484,4
2009 6152 50658 186,6 23027 3,5 96,1 174,0 24,7 8 468,6
2010 6823 50575 1383 15190 15,6 117,3 54,6 96,7 7681,3
2011 6006 39375 70,6 623,5 308,3 145,4 77,5 762,1 6 525,7

Source : Service vétérinaire Port et Aéroport (MEPA, 2012)
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I11. 4. La viande de buffle

111.4.1. Les effectifs de buffles

La population mondiale de buffles d'eau est d’environ 168 millions de tétes : plus de 95%
vivent en Asie, 2% en Afrique, surtout en Egypte, 2% sont en Amérique du Sud, et moins
de 1% en Australie et en Europe. (FAO, 2005).

Les pays possédant le plus grand nombre de bufflonnes laitiéres sont I'Inde, le Pakistan,
la Chine, I'Egypte et le Népal. Le Pakistan, I’Egypte et le Népal possédent plus de
bufflonnes laitiéres que de vaches laitiéres. Les buffles d'eau sont la principale source de
lait en Asie du Sud. Dans de nombreux pays en développement I’exploitation des buffles
représente une partie intégrante de I’économie agricole (FAO, 2005).

111.4.2. Importance nutritionnelle de la viande de buffle

Parmi les trois macronutriments, les protéines sont les plus importantes pour la santé et la
réalisation des corps ; chaque jour, notre corps avec ses milliers de milliards de cellules
est constamment en panne et en cours de reconstruction ; les besoins individuels varient
toutefois entre 1,5 a 3 grammes par kilogramme de poids corporel en exercice ou en
fonction des objectifs et besoins spécifiques.

Les viandes de buffle, de bison, du cerf, du kangourou et de l'autruche sont une
excellente source de protéines et sont trés faibles en matiéres grasses, ont beaucoup de
go(t et, parfois, a bon prix. Elles contribuent également a éliminer dans I’organisme des
produits toxiques comme les composés chimiques libres. Le tableau V nous montre les
caractéristiques de la viande de buffle comparée a la viande bovine.

Tableau V : Comparaison de certaines caractéristiques entre la viande Bovine et celle de

Buffle (Rocha,2001)
Caractéristiques Buffle Bovin
- Calories(Kcal) 131,00 289,00
- Protéine (N x 6,25) 26,83 24,07
- Graisse totale(g) 1,80 20,69
- Acides gras
- Saturés(g) 0,60 8,13
- Mono saturés(g) 0,53 9,06
- Poly saturés(g) 0,36 0,77
- Cholestérol (mg) 61,00 90,00
- Minérales :
Ca, Fe, Mg, P, K, Na Zn, Cu, et Mn(total 641,80 583,70
mg)

111.4.3. Les importations de la viande de buffle au Sénegal

A la suite de I’arrét de I’'importation des produits aviaires en 2006, les acteurs de cette
filiere pour s’adapter a cette nouvelle situation se sont tournés dans I’importation massive
de la viande congelée particuliérement la viande de buffle (Tableau 1V). Les viandes de
buffle, proviennent, en général, de I’ Argentine et des pays du Sud-est asiatique, comme
I’Inde, le Pakistan. L’importation est assurée en grande partie par des sociétés privées et
des groupements d’intérét économique(GIE).
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111.4.3.1. Commercialisation de la viande de buffle

La viande fraiche est un produit tres périssable, et doit donc étre traitée avec la plus
grande attention pour protéger les consommateurs. La viande doit étre produite,
transportée, stockée et commercialisee dans des conditions d'hygiéne.

111.4.3.2. Mode de transport

Les viandes congelées et importées sont accompagnées de la facture du fournisseur et
également du certificat de qualité sanitaire du produit fourni par un laboratoire agréé.

Les viandes congelées sont importées par bateaux, en containers isothermes munis
d’un systeme réfrigérant. Les containers arrivent plombés, engageant ainsi la
responsabilité de I’expéditeur.

A I’arrivée au Port Autonome de Dakar, les services vétérinaires font les préléevements
qui s’imposent, en vue de I’obtention d’un certificat de salubrité a la suite des
analyses bactériologiques. Apres les résultats des laboratoires, le produit peut étre
autorisé a la vente.

111.4.3.3. Distribution

La viande de buffle, une fois jugée salubre, est transportée dans les conteneurs jusqu’aux
entrep6ts des importateurs. Ces entrepbts, généralement bien tenus, sont placés sous
contrble vétérinaire. Cette viande se rencontre essentiellement a Dakar.

111.4.3.4. Conservation

La viande de buffle congelée importée au Sénégal est bien conservée. L’efficacité de
cette bonne conservation passe par I’utilisation de films imperméables et par la réalisation
de soudures étanches pour limiter la pénétration de I’air (Dumont, 1982). Elle est
complétée par une bonne congélation. Cette conservation présente un intérét double :
économique et hygiénique.

1) Economique : C’est I’allongement de la durée de vie commerciale des aliments en
permettant ainsi, le transport sur de longues distances, dans des conditions treés favorables
au maintien de qualités organoleptiques et le stockage pendant de longues périodes,
rendant possible le contréle et la régulation du marché des viandes.

2) Hygiénique : Le froid, et particulierement la congélation, est essentiel aux denrées
alimentaires animales comme la viande. En effet, la congélation permet la stabilisation
des viandes vis-a-vis des agents nuisibles, microbiens et enzymatiques en :

- inhibant la croissance microbienne et les réactions enzymatiques.

- assurant la destruction des parasites transmis par les viandes (cysticerques, trichines,
sarcocystes ...).

La congélation, par des procédés inappropriés ou mal appliqués, entraine la détérioration

des propriétés organoleptiques, de I’aptitude technologique et de la valeur nutritionnelle.
Donc le froid conserve, a condition qu’il soit correctement utilisé.
Si I'importation de ces produits comporte un aspect positif, notamment leur
prix(L600FCFA/Kg), il n'en demeure pas moins qu'elle suscite de nombreuses
inquiétudes auprés des populations locales. La présence de bactéries pathogenes dans la
viande serait de nature a accroitre un risque réel en santé publique vétérinaire.

16



DEUXIEME PARTIE : ETUDE EXPERIMENTALE

1. Matériel et méthodes

1.1. Objectifs de I’étude

Les souches de Escherichia coli pathogénes sont considérées a I’heure actuelle comme
des souches émergentes en santé publique. Les E. coli pathogénes, particulierement les
EHEC, provoquent des pathologies intestinales qui peuvent aller de la simple diarrhée a
des complications graves comme le syndrome hémolytique et urémique (SHU) ou le
purpura thrombotique thrombocytopénique (PTT) dont le pronostic peut étre fatal. Des
analyses réalisées au niveau du laboratoire HIDAOA dans le cadre du dénombrement des
germes témoins de la contamination fécale montrent la présence de E. coli dans des
échantillons de viande destinée a la commercialisation. Afin d’évaluer les risques
sanitaires liés a la présence des souches E. coli, nous avons recherché la présence des
génes de virulence associés aux EHEC qui codent pour les Shigatoxines (stx1 et stx2) et
les facteurs d’attache (eae) a partir d’une collection de souches E. coli isolées a partir des
échantillons de viande de buffle en provenance des SVPA et des marchés.
L’étude a duré 3 mois, allant de juin a Aolt 2013. Une premiére partie correspondant au
dénombrement et isolement des souches E. coli a été realisée au niveau du laboratoire de
HIDAOA de L’EISMV et une deuxieme partie qui correspond a la recherche des génes
de virulence des EHEC, a été effectuée au niveau du LNERV de I’ISRA. C’est en effet,
une étude de faisabilité qui ne peut en aucun cas permettre de faire des extrapolations

1.2. Caractéristiques des prélevements

L’étude a été réalisée sur des échantillons de viande de buffle congelée, importée ;
envoyés par les Services Vétérinaires du Port et de I’Aéroport (SVPA), lors des
inspections de routine et sur des échantillons collectés a partir des marchés. En fonction
de I’importance et de la disponibilité des viandes congelées, nous avons ciblé cing
marchés de Dakar : Tyléne, Gueule tapée, Sandaga, Fass et Castor.

1.2.1. Réalisation des prélevements

a) Prélevements des SVPA

A T’aide d’un manuel de procédure, les prélevements sont réalisés par des agents des
SVPA et les échantillons sont transportés au laboratoire HIDAOA pour analyse. Les
prélevements arrivent congelés (-10°C) puis sont analysés aussitot apres vérification et
enregistrement de la fiche commémorative d’accompagnement (Tableau V1).

b) Prélevements des marchés

Au niveau des étals , I’hygiene méme élémentaire n’est pas respectée Il n'est question
ni de la propreté, ni de lachaine de froid. La viande a I’aspect rouge et ne présente
aucun signe d’altération.

Les étals de bouchers sur les marchés sont cibles de maniere aléatoire et le prélévement
est effectue le matin, entre 7 et 9 heures, au nombre d’un par boucher. Ce prélévement est
unique, en raison d’un prélévement de 5009 par piéce de viande de buffle congelée (-
4°C). Les échantillons sont transportés apres 30 minutes a 1 heure de temps au
laboratoire HIDAOA dans des glaciéres avec des carboglaces. Les préléevements arrivent
au laboratoire conservés entre + 1°C a +8 °C (Tableau V1).
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Tableau VI : Prélevements de viande de buffle congelée réalisés par site

SVPA 13 20000 260000 0a-8°C
Tilene 30 500 15000 la6°C
Gueule

Tapée 17 500 8500 2a5°C
Sandaga 22 500 11000 0az2C
Fass 15 500 7500 0al°C
Castor 3 500 1500 1a3°C
Total 100 303500

1.2.2. Préparation des échantillons

Aprés réception des échantillons, 10g de viande sont pesés puis découpés en de tres
petits morceaux, et sont introduits stérilement dans un sachet Stomacher contenant 90
ml d’eau Peptonée Tamponnée (EPT) stérile, offrant la dilution au dixieme.

Le broyage s’effectue dans la machine Stomacher a 230 tr pendant 1mn30. Les chocs
dilacérent le produit et mettent les germes en suspension. Le mélange homogene est
alors laissé au repos pendant 30 mn, le temps de revivifier les bactéries. La solution
obtenue est appelée ‘solution mere’. Son titre est donné par le rapport : Poids
aliment/VVolume total (aliment + diluant). La solution mere titre 1/10.

NB : Pour la recherche des salmonelles, il faut peser 25g de viande a diluer dans 225g
d’ETP.

1.2.2.1. Dénombrement des germes de contamination fécale

Le denombrement est réalisé a partir de la solution mere par dilution successive. A I’aide
d’une pipette, 1ml de la suspension mere est introduit dans un tube contenant 9ml
d’EPT pour obtenir la dilution 107 Le mélange est réalisé grace a un agitateur de
type Vortex durant 5 a 10 secondes. Cette opération est répétée sur chaque dilution
ainsi préparée, jusqu’a I’obtention d’une gamme de dilutions décimales appropriées
pour I’inoculation des milieux de culture ( 10,10 etc.).

Par précaution, les pipettes sont changées d’une dilution a [Pautre dans le sens
décroissant, pour éviter un transfert de la charge bactérienne d’un tube a I’autre.

v Entérobactéries

Des dilutions décimales 107, 102 10° des suspensions bactériennes ont été
ensemenceées sur la Gélose Biliée Glucosée au cristal Vert et au Rouge Neutre(VRBG) et
ont été incubées a 37°C - 30°C, pour le dénombrement des colonies rouges-violacées, < a
0,5 mm, parfois entourées d’une zone rougeatre, caractéristique des entérobactéries selon
la norme NF VV08-054.
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v" Coliformes

Des dilutions décimales des mémes suspensions bactériennes ont été ensemencées sur la
Gélose Biliée Lactosée au cristal Vert et au Rouge Neutre(VRBL) et ont été incubées a
30°C pour le dénombrement des coliformes par comptage des colonies rouges-violacées,
< a 0,5 mm, parfois entourées d’une zone rougeatre, caractéristiques des coliformes,
selon la norme 1SO 4832.

v E. coli

Des dilutions décimales 107, 10 10° des suspensions bactériennes ont ensuite été
ensemencées sur la gélose spécifique de Tryptone Bile X (TBX) pour dénombrement par
comptage des colonies bleues-vertes, caractéristiques d’E. Coli glucuronidase positive
obtenues a 44°C, selon la norme NF V08-053 ou bien sur Pétrifilm Select E. coli
(Pétrifilm™ Select E. coli Count Plate, Grosseron, Saint Herblain, France).

v" Salmonelles

La dilution décimale des suspensions bactériennes 10, a été enrichie avec le milieu
Rappaport-Vassiliadis (RV), puis sur les milieux : Xylose Lysine Desoxycholate (XLD)
et Hektoen (H) ou : Gélose au Vert Brillant GVB, pour la Recherche des Salmonelles
selon la norme ISO 6579/A1.

1.2.2.2. L’isolement et collection des souches de E. coli

Aprés le dénombrement, a partir de la dilution qui a permis d’obtenir de colonies bien
isolées pour chaque échantillon, nous avons pris de facon aléatoire 3 colonies au
maximum pour réaliser notre collection de souches pour la recherche des génes de
virulence associés aux EHEC (Tableau VII).

Tableau VII : Collection de souches E. coli

Sites Isolats de E. coli
prelevement

SVPA 13
Sandaga 39

Tiléne 33

Gueule tapée 26

Fass 20

Castor 04

Total 135

1.2.3. Recherche des genes de virulence associés aux EHEC

Les souches de la collection ont été repiquees dans des tubes eppendhorf contenant
500pL de bouillon Luria Bertani (LB) (Invitrogen, Paisley, Ecosse). Les tubes sont
incubés a 37°C pendant 18 a 24 heures. A partir des suspensions bactériennes obtenues,
nous avons réalisé I’extraction des ADN.
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1.2.3.1. L’extraction d’ADN

L’extraction d’ADN a été faite par lyse alcaline avec de la soude. 320uL de suspension
bactérienne ont éteé centrifugés a 12 000 tr/min pendant 5 minutes. Apres aspiration du
surnageant, le culot a été resuspendu dans 25uL de NaOH a 0,5 M (Prolabo) et incubé a
température ambiante pendant 20mn. Ensuite, nous avons rajouté 25uL de Tris HCI pH =
7.4 & 1M (Sigma, Steinheim, Allemagne) pour arréter la réaction et 450uL d’eau distillée.

1.2.3.2. Amplification des génes eae, stx1 et stx2 par PCR multiplex
La réalisation de la PCR a nécessité la préparation du Mix a partir des solutions méres du
réactif dont les différents composants sont représentés dans le Tableau VIII.

Tableau V111 : Préparation d’un Mix

Concentration Concentration

Réactifs Initiale Finale 1 Réaction

1. Tampon10X PCR 10X 1X SuL
100mMm/I

2. dNTP (chacun) 0.2mM (chacun)  0.4pL (pool)

3. Primers (6) 100Mm 1IMm 0.5puL/primer

4. Taq DNA polymérase SU/ul 1U/50ul 0.2uL

Eau H20 dé ionisée Milli-Q 36.4pL

DNA 20 a 50pg/mi 0.2 2 0.5pg/ml 5uL

1.

2.
3.
4

Tampon PCR 10X : 10mM KCI, 10Mm (NH,),SO,, 20mM Tris—HCI, 2mM MgSQO,, 0.1% Triton X-100,
pH= 8,8 & 25°C (Biolabs, Herts, Royaume-Uni)

dNTP (Promega, Madison, Etats-Unis)

Primers (Biomers, Sequantia, Evry, France)

Tag ADN polymérase (Biolabs).

Les séquences d’amorces utilisées pour la recherche des genes (eae, stxl et stx2) et les
souches de référence sont représentées respectivement dans le Tableau IX et Tableau X.

Tableau IX : les couples d’amorces utilisés

Geénes cibles Amorces sens et anti-sens Produit PCR (pCR Référence

Eae

stx1

Stx2

eaeAF .

GACCCGGCACAAGCATAAGC Paton &
eaeAR : Paton,
CCACCTGCAGCAACAAGAGG 384 1998
Stx1F:

ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC

stx1R :

AGAACGCCCACTGAGATCATC 180

Stx2F :

GGCACTGTCTGAAACTGCTCC

Stx2R :

TCGCCAGTTATCTGACATTCTG 255
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Tableau X : Les souches utilisées comme témoins positif et negatif

Souches Pathotypes Sérotypes Geénes cibles Références

MG1655 (témoin négatif) E. coli K-12 Orough : H48 U00096
(Hayashi.T., et

SAKAI (témoin positif)y EHEC 0157 : H7 eae, stx1, stx2 al.,2001)

1.2.3.3. Electrophorése sur gel d’agarose

1.2.3.3.1. Préparation du gel d’agarose

La préparation d’un gel d’agarose a 2.5% a été réalisée selon la procédure suivante :
- mettre 5 pastilles (AGATABS-EUROGENTEC) de 0.5g d’agarose chacune dans 100ml
de TAE (Tris, Acétate, EDTA) (1x molaire)

- laisser dissoudre compléetement les pastilles ;

- chauffer la solution pour bien dissoudre les pastilles ;

- laisser refroidir la solution

- verser le tout dans la plaque d’électrophorése une fois les peignes placés (permet
I’obtention de puits) et laisser reposer environ 1 heure pour que le gel se solidifie.
1.2.3.3.2. Electrophorése

Les échantillons a tester ainsi que les contréles positif et négatif, ont été préalablement
mélangés a 2ul de bleu de bromophénol (tampon de charge 6x molaire). Ainsi, le premier
puits du gel a recu 10ul de solution de 100 paires de bases (marqueur de poids
moléculaire 1Kb (Baobabs) a laquelle le bleu de bromophénol (tampon de charge) était
mélangé. Les deux puits suivants, ont recu chacun, 10ul d’échantillon d’amplicons des
contrbles positif et négatif ensuite les puits suivants, ont recu chacun 10ul d’échantillon
d’amplicons a tester. La migration électrophorétique des échantillons d’ADN s’est faite
sous un voltage constant de 50V pendant environ 45minutes. Le gel ainsi obtenu est
plongé dans du bromure d’éthidium (BET) (Promega) & 2mg/l pendant environ 15min.
Enfin le gel est lu au chemidoc par photographie, un échantillon est positif a un géne
lorsqu’une bande claire apparait sur sa zone de migration et se situe sur la méme ligne
que celle de la bande du contrdle positif (celle-ci est repérée grace au marqueur de poids
moléculaire).
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2. Résultats

2.1. Résultats du dénombrement

Un dénombrement des entérobactéries, des coliformes, des E. coli ainsi que la recherche
des salmonelles avaient été réalisés sur les échantillons provenant des SVPA et des
marchés pour déterminer les taux de contamination. Les résultats montrent une
contamination de la viande de buffle congelée, importée par les entérobactéries, les
coliformes et les souches E. coli. Cependant, les Salmonelles étaient absentes dans tous
les échantillons (Tableau XI).

Tableau XI : Résultats du dénombrement des germes de contamination fécale.

Sites de Prélevement ~ Entérobactéries Coliformes SEUNEIES E. coli (ufc/ml)
(ufc/ml) (ufc/ml) (absence dans 259)

SVPA 6.10° 3.10 0 5

Marchés regroupés 2,4.10° 10° 0 7,7.10°

Le taux de contamination en E. coli était plus élevé dans les échantillons en provenance
des marchés que dans les échantillons des SVPA et aucune différence significative n’était
observée entre les marchés étudiés (figure : 5).

4000
3 3000 m Entérobactéries(ufc)
é 2000 m coliformes
% 1000 = E. coli (UFC/ml)
£ 0 - . . . . . .
"é Sandaga Tilene  Castor Fass Guegle DSVPA
g Sites de prelevement tapee

Figure 5 : Analyse comparative des dénombrements au niveau des sites de prélévement

Tableau XI1 : Représentation des E. coli par classe :

Criteres

Classes (ufc) Echantillons Pourcentage microbiologiques E. coli
<10 16 16%

] 10-10%[ 78 78% 5.107 (ufc)
110%-10% 6 6%

10°-10* 0 0

>5.10* 0 0

Total 100 100%
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Sur 100 échantillons analysés, pour le dénombrement des E coli, 94, soit 94 p.100 sont
conformes aux critéres de reférence selon la Norme francaise comme I’illustre le tableau
XI1 ci -dessus.

2.2. Résultat de la recherche des génes de virulence associés aux EHEC

Les résultats obtenus montrent que sur les 135 isolats de E. coli testés par PCR multiplex,
9 isolats portaient au moins un des génes de virulence stx1, stx2 et eae recherchés soit
une prévalence globale de 6,66%. La répartition des souches porteuses des génes de
virulence en fonction des marchés était : Sandaga (4/9), Gueule tapée (2/9), Fass (2/9) et
Tilene (1/9). Les souches en provenance des SVPA ne portaient pas les genes de
virulence recherchés. Parmi les souches porteuses de genes de virulence recherchés, les
souches STEC (stx2, stx1-stx2) étaient majoritaires 5/9 (77%). Deux souches isolées aux
marchés de Fass et Gueule Tapée portaient a la fois les genes stx1 et stx2 (Tableau XIII).

Tableau XIII : Prévalence des génes associés aux EHEC en fonction des sites de
prélevements.

Génes
associés sites de prélevement Total

aux EHEC
Sandaga Tiléne Gueule Fass  Castor
n=33 n=39 tapée n=26  n=20 n=4 N=135
Eae 1(3, 03%) 0(0) 0(0) 1(5%) 0(0) 2(1, 5%)

Stx2 0(0) 3(9,09%)  1(2,56%) 1(3,84%) 0(0)  0(0) 5(3, 70%)
stx1 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 000)  0(0) 0(0)

StX1-stx2 0(0) 0(0) 0(0) 1(3,84%) 1(5%) 0(0)  2(1, 5%)
Totaux 0(0) 4(12,12%)  1(2,56%)  2(7,68%) 2(10%) 0(0)  9(6, 66%)

N= total des souches d’E. coli isolées dans les 5 sites de prélévements.
n= nombre de souches d’E coli isolées pour chaque type de prélévement et % de souches identifiées
porteuses de génes associés aux EHEC).

Gueule tapée (24, 88)  Sandaga(25, 26, 98, 103)  Tiléne{ 44)  Fass (67, 68)

T- ( témoin négatif) T+ (témoin positf) E ( Echelle )

Figure 6 : gel d’agarose montrant I’amplification du géne eae (384pb),
du géne stx2(255pb) et du géne stx1(180pb).
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3. Discussion - Recommandations

Malgré une couleur souvent normale, il est communément admis que la valeur alimentaire
d’un produit diminue au cours du stockage par rapport au méme produit a I’état frais. Les
déperditions sont dues a I’exsudation (tres importante a la décongélation).

La présence des entérobactéries peut signifier une conservation a des températures de
refroidissement trop élevées ou pendant une durée trop longue. Elle peut donner une idée
comparative de la contamination microbienne et des pratiques d’hygiéne lors du
traitement et de la conservation. Leur présence peut aussi indiquer une contamination
microbienne d’origine fécale des aliments (Ghafir et al.,2007).

La présence des coliformes fécaux dans la viande peut prendre origine dans les abattoirs.
En effet, la contamination des carcasses semble inévitable lors des abattages, notamment
lors de I’éviscération, par les mains des ouvriers ou le matériel, I’eau utilisée ou par
rupture éventuelle des réservoirs gastriques. Dans les viandes crues ou manipulées apres
traitement, il est normal de retrouver une faible quantité de coliformes. Leur présence au-
dela des limites définies peut signifier un défaut d’hygiene des procédés de fabrication.
Le dénombrement des E. coli nous a permis d’avoir les résultats suivants: SVPA
(5cfu/ml), Sandaga (1,2.10% cfu/ml), Tiléne (1,4.10° cfu/ml), Castor (1,60.10% cfu/ml),
Fass (1,7.10° cfu/ml) et Gueule tapée (1,8.10° cfu/ml). Les limites du critére
microbiologique pour la viande sont une limite inférieure de : <10 ufc/g et une limite
supérieure de : 3.7 108 ufc/g.

Les résultats des analyses ont montré 94 p.100 de conformité dus a Escherichia coli. Ces
résultats sont supérieurs a ceux obtenus en 2007 par Nkolo, avec un taux de 88,9 p.100 de
conformité en E. coli dans la viande de buffle congelée au Sénégal pour les normes
d’AFNOR en vigueur.

Notre étude montre des taux de contamination plus élevés au niveau des marchés que sur
les échantillons prélevés par les SVPA au cours du débarquement des containers. Ce
résultat montre I’apport important de contamination au niveau des circuits de distribution,
dans la boucherie et la rupture de chaine de froid entre les grossistes et les détaillants
dans les marchés. Les Salmonella. sp, étaient absentes sur les 100 échantillons testés. Par
contre, Salmonella spp s’est révélée dans 58 échantillons de viande de buffle congelée
importée au Sénégal parmi les 200 analysés soit 29 % (Mamadou, 2008).

3.1. Présence des génes de virulence stxl, stx2 et eae dans la viande de buffle
congelée importée

La prévalence globale était de 6, 66%. Les prévalences des génes de virulence stx1, stx2
et eae trouvées dans les marchés Sandaga (12,12%), Tiléne (2,56%), Gueule tapée
(7,68%) et Fass (10%) étaient significativement élevées, comparées aux études réalisées
en Belgique et au Sénégal. Et aucune des souches issues de ces données ne portait en
association les genes eae et stx1 et/ou stx2.

En effet, en Belgique, en 2003, 1479 carcasses de bovins ont été écouvillonnées. Dix
souches STEC 0157 (0,74 %) ont été isolées. Parmi lesquelles, huit souches possedent le
géne stx2 et deux les génes stx1 et stx2. Cing souches STEC 0157 :H7 ou H- ont éte
isolées des 298 échantillons de viandes hachées testées (1,68 %). Quatre possédent le
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géne stx2 et une souche stx1 et stx2. Deux souches STEC (stx1 et stx2) ont été isolées a
partir des 285 viandes de découpe testées soit une prévalence de 0,70 %.
Toujours en Belgique, en 2004, 1337 carcasses de bceuf ont été écouvillonnées. Dix-huit
souches de STEC O157 ont été mises en évidence, soit une prévalence de 1,4 %. Dix-sept
souches sont positives pour le géne stx2 et une souche est positive pour les génes stx1 et
stx2. Deux souches STEC O157 (stx2, eae et ehxA) ont été mises en évidence dans les
découpes de bceuf (2/244) soit une prévalence de 0,8 %, mais aucune dans la viande
hachée de beeuf (0/234) (Chahed, 2007).

Les souches en provenance des SVPA et du marché de Castor ne portaient pas les genes
de virulence recherchés. Etant donné la faible prévalence des génes associés aux EHEC
dans les aliments, en particulier, la viande ; le choix de la taille de I’échantillon est
déterminant pour la mise en ceuvre de I’étude. C’est ainsi que, pour les études réalisées
sur des échantillons d’origine environnementale, il est conseillé de travailler au minimum
sur 400 souches par site en raison de la faible prévalence de ces géenes dans
I’environnement et en fonction de la précision souhaitée (Estelle, 2007). Les prévalences
nulles observées dans les deux sites s’expliquent par le faible nombre de souches testées
(SVPA (n= 13) et Castor (n=4). En effet, dans la présente étude, aucune relation n’a été
trouvée entre la présence des génes de virulence associés aux EHEC et les résultats du
dénombrement des Escherichia coli (ou méme des entérobactéries, des coliformes).
Au Sénégal, en 2013, une étude réalisée par Ngaba sur la recherche des génes stxs et eae
chez des souches E. coli 0157 isolées, a partir des produits carnes dans les
marchés locaux montrait que 6,45% des souches testées portaient soit le gene stx1 soit le
géne stx2 mais jamais les deux a la fois, contrairement a nos résultats.

Récemment, une étude a été réalisée dans le centre du Vietnam qui a trouvé une
prévalence de STEC 0157 de 27% chez les buffles, 23% chez les bovins, et de 38,5%
chez les caprins. STEC 0157 a également été isolé en Inde a partir d'aliments d'origine
bovine, a savoir, des échantillons de beeuf hachés crus (9%; n = 22), des prélévements de
surface de la viande bovine (3,7%; n = 27). Ceci nous amene a dire que la viande de
buffle peut étre autant contaminée de genes de virulence stxs, eae que la viande de
bovins. Et Les résultats d’une étude sur la prévalence de la toxine de Shiga (stx)
produisant Escherichia coli (STEC) chez les animaux de boucherie a Dhaka, au
Bangladesh fournissent la preuve que les animaux abattus comme des buffles, vaches,
chévres sont des réservoirs de STEC, y compris potentiellement la souche virulente de
STEC 0157. (Mohammad et al., 2008).

Dans notre étude, la prévalence du géne stx2 (3,7%) était plus élevée parmi les souches
testées. Le variant Stx2 pose un véritable probléme de santé publique. Les génes codant
Stx2 sont plus souvent retrouvés dans les isolats cliniques de patients développant des
pathologies graves (colite hémorragique, SHU, PTT) par rapport a ceux codant Stx1 et
ses variants (Friedrich et al., 2002 ; Panos et al., 2006 ; Garcia et Aljaro, 2005 ).
Par ailleurs, les niveaux de cytotoxicité observés in vitro sur des cellules endothéliales
rénales humaines montrent que Stx2 était 1000 fois supeérieure a celle de Stx1 (Louise et
Obrig, 1995). Il a été rapporté que les infections humaines peuvent résulter de I'ingestion
de moins de 100 bactéries viables (Caprioli et al., 2005). L’inventaire et les fonctions
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precises des facteurs de virulence EHEC ne sont pas encore connus, mais des études
épidémiologiques ont suggéré que les associations entre les facteurs de virulence
pourraient augmenter la capacité de certains sérotypes de provoquer une maladie chez
I'nomme (Boerlin et al., 1999).

Donc, dans la plupart des cas, le niveau de contamination par les STEC O157 est faible
mais il faut rappeler que méme de bas niveaux de contamination présentent un risque reel
pour le consommateur a cause de la faible dose infectieuse de ce pathogéne.

3.2. Recommandations et perspectives

Au vu des différents résultats que nous avons obtenus dans la présente étude, nous
formulons les recommandations suivantes a I’endroit :

1. des vétérinaire-hygiénistes, agents de santé publique, de la répression des fraudes qui
ont pour role de vérifier la sécurité et la qualité commerciale des denrées a I’import-
export et ou dans le circuit de production et de distribution. Ces autorités locales
responsables sont tenues d’effectuer le suivi pour vérifier I'application des régles
d'hygiene et de sécurité sanitaire introduites, jusqu’a I’étape appropriée de la distribution,
que sont les étals des chevillards et bouchers dans la chaine d’importation de la viande de
buffle congelée en vue de s'assurer du respect par les exploitants de ce secteur, des
référentiels applicables. Ceci peut aussi mettre en confiance les consommateurs des
velléités de fraudes (par certains bouchers) ou de substitution des viandes congelées
importées ;

2 du laboratoire d’HIDAOA, le point critique le plus important & considérer est la
création d’une banque de souches de E. coli, lesquelles seront conservées a -80°C dans du
glycérol a 30% pour des études des facteurs de virulence.

3 du LNERV d’ISRA, des recherches complémentaires des souches isolées et genes de
virulence détectés doivent se poursuivre afin de déterminer :

- les sérotypes associés.

- les variants des génes stx1, stx2 et eae

- la résistance aux antibiotiques des souches porteuses de ces genes ;

4 aux opérateurs de viandes, ils doivent observer le respect strict des bonnes pratiques
d’hygiene avec limitation des contaminations fécales au cours de I’abattage (dépecage et
éviscération des animaux de boucherie). La manipulation de la viande de buffle congelée,
leur conditionnement et leur transformation sont des pré-requis essentiels. Les bouchers
doivent étre sensibilisés et formés aux enjeux de santé publique pour le changement de
pratiques ;

5 aux consommateurs de viande de buffle

En France, la note d’information interministérielle DGAL/SDSSA/02007-8001 du 13
fevrier 2007 relative aux recommandations concernant la cuisson des steaks hachés dans
le cadre de la prévention des infections a E. coli O157 :H7 pour les professionnels de la
restauration collective, recommande une cuisson avec une température a cceur de 65 °C.
Par ailleurs, une température a ceeur plus élevée (70 °C) est souvent recommandée afin de
lutter non seulement contre les STEC potentiellement pathogénes, mais aussi contre
d’autres contaminations microbiennes.
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En outre, les points suivants constituent les meilleures facons de se protéger contre le
risque d’infection a la bactérie E. coli :

*  Quand vous faites cuire de la viande hachée, faites-la cuire a point jusqu’au centre
(tempeérature de 71° C). La viande et les jus de viande devraient étre bruns et non pas
rouges ou roses.

«  Lavez-vous les mains comme il faut AVANT de MANIPULER la viande et APRES
étre allé a la toilette.

. NE LAISSEZ PAS de viande crue a la température ambiante. Faites la cuire
Immédiatement ou réfrigérez-la jusqu’au moment de la faire cuire.

. Assurez-vous que la viande crue ou les jus de la viande crue ne viennent pas en
contact avec d’autres aliments. Placez les viandes crues sur la tablette du bas du
réfrigérateur pour éviter que les jus ne coulent sur les autres aliments.

» Lavez et désinfectez la vaisselle, les planches a découper et les comptoirs apres les
avoir utilisés pour préparer de la viande crue. Pour une solution désinfectante, mélangez
1% cuillere a thé d’eau de Javel a un litre d’eau.

*  Dans un restaurant, NE COMMANDEZ OU N’ACCEPTEZ JAMAIS de la viande
hachée dont la cuisson est insuffisante.

Enfin, I’entretien et la désinfection des systemes de fourniture d’eau sont
indispensables.

Conclusion

Escherichia coli commensale (E. coli) soutient I'équilibre intestinal physiologique de
I'néte, tandis que E. coli pathogene avec des profils de génes de virulence typiques
peuvent causer de graves épidémies de diarrhée. Les génes de virulence sont souvent
situés sur des éléments génétiques transmissibles et peuvent donc étre transmis au
réceptif de souches de E. coli. En plus, ces facteurs de virulence des souches de E. coli
sont couramment utilisés pour classer les isolats et déterminer leurs types d’associations,
la pathogénicité et I'épidémiologie.

Leur présence dans les viandes correspond a un défaut de la technique d’abattage,
ou une contamination croisée, mais peut également étre due a une contamination par les
personnes manipulant ces denrées alimentaires.

Il semble que le résultat du dénombrement des E. coli ne soit pas un bon indicateur de la
présence d’une souche de STEC 0157 mais qu’il permet d’évaluer les pratiques de
I’établissement.

La mise en place d’analyses microbiologiques pour la recherche de ces génes
potentiellement pathogenes dans la viande de buffle, congelée et importée au Sénégal est
de nature a évaluer le risque de contamination par les EHEC a I’homme. Mais, la
présence de ces génes n’est pas toujours synonyme d’infection dans la population.
Des 135isolats testes par analyse PCR multiplex, 9isolats ont été trouvés pour abriter les
génes de virulence stx2, stx1-stx2 et eae des souches de E. coli. La prévalence est de
6, 66% et ils ont été détectés dans les échantillons des marchés de Sandaga (4/9), Gueule
tapée (2/9), Fass (2/9) et pour une moindre part de Tilene (1/9).
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Ainsi, les résultats de notre étude confirme I’hypothese selon laquelle la viande de buffle
congelée, importée au Sénégal est contaminée par des souches E. coli porteuses de géne
de virulence stx1, stx2 et eae et constituerait un risque de santé publique.

Ceci nécessite que les mesures de contrdle, tout au long de la chaine de transport, de
stockage et de distribution puissent étre mises en place et appliquées pour accroitre la
sécurité de ces produits.

Ces pathogénes doivent étre pris en compte dans I’analyse des dangers et peuvent étre
recherchés dans le cadre de la réalisation des contrbéles de routine et du respect des
principes généraux fixés par le « Paquet hygiéne ».
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Annexe 1 Fiches d’analyse
1. Exemple de Fiche d’analyse de laboratoire Recu, le 12/06/2013

République du Sénégal N°092MEL/DSV/SVPA
Un peuple -un but-une foi

Ministére de I’Elevage

Direction des Services Vétérinaires

Service Vétérinaire du Port et de I’ Aéroport de Dakar

Tel : 33821075

Commémoratifs
Préléevement effectué......... ..o le 10/06/2013
DESIGNALION. ...\ttt e e et e e e e e viande de buffle congelée
Lot A 0riginNe. .. ... e 1981 cartons
CONEENEBUT ... ..ttt e e e e e e e e CEMU504954/1
Moyen de tranSPort........ooee i Patricia Schulte
(0] o] 11 v U] £ SOPRODAL SARL
DESIGNALION. .. ..ttt et e et e e e e e Vente
Analyses demandées.........ocuveviieeiie i Bactériologiques
Laboratoire d’analyse....... ..o i HIDAOA/EISMV

Signé le Chef de Service

2. Fiche de prélévement pour les échantillons des marchés locaux :

Date et heure de prélevements...........ocovviieiiie i e, 10/06/2013
Site de Prélevement...........oiriie i Sandaga
NUMEro du BOUCHEr........c i 14
Numéro de I’échantillon ... E.S14

Température au laboratoire...............cccev i viiieiiiieeen . 1°C
Analyses bactériologiQUeS..........vvvreiirie e e

ANalyse PCR ..o
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Recherche des génes de virulence stx1, stx2 et eae
dans les souches de E. coli isolées de la viande de
buffle, congelée importée au Sénégal.

Research of virulence genes stx1, stx2 and eae in
E .coli strains isolated from frozen buffalo meat,
imported in Senegal.

Résumé

Abstract

Les Escherichia coli sont considérées a I'heure actuelle
comme des pathogénes émergents en santé publique. Les
E. coli pathogénes dériveraient des souches
commensales par acquisition successive de facteurs de
virulence. Les souches de Escherichia coli productrices
de Shiga-toxine (STEC) isolées lors d’infections chez
I’lhomme sont appelées Escherichia coli
entérohémorragiques (EHEC). Les principaux facteurs
de virulence des EHEC sont les Shiga-toxines (stx1 et
stx2) et le facteur d’adhésion (eae). La contamination
par ces bactéries résulte principalement de I’ingestion de
produits alimentaires d’origne animale et végétale
souillés, tels que la viande ou les fromages au lait cru et
les légumes.

L’objectif de la présente étude est de rechercher dans la
viande de buffle importée, au Sénégal, les genes de
virulence stx1, stx2 et eae associés aux EHEC par PCR.
L’étude de la qualité bactériologique a été effectuée sur
100 échantillons de viande en provenance de cing
marchés de Dakar et des Services Vétérinaires du Port et
de I’Aéroport (SVPA). La PCR a été réalisée sur 135
isolats des Escherichia coli dont 13 isolats des SVPA et
122 isolats des marchés. Les résultats montrent une
contamination de la viande de buffle congelée, importée
par des entérobactéries, des coliformes et des E. coli et
une absence de Salmonella sp. Les niveaux de
contamination des viandes en provenance des marchés et
de SVPA par les E. coli étaient respectivement 7,67x107
unités formant colonies (ufc/ml) et 5 ufc/ml.

Des135 isolats de E. coli testés par PCR multiplex, 9
isolats portaient au moins un des genes de virulence stx1,
stx2 et eae recherchés soit une prévalence globale de
6,66%. La répartition des souches porteuses des genes de
virulence en fonction des marchés était : Sandaga (4/9),
Gueule tapée (2/9), Fass (2/9) et Tiléne (1/9). Les
souches en provenance des SVPA ne portaient pas les
génes de virulence recherchés. Le niveau de
contamination microbienne et la présence des génes stx1,
stx2 et eae pourraient étre dus aux mauvaises conditions
de transport et de manipulation des viandes au niveau
des marchés.

Mots clés : E. coli Enterohémorragique, genes stx1,
stx2 et eae, viande de buffle congelée importée au
Sénégal.

Actually, Escherichia coli were considered as
emerging pathogens in public health. Pathogens
E.coli derived from commensal strains by sequential
acquisitions of virulence factors. Shiga- toxin-
producing Escherichia coli (STEC) isolated in
human infections were then recognized as
Enterohaemorragic  Escherichia coli  (EHEC).
Shiga-toxins (Stx1 and Stx2) encoded by stx; and
stx, genes and intimin factor, encoded by eae gene
are  essential EHEC  virulence  factors.
Contamination by these bacteria occurs mainly
during consumption of foodstuffs of animal origin
and soiled vegetables such as meat or raw dairy
cheese and vegetable.

The objective of this present study is to research in
frozen buffalo meat, imported in Senegal, virulence
factor genes stx1, stx2 and eae associated to EHEC
using PCR method. Bacteriological quality analysis
was made on 100 meat samples collected from five
local markets and the Services Vétérinaires du Port
et de I’Aéroport (SVPA) in Dakar, Senegal republic.
The PCR Assay was carried in 135 E. coli isolates
of which 13 and 122 isolates respectively from
SVPA and markets. Results show contamination by
enterobacteria, coliforms and Escherichia coli in
frozen, imported buffalo meat. While Salmonella
sp. is, absent. Contamination meat levels of E. coli
count of markets and SVPA samples were
respectively 7.67x107 and 5 colonies forming units

(cfu/ml).

From the 135 tested E. coli isolates, 9 isolates
harbored at least one gene positive for research
virulence genes stxl, stx2 and eae: a total
prevalence was 6.66%. The distribution of strains
harboring virulence genes among markets was
Sandaga (4/9), Gueule tapée (2/9), Fass (2/9) and
Tiléne (1/9). Strains from SVPA did not possess any
researched virulence genes. The level of microbial
contamination and the presence of genes stx1, stx2
and eae may be attributed to poor transport
conditions, and poor meat handling at market levels.
Key words: Enterohemorragic E. coli, stx1, stx2
and eae genes, frozen imported buffalo meat in
Senegal.
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