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Résumé

La résistance aux antimicrobiens est de nos jours une préoccupation mondiale, affectant
¢galement le Québec et le Canada. Les productions animales en général, incluant les bovins,
participent a ce probléme complexe a travers I’'usage des antimicrobiens. L hypothese de cette
¢tude était que les élevages de veaux de lait constituent une source de Salmonella Dublin,
Campylobacter spp et Escherichia coli résistants aux antimicrobiens au Québec. L’étude a été
réalisée d’aolit 2016 a octobre 2017 a partir des échantillons de contenu de caecum prélevés

sur les animaux abattus dans deux abattoirs sous inspection fédérale au Québec.

Dans un premier temps, la prévalence et les profils de résistance aux antimicrobiens des trois
bactéries ont été évalués. Les résultats ont montré chez les trois bactéries des multirésistances
dont certains antimicrobiens, comme 1’amoxicilline-acide clavulanique, la ceftriaxone et la

ciprofloxacine, sont de haute importance pour la santé humaine.

Par la suite, 1’association entre 1'usage des antimicrobiens dans les élevages et la résistance
chez E. coli a également été étudiée. L’usage des polypeptides (bacitracine) était

significativement associé a la diminution de la résistance a I’ampicilline et la tétracycline.

Enfin, d’autres facteurs de risque associés a la présence dans les lots de veaux d’isolats d’E.
coli multirésistants ont été étudiés. Les résultats ont montré que la taille des lots (les lots de

petite taille) était un facteur de risque de multirésistance pour E. coli.

Les résultats obtenus a partir de cette é¢tude devraient contribuer a orienter les mesures de
prévention et de contrdle de la résistance aux antimicrobiens chez les veaux de lait par les

décideurs gouvernementaux et de I’industrie du veau de lait.

Mots clés: Résistance aux antimicrobiens; Salmonella Dublin, Campylobacter spp;
Escherichia coli; usage des antimicrobiens; facteurs de risque; multirésistance; antibiotiques;

antibiorésistance; veaux de lait; Québec.

il



Summary

Antimicrobial resistance is now a global concern as well as in Canada and Quebec. Animal
production in general, including cattle, contributes to this complex problem through
antimicrobial drug use. The hypothesis of this study was that milk-fed veal calves are a source
of Salmonella Dublin, Campylobacter spp and Escherichia coli resistant to antimicrobials in
Quebec. The study was conducted from August 2016 to October 2017 using samples of caecal

contents collected from animals slaughtered in two federal inspection abattoirs in Quebec.

Firstly, the antimicrobial resistance prevalence and patterns of the three bacteria were
evaluated. The results showed multidrug resistance in the three bacteria. Some of the
antimicrobial drugs concerned, such as amoxicillin-clavulanic acid, ceftriaxone and

ciprofloxacin, are of high importance for human health.

Next, the association between antimicrobial use in calf batches and resistance in E. coli was
studied. The use of polypeptides (bacitracin) was significantly associated with a decrease in

resistance to ampicillin and tetracycline.

Finally, other risk factors associated with the presence of multidrug-resistant £. coli in calf
batches were studied. The results showed that the batch size (small batches) was a risk factor

for multidrug resistance in E. coli.

The results obtained from this study should help to guide government and milk-fed veal
industry decision-makers in setting up measures for the prevention and control of antimicrobial

resistance in milk-fed veal calves.

Keywords: Antimicrobial resistance; Sal/monella Dublin; Campylobacter spp; Escherichia

coli; milk-fed veal calves; risk factors; multidrug resistance; Quebec.
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Introduction

La résistance aux antimicrobiens (RAM) est devenue au cours de ces derni¢res décennies une
préoccupation de santé¢ publique majeure a 1’échelle mondiale. Depuis la découverte de la
pénicilline en 1929 et son utilisation dans les années 1940, I’'usage des antimicrobiens s’est
considérablement accru tant dans le domaine de la santé humaine que dans le domaine de la
santé et des productions animales (1, 2). Depuis leur découverte, les antimicrobiens ont servi a
traiter et prévenir les infections bactériennes chez les humains et les animaux et aussi comme
promoteurs de croissance en productions animales (3). Cet usage généralisé a conduit au
développement et a la propagation des résistances avec des conséquences de plus en plus
redoutées pour la santé humaine, animale et la sécurité alimentaire (2, 4). Selon la commission
O’Neill du Royaume-Uni chargée d’analyser le probléme mondial d’augmentation de la RAM,
700 000 personnes meurent annuellement dans le monde du fait de la RAM (5). Les Centers
for Disease Control and Prevention (CDC) estiment pour leur part que chaque année aux Etats-
Unis, au moins deux millions de personnes sont infectées par des bactéries résistantes aux
antimicrobiens et au moins 23 000 personnes meurent directement de ces infections (1). Selon
la Banque Mondiale, la RAM aura un grand impact sur 1’économie mondiale dans une étude
simulée pour la période 2017-2050 en prenant en compte les pertes directes et indirectes
relatives a la santé humaine et aux productions animales (6). Dans le scénario optimiste de
faible impact de la RAM, les pertes simulées pour I’économie mondiale atteindront 2 000
milliards de dollars par an d'ici 2050. Dans le scénario d’impact de RAM élevé, les pertes
¢économiques seront trois fois plus grandes, atteignant les 6 000 milliards de dollars par année
d'ici 2050. Au vu de I’importance capitale de la RAM pour la santé humaine, la santé animale
et I’économie mondiale, I’Organisation mondiale de la santé¢ (OMS), I’Organisation mondiale
de la sant¢ animale (OIE) et I’Organisation des Nations Unies pour I’alimentation et
I’agriculture (FAO) ont adopté en mai 2015 un plan d’action mondial conjoint pour combattre
la RAM (7).

Le role des productions animales dans le développement global et la propagation de la RAM
est de nos jours encore sujet de discussion (8). Si le passage des génes de RAM des poulets aux
humains a été¢ démontré depuis 1976 par Levy et al. chez Escherichia coli (9), 1’ampleur de
la dissémination des geénes de résistance des animaux aux humains restent encore inconnus (2,
3). Certains auteurs pensent que la contribution des génes de résistance chez les animaux au
développement des résistances chez les humains reste marginale. Ce point de vue est supporté

par le séquengage des génes de RAM chez Salmonella Typhimurium DT4 en Ecosse, montrant



une grande diversité dans les génes de RAM de S. Typhimurium DT4 des humains par rapport
a ceux de la méme bactérie chez le bétail (10). Méme si I’ampleur de la contribution de la RAM
chez les animaux dans la RAM chez les humains reste encore inconnue, la certitude demeure
sur la possibilité de transmission zoonotique des bactéries (pathogénes ou commensales)
résistantes aux antimicrobiens. Dans le contexte des productions animales intensives faisant
appel a I'usage de grande quantité d’antimicrobiens soit pour traiter ou prévenir les infections
ou pour servir de promoteurs de croissance (2, 3), la possibilit¢ de développement de la RAM
chez les entérobactéries zoonotiques des animaux et sa transmission aux humains par la chaine
alimentaire ou par I’environnement doit toujours é&tre considérée selon de principe de
précaution pour la santé publique. Ainsi la surveillance épidémiologique chez les animaux des
entérobactéries zoonotiques telles que Salmonella spp, Campylobater spp et E. coli demeure
essentielle comme recommandée par le groupe consultatif sur la surveillance intégrée de la
résistance aux antimicrobiens de I’OMS (Advisory Group on Integrated Surveillance of

Antimicrobial Resistance, AGISAR) (11).

Au Canada, la production de viande bovine représente une importante activité économique. En
2014, le Canada se classait au 11° rang des producteurs mondiaux de viande bovine faisant du
Canada un pays exportateur de viande bovine (12). Parmi les viandes bovines produites se
trouve le veau lourd, comprenant le veau de grain et le veau de lait. En 2014, la province du
Québec a produit 80,3 % du cheptel du veau lourd canadien avec 134 000 tétes de veau de lait
(13). La production du veau lourd se déroule sur mode intensif avec des contraintes sanitaires
pouvant entrainer une utilisation importante d’antimicrobiens. Depuis 2011, le Québec connait
I’émergence de souches multirésistantes de Sa/monella Dublin dans les élevages de veaux et
chez les humains (14). Les infections a S. Dublin étant récentes au Québec, les données
épidémiologiques permettant d’évaluer la dynamique de I’infection et 1’étendue de la RAM
chez cette bactérie sont insuffisantes. Salmonella spp, Campylobacter spp et E. coli générique
sont des entérobactéries de bovins sous surveillance prioritaire de la RAM par le Programme
intégré canadien de surveillance de la résistance aux antimicrobiens (PICRA) (15).
Campylobacter spp est I’'une des causes importantes de gastroentérites d’origine bactérienne
au Canada et dans le monde (16-18). Les E. coli génériques retrouvés en permanence dans le
tube digestifs des animaux et des humains sont considérées comme un réservoir de genes de
RAM pouvant étre transmis aux autres entérobactéries et donc utilisés comme indicateurs de

résistance (19). C’est dans le but de collecter des données et d’¢largir les connaissances



épidémiologiques sur la RAM de S. Dublin, Campylobacter spp et E. coli chez les veaux de

lait du Québec que la présente étude a été entreprise.
Objectifs de I’étude

Ce travail vise principalement a contribuer a enrichir les connaissances épidémiologiques sur
les résistances aux antimicrobiens de S. Dublin, Campylobacter spp et E. coli chez les veaux
de lait du Québec afin de fournir des données probantes aux décideurs gouvernementaux et de
I’industrie du veau de lait pour orienter les mesures de prévention et de contréle. Les objectifs

spécifiques sont :

- Estimer la prévalence et décrire les profils de résistance aux antimicrobiens pour chacune de

ces trois bactéries ;
- Décrire I’usage des antimicrobiens dans les lots de veaux de lait ;
- Etudier I’association entre I’usage des antimicrobiens et la résistance des isolats d’E. coli;

- Etudier d’autres facteurs de risque potentiels qui sont peu ou pas investigués dans des études

antérieures et associés a la présence dans les ¢levages d’isolats d’E. coli multirésistants.
Hypothése de recherche

Les objectifs ci-dessus mentionnés sont ¢laborés dans ’hypothése que les élevages de veaux
de lait constituent une source de S. Dublin, Campylobacter spp et E. coli résistants aux

antimicrobiens au Québec.

Le présent mémoire intitulé « Etude épidémiologique de la résistance de Salmonella Dublin,
Campylobacter spp et E. coli et ’usage des antimicrobiens chez les veaux de lait du
Québec » présentera le travail li€¢ aux objectifs énoncés autour de trois parties essenticlles. La
premicre partiec sera consacrée a une recension des écrits ressortant les connaissances
épidémiologiques actuelles sur les résistances aux antimicrobiens de S. Dublin, Campylobacter
spp et E. coli chez les bovins au Québec, Canada et ailleurs dans le monde. La seconde partie
présentera les profils et la prévalence de la RAM pour ces trois bactéries, ainsi que les facteurs
de risques associés a la présence d’E. coli résistantes aux antimicrobiens chez les veaux de lait

du Québec. En fin une discussion générale des résultats sera abordée dans la troisiéme partie.



I. Recension de la littérature

1 Production du veau de lait au Québec
1.1 Gestion d’élevage

La production du veau de lait fait partie de production de viande bovine dite production de
« veaux lourds », comprenant les veaux de lait et les veaux de grain. Les veaux lourds sont
souvent des veaux males de sept a dix jours d’age achetés sur les marchés publics d’animaux
vivants (encans) et regroupés pour étre élevés sur une période d’environ 20 semaines (20). Les
veaux de lait sont nourris pendant toute la période de production exclusivement avec de
I’alimentation lactée et une quantité limitée d’aliment fibreux, tandis que les veaux de grains
sont quant a eux nourris sur les six a huit premicres semaines exclusivement avec de 1’aliment
lacté et ensuite avec une ration constituée de mais-grain et d’un supplément protéique jusqu’a
la fin de la période de production (13, 20). Au Québec, la principale race exploitée est la
Holstein, dont les produits a maturité pésent environ 210 kg de poids vif pour le veau de lait et
272 kg de poids vif pour le veau de grain. Un élevage type spécialisé produit environ 777 veaux

de lait par année (13).
1.2 Importance économique

En 2014, le Canada se classait au 11° rang des producteurs mondiaux de viande bovine avec
2% de la production mondiale totale et une balance commerciale de +1,94 milliards de dollars
(CAD), faisant du Canada un pays exportateur de viande bovine (12). Pendant la méme année,
les Producteurs de Bovins du Québec a estimé que la production québécoise du veau lourd
représentait 80,3 % du cheptel du veau lourd canadien avec 134 000 tétes de veau de lait et 70
000 tétes de veau de grain (13). Les veaux lourds produits au Québec proviennent
essentiellement du cheptel de vache laitiére du Québec. Ils sont élevés dans environ 345
¢levages de veaux de grain et 250 élevages de veaux de lait (21). En termes de retombée
économique, le circuit du veau lourd générait en 2014 pour le Québec une valeur ajoutée de
174 millions de dollars CAD, représentant 49 % des 356 millions de dollars des ventes de
I’industrie du beeuf et du veau et 54 emplois par tranche de 10 millions de dollars de vente, soit
prés de 1922 emplois (21). La production du veau lourd a donc une bonne importance

économique pour le Québec.



2 Principaux agent bactériens entériques zoonotiques du veau de lait et

d’autres bovins

Les principaux agents bactériens entériques zoonotiques présents chez les bovins en général,
incluant les veaux, sont Salmonella spp, Campylobacter spp et Escherichia coli (22-24). Dans
cette revue de la littérature, 1’aspect zoonotique d ’E. coli sera décrit briévement. Par la suite,
E. coli sera abordé sous I’aspect d’E. coli génériques indicateurs de la résistance aux

antimicrobiens (25).
2.1 Salmonella spp

2.1.1 Caractéristiques de la bactérie
Especes

Les salmonelles sont des bacilles a Gram négatif appartenant la famille des entérobacteriaceae.
Salmonella spp regroupe plus de 2500 sérotypes répartis en deux espéces qui sont S. enterica
(plus de 2400 sérotypes) et S. bangori (20 sérotypes) (26). On les retrouve chez une multitude
d’hétes (22). S. enterica comprend six sous-espéces dont S. enterica subsp enterica qui est
associée aux infections chez les animaux a sang chaud. Les sous-espéces sont divisées en
sérogroupes basés sur les antigénes de la paroi (antigéne O). Les sérogroupes ont subdivisés en
sérotypes sur la base des antigénes flagellaires (antigéne H). Chez les bovins, les salmonelles
les plus fréquentes sont S. enterica subsp. enterica ser. Dublin (S. Dublin, hautement adaptée
aux bovins adultes et jeunes) et S. enterica subsp. enterica ser. Typhimurium (S. Typhimurium)
qu’on retrouve plus chez le veau (22). Le sérotype Dublin appartient au sérogroupe D tandis
que le sérotype Typhimurium appartient au sérogroupe B (27). D’autres sérotypes comme S.
Heidelberg ont également été isolés chez les bovins, comme le cas des veaux de grain en

Ontario (28).
Survie dans I’environnement

Une étude réalisée au Royaume-Uni a vérifi¢ la survie de S. Typhimurium dans des maticres
fécales de bovin naturellement contaminées d’une part et d’autre part la survie de
S. Typhimurium et S. Dublin dans des matiéres fécales expérimentalement ensemencées a des
charges bactériennes variant de 10" a 10* unités formant colonie (ufc)/g (29) . Les résultats de
cette ¢tude ont montré que dans les matiéres fécales naturellement contaminées,
S. Typhimurium survivait environ un mois a la température ambiante (médiane :18,5 °C) et

deux mois a une température de 4 °C. Dans les matieres fécales expérimentalement



ensemencées, en milieu humide et a température ambiante, S. Typhimurium survivait troismois
avec la charge 10! ufc/g et cing mois avec la charge de 10* ufc/g. Dans les mémes conditions,
S. Dublin survivait moins d’un mois avec la charge 10! ufc/g et trois mois avec la charge de
10* ufc/g. Sur des maticres fécales desséchées a la température ambiante, S. Typhimurium et
S. Dublin survivaient au moins six mois avec les charges de 10! a 10* ufc/g. Selon cette étude
réalisée au Royaume-Uni, il existe des différences de survie entre S. Dublin et S. Typhimurium
selon les conditions de I’environnement (29). Ainsi dans les conditions humides, S.
Typhimurium persistait mieux dans 1’environnement que S. Dublin, alors que dans les
conditions asséchées, les deux bactéries présentaient la méme survie. Certains auteurs ont
rapporté que S. Typhimurium survivait dans les conditions de terrain pendant 231 jours dans
le sol a la charge de 107 ufc/g (30). D’autres auteurs ont rapporté une survie de S. Typhimurium
pendant 54 jours a 23 °C dans I’eau de puits ensemencée artificiellement a la concentration de
10*ufc /ml (31). En Suéde il a été démontré que S. Dublin pouvait survivre 300 jours dans le

sol a une charge de 9,10° ufc/g a une température moyenne de 6,4 °C (32).
2.1.2 Epidémiologie chez les bovins
Prévalence

Au Canada, une étude en Alberta a estimé la proportion de troupeaux laitiers infectés de
Salmonella spp a 8% a partir de ’analyse des échantillons fécaux (33). En 2015, une enquéte
de séroprévalence réalisée par le Ministére de 1’ Agriculture, des Pécheries et de I’ Alimentation
du Québec (MAPAQ) a révélé que 6,8% des élevages laitiers du Québec avaient au moins un
individu positif a S. Dublin (34). Des études réalisées aux Etats-Unis ont estimé une prévalence
de vaches laitieres excrétrices de Salmonella spp de 4,8 a 8,96% a partir d’échantillons fécaux
(35, 36). Une autre étude aux Etats-Unis a trouvé chez les veaux d’élevages laitiers une
prévalence fécale d’animaux excréteurs de Salmonella spp de 3,8% (37). Selon une étude
réalisée au Danemark, la prévalence apparente de troupeaux de veaux lourds excréteurs de
Salmonella spp dans les matiéres fécales au moment de 1’abattage était de 18,3% selon la
culture bactérienne (38). Au niveau animal la prévalence fécale apparente de Salmonella spp
était de 1,5% avec une prévalence réelle de 1,3%. Dans cette étude S. Dublin et S. Typhimurium
¢taient les deux espéces identifiées, S. Dublin comptant pour 95% des isolats. Dans une autre
¢tude au Danemark la prévalence fécale intra-troupeau de bovins laitiers positifs pour S. Dublin
était de 2,5% avec des variations saisonnicres allant de 1,1% au printemps et automne a 5,4%

en hivers (39).



Dans les produits animaux, une étude réalisée sur les escalopes de veau de grain vendues au
détail en Ontario (Canada) a rapporté une prévalence de Salmonella spp de 4,1% dont 50% de
S. Typhimurium, 44,4% de S. Heildelberg et 5,6% de S. Montevideo (28). En Alberta (Canada)
une ¢tude a trouvé une prévalence de Salmonella spp de 1,3 % dans de la viande bovine hachée

(40).

Le Tableau I ci-dessous donne la prévalence de Salmonella au Canada, aux Etats-Unis (E.-U.)

et ailleurs



Tableau I Prévalence de bovins positifs pour Salmonella spp au Canada, E.-U. et Danemark

Type de Age des Type Taille Unité Test de diagnostic ~ Prévalence (%) Pays et Référence
bovin bovins d’échantillon  d’échantillon épidémiologique période

(nombre d’unités

épidémiologiques)
Veaux 6-14 Féces 1296 Animal Culture bactérienne  S. Dublin: 1,46 Danemark
lourds fnots S. Typhimurium: <1 2007-2008 (38)
Bovins Veaux et Feces et tissus 4976 Animal Culture bactérienne  S. Dublin: 23 Wisconsin/ 41
laitiers adultes S Cerro: 16 LU
S. Newport: 14 2006-2015

S. Montevideo: 8
S. Kentucky: 8
S. Typhimurium: 4

Autres Salmonella : 27




Type de Age des Type Taille Unité Test de diagnostic =~ Prévalence (%) Pays et Référence
bovin bovins d’échantillon  d’échantillon épidémiologique période
(nombre d’unités
épidémiologiques)
Bovins Tout 4ge  Feces 22417 Animal Culture bactérienne  Salmonella spp : 4,8 E.-U. (35)
laitiers 2000-2001
Bovins En Féces 960 Animal Culture bactérienne  Salmonella spp : 9,9 E.-U. (36)
laitier lactation 2002
Bovins Tout 4ge  Feces 50 Troupeau Culture bactérienne  Salmonella spp : 8 Alberta/Canada  (33)
laitiers 1999
Bovins Veaux et Sérum de 169 Troupeau Sérologie (un S. Dublin: 6,8 Québec/Canada (34)
laitier adultes veaux troupeau est 2015
Lait de séropositif si  au
. . moins 1 animal est
réservoir

positif)




Type de Age des Type Taille Unité Test de diagnostic =~ Prévalence (%) Pays et Référence
bovin bovins d’échantillon  d’échantillon épidémiologique période
(nombre d’unités
épidémiologiques)
Vache-veau Veauxet Sérum 94 Troupeau Sérologie (un S. Dublin: 1 Québec/Canada (42)
adultes troupeau est 2016

séropositif si  au
moins 1 animal est

positif)
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Facteurs de risque

Plusieurs facteurs de risque favorisant la présence de Salmonella spp chez les bovins, et
particulierement chez le veau, ont été suggérés. Parmi les principaux facteurs identifiés, on
peut citer ’hygiéne dans les troupeaux, la taille des troupeaux, 1’origine des veaux, la gestion
des maternités, la gestion des fumiers, les marchés de veaux, les véhicules de transport, le
contact des animaux ou de leur aliment avec les rongeurs, le contact avec le fumier de volaille,
le contact avec les oiseaux sauvages, et la non-utilisation d’antimicrobiens dans le

lactoremplaceur (Tableau II).
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Tableau II. Facteurs de risque associés aux infections a Salmonella spp chez les bovins

Type de bovins Unité épidémiologique Facteurs de risque Salmonella Pays et période  Type d’étude Référence
isolées lors de
Pétude
Veaux lourds Troupeau - Achat des animaux provenant S. Dublin Danemark Transversale (38)
de troupeaux non classifiés S. Typhimurium  2007-2008
comme a faible risque de
Salmonella
Bovins laitiers Animal - Situation géographique de la  Salmonella spp E.-U. Transversale 37)
(veaux) ferme (Etat d’origine de la 2000-2001 répétée

ferme)

-Non-utilisation
d’antimicrobiens dans le

lactoremplaceur

- Utilisation des maternités
comme salles d’isolement des

malades

- Proportion de vaches

infectées dans le troupeau
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Type de bovins Unité épidémiologique Facteurs de risque Salmonella Pays et période  Type d’étude Référence
isolées lors de
I’étude

Tous Troupeau - Nombre de vaches adultes Six sérotypes E.-U. Cas-témoins (43)

dans le troupeau

- Fumier de volaille épandu en

bordure des élevages de bovins

- Signes de présence des
rongeurs dans I’habitat ou dans

I’aire stockage des aliments

- Contact des oies sauvages

avec les bovins ou leur aliment

dont S. Dublin et 1994-1995

S. Typhimurium
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Type de bovins Unité épidémiologique Facteurs de risque Salmonella Pays et période  Type d’étude Référence
isolées lors de
I’étude

Bovins laitiers Animal - Vache dans les 14 jours Salmonella spp E.-U. Transversale (44)

(Adulte)

suivant la mise-bas

- Vache dans les 14 jours

précédant la réforme

- Animaux désignés malades

par les éleveurs

- Taille de la ferme (=100

animaux)

- Saison (par rapport a
I’hiver) :

été>automne>printemps

- Etat ou est située de la ferme

2000-2001 repetee
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Type de bovins Unité épidémiologique Facteurs de risque Salmonella Pays et période  Type d’étude Référence
isolées lors de
I’étude

Bovins laitiers Animal - Stabulation libre Salmonella spp E.-U. Transversale (45)

- Ne pas stocker les concentrés
et les aliments protéiques dans

un batiment fermé

- Non-utilisation du monensin
dans la diéte des veaux sevrés

ou des génisses

- Accés des vaches aux eaux de

surfaces

- Elimination du fumier sous
forme liquide sur les terres de

la ferme

- Vaches mangeant du fourrage
dans les champs ou le fumier a
été appliqué sans labour la
méme saison

- Saison

2000-2001 repetee

15



Type de bovins Unité épidémiologique Facteurs de risque Salmonella Pays et période  Type d’étude Référence
isolées lors de
I’étude
- Marchés de veaux - Contamination des marchés Marché : 9 Royaume-Uni Transversale (46)
de veaux sérotypes dont S (descriptive)
Typhimurium.
Veau - Véhicules de transport - Contamination véhicules de Véhicules: 12

transport des veaux

sérotypes dont S.
Dublin et S

Typhimurium
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Signes cliniques

La salmonellose clinique chez les bovins en Amérique du Nord est principalement causée par

S. Dublin et S. Typhimurium (22, 27). Les veaux sont plus sensibles que les adultes (22).

La maladie débute par une forte ficvre suivie d’une entérite. S. Typhimurium cause une
diarrhée contenant du mucus, parfois teintée de sang, et associée a une entérite nécrotique. En
plus de I’entérite semblable a celle de S. Typhimurium, S. Dublin peut causer chez le veaux
des infections systémiques résultant a une pneumonie, une polyarthrite ou une
méningoencéphalite (47). Suite a I’infection, certains animaux peuvent devenir des porteurs
chroniques continuant d’excréter les bactéries dans les féces pendant plus de 270 jours (48,

49).
Diagnostic

Le diagnostic de l’infection a Salmonella spp chez les bovins peut se faire a travers
I’identification de la bactérie par culture bactériologique (49, 50) ou par la PCR (49, 51), et par

sérologie pour la détection d’anticorps témoins de 1’infection (49, 50).

o Identification de la bactérie

Selon la pathogénie de la bactérie et sa dissémination dans 1’organisme de 1’héte, la plupart des
tissus peuvent &tre utilisés pour le diagnostic de laboratoire de Salmonella spp chez les bovins.
Les spécimens recommandés pour 1’identification de la bactérie sont : les maticres fécales, le
foie, les nceuds lymphatiques, la rate, les muscles (49, 50).

- Culture bactérienne

C’est la méthode conventionnelle pour I’isolement et 1’identification de Salmonella spp. La
culture bactérienne comprend un pré-enrichissement, un enrichissement sur milieu sélectif, un
ensemencement sur milieu sélectif et une confirmation du genre Salmonella par des tests
biochimiques (49, 50). Le sérogroupage (antigéne O) et sérotypage (antigene H) se font a ’aide
des antisérums spécifiques a travers les réactions d’agglutination directe (52). Il existe
¢galement des méthodes moléculaires permettant de faire le typage de Salmonella spp (52).
L’avantage de la culture bactérienne est I’identification du type de Salmonella, mais présente
le désavantage d’une faible sensibilit¢ (49). En effet, dans un mode¢le de classes latentes
utilisant la culture bactérienne fécale et 'ELISA indirect sur sérum de 4531 bovins au

Danemark, la sensibilité estimée de la culture bactérienne pour la détection de S. Dublin était
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de I’ordre de 6-14 % pour une spécificité de 100% (53).Cependant cette sensibilité de 6-14%
¢tait pour un pool de maticre fécale de 5 animaux. La sensibilité pour la détection de S. Dublin
par la culture bactérienne individuelle était estimée a 16-20%. Les raisons qui expliquent cette
faible sensibilité de la culture bactérienne fécale seraient I’excrétion intermittente de la bactérie
chez les animaux infectés, ou la faible concentration des bactéries chez les animaux réinfectés
ou en infection subclinique (49). Cependant, une autre étude a montré que dans certaines
conditions, la sensibilité de la culture bactérienne fécale pourrait étre plus grande (>80%) en
considérant les facteurs tels que la souche de S. Dublin en cause, les conditions d’élevages des

animaux et 1’utilisation de milieu de culture comme le Rappaport Vassiliadis (MRSV) (54).

- PCR
La PCR a l’avantage d’étre plus sensible que la culture bactérienne, mais présente le
désavantage que le sérotypage ultérieur ne soit pas possible si la bactérie ne peut pas étre
cultivée (49). Il y a deux grands types de PCR : la PCR traditionnelle et la PCR en temps réel.
Dans la PCR traditionnelle, le résultat du test est qualitatif (présent/ absent). Dans la PCR en
temps réel, la quantité¢ de ' ADN copié est comptée par un ordinateur apres chaque cycle par
l'utilisation de sondes fluorescentes (49). Une étude au Danemark a montré pour la PCR en
temps réel une sensibilité de 100% et une spécificité de 99-100% pour la détection de S. Dublin
sur une collection de souches bactériennes comprenant 50 sérotypes de S. Dublin, 20 autres

sérotypes de Salmonella et 10 souches non-Salmonella (55).

e Sérologie

Pour la sérologie, le sang et le lait peuvent étre utilisés pour effectuer les tests ELISA (49, 50).
Dans un modéle de classes latentes utilisant la culture bactérienne fécale et I'ELISA indirect
sur sérum de 4531 bovins au Danemark, la sensibilité estimée de I’ELISA pour la détection de
S. Dublin était de 65% pour une spécificité de 82% au seuil de positivité de 25 %. Lorsque le
seuil de positivité était fixée a 50%, la sensibilité et la spécificité de I’ELISA étaient
respectivement de 49% et 93% (53). D’autres études réalisées en faisant I’ELISA sur le lait de
vaches individuelles ont donné au seuil de positivité de 25% une sensibilité¢ de 1’ordre de 77-
78 % et une spécificité¢ de 65-86%. Cette variation des performances de ’ELISA dépendait
de la méthode d’évaluation qui était soit un test de référence (culture bactérienne) soit un

modéle des classes latentes (49).
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2.1.3 Importance des bovins comme source d’infection humaine

Les bovins jouent un réle important en tant que source d'infection humaine par Sa/monella spp
(22). Des sérotypes de Salmonella spp fréquemment isolés chez I'homme (S. Typhimurium, S.
Dublin, S. Newport, S. Heidelberg, S. Stanley, S. Virchow) ont été isolés chez des bovins
malades ou cliniquement sains (56). Dans une étude d’attribution des sources (bovin, poulet,
porc, dindon) réalisée au Minnesota (E.-U.), environ 38 % des 4672 cas humains de Salmonella
spp ¢taient attribuables a la source bovine (57). Selon une étude d’attribution des sources au
Canada, la viande bovine et les produits laitiers représenteraient 11,4% des infections humaines
a Salmonella non typhiques d’origine alimentaire (58). L’humain se contamine par I’ingestion
d’aliments contaminés comme les viandes et les produits laitiers ou par contact direct avec les
bovins infectés ou indirect avec 1’environnement contaminé (56). Des cas d’infections a S.
Dublin ont été rapportés aux Etats-Unis suite a la consommation de produits laitiers non
pasteurisés ou d’extraits de foie cru de veau utilisé comme supplément nutritionnel (59).
Certains cas humains ont également été liés a l'exposition directe aux bovins. Par exemple, une
¢tude a rapporté que deux pathologistes ont ét¢ infectés par S. Typhimurium suite a une
nécropsie sur un bovin porteur de la bactérie (60). En 2016, 21 personnes ont été infectées par
S. Heidelberg dans huit états américains suite a des contacts avec les veaux lourds achetés dans
des marchés de bétail du Wisconsin (61) . L’environnement contaminé a partir de source bovine
peut étre un facteur de risque de contamination pour I’humain. En effet, au Canada, une étude
a montré que parmi les séroypes de Salmonella spp connus pour causer des salmonelloses chez
les humains, 11 sérotypes dont S. Typhimurium ont été isolées des eaux de surfaces des zones

agricoles a production intensive de bovins, volaille et porcins (62).
2.14 Importance en santé publique
Incidence

Les salmonelles d’origine bovine causent chez I’humain des salmonelloses non-typhiques (63).
Aux Etats-Unis, le CDC estime annuellement a environ 1,2 millions de malades et 450 décés
associés a Salmonella spp de toutes origines avec une incidence en 2015 de 15,82 cas pour
100 000 personne-années (64). Au Canada, selon I’Agence de la santé publique du Canada
(ASPC), le taux d’incidence de Salmonella spp en 2014 était de 21,45 cas pour 100 000
personnes-années (65). On estime qu’au Canada, Salmonella spp occasionne annuellement 87

510 cas avec 925 hospitalisations et 17 déceés (16, 17). Entre 2011 et 2012, une étude a relevé
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I’émergence de S. Dublin chez les humains au Québec avec 12 cas de formes invasives ou la

bactérie a été isolée du sang des patients (14).
Principales répercussions sur la santé publique

La salmonellose non typhique se manifeste habituellement sous la forme aiglie par une
apparition brutale de fi¢vre, des douleurs abdominales, de la diarrhée, des nausées et parfois de
vomissements (63, 66). Les symptomes apparaissent de 6 a 72 heures (généralement de 12 a
36 heures) apres 1’ingestion de salmonelles, et la maladie clinique dure de 2 a 7 jours. Dans
certains cas, ’infections se traduit par le développement de séquelles chroniques telles que les
arthrites réactives et I’hypersensibilité au niveau de I’abdomen nécessitant une longue prise en

charge médicale (63, 66, 67).

L’infection par les Salmonelles peut aussi étre invasive (63, 68). Le sérotype Dublin est connue
pour étre plus invasif que les autres sérotypes (69). L’infection invasive peut se traduire par le
décés du patient en général les jeunes enfants, les personnes agées et les personnes
immunodéficientes suite a une fiévre, une septicémie, une pneumonic et une

hépatosplénomégalie (63, 68).
2.2 Campylobacter spp

2.2.1 Caractéristique de la bactérie
Especes

Les campylobacters sont des petites bactéries a Gram négatif qui ont une forme incurvée, en
forme de S ou en spirale. Elles appartiennent a la famille des Campylobacteracea (70). Ce
sont des bactéries souvent présentes dans le tube digestif des animaux sains (70). Dix-neuf
especes sont actuellement identifiées, dont C. jejuni, C. coli et C. feetus sont les plus

rapportées chez les bovins (71).
Survie dans I’environnement

Une étude menée en Alberta au Canada ou la présence de I’ADN des cellules vivantes de
Campylobacter spp (C. jejuni, C. coli, C. feetus, C. hyointestinalis) a été détectée par PCR, a
montré que Campylobacter spp pouvait persister jusqu’a 10 mois dans le fumier de bovins en
compostage (72). Cette étude a montré également que I’ADN de C. jejuni était détectable
pendant toute la phase active du compostage (environ 231 jours). Une précédente étude réalisée
en Nouvelle Z¢élande par culture bactérienne montrait que Campylobacter spp ne survivait pas

au-dela de 14 jours dans les matieres fécales de bovins sur paturage en été (73). Cette différence
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de survie entre les deux études s’expliquerait par la méthode de détection utilisée. Une autre
¢tude conduite en Suéde par détection PCR a montré que C. jejuni survivait au-dela de 28 jours
dans le sol amendé¢ de lisier de bovin (74). Cools et al. ont montré que C. jejuni pouvait survivre
plus de 64 jours dans I’eau stérile a 4 °C (75). Il en ressort donc que Campylobacter spp peut
survivre longtemps dans I’environnement. Cependant le cycle de Campylobacter est complexe
impliquant des réservoirs et des vecteurs divers (humain, mammiféres domestiques et
sauvages, oiseaux domestiques et sauvages, eaux, sol) pouvant jouer un réle dans la survie et

la transmission des campylobacters a I’humain et aux animaux (76).
2.2.2 Epidémiologie chez les bovins
Prévalence

Au Canada, la prévalence fécale de bovins infectés par Campylobacter spp est estimée entre
19 a 87 % par la méthode de culture et entre 21,6 a 90 % par la PCR (71) (Tableau III). C’est
donc une bactérie trés répandue dans les élevages bovins canadiens. Chez les bovins, les
principales espéces répertori¢es dépendent de la méthode d’identification utilisée. Par culture
técale, C. jejuni et C. coli ont été les espéces dominantes rapportées alors que par la PCR, C.
lanienae a été rapportée comme espeéce dominante (71, 77). Au Québec, Guévremont et al. ont
trouvé que 72,5 % des troupeaux laitiers étaient infectés par Campylobacter spp selon la PCR
réalisée sur les échantillons fécaux (78). Dans cette étude, la prévalence de vaches laiticres

excrétant Campylobacter spp dans leur feces était de 27,6%.

Dans les produits animaux, une étude réalisée au sud de 1’Ontario a rapporté que parmi 438
picces fraiches d’escalope de veau de grain échantillonnées dans les commerces de détail, la
prévalence de Campylobacter spp était de 1% par culture bactériologique. Les espéces qui y
ont été identifiées par PCR étaient C. jejuni et C. coli (28). Une autre étude réalisée en utilisant
la PCR au Saskatchewan sur la viande de beeuf hachée a donné une prévalence de 4,5% pour
C. coli, 3,6% pour C. curvus, 1,9% pour C. foetus, 7,8% pour C. hyointestinalis, 3,9% pour C.

Jejuni, 1,9% pour C. rectus, 2,9% pour C. upsaliensis et 8,7% pour les autres Campylobacter

spp (79).
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Tableau III.

Prévalence de Campylobacter spp chez les bovins au Canada

Type de Age des Type Taille d’échantillon Unité Test de Prévalence Province Référence
bovin bovins d’échantillon (nombre d’unités épidémiologique diagnostic %) période
(1)
épidémiologiques)
Tous Tous Féces, 7738 Animal Culture Campylobacter Canada (71)
bactérienne spp: 19 a 87 1980 42015
PCR (culture)
Campylobacter
spp: 21,6 a 90
(PCR)
Laitier Adultes Feéces 797 (niveau animal) Animal Culture Campylobacter Québec/Canada (78)
40 (niveau ferme) Ferme bactérienne Spp : 27,6 (niveau 2011
animal) ; 72,5
(niveau ferme)
Veaux de Veau Viande 438 Lot d’escalope Culture C. jejuni et C. Ontario/Canada (28)
grain (escalope) bactérienne coli: 1 2003-2004
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Type

bovin

de Age

bovins

des

Type
d’échantillon

Taille d’échantillon
(nombre d’unités

épidémiologiques)

Unité Test

épidémiologique diagnostic

de Prévalence

Province et

(%) période

Référence

Boucherie

Tous

Viande hachée

309

Lot de viande PCR

hachée

C.coli: 4,5 Saskatchewan

C. curvus : 3,6 2011-2012

C. fetus: 1,9

C.
hyointestinalis

7,8
C. jejuni : 3,9
C. rectus : 1,9

C. upsaliensis :

2,9

Campylobacter
spp : 8,7

(79)
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Facteurs de risque

Lors d’une étude effectuée dans les élevages de bovins laitiers au Québec, Guévremont et al.
ont rapporté que la composition de la ration alimentaire et le manque de mesures de biosécurité
(nettoyages-désinfection des bottes et/ou des stalles) étaient associés a la prévalence de C.
jejuni (78). Au Danemark, la présence des oiseaux sauvages sur les fermes, particuliérement a
coté des étables des bovins d’élevage, a été mentionnée comme étant un facteur de risque (80).
Dans cette étude, une forte corrélation (R?=0,92) a été trouvée entre la prévalence de C. jejuni
chez les oiseaux sauvages présents sur les fermes et la prévalence de C. jejuni dans le fumier
des bovins. Cependant, la direction de la transmission n’a pas été définie. L’age des animaux,
I’age au sevrage, le type d’¢élevage, la saison, la présence de volaille sur la ferme ont également
¢été rapportés comme principaux facteurs de risque de prévalence de Campylobacter chez les

bovins (81-83).
Signes cliniques

Chez les bovins, I'infection par les campylobacters est généralement asymptomatique.
Toutefois, les campylobacters peuvent étre associés a des entérites chez le veau dans le cas des
infections par C. jejuni et C. coli. En effet, dans une étude d’infection expérimentale par C.
Jejuni et C. coli chez des veaux nouveaux nés, une entérite bénigne caractérisée par des feces
mucoides épaisses a été remarquée (84). Les campylobacters peuvent aussi étre associés a des
avortements chez les femelles gestantes dans le cas des infections a C. feetus (71, 85) et dans
certains cas a C. jejuni (86).

Diagnostic

Le diagnostic des infections & Campylobacter spp se fait généralement a travers 1’identification
de la bactérie par culture bactérienne ou par PCR (87). Les tests immunologiques pour la
détection d’antigeénes dans les maticres fécales ou des anticorps dans le sérum existent, mais
ne sont pas utilisés en diagnostic de routine (87). Les échantillons recommandés pour

I’identification de la bactérie sont les matiéres fécales fraiches, le contenu caecal et les

¢couvillons rectaux (87).
e Culture bactérienne

La culture bactérienne demeure le test de référence pour confirmer la présence de la bactérie

vivante recherchée dans un échantillon contaminé par d’autres bactéries. Trois types approches
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de culture bactérienne sont utilisées : I’ensemencement direct, 1’enrichissement en bouillon
suivi de I’ensemencement sur milieux sélectifs gélos€s et la filtration avant ensemencement
direct ou avant I’enrichissement en bouillon suivi de 1’ensemencement. La sélectivité des
milieux de culture repose sur I’utilisation des antibiotiques. La technique la plus fréquemment
utilisée au Canada est I’enrichissement en bouillon Bolton suivi de I’ensemencement sur milieu
sélectif mCCDA (71). L’inconvénient des milieux sélectifs est qu’en raison des antibiotiques
ajoutés dans les milieux sélectifs pour isoler C. coli et C. jejuni, la croissance des autres
campylobacters tels que C. upsaliensis, C. hyointestinalis, et C. fetus est inhibée (88). De plus,
les espéces de Campylobacter isolées par culture bactérienne dépendent de la température
d’incubation. Ainsi, une étude réalisée au Canada sur 759 échantillons d’eaux usées et de
maticres fécales d’oiseaux a montré que Campylobacter spp était détecté dans 60 % des
¢chantillons a la température d’incubation de 37°C, contre 34% a 42°C (89). Dans cette méme
¢tude, C. jejuni étaient détectés dans 16 % des échantillons a 42°C contre 8% a 37°; C. lari
¢taient détectés dans 12% des échantillons a 42°C contre 5% a 37° tandis que C. coli était

détecté dans 8% des échantillons a 42°C contre 14% a 37°C (89).

Sur le plan des performances de la culture bactérienne pour la détection de Campylobacter
chez les bovins, une étude réalisée en Inde par inoculation de C. jejuni dans des matiéres fécales
liquides de bovin a une concentration de 10° bactéries/ml a démontré une sensibilité de la

culture bactérienne de 90 % (90).

e PCR

La détection de Campylobacter spp dans les féces peut se faire directement par PCR. Par
contre, la PCR présente I’inconvénient de détecter les fragments nus d’ADN ou de I’ADN de
bactéries non viables (91). Dans une étude réalisée au Canada par inoculation de
Campylobacter dans les matiéres fécales de bovin a la charge de 10* ufc/g, la sensibilité de la
PCR a été estimée a 100 % pour la détection de C. coli, C. jejuni, C. fetus, et C. hyointestinalis,
tandis qu’a la charge de 10° ufc/g la sensibilité de la PCR a été estimée a 83 % pour C. coli, 67
% pour C. jejuni et C. hyointestinalis et 50 % pour C. fetus (92) . Lors d’une étude réalisée en
Inde par inoculation de C. jejuni dans des matiéres fécales liquides de bovin a une concentration
de 10° ufc/ml, la sensibilité de la PCR a été estimée a 100 %. Cette PCR appliqué sur des isolats

de E. coli, Salmonella, Listeria et Staphylococcus a démontré une spécificité de 100% (90).
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2.2.3 Importance des bovins comme source d’infection humaine

Les bovins jouent un role important comme réservoir pour I’infection des humains (71). Dans
une étude d’attribution des sources réalisée a partir de deux modéles par Ravel ef al.(93) au
Canada sur 198 cas humains de campylobactériose, le fumier de bovins venaient en deuxiéme
position avec 14-19% d’attribution des cas derriere la viande de poulet (65-69% d’attribution
des cas). Selon une autre étude d’attribution des sources au Canada, la viande bovine et les
produits laitiers représenteraient 15,4% des infections humaines de Campylobacter d’origine
alimentaire (58). Dans un mod¢le d’attribution des sources réalisé au Danemark, le réservoir
bovin représentait 17 % des 246 cas rapportés de campylobactériose humaine (94). Lors d’une
étude réalisée au Québec, Arsenault ef al. ont rapporté qu’une haute densité de ruminants était
associée a une augmentation de I’incidence de campylobactériose humaine (95). La corrélation
entre la densité des bovins et la campylobactériose humaine a aussi été relevée dans une autre
étude menée en Ontario (96). De plus, aux Etats-Unis, une étude a montré que les régions avec
une forte concentration de bovins avaient une plus forte incidence de campylobactériose
humaine (97). Dans cette étude, le profil génétique de C. jejuni isolé chez les humains était

semblable au profil génétique de C. jejuni isolé chez les bovins.

La transmission de Campylobacter spp des bovins a I’humain peut se faire d’une part par la
voie féco-orale a travers les aliments contaminés (viande mal cuite, produits laitiers non
pasteurisés), I’eau et I’environnement contaminés et d’autre part par le contact direct entre

I’humain et les animaux (71, 97-99).

2.2.4 Importance en santé publique
Incidence

Sur le plan de la santé publique, Campylobacter spp, et plus particulierement C. jejuni et C.
coli, est I'une des causes les plus courantes de gastroentérite d’origine bactérienne chez
I’humain dans le monde (18). Selon les CDC, 1,3 millions de personnes sont affectées
annuellement par la campylobactériose aux Etats-Unis avec un taux d’incidence de 14 cas par
100 000 personnes-années (100). Au Canada, selon I’ASPC, le taux d’incidence de la
campylobactériose était en 2014 de 28,44 cas par 100 000 personnes-années (65). On estime
qu’au Canada, le nombre de cas annuels de Campylobacter spp ajusté pour la sous-déclaration

est de 145 350 avec 429 hospitalisations et cinq décés (16, 17).

Principales répercussions sur la santé publique
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Chez I’humain, les symptomes de la campylobactériose se manifestent aprés une période
d’incubation de 2 a 5 jours ; ceux-ci peuvent inclure une fievre de 40 °C, des nausées et des
vomissements, des crampes abdominales, de la diarrhée et des céphalées (18, 66, 101). Le décés
da a la campylobactériose est rare et peut survenir chez les enfants, les personnes agées et les
personnes immunodéficientes. On peut aussi observer des séquelles post infection incluant de
I’arthrite réactive (1 a 5% des cas) et des troubles neurologiques comme le syndrome de

Guillain-Barré (0,1% des cas) (18, 102, 103).
2.3 Escherichia coli générique

Les E. coli sont des bactéries a Gram négatif en forme de batonnets appartenant a la famille
des Enterobacteriacea. Elles sont retrouvées naturellement dans 1’intestin des animaux et des
humains. Ce sont donc pour la plupart des bactéries commensales mais une petite proportion

sont pathogénes pour les animaux et les humains (104).

Lorsque les E. coli sont associés aux pathologies intestinales, on parle d’E. coli
entéropathogenes (Intestinal pathogenic E. coli ou InPEC). Un des critéres de classification des
InPEC est leur mécanisme pathogénique spécifique chez ’humain ou chez I’animal. Sept
pathotypes ou pathovars des INPEC ont été décrits (104) . Le pathotype d’importance en santé
publique rencontré chez le bovin est le E. coli produisant la shigatoxine (shiga toxin-producing
E. coli, STEC) particuliérement le sous-groupe E. coli entérohémorragique (enterohemorrhagic
E. coli, EHEC). Les EHEC ne sont pas pathogénes chez les ruminants (104). Le sérotype
d’EHEC d’importance majeure en santé publique est le E. coli O157 : H7 responsable de toxi-
infections alimentaires. L’ infection humaine se manifeste sous forme d’une diarrhée liquide
profuse, des coliques et des vomissements avec ou sans présence de ficvre (22, 66). Des
complications sous forme de syndrome hémolytique et urémique potentiellement mortel

peuvent survenir, surtout chez les enfants et les personnes agées (66).

La transmission de I’animal a I’humain est féco-orale par I’intermédiaire des aliments
contaminés comme la viande crue ou mal cuite, les produis laitiers, 1’eau de surface et aussi
par contact direct avec animaux infectés (104). Au Québec, par exemple, une épidémie
survenue en 2013 impliquant 4 cas humains d’E. coli O157 :H7 a été associée a la
consommation de tartare (viande crue finement hachée) de beeuf et de veau (105). Au Canada,
le nombre de cas annuels d’E. coli O157 :H7 est estimée a 12.827 avec 246 hospitalisations et

8 déces (16, 17).
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Les E. coli génériques qui font I’objet de la présente étude sont considérés comme de bons
indicateurs de la pression de sélection due a I'usage des antimicrobiens, car elles sont
retrouvées en permanence dans le tube digestif des animaux et humains (106). Elles peuvent
aussi étre des réservoirs des genes de résistance qu’elles transmettent a d’autres bactéries

pathogenes (107).
3 Résistance aux antimicrobiens

3.1 Définition

Selon le CDC la RAM est la capacité d’un germe (bactérie, virus, champignon, parasite) a
résister a ’action d’un médicament antimicrobien (1). La RAM se réfere a des valeurs critiques
de susceptibilité¢ antimicrobienne (antibiogramme) définies in vitro permettant de catégoriser

la bactérie testée en sensible (S), intermédiaire (I) et résistante (R) (19, 108).

L’organisation mondiale de la santé animale (OIE) préconise trois types de méthodes pour la
définition de la RAM chez les animaux a savoir la méthode de diffusion par disque, la méthode

de dilution en bouillon et la méthode de dilution en gélose (19).

Diffusion par disque ou diffusion en milieu gélosé ou technique de Kirby-Bauer (19) : La
diffusion par disque se rapporte a la diffusion d'un agent antimicrobien d'une concentration
spécifiée a partir de disques dans un milieu de culture solide (gélose) qui a été ensemencé avec
I’inoculum de bactérie en culture pure. La diffusion de I’antimicrobien crée une zone
d’inhibition dont le diamétre est proportionnel a la susceptibilité bactérienne a I'antimicrobien
présent dans le disque. Les valeurs critiques de susceptibilité sont rapportées en diameétre de la

zone d’inhibition (en millimétre).

Dilution en bouillon (19): La dilution en bouillon est une technique dans laquelle une
suspension de bactérie d'une concentration déterminée est testée contre des concentrations
variables d'un agent antimicrobien (habituellement des dilutions doubles en série) dans un
milieu liquide de formulation documentée. La méthode de dilution en bouillon peut étre
réalisée soit dans des tubes contenant un volume minimum de 2 ml (macrodilution), soit dans
de plus petits volumes en utilisant des plaques de microdilution. Les valeurs critiques de
susceptibilité sont rapportées en concentration minimale inhibitrice (CMI, en milligramme par

litre ou microgramme par millilitre).

Dilution en gélose (19): La dilution en milieu gélosé implique l'incorporation de

concentrations variables de 1’agent antimicrobien dans un milieu gélosé, en utilisant
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habituellement des dilutions doubles en série, suivie par l'application d'un inoculum bactérien
défini a la surface de la gélose. Les valeurs critiques de susceptibilité sont rapportées en

concentration minimale inhibitrice.
La RAM se définit principalement sur le plan clinique et sur le plan épidémiologique.

Sur le plan clinique, on met en corrélation la sensibilit¢ in-vitro d'un germe a un agent
antimicrobien (la valeur de CMI) avec la probabilité¢ d'une réaction clinique positive ou non si
un animal est infecté par cette bactérie et traité avec la dose normale et recommandée de cet

agent antibactérien (109).

Cut-off clinique (109): Le point de rupture (breakpoint) clinique est une valeur CMI pour une
combinaison bactérie-antimicrobien particuliere pour laquelle on attend une réussite
thérapeutique. Ces points de rupture clinique sont déterminés empiriquement a l'aide d'essais
de traitement chez les animaux et en considérant la pharmacocinétique et la pharmacodynamie
de I’antimicrobien. Si la valeur CMI in-vitro d'une souche bactérienne est inférieure au point
de rupture clinique, un succes thérapeutique peut étre espéré avec l'administration de la dose
recommandée et le germe est (cliniquement) sensible. Si la valeur CMI in-vitro d'une souche
bactérienne est supéricure au point de rupture clinique, un échec thérapeutique peut étre

envisagé avec I'administration de la dose recommandée et le germe est (cliniquement) résistant.

Sur le plan épidémiologique la RAM se définit pour une espéce bactérienne donnés par une
distribution statistique normale de CMI établiec a partir d’'un grand nombre de souches
analysées pour leur sensibilité individuelle vis-a-vis de I’antimicrobien testé (au moyen de leur
valeur CMI individuelle) et ces résultats sont reportés dans un graphique (109). La population
des bactéries affichant ce niveau normal de sensibilité est appelée la population « wild type »
(« sauvage ») caractérisée par une absence de mécanisme de résistance contre I’antimicrobien
testé (108). Dans cette définition une autre population bactérienne dont la distribution
statistique se démarque de la distribution statistique des CMI de la souche sauvage est classée
comme «non sauvage » c’est-a-dire ayant développé un mécanisme de résistance contre

I’antimicrobien testé (19, 108).

Cut-off épidémiologique (109): Les bactéries présentant une résistance acquise affichent une
valeur CMI augmentée par rapport a la population « wild-type », ce qui peut donner naissance
a une autre population de germes résistants. Cette deuxiéme population peut étre clairement
distinguée de la population « wild-type » dans un graphique, ce qui induit une répartition

bimodale des valeurs de CMI ou un chevauchement (partiel) avec la population sensible
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sauvage. La valeur limite distinguant la population sensible (« wild- type ») de la population
résistante est appelée « cut-off » épidémiologique. Ce cut-off ne fournit aucune information
sur la sensibilité clinique de la souche étudiée. Le traitement d'une souche sensible ou d'une
souche résistante selon le critére épidémiologique avec I'agent antimicrobien voulu peut donc
déboucher sur la guérison ou non. Le cut-off épidémiologique est un outil de détection précoce

de I’acquisition de mécanisme de résistance dans une population bactérienne.

Sur le plan international les cut-offs sont développés soit par le CLSI (Clinical Laboratory
Standards Institute) aux Etats-Unis, soit par I"EUCAST (European Committee on

Antimicrobial Susceptibility Testing) en Europe.

Résistance multiple (multidrug resistance, MDR), résistance extréme (extensive drug
resistance, XDR), pan-résistance (Pandrug resistance, PDR) (110): Le MDR a été défini
comme une non-sensibilité acquise & au moins un agent appartenant a trois catégories
d’antimicrobiens ou plus. La XDR, a une non-sensibilit¢ a au moins un agent de toutes les
catégories d’antimicrobiens sauf deux ou moins (les isolats bactériens restent sensibles
seulement une ou deux catégories). La PDR a été définie comme une non-sensibilité a tous les

agents dans toutes les catégories d'antimicrobiens

La RAM est un enjeu complexe 1ié a la capacité des bactéries de s’adapter rapidement a leur
environnement (111). On distingue deux types de résistances : la résistance innée et la

résistance acquise.
3.2 Résistance innée

La résistance innée est due aux propriétés structurales et fonctionnelles naturelles permettant
une tolérance a un antimicrobien particulier ou a une classe d’antimicrobien par tous les
membres d’un groupe bactérien (112). On parle d’une insensibilité car le phénoméne est relatif
a une bactérie qui n’a jamais été¢ sensible a I’antimicrobien en question (111, 112).

L’insensibilité ou la sensibilité réduite peut étre due (112):

- au manque d’affinité du médicament pour le récepteur bactérien (exemple de la faible
affinité de 1’acide nalidixique pour I’ Enteroccoccus gyrase) ;

- a I'inaccessibilit¢ du médicament dans la bactérie (exemple de I'imperméabilité de la
membrane externe des bactéries & Gram négatif pour les glycopeptides) ;

- a DPextrusion du médicament par des exportateurs actifs codés chromosomiquement
(exemple de la résistance de Pseudomonas aeruginosa pour les tétracyclines, le

chloramphénicol et les quinolones) ;
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- alaproduction innée des enzymes qui inactivent le médicament (exemple de la production

de I’AmpC beta-lactamase chez certains membres de la famille des Enterobacteriaceae).
3.3 Résistance acquise

Contrairement a la résistance innée, la résistance acquise est une caractéristique associée
seulement a certaines souches d’un genre ou d’une espéce bactérienne particuliére (112).
L’acquisition de la résistance est due a un changement génétique dans le génome bactérien. Ce
changement dans le génome bactérien peut survenir suite a une mutation chromosomique ou
suite a une acquisition d’éléments génétiques étrangers (111) ou de la combinaison des deux

types de résistance acquise (112).
3.3.1 Résistance acquise par mutation chromosomique

Une mutation est un changement héritable dans la séquence d’ADN original (113). Par son
caractere héritable, la résistance acquise par mutation chromosomique est dite verticale. La
mutation occasionne le changement de la cible bactérienne du médicament. A titre d’exemple,
ce mécanisme est a la source de la résistance a la streptomycine chez E. coli (113). Chez les
bactéries non résistantes, la streptomycine se fixe sur la protéine S12 du ribosome bactérien de
E. coli pour bloquer le mécanisme de translation dans la synthése de protéines bactériennes.
Certaines mutations dans le géne codant pour la protéine S12 modifient les caractéristiques de
cette protéine, empéchant alors la streptomycine de se fixer sur le ribosome, occasionnant ainsi

la résistance.
3.3.2 Résistance acquise par transfert d’éléments génétiques mobiles

La résistance acquise par le transfert de I’ADN mobile est dite horizontale. L’ADN mobile se
retrouve sous 3 formes : plasmide, transposon, intégron (113). Le plasmide est de I’ADN
extrachromosomique en forme circulaire capable de se répliquer seul et permettant aux
bactéries de survivre dans des environnements hostiles. Le transposon est une courte séquence
d’ADN incapable de se répliquer seul et qui se déplace entre le plasmide et le chromosome.
L’intégron est une séquence libre d’ADN pouvant acquérir ou perdre plusieurs cassettes de
génes de résistance aux antimicrobiens (114). Les cassettes de geénes sont des éléments
génétiques distincts qui peuvent exister sous forme de molécules d'ADN libres, circulaires et
ne se répliquant pas lors du déplacement d'un site génétique a un autre, mais qui se trouvent
normalement sous forme de séquences linéaires faisant partie d'une molécule d'ADN plus
grande, telle qu'un plasmide ou chromosome bactérien (114). Les cassettes de génes ne

contiennent normalement qu'un seul géne et une séquence courte supplémentaire, appelée
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¢lément de 59 bases, qui fonctionne comme un site de recombinaison spécifique (114, 115).
Tout comme le transposon, 1’intégron ne peut se répliquer seul. Sa réplication se fera donc dans
un chromosome ou un plasmide. Contrairement au transposon, 1’intégron ne peut se déplacer
que grace a son incorporation dans un transposon. Le transfert de génes de résistance contenus
dans les cassettes d’intégron se fera a travers son incorporation dans le transposon lui-méme

véhiculé par un plasmide.

Le transfert horizontal des résistances peut se faire par trois mécanismes : la conjugaison, la

transformation et la transduction.
Conjugaison

La conjugaison est le transfert du matériel génétique (en général, le plasmide) d’une bactérie
(donneuse) a une autre (receveuse) par contact direct par I’intermédiaire des pilis sexuels (113).
La conjugaison a lieu en général entre bactéries apparentées, mais il existe aussi des cas de
transfert inter-espece de plasmides. C’est le cas du transfert de plasmides d’ E. coli a la plupart

des bactéries a Gram négatif (113).
Transformation

La transformation est 1’incorporation de I’ADN libre de I’environnement dans une cellule
bactérienne dans le but en général de réparer le matériel génétique endommagé (113). La
transformation est a l’origine de la construction d’une mosaique de geénes associés a la
résistance a la pénicilline chez certaines bactéries comme Streptococcus pneumoniae et

Neisseria spp (112).
Transduction

La transduction est le transfert de I’ADN d’une bactérie a une autre par 1’intermédiaire d’un
phage a travers le processus de lyse bactérienne (113). On pense que la transduction pourrait
jouer un role dans la dissémination des génes de résistances aux macrolides chez les

streptocoques du groupe A et aussi chez S. Typhimurium DT104 (112).
3.4 Evolution et persistance des résistances acquises

La résistance acquise aux antimicrobiens est un phénoméne qui se produit sous la pression de
sélection due a leur utilisation (3, 116-118). La réversion des résistances acquises est possible
quand la pression de sélection diminue (119). Cependant, des observations divergentes ont été
faites a ce sujet. Dans certains cas, la réduction de I'utilisation des antimicrobiens a ¢été

accompagnée par la diminution de la prévalence de résistance comme ce qui fut observé chez
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les humains en Finlande avec la réduction de I'utilisation de certains macrolides sur la
résistance de Streptoccocus pyogenes a 1’érythromycine (120). Dans d’autres situations, la
diminution n’a pas été accompagnée des effets escomptés comme ce fut le cas entre 1991 et
1999 au Royaume-Uni, ou la réduction de la consommation du cotrimoxazole chez les humains
ne s’est pas accompagnée de la réduction de la résistance de E. coli a la sulfamethoxazole, mais
plutot par une tendance a I’augmentation de la résistance (121). Dans le cas ou la réduction de
I’utilisation des antimicrobiens n’a pas été suivie de baisse de la résistance, la co-sélection avec
d’autres antibiotiques encore utilisés et aussi le mécanisme de 1’évolution compensatrice ont
été suggérés comme explications (119). La co-résistance se produit lorsque des genes de
résistance sont localisés ensemble sur un méme élément génétique mobile. Le mécanisme de
I’évolution compensatrice suggere que les mutants résistants subissent d’autres mutations pour
compenser leur désavantage en terme de rapidit¢ de multiplication par rapport aux souches
sensibles en compétition (119). Ce désavantage provient du colit énergétique ou valeur
adaptative (fitness cost) engendré par ’acquisition de la résistance (119). Une fois que la
pression de sélection cesse, la réversion va dépendre entre autres facteurs de la classe
d’antibiotique (si co-sélection ou pas) et de I’aptitude des mutants bactériens a exprimer le
mécanisme d’évolution compensatrice. Une bactérie qui a une valeur adaptative élevée et une
évolution compensatrice faible est plus susceptible a la réversion de la résistance a un
antimicrobien donné par le biais de la sélection naturelle (119). D’autres auteurs pensent
qu’une fois acquise, la résistance aux antibiotiques reste stable dans la population bactérienne
a cause de multiples facteurs en faveur de la persistance tels que la présence des antibiotiques
dans I’environnement (122). Ceci démontre la complexité du phénoméne de la RAM et son
inversion. La lutte contre la RAM devrait donc privilégier la prévention au sein des populations
bactériennes encore sensibles par les actions telles que 'usage judicieux des antibiotiques
(123). L'usage judicieux d'antimicrobiens chez les animaux destinés a 1’alimentation humaine
vise a maximiser l'efficacité thérapeutique et a minimiser la sélection de microorganismes
résistants en limitant I'usage aux administrations jugées nécessaires pour assurer la santé

animale et en utilisant les antimicrobiens sous surveillance vétérinaire (124).
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3.5 Résistances aux antimicrobiens chez les animaux et leur impact pour la santé

publique, la santé animale et I’environnement

3.5.1 Utilisation des antimicrobiens chez les animaux et développement des

résistances

11 est maintenant admis que toute utilisation des antimicrobiens concoure au développement et
la propagation des résistances. La santé humaine et la santé animale contribuent chacune au
phénoméne global (8). Au Canada, I’ASPC a estimé¢ qu’en 2014, 1,4 millions de kg
d’antimicrobiens ont ¢été distribués dont 82 % utilisés chez les animaux élevés a des fins
alimentaires , 18 % chez les humains, moins de 1% chez les animaux de compagnie et moins
de 1% pour les cultures (15). En tenant compte de la population et le poids moyens chez les
humains et les animaux on notait 1,7 fois plus d’antimicrobiens distribués pour I’utilisation
chez les animaux que chez les humains (15). Aux Etats-Unis, en 2014, 15,36 millions de kg
d’antimicrobiens ont été vendus pour la production animale (125) contre 3,5 millions de kg
pour la santé¢ humaine (126). Cette grande consommation d’antimicrobiens pour la production
des animaux a des fins alimentaires pose la question du développement des résistances dans le
compartiment animal et sa dissémination chez I’homme a travers la chaine alimentaire, le
contact direct avec les animaux et par I’intermédiaire de 1’environnement (126, 127). En effet,
en 1976, Levy et al., ont montré que des E. coli ont développé de la résistance a la tétracycline
chez les poulets sous la pression de sélection d’une dicte supplémentée a la tétracycline, et que
cette résistance a été transférée aux humains travaillant dans la ferme (128). Aprés plusieurs
publications sur 1’utilisation des antimicrobiens chez les animaux destinés a I’alimentation
humaine , la plupart des auteurs s’accordent sur le fait que 1’utilisation des antimicrobiens dans
I’agriculture a un impact sur la RAM chez les humains (126). Le microbiote commensal des
animaux jouerait dans ce sens un role important dans la dissémination des résistances. Les E.
coli commensaux, par exemple, peuvent transmettre horizontalement la résistance acquise a
d’autres entérobactéries pathogénes pour 1’animal et ’humain (129). Ceci est préoccupant
quand on sait que la plupart des antimicrobiens utilisés chez les animaux appartiennent aux
mémes classes que ceux utilisés en sant¢ humaine. Au Canada, par exemple, 73 % des
antimicrobiens utilisés en 2014 étaient de classes communes aux antimicrobiens utilisés en
sant¢ humaine (15). L’utilisation des antimicrobiens en élevage des animaux destinés a
I’alimentation se fait pour trois raisons : le traitement (thérapeutique), la prévention
(prophylactique et métaphylactique), et la stimulation de la croissance (130) . Au sein de

I’Union européenne, 'utilisation des antimicrobiens comme promoteurs de croissance des
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animaux d’élevage destinés a la consommation humaine est interdite (15). Aux Etats-Unis et
au Canada, des mesures sont en train d’étre prises pour retirer « fins de production » sur les
étiquettes d’antimicrobiens importants sur le plan médical afin de promouvoir I'usage judicieux

des antimicrobiens chez les animaux (15).

3.5.2 Conséquences du développement des résistances sur la santé humaine, la santé

et les productions animales et I’environnement

Catégorisation des antimicrobiens a usage vétérinaire selon leur importance en santé

humaine au Canada

La résistance aux antimicrobiens chez les animaux destinés a 1’alimentation est inter-liée a la
RAM chez les humains (131). Certains antimicrobiens sont essentiels pour le traitement
d'infections graves et parfois mortelles chez les humains. S'ils deviennent inefficaces a cause
d'un développement de résistances dans la population animale, des antimicrobiens de
remplacement pourraient ne pas étre disponibles pour traiter des infections causées par ces
bactéries résistantes (130). Tout en reconnaissant que tous les médicaments antimicrobiens
disponibles sont importants, ’OMS et Santé Canada relévent que certains antimicrobiens sont
jugés plus importants que d'autres dans le traitement des bactérioses graves et que le
développement de la résistance a ces antimicrobiens pourrait avoir des conséquences majeures
sur la santé humaine (130, 132). Ainsi Santé Canada a catégorisé les classes d’antimicrobiens
disponibles au Canada suivant les deux critéres (indication et disponibilité de I’antimicrobien)

(130) :

e Indication : englobe l'utilisation de médicaments en médecine humaine, le spectre d'activité
et ’efficacité.

e Disponibilit¢é de médicaments antimicrobiens de remplacement : les médicaments pour
lesquels il n'existe que trés peu ou pas de produits de remplacement pour le traitement des
infections ou dont les médicaments de remplacement disponibles sont de la méme

catégorie, sont considérés plus importants que d'autres.

Le Tableau IV ci-dessous présente la catégorisation des antimicrobiens selon leur importance

en santé humaine en tenant compte de leur indication en production bovine au Canada.

35



Tableau IV. Catégorisation des antimicrobiens selon leur importance en santé humaine en tenant compte de leur indication en

production bovine au Canada (adapté de (130, 133))

Catégorie = Importance Description Classe Exemple
d’antimicrobiens
I Trés haute - Essentiels dans le traitement de bactérioses graves Céphalosporines de 3¢ Céftiofur
importance - Trés peu ou pas d'antimicrobiens de remplacement permettant un traitement et 4° génération
efficace en cas d'émergence d'une résistance - -
Fluoroquinolones Danofloxacine
Enrofloxacine
Polymyxines Polymyxine B
I Haute Peuvent étre utilisés pour traiter plusieurs types d'infections (infections graves incluses) Aminoglycosides Gentamycine
importance et pour lesquels des médicaments de remplacement sont généralement disponibles. Les Néomycine
bactéries résistantes aux médicaments de cette catégorie sont en général sensibles aux - - - —
Céphalosporines  de  Céphapirine
médicaments de la catégorie I .
g 1¢% et 2° génération
Lincomycines Lincomycine
Pirlimycine
Streptogramines Virginiamycine
(Synergistines)
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Catégorie = Importance Description Classe Exemple
d’antimicrobiens
Macrolides Erythromycine
Gamithromycine
Tildipirosine
Tilmicosine
Tulathromycine
Tylosine
Pénicillines Amoxicilline
Ampicilline
Cloxacilline
Pénicilline
Trimethoprime- Trimethoprime-
sulfamethoxazole sulfamethoxazole
1 Moyenne Sont utilisés pour le traitement de bactérioses pour lesquelles des médicaments de Phénicols Florfénicol
importance remplacement sont généralement disponibles. Les infections causées par des bactéries Plouromutilines Tiamuline
résistantes a ces médicaments peuvent, en général, étre traitées a I'aide d'antimicrobiens
de catégorie I ou II Polypeptides Bacithracine
Sulfonamides Sulfaméthazine,
Sulfamérazine,
Sulfathiazole
Tétracyclines Oxytétracycline
Tétracycline
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Catégorie = Importance Description Classe Exemple

d’antimicrobiens
v Faible A Theure actuelle, les antimicrobiens de cette catégorie ne sont pas utilisés en médecine Ionophores Lasalocide
importance humaine Monensine
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Le développement des résistances liées a 1’utilisation des antimicrobiens a des répercussions

en santé humaine, en santé et productions animales et sur I’environnement.
Conséquences pour la santé humaine

La RAM est une grande préoccupation pour la santé humaine a 1’échelle mondiale. Aux Etats-
Unis, le CDC estime qu’environ 23 000 personnes meurent chaque année suite a une infection
par des bactéries résistantes aux antimicrobiens (1). Selon ’OMS, les conséquences de

I’antibiorésistance en santé humaine sont (4):

- La réduction de I’efficacité de certaines familles d’antimicrobiens nécessaires au
traitement des maladies infectieuses chez I’homme, entrainant des décés ;

- Le risque accru lié a certains actes médicaux, comme les transplantations d’organe, la
chimiothérapie anticancéreuse, la prise en charge du diabéte et de nombreuses
interventions chirurgicales en 1’absence d’antimicrobiens efficaces pour la prévention
et le traitement des infections,

- L’augmentation des cotts des soins de santé suite a la prolongation de la durée des

séjours hospitaliers et par I’imposition de soins plus intensifs.
Conséquences pour la santé et les productions animales

Chez les animaux, le développement des résistances aux antimicrobiens a pour conséquences

(134) :

- Les échecs thérapeutiques préjudiciables pour la santé et le bien-étre animal ;
- Les mortalités d’animaux ;

- Les pertes de production résultant en des pertes économiques pour les éleveurs.
Conséquences pour ’environnement

Le rejet d’antibiotiques ou de métabolites sous forme active dans le milieu environnant favorise
le développement d’antibiorésistance dans 1’environnement pouvant constituer un facteur de
déséquilibre de 1’écosystéme bactérien des sols, des végétaux et du milieu aquatique. De méme,
la contamination des sols par des bactéries déja résistantes provenant des matiéres organiques
issues de I’agriculture peut amplifier le probléme et constituer un risque pour la santé humaine

et animale (135).
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3.6 Interrelations entre la résistance antimicrobienne chez I’humain, I’animal et

I’environnement

Il existe plusieurs liens entre ’humain, I’animal et I’environnement qui permettent non
seulement les mouvements des bactéries, mais aussi des éléments génétiques mobiles vecteurs
de résistances et les antimicrobiens eux-mémes (136). Comme chez les humains et les animaux,
la RAM apparait dans la biomasse du sol, mais souvent de fagon naturelle car le sol contient
des microorganismes qui produisent les antibiotiques (131). Le rejet dans I’environnement des
matiéres organiques humaines et d’origine agricole contenant de bactéries résistantes rend
complexe le mouvement de la RAM dans les trois compartiments. La compréhension des liens
entre les trois compartiments permet de cibler les endroits de la chaine pour agir afin de réduire
la RAM globale. On pourra par exemple agir sur le compartiment animal par la surveillance,
la réduction de 'utilisation des antimicrobiens chez les animaux élevés a des fins alimentaires,
et ’utilisation des alternatives aux antimicrobiens telles que les symbiotiques et les vaccins

(131).

3.7 Prévalence des résistances aux antimicrobiens des principaux agents bactériens
entériques zoonotiques du veau de lait et autres bovins au Québec, Canada et

ailleurs

Au Canada, Salmonella spp, Campylobacter spp et E coli génériques sont les bactéries
prioritaires d’origine animale surveillées par le Programme intégré canadien de surveillance
aux antimicrobiens (PICRA) (15). Aux Etats-Unis, ces 3 bactéries font également partie des
bactéries prioritaires surveillées dans le cadre de National Antimicrobial Resistance
Monitoring System (NARMS) (137). Au sein de I’Union européenne, il existe depuis 2003 un
systétme harmonis¢ de surveillance de la résistance aux antimicrobiens pour les bactéries
zoonotiques et commensales avec aussi Salmonella ssp, Campylobacter spp et E coli
génériques comme bactéries prioritaires (138, 139). Le Tableau IV ci-dessous donne la liste
des bactéries zoonotiques et commensales prioritaires sous surveillance de la RAM au Canada

ainsi que les antimicrobiens testés
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Tableau IV. Bactéries entériques zoonotiques et commensales prioritaires sous surveillance de la résistance aux antimicrobiens par le

PICRA au Canada (adapté de (140))

Bactérie Antimicrobien

Classe

Importance

en santé humaine

Intervalle

CMI

testé (ug/ml)

Valeurs seuil de CMI*

(ng/ml)

S** I** R**

Amoxicilline-acide

clavulanique
Ceftiofur

Salmonella spp

et

E. coli Ceftriaxone
Ciprofloxacine

B-Lactames : Pénicillines

B-Lactames :

Céphalosporines
(3¢ génération)
B-Lactames :
Céphalosporines

(3¢ génération)

Quinolones

(2° génération)

Trés haute

Trés haute

Trés haute

Trés haute

1,0/0,5 — 32/16

0,12-8

0,25 - 64

0,015-4

<8/4 16/8 >32/16

<0,06 0,12 - =1
0,5
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Bactérie

Salmonella spp
et

E. coli

Antimicrobien Importance Intervalle Valeurs seuil de CMI*

Classe en santé humaine cmI (ng/ml)

testé (ug/ml)
S** I** R**

Ampicilline B-Lactames : Pénicillines Haute 1-32 <8 16 >32
Azithromycine Macrolides Haute 0,12-16 <16 N/A >32
Céfoxitine B-Lactames : Haute 0,5-32 <8 16 >32

Céphalosporines

(2° génération)
Gentamicine Aminoglycosides Haute 0,25-16 <4 8 >16
Kanamycine Aminoglycosides Haute 8—-64 <16 32 > 64
Acide nalidixique Quinolones Haute 0,5-32 <16 N/A >32

(lere génération)
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Bactérie

Salmonella spp
et

E. coli

Antimicrobien Importance Intervalle de Valeurs seuil de CMI*
Classe en santé humaine cmI (ng/ml)
testé (ug/ml)

S** I** R**
Streptomycine Aminoglycosides Haute 32 -64 <32 N/A > 64
Triméthoprime- Sulfamides Haute 0,12/2,38 -4/76  <2/38 N/A >4/76
sulfaméthoxazole
Chloramphénicol Phénicols Moyenne 2-32 <8 16 >32
Sulfisoxazole Sulfamides Moyenne 16 -512 <256 N/A >512
Tétracycline Tétracyclines Moyenne 4-32 <4 8 >16




Bactérie Antimicrobien Importance Intervalle de Valeurs seuil de CMI*
Classe en santé humaine cmI (ng/ml)
testé (ug/ml)
S** I** R**
Ciprofloxacine Quinolones Trés haute 0,015 -64 <1 2 >4
(2° génération)
Télithromycine Macrolides Trés haute 0,015-8 <4 8 >16
Azithromycine Macrolides Haute 0,015 — 64 <2 4 >8
Campylobacter spp Clindamycine Lincosamides Haute 0,03-16 <2 4 >8
Erythromycine Macrolides Haute 0,03 — 64 <8 16 >32
Gentamicine Aminoglycosides Haute 0,12-32 <2 4 >8
Acide nalidixique Quinolones (lere génération)  Haute 4—64 <16 32 > 64
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Bactérie Antimicrobien Importance Intervalle de Valeurs seuil de CMI*
Classe en santé humaine M1 (ng/ml)
testé (ug/ml)
S** I** R**
Florfénicol Phénicols Moyenne 0,03 — 64 <4 N/A N/A
Campylobacter spp
Tétracycline Tétracyclines Moyenne 0,06 — 64 <4 8 >16

* Valeurs utilisées pour la méthode de dilution en bouillon

** S= sensible ; I= intermédiaire ; R= résistant
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3.7.1 Résistance de Salmonella spp

La prévalence d’isolats de Salmonella spp résistants chez les bovins est variable suivant les
pays. En 2017 au Québec, la prévalence d’isolats de Salmonella spp résistants a plus de trois
classes d’antimicrobiens rapportée dans son rapport annuel par le Programme québecois
d’antibiosurveillance vétérinaire était de 73% (141). Dans le méme rapport 100% des isolats
de S. Dublin étaient résistants a plus de 3 classes d’antimicrobiens contre 50% pour S.
Typhimurium. Au Canada, en 2000, une étude rapportait une prévalence de 50 % pour 70
isolats de S. Newport d’origine bovine résistants a au moins 11 antimicrobiens (142). En
2014, aux E.-U. la prévalence d’isolats caecaux de Salmonella spp multirésistantes (> 3
antimicrobiens) était de 18 % chez les bovins de boucheries et de 10,1 % chez les bovins
laitiers (137). En Australie, en 2011, une étude a montré une prévalence de Salmonella spp
multirésistantes de 13,2% (143). De plus, S. Dublin n’a montré aucune résistance dans cette
étude en Australie, alors que les isolats de ce sérotype sont trés résistants en Amérique du Nord
et les antimicrobiens concernés sont d’une grande importance en santé humaine (Tableau V).
En France, une étude a montré que 77,7 % des isolats bovins de S. Typhimurium présentaient
une pentarésistance de type ACSSuT (ampicilline, chloramphénicol, streptomycine,

sulfonamide, tétracycline) entre 2002-2007 (144)
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Tableau V. Prévalence de résistance aux antimicrobiens de Salmonella chez les bovins au Canada et aux Etats-Unis

Bactérie Type de Type Nombre Prévalence Antimicrobiens Pays Période Références
bovins d’échantillons d’isolats (%) concernés
testés
Veaux de lait,  Tissus et féces, 26 88 Au moins 4 classes Québec/Canada 2011-2012  (14)*
veaux de isolats
grain,
bouvillons et
Salmonella Dublin  laitiers
Tous Féces 178 71 AMP, CHL, STR, E.-U. 2002-2014  (137)
SUL, TET, AMC
Laitiers Féces et tissus 3414 100 bAMP, AMC, CHL, E.-U. 1989-1995 (27)
(Adultes et NEO, TET
veaux)
Salmonella Veaux de Viande 9 55 4AMP, CHL, STR, Ontario/Canada 2003-2004 (28)
Typhimurium gramn SMX, TET
Tous Indéterminé 103 55 4AMP, CHL, STR, E.-U. 1995-1997  (145)

SMX, TET
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Bactérie Type de Type Nombre Prévalence Antimicrobiens Pays Période Références
bovins d’échantillons d’isolats (%) concernés
testés
Veaux Féces 278 33 2AMP, AMC, CEP,  USA 2006 (146)
CFF, STR, GEN,
AM]I, SUF, SXT,
Salmonella
TET, CHL, NAL
Typhimurium
Veaux de viande 21 29 3AMC, AMP, CFT,  Ontario/Canada 2003-2004 (28)
grain CFF, CFX, CEP,
CHL, KAN, STR,
SMX, TET, SXT

AMP = Ampicilline, AMC = Amoxicilline- Acide clavulanique, CEP = Cephalothine, CFF = Ceftiofur, STR = Streptomycine, GEN =

Gentamicine, AMI = Amikacine, SUF = Sulfisoxazole, SXT = Sulfamethoxazole-Trimethoprime, NEO= Néomycine, TET = Tetracycline, CHL

= Chloramphenicole, NAL = Acide nalidixique; KAN=Kanamycine, SMX= Sulfamethoxazole, CFT= Céfoxitine, CFX= Ceftriaxone; SUL=

Sulfonamide;

a : Résistance a au moins 1 des antimicrobiens listés; °: Résistance a tous les antimicrobiens listés

¢ Résistance a la ceftriaxone et @ au moins 1 des antimicrobiens listés

* Informations apportées en complément a la référence : G. C6té, Communication personnelle, MAPAQ, 15-03-201
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3.7.2 Résistance de Campylobacter spp

La prévalence de la résistance de Campylobacter spp aux antimicrobiens est variable. Une
étude aux Etats-Unis chez les bovins d’embouche a montré qu’entre 1999-2000, la prévalence
de résistance a au moins | antimicrobien était de 60% et de 19,6 % pour au moins 2
antimicrobiens (147). Selon la méme étude, C. coli présentait une plus grande prévalence de

résistance que C. jejuni. La méme tendance a été observée dans d’autres études (Tableau VI).
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Tableau VI. Prévalence de résistance aux antimicrobiens de Campylobacter spp chez les bovins au Canada et aux Etats-Unis

Bactérie Type de Type Nombre Prévalence Antimicrobiens Pays Période Références

bovins d’échantillons d’isolats (%) concernés

testés

Embouche Féces 1162 38,1 ADOX, CIP, ERT, Alberta/Canada 2004 (148)
Campylobacter NAL
Jejuni Laitiers et Féces 969 12,9 CIP , ERT E.-U. 2014 (137)

embouche

Embouche Feces 21 71 DOX Alberta/Canada 2004 (148)
Campylobacier Laitiers Feces 235 58 4 CIP, ERT E.-U. 2014 (137)
coli Et embouche

Tous Feces tissus 123 54 3 TET, AZT, TLT Canada 2014 (15)

Veaux de Escalope 6 50 AAMP, TET Ontario/Canada 2003-2004 (28)
Campylobacter spp grain
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Laitiers Feces 532 52,6 3AZT, CIP, CHL, E.-U. 2002 (149)

CLM, ERT, GEN,
NAL, TET

TET = Tétracycline, AZT= azithromycine, TLT =T¢lithromycine, ERT= Erythromycine, CIP= Ciprofloxacine, CLM= Clindamycine, NAL =
Acide nalixique, CHL= Chloramphénicol, GEN= Gentamycine, DOX= Doxycycline

2 Résistance a au moins 1 des antimicrobiens listés
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3.7.3 Résistance d’E. coli générique

Dans plusieurs pays les E. coli génériques sont utilisés comme indicateurs de résistance pour
leur ubiquité et leur capacité a acquérir des génes de résistances qui peuvent étre transmis aux
autres bactéries (150). En 2017, au Québec, la prévalence d’isolats d’E. coli générique
résistants a plus de trois classes d’antimicrobiens rapportée dans le rapport annuel du
Programme québecois d’antibiosurveillance vétérinaire était de 31% (141). D’aprés les
systémes de surveillance canadien et américain, la prévalence de résistance d’E coli générique
a au moins un antimicrobien en 2014 variait entre 20 et 40 % chez les bovins (Tableau VII).
Chez les veaux de lait, une étude réalisée en Ontario entre 2003-2005 sur des pieces d’escalope
vendues au détail a révélé une prévalence d’isolats d’E. coli génériques résistants de 70 % pour
392 isolats (151). Dans cette étude, des multiples résistances ont été observées pour au moins

5 antimicrobiens a une prévalence d’isolats d’E. coli génériques résistants de 33 %.
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Tableau VII. Prévalence de résistance aux antimicrobiens de E. coli générique chez les bovins au Canada et aux Etats-Unis

Bactérie

E. coli générique

Type de

bovins

Tous

Embouche

Veaux de

grain

Laitiers

Embouche

Embouche

Type
d’échantillons

Féces tissus

Féces

Escalope

Féces

Féces

Féces

Nombre

d’isolats

testés

605

148

1258

177

326

2379

Prévalence

(7o)

20

60

54,2

24

40

98,5

Antimicrobiens

concernés

2 TET, GEN, NAL

4AMP, AMC, CEP,
CFF

STR, GEN, AM],
SUZ, SXT, TET,
CHL, NAL

2AMC, AMP, CFT,

CFF, CFX, CEP,
CHL, KAN, STR,,
SMX, TET, SXT

Au moins une classe

Au moins une classe

Au moins une classe

Pays

Canada

Alberta/Canada

Ontario/Canada

E.-U.

E.-U.

Est Canada et E.-U.

Période

2014

2004

2003-2004

2014

2014

2007-2010

Références

(15)

(148)

(28)

(137)

(87)

(152)
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AMP = Ampicilline, AMC = Amoxicilline- Acide clavulanique, CEP = Cephalothine, CFF = Ceftiofur, STR = Streptomycine, GEN =
Gentamicine, AMI = Amikacine, SUF = Sulfisoxazole, SXT = Sulfamethoxazole-Trimethoprime, NEO= Néomycine, TET = Tetracycline, CHL

= Chloramphenicole, NAL = Acide nalidixique; KAN=Kanamycine, SMX= Sulfamethoxazole, CFT= Céfoxitine, CFX= Ceftriaxone; SUZ=
Sulfadiazine

2 Résistance a au moins 1 des antimicrobiens listés
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4 Facteurs de risque de développement et de dissémination de la
résistance aux antimicrobiens des bactéries entériques zoonotiques

chez les veaux de lait

Selon I’OMS un facteur de risque est tout attribut, caractéristique ou exposition d’un sujet
qui augmente la probabilité de développer une condition ou issue (153). Dans le cas de la
RAM, les facteurs de risque peuvent étre définis comme des facteurs conduisant a une
sélection importante de bactéries résistantes (138). Cette définition traduit a la fois le
développement d’une résistance chez une bactérie pathogeéne et le développement des
geénes de résistances chez les bactéries commensales non pathogenes pouvant étre transmis
a des bactéries pathogenes. Selon les facteurs de risques identifiés en France par I’Agence
nationale de sécurité sanitaire de I’alimentation, de I’environnement et du travail (ANSES)
(138), les facteurs de risques de développement des résistances peuvent étre subdivisés en

facteurs liés a ’'usage des antimicrobiens et les facteurs favorisants.

4.1 Usage d’antimicrobiens

Toute utilisation d’antimicrobiens présente le risque de sélectionner, amplifier et
disséminer la résistance bactérienne (138). Cependant, certaines pratiques présentent un

risque plus élevé. L'usage d’antimicrobiens comme facteur de risque fait intervenir :

- La classe ou famille d’antimicrobiens : les familles d’antimicrobiens qui ont une
¢limination intestinale (bétalactames, fluoroquinolones, macrolides) sont
susceptibles d’entrainer des résistances chez les entérobactéries. En effet, chez le porc,
I’administration par voie intramusculaire de bétalactamines (amoxicilline, ceftiofur,
cefquinome) et de quinolones (fluméquine) aux doses recommandées conduit a
amplifier la proportion E. coli résistantes chez animaux traités (154, 155) ;

- La voie d’administration (orale, parentérale) : Une étude menée chez le poulet par
I’utilisation de I’enrofloxacine par voies orale et parentérale a montré que la résistance
de E,coli était plus élevée chez les animaux traités par voie orale que par voie

parentérale (156).
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- Le type de traitement (préventif, métaphylactique, curatif) : Les traitements collectifs
préventifs (pour prévenir les infections chez les animaux sains) ou métaphylactiques
(ciblant dans un groupe les animaux malades, ceux en potentielle incubation et ceux
encore sains) sont plus susceptibles d’entrainer de développement de résistances que le
traitement d’un nombre limité d’individus au sein d’un troupeau d’animaux comme
I’ont démontré Kanwar et al. (157) dans I’étude de la résistance du microbiote
intestinale de bouvillons traités au ceftiofur ;

- La posologie (dose et durée de traitement) : le sous-dosage favorise le développement
de résistance des bactéries. Dans une étude réalisée au Canada 1’administration sub-
thérapeutiques de tétracycline (350 mg/kg/j) chez les bouvillons entrainait le
développement de résistance chez Campylobacter hyoinstetinalis (158). En médecine
humaine il a été constaté dans un essai clinique randomisé impliquant I’utilisation de
I’amoxicilline chez I’enfant en République Dominicaine que le risque d’isolement de
Streptococcus pneumoniae résistant était plus important avec une dose de 40 mg/kg
pendant 10 jours qu’avec 90 mg/kg pendant 5 jours (159) ;

- La fréquence d’utilisation des antimicrobiens: Une utilisation fréquente
d’antimicrobiens favorise le risque de développement de résistances en relation avec la
pression de sélection. En effet une étude longitudinale réalisée en Belgique chez les
bovins a montré une forte relation entre la fréquence des traitements et les profils de

résistances a 12 agents antimicrobiens chez E. coli et Pasteurella spp (160).

Un indicateur quantitatif pour apprécier 1’'usage d’antimicrobiens est le Animal Daily dose
(ADD) qui correspond a la dose journaliere (en mg) recommandée pour traiter un
kilogramme de poids vif (161, 162). Ainsi le nombre d’ADDs correspond au nombre de
doses journaliéres recommandées qui ont ét¢ administrées pendant la durée d’exposition
pour traiter un kilogramme de poids vif. On exprime le nombre d’ADDs en multiple ou
proportion de I’ADD soit par exemple 1 ADD, 2 ADDs, 10 ADDs, 0,5 ADDs etc (138,
161). Certaines études rapportent aussi cet indicateur en nombre d’ADDs par animal par

unité de temps ou par cycle de production (118, 163).

Un autre indicateur utilisé pour évaluer I’'usage des antimicrobiens chez les veaux est le
nombre de traitement par animal par cycle de production en considérant un traitement

comme l'utilisation d'un seul principe actif d’antimicrobien a la dose prescrite pendant toute
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la durée d’¢levage (164). Le nombre de jours de traitement par animal par an a aussi été
utilisé comme indicateur d’exposition des animaux a 1’'usage des antimicrobiens (165). La
quantité d’antimicrobiens consommés (kilogramme ou tonne) ajustée au poids moyen des

animaux est aussi utilisée comme indicateur d’usage d’antimicrobiens (15).

4.2 Facteurs favorisants

Les facteurs favorisants sont définis comme des facteurs qui favorisent I’introduction et/ou
le développement des bactéries dans les élevages, augmentant ainsi le recours aux
antimicrobiens (138). Dans certains cas, les bactéries introduites peuvent étre déja

porteuses de résistance.

Régie d’hygiéne et de biosécurité dans les élevages : (nettoyage-désinfection, gestion des
fumiers, gestion des rongeurs, contact avec les oiseaux, infections intercurrentes). Bosman
et al. (118) ont rapporté dans une étude réalisée en Hollande chez les veaux de boucherie
que ’utilisation des mémes vétements de travail pendant plusieurs jours est associée a
I’augmentation de la prévalence de résistance d’E. coli a la ciprofloxacine et a la
tétracycline. Duse et al. (166) ont rapporté que le manque d’hygiene dans les élevages de

bovins était associé a une augmentation de la prévalence de E. coli résistant aux quinolones.

Régie d’élevage : (taille des troupeaux, logement individuel ou en parc, alimentation, age
des animaux). Bosman et al. ont rapporté que la prévalence de la résistance d’E. coli a la
ciprofloxacine était plus faible dans les fermes de grande taille (118). Duse et al. (167) que
la résistance d’E. coli a I’acide nalidixique et la streptomycine chez les veaux laitiers était
plus faible dans les fermes de petite taille dans une étude en Sueéde. Pereira et al.(168) ont
rapporté que la proportion d’E. coli résistant a la ciprofloxacine et I’acide nalidixique était
plus élevée chez les veaux laitiers en logement collectif que chez les veaux en logement
individuel tandis que les veaux en logement individuel présentaient une proportion d’E.
coli résistant plus élevée a ’ampicilline, le ceftiofur, la gentamycine, la streptomycine, et
la tétracycline dans une étude réalisée aux Etats-Unis. Gow et al.(169) rapportent au
Canada que I’dge des veaux influence la résistance aux antimicrobiens chez E. coli . Les
veaux d’age inférieur ou égal a 3 jours étaient plus susceptibles d’héberger les E. coli

résistants a la tétracycline que les veaux agés de plus de 10 jours.
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Origine géographique des veaux (ferme laitiére) : Duse ef al. (167) ont rapporté dans
leur étude en Suede que la résistance d’E coli a I’acide nalidixique chez les veaux laitiers
était associée a la situation géographique de la ferme. Berge ef al.(170) rapporte dans leur
¢tude aux Etats-Unis une association entre la situation géographique des bovins (veaux et
adultes) et la multirésistance d’E. coli. Dans cette étude la multirésistance d’E. coli était
plus élevée dans les fermes de Californie comparée aux fermes de Washington ou

d’Oregon.

Regroupement d’animaux dans les encans : Une analyse de réseau en Grande Bretagne
a indiqué que les marchés de bovins constituaient un vecteur de transmission des
pathogenes a cause de la promiscuité entre animaux venant de divers horizons (171). Les
bactéries porteuses de résistances peuvent alors circuler entre les animaux regroupés dans
les marchés. Aussi les marchés sont des lieux souvent contaminés par des bactéries (172)

qui peuvent étre porteuses de résistances.

Transport d’animaux : Duse et al. (166) ont rapporté que le partage des véhicules de
transport entre les fermes bovines augmentait le risque de résistance de E. coli aux

quinolones chez les bovins laitiers.

La figure 1 ci-dessous synthétise les différents facteurs de risque possibles pour la

résistance aux antimicrobiens des bactéries entériques zoonotiques chez les veaux de lait.
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- Hygiéne et biosécurité Bactéries - Elevages laitiers d'origine
- Conduite d'élevage résistantes - Regroupement dans les

- Infectionsintercurrentes ounon encans
- Transport

Usage d'antimicrobiens:
- Type d’antimicrobien
- Voie d'administration (orale,
parentérale)
- Type de traitement (prophylactique,
métaphylactique, thérapeutique)
- Fréquence d’usage

Bactéries résistantes
aux antimicrobiens

Figure 1. Facteurs de risque de développement et propagation de la résistance aux
antimicrobiens des bactéries entériques zoonotiques chez le veau de lait (adaptée de

(138))
II.  Article scientifique

L’article qui suit est en préparation pour étre soumis pour publication chez Preventive
Veterinary Medicine. Le 1" auteur qui est le candidat de ce mémoire de maitrise a
collecté les données sur le terrain (échantillons et questionnaire), a fait les analyses de
données et écrit Iarticle.
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Abstract

Antimicrobial resistance (AMR) is a serious public and animal health concern in Canada.
Food animal production such as raising milk-fed calves could contribute to the selection of
resistant bacteria through use of antimicrobial drugs. The objectives of this study carried
out in milk-fed veal calves raised in Quebec (Canada) were to (i) estimate at the isolate
level the prevalence and patterns of AMR in post-mortem fecal isolates of generic
Escherichia coli, Salmonella Dublin and Campylobacter spp, and using E. coli as indicator
of antimicrobial resistance selection pressure (ii) evaluate at the batch level the association
between antimicrobial drug use and specific resistance in E. coli, and (iii) investigate at the
batch level the potential risk factors for multidrug resistance in E. coli . The batch was a
group of calves reared in one or multiple chambers of the farm at the same time and
slaughtered together. Samples were collected from August 2016 to October 2017 and E.
coli, S. Dublin, and Campylobacter spp isolates were submitted for antimicrobial
susceptibility testing. A questionnaire was administered to evaluate drug use, farm
characteristics, production system type, animal movement and biosecurity practices.
Among E. coli isolates, the prevalence of resistance to one or more antimicrobials (>1-
AMR) was 87.8%. The prevalence of isolates displaying multidrug resistance to 3 or more
antimicrobial classes (>3-MDR) and 5 or more antimicrobial classes (>5-MDR) was 77.0%
and 52.7%, respectively. All S. Dublin isolates demonstrated resistance to >5-MDR.
Among Campylobacter isolates, 85.7% were >1-AMR and 7.1% were >3-MDR. No
Campylobacter isolate were >5-MDR. Taking into consideration the three bacteria
examined, resistance to tetracycline was from 78.6 to 100%. The use of polypeptides
(bacitracin) was protective for E. coli resistance to ampicillin (OR=0.08, 95% CI: 0 - 0.07,
p=0.02) and tetracycline (OR=0.2, 95% CI: 0.04 - 0.9, p=0.05). The small batches (<300)
was significantly associated with increased odds of >5-MDR in E. coli (OR=3.3, 95% CI:
1.2 - 8.5, p=0.02) compared to large batches (>300). This study provides insight into the
current situation and potential drivers for AMR in E. coli from milk-fed veal calves in
Quebec and the findings will help guide the setting up of AMR control measures in the

industry.
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Introduction

The production of milk-fed veal calves is an important economic activity in Québec,
Canada; 147 000 veal calves are produced annually with a farm gate value of CAD 135
million (Gouvernement du Québec, 2015; Les Producteurs de bovins du Québec, 2018b).
Milk-fed calves are mostly Holstein males, initially purchased directly from dairy farms
or livestock auction markets at 1-10 days of age (Les Producteurs de bovins du Québec,
2018b). They are reared on veal farms for an average of 20 weeks and fed a milk based and
limited fiber diet (Les Producteurs de bovins du Québec, 2018b). The production of milk-
fed veal is intensive and because of infection constraints antimicrobials are used for
preventive and therapeutic purposes possibly leading to resistance, particularly in enteric
bacteria (Cameron and McAllister, 2016). In Canada antimicrobial drugs are used in milk-
fed veal calves generally to treat and prevent enteric, respiratory and navel infections

(Renaud et al., 2018).

Milk-fed veal calves can be carriers of zoonotic Sal/monella enterica serotype Dublin (S.
Dublin) and Campylobacter spp in addition to commensal Escherichia coli. Humans can
be exposed to these zoonotic bacteria through consumption or handling of contaminated
food, or through direct contact with animals or their environment (Croxen et al., 2013;
Woolhouse et al., 2015). Commensal E. coli resides naturally in the intestinal tracts of
animals and humans. They can serve as indicators of antimicrobial resistance selection
pressure due to their ability to readily acquire resistant genes which can be horizontally
transferred to other enteric bacteria (Serum and Sunde, 2001; Cameron and McAllister,
2016). In addition, resistance acquired by commensal E. coli in animals can be transferred
to humans (Grasselli et al., 2008). S. Dublin serotype is known to be more invasive than
other serotypes of Salmonella (Helms et al., 2003). In calves, S. Dublin causes severe
enteritis and systemic infections resulting in pneumonia, polyarthritis and mortality
(McDonough et al., 1999; Costa et al., 2012). In humans, although S. Dublin infection can
present as a self-limiting gastrointestinal illness, some individuals will manifest septicemia

which may lead to death (Crump et al., 2015; Harvey et al., 2017). Campylobacter causes
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a self-limiting acute gastroenteritis in humans (Bibaht et al., 1984; Bauerfeind et al., 2016).
In calves, Campylobacter appears to be commensal (Sahin et al., 2017) although it has been
associated with a mild, self-limiting enteritis characterized by thick mucoid feces in

experimentally infected animals (Warner and Bryner, 1984).

Studies conducted in Ontario (Canada) by Cook et al. (2011a; 2011b) showed that veal
meat is often contaminated with antimicrobial resistant strains of E. coli, Salmonella and
Campylobacter. Since 2011, the milk-fed veal industry and public health organisations in
Quebec have been faced with the emergence of multidrug-resistant strains of S. Dublin in
calves and humans, underling the public health importance of these bacteria (Bekal et al.,
2014). A better knowledge of the risk factors associated with resistant bacteria in milk-fed
veal calves could help to guide AMR prevention and control measures to protect human
health and milk-fed veal industry. Little is known of the risk factors associated with AMR
in milk-fed veal calves. Studies on prevalence and risk factors associated with AMR in
enteric bacteria in calves have been reported for feedlot cattle from Alberta, Canada, (Rao
et al., 2010), milk-fed veal calves from the Netherlands (Bosman et al., 2014) and dairy
calves from Sweden and United States (Pereira et al., 2014; Duse et al., 2015a, b). Risk
factors investigated in these studies included antimicrobial drug use and certain factors
such as hygiene and biosecurity, herd size, type of diet, geographic location of farms,
housing characteristics, antimicrobial treatments in dairy cows and animal transport
sharing. The role of other factors such as auction markets, grouping points that foster direct
contact between calves increasing the risk of transmission of pathogens and antimicrobial
resistance, and downtime, the time between batches during which barns are empty after

cleaning and disinfection, were not examined.

The objectives of this study were to (i) estimate the prevalence and patterns of AMR in E.
coli, S. Dublin and Campylobacter spp isolated from milk-fed veal calves slaughtered in
Quebec (Canada), and using E. coli as indicator of antimicrobial resistance selection
pressure (ii) estimate the association between antimicrobial drug use and specific resistance
in E. coli, and (iii) investigate potential risk factors associated with multidrug resistance

(MDR) in E. coli.
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1. Materials and methods

1.1.  Sample collection and bacterial isolation

Samples from milk-fed calves were collected in two abattoirs in the province of Quebec
(Canada) from August 2016 to October 2017. Each abattoir was visited at most once a
week on Monday or Tuesday. During each visit, one or two batches were sampled. The
batch was a group of calves reared in one or multiples chambers of the farm at the same
time and slaughtered together. At the batch level the target sample size was 100 batches
according to the budget available. At the animal level the required sample size (n= 10) was
estimated based on a predicted intra-batch fecal prevalence of S. Dublin of 2.5% (Nielsen,
2013) for an expected batch size of 300 calves (Les Producteurs de bovins du Québec,
2018b) with a confidence level of 95% and a precision of 10% . For each batch, the first

eleven calves on the slaughter line were selected.

From each selected veal calf, a caecal content sample was collected aseptically from the
whole caecum removed and sent to the laboratory. For 10 of the 11 selected calves per
batch, one mesenteric lymph node (10 grams) and a carcass swab were also taken. Only
caecal samples were collected for the 15 first batches because the laboratory was not ready
to receive lymph node and carcass swab samples. Carcass swabbing was done with two
30x30 centimeter pieces of hydrophilic gauze, each moistened with 10 milliliters of saline
solution (0.85% NaCl). Each half carcass (inside and outside) was wiped with one piece of
the gauze for about 30 seconds. All samples were placed inside stomacher sterile bags
(Nasco Whirl-Pak® Canada), kept in a cooler with icepacks and sent to the laboratory

within 24 hours.

Ten of the 11 caeca collected per batch, all lymph nodes and all carcass swabs were sent
to the laboratory of Chair de recherche en salubrité des viandes (CRSV) at the Faculté de
médecine vétérinaire — Université de Montréal (Saint-Hyacinthe, Quebec, Canada) for
Salmonella isolation. Samples were cultured for isolation of Salmonella spp using
Tetrathionate Crystal Violet (TCV) broth in addition to the Rappaport Vassiliadis Soya
(RVS) and Tetrathionate Brillante Green (TBG) broths. Salmonella was identified using
biochemical and Poly A-I+Vi antiserum testing. Suspect Sa/monella isolates were sent to

the OIE Salmonella Reference Laboratory at the Public Health Agency (PHAC) of
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Canada's National Microbiology Laboratory at Guelph, Ontario, Canada, for confirmation
and serotyping using established methods (Shipp and Rowe, 1980; Ewing, 1986). The
serotypes were named as per the antigenic formulae listed by Grimont (2007). The
remaining caecum (one per batch) was sent to the Canada’s National Microbiology
Laboratory at Saint-Hyacinthe for E. coli and Campylobacter spp isolation which was
performed according to standard protocols described by the Canadian Integrated Program

for Antimicrobial Resistance Surveillance (CIPARS) (Government of Canada, 2015).
1.2.  Antimicrobial susceptibility testing

For the three bacterial types, one isolate per positive sample was submitted for
antimicrobial susceptibility testing using broth microdilution as previously described
(Government of Canada, 2015) to the Canada’s National Microbiology Laboratory .The
panel of antimicrobials tested and their respective minimum inhibitory concentration (MIC
in milligrams per milliliter) breakpoints for E. coli and S. Dublin resistance were the
following (with intermediate isolates classified as susceptible): amoxicillin-clavulanic acid
(AMC) >32; ampicillin (AMP) >32; azithromycin (AZT) >32; cefoxitin (CFT) >32;
ceftriaxone (CFX) >4; chloramphenicol (CHL) >32; ciprofloxacin (CIP) >1; gentamicin
(GEN) >16; meropenem (MER) >4; nalidixic acid (NAL) >64; streptomycin (STR) >32;
sulfisoxazole (SUL) >512; tetracycline (TET) >16; trimethoprim-sulfamethoxazole(TSX)
>4,

The panel of antimicrobials tested and their respective MIC (in milligrams per milliliter)
breakpoints for Campylobacter spp resistance were the following (with intermediate
isolates classified as susceptible): azithromycin (AZT) >8; ciprofloxacin (CIP) >4;
clindamycin (CLI) >8; erythromycin (ERY) >32; florfenicol (FLO) >4; gentamicin (GEN)
>8; nalidixic acid (NAL) >64; telithromycin (TEL) >16; tetracycline (TET) >16.

The antimicrobial tested are those of importance in human medicine from a public health
perspective as ranked by Health Canada (Government of Canada, 2009, 2015). When
available for an antimicrobial the MIC breakpoints set by the Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) were used as reference by the CIPARS laboratories (CLSI,
2012; Government of Canada, 2015). When not available for an antimicrobial the MIC
breakpoints were based on the distribution of MICs set by the CIPARS and harmonized
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with those of the National Antimicrobial Resistance Monitoring System of United States

(NARMYS).
1.3. Data collection on antimicrobial drug use and farm management practices

A questionnaire on management practices (biosecurity, housing characteristics, downtime)
and antimicrobial drug use for the sampled batches was developed by the project team
members and pre-tested for clarity of content, completeness and time of completion by two
field veterinarians and two veal farm managers. This questionnaire was completed after

slaughter by animal health technicians in charge of the sampled farms.

Data on antimicrobial drug use were retrieved from existing farm records. For each use,
the antimicrobial name (brand and active ingredient), the type of treatment (multiple or
individual animals), the administration route (in-feed or by injection), the dose, the duration
of'use, the number of doses per day and the animal identification (in the case of individual
treatment) were recorded. The number of treatments in the case of collective treatments
and the number of animals treated in the case of individual treatments were reported. The
antimicrobial drug use was converted into animal daily doses (ADDs) for each drug
according to the recommended daily doses and the typical calf weight at the time of
treatment as provided by the farm veterinarian. One ADD represents the recommended
daily amount of active ingredient necessary to treat one kilogram of body weight. Full
details about ADD calculations are given elsewhere (Jensen et al., 2004; European

medicines agency, 2015).

Data on animal movement were obtained from the cattle traceability program (Agri-
Tragabilité Québec) of the Ministére de I’ Agriculture, des Pécheries et de I’ Alimentation
du Québec (MAPAQ). This program assigns a unique identification number to each calf
that allows all calf movements, from the farm of origin to the slaughterhouse, to be traced.
Data retrieved from the database for each calf included birth place (Quebec, other province

of Canada, USA) and the transit through grouping points (auction markets, sorting centers).
1.4.  Data analysis

The prevalence with 95% confidence intervals of resistant E. coli, S. Dublin and

Campylobacter spp isolates was estimated for each tested antimicrobial. For S. Dublin, the
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prevalence of resistant isolates was estimated separately for each type of sample (caecal,
carcass swabs and lymph node), with adjustment for potential clustering of isolates within
batches. An isolate was considered resistant to the antimicrobial class if it was resistant to
at least one antimicrobial within that class. An isolate was considered as MDR if it was
resistant to at least 3 antimicrobial classes. The MDR prevalence of isolates displaying
resistance to >3, >5 and >7 classes of antimicrobials was estimated for the three different
bacterial genera. As only one E. coli isolate was retrieved per batch, the batch was classified
as resistant or MDR if the E. coli isolate was resistant or MDR. The surveyfreq procedure
of SAS software version 9.4 was used to calculate prevalence and confidence intervals

(SAS Institute Inc, Cary, USA).

Potential associations between antimicrobial drug use and resistance in E. coli were
investigated with univariable logistic regression models performed at the batch level using
genmod procedure of SAS software version 9.4. The outcome was batch resistance (yes/no)
to the antimicrobial of interest and the predictor was use of an antimicrobial of the same
class, with each administration route considered separately. A robust variance estimate was
used to take into account the potential clustering of batches within farms. To assess the
inhibition of resistance to ampicillin and tetracycline by bacitracin as reported by Mathers
et al. (2004), heterologous associations between the use of polypeptides and resistance to
ampicillin and tetracycline were also performed. The antimicrobial drugs administrated
for collective as well as individual treatments were grouped by antimicrobial class
according to the administration route (Table 2). For each antimicrobial class, the ADDs
were divided by the batch size giving the number of ADDs per animal. The number of
ADDs per animal was categorized as follows: if <50% of the batches used the antimicrobial
drug class, then the ADDs per animal were dichotomized as 0 ADD (not used) and >0
ADDs (used) ; if >50 % of batches used the antimicrobial drug class, then the ADDs per
animal were categorized into 3 groups as 0 ADD (not used), smaller than the median value
of batches using the drug class (low use) and higher than or equal to the median value of

batches using the drug class (high use).

To evaluate the potential risk factors for >5-MDR in E. coli, a total of 9 factors were
considered at the batch level (Table 4). The risk factors were first tested in univariable

logistic regression models. Factors with a p-value <0.2 were included in a full multivariable
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logistic regression model. A backward selection procedure was used to select the final
model using a p >0.05 as rejection criteria; however, a variable considered as potential
confounder based on the Directed Acyclic Graph (Figure S1) was only removed if it did
not affect the coefficient of other significant variables present in the model by >20%. A
robust variance was used to take into account the potential clustering of batches within

farms. The genmod procedure of SAS version 9.4 was used.

For all analyses performed an alpha value of 0.05 was used to determine statistical

significance.
2. Results

A total of 67 visits to abattoirs were completed over the study period. These visits yielded
samples from 647 veal calves within 74 batches from 52 farms (Table 1). The mean batch
size was of 329 (minimum = 87, maximum=747, median=288). A total number of types of
sample was respectively of 545 for ceacal content, 549 for lymph nodes and 565 for carcass
swabs. The questionnaire was filled out by technicians for 71 batches; 41 of these
questionnaires (57.7%) were completed fully without missing data. The records on
antimicrobial drug use were obtained for 51 batches. For the calves’ birth place, 34 239
(98,8%) out of 34 648 calves (those sampled and their congeners of the same batch) were
traced. For the calves’ transit through the grouping points, all 34 648 calves (those sampled

and their congeners of the same batch) were traced.
2.1. Bacterial isolates
E. coli was recovered from 74 caecal content samples (one for each batch sampled).

A total of 119 Salmonella isolates were recovered. S. Dublin (n=36) was the most
frequently encountered serotype followed by Typhimurium (n=25), Heidelberg (n=18),
[:4,5,12:I:- (n=14), Typhimurium var Copenhagen (n=13), Derby (n=5), Thompson (n=3),
Agona (n=2), Cerro (n=1), Enteritidis (n=1) and Kentuky (n=1). The 36 isolates of S.
Dublin included 7 isolates from the caecal samples, 18 isolates from the lymph nodes and
11 isolates from the carcass swabs. S. Dublin isolates were found in 4.5% (31/647) of veal

calves, 10.8% (8/74) of batches and 11.5% (6/52) of farms.
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Fourteen isolates of Campylobacter were recovered from 74 caecal samples tested,
representing 14 (18.9%) of the 74 batches. The Campylobacter isolates included 7 isolates
of C. jejuni, 6 isolates of C. coli and 1 mixed isolate of C. jejuni/C. coli.

2.2. Antimicrobial susceptibility

The prevalence of antimicrobial resistance in S. Dublin, Campylobacter spp and E. coli

isolates is presented in Table 1 and Figures 2, 3 & 4.

In E. coli the prevalence of resistance to one or more antimicrobials (>1-AMR) was 87.8%.
The prevalence of 3 classes or more MDR (>3-MDR) and 5 classes or more MDR (>5-
MDR) was 77% and 52.7%, respectively. Resistance of E. coli to category I drugs was
observed for amoxicillin-clavulanic acid (5.4%), ceftriaxone (9.5%), ciprofloxacin
(12.2%); no resistance was observed for meropenem. Individual antimicrobial resistance
was most often observed to tetracycline (79.7%), sulfisoxazole (77%), streptomycin
(70.3%), ampicillin (63.5%) and chloramphenicol (62.2%). Forty different unique AMR
patterns E. coli were observed in E. coli (Table S1). The 3 most common AMR patterns
were AMP-CHL-STR-SUL-TET-TSX (18.9%) followed by AMC-AMP-CFT-CFX-CHL-
NAL-STR-SUL-TET (6.7%) and TET alone (4.1%). The penta-resistance pattern AMP-
CHL-STR-SUL-TET (ACSSuT) was observed alone or in combination with other
antimicrobials (43.2%).

All S. Dublin isolates displayed resistance to >5 classes (>5-MDR). All isolates were
resistant to nalidixic acid, streptomycin, sulfisoxazole and tetracycline. Resistance to
Category I antimicrobials, (very high importance in human medicine) was observed in
85.7% of isolates for amoxicillin-clavulanic acid and ceftriaxone and 14.3% of isolates
were resistant to ciprofloxacin. There was a high prevalence in S. Dublin (85.7%) for AMC,
AMP, CFX, CFT and CHL (Figure 3). This profile is typical of co-resistance in the
presence of the plasmid-mediated beta-lactamase blaCMY-2 gene linked to ceftiofur
resistance (Allen and Poppe, 2002; Doublet et al., 2004; Liebana et al., 2004). No isolates
were resistant to meropenem (Category I) or to azithromycin, gentamycin and
trimethoprim-sulfamethoxazole (all Category II). Three different patterns of AMR were
observed in S. Dublin isolates (Table S2). The penta-resistance pattern (ACSSuT) was
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observed in combination with other antimicrobials (71.4%) and the most common pattern

was AMC-AMP-CFT-CFX-CHL-NAL-STR-SUL-TET (71.4%).

Among the Campylobacter spp isolates, the prevalence of resistance to >1-AMR was
85.7%. The prevalence to >3-MDR was 7.1%, and no isolates showed >5-MDR. Resistance
was most common to tetracycline (78.6%) followed by ciprofloxacin (57.1%) and nalidixic
acid (57.1%). Among Category I antimicrobials, 57.1% of Campylobacter spp isolates
were resistant to ciprofloxacin and 7.1% were resistant to telithromycin. No
Campylobacter spp resistance was observed to gentamycin (Category II) or florfenicol
(Category III). There were 4 different AMR patterns detected among the Campylobacter
spp isolates recovered (Table S3). The most common patterns were CIP-NAL-TET
(42.8%) followed by TET alone (28.6%).

2.3. Antimicrobial drug use and antimicrobial resistance in E. coli

The antimicrobial drug use is presented in Table 2. The three antimicrobial drug classes
most frequently used were sulfonamides by in-feed route (80.8% of batches) followed by
aminoglycosides (78.7% of batches) and tetracyclines (76.6% of batches). The least
frequently reported antimicrobial drug class was synergistins (4.3% of batches). The
antimicrobial drug classes that were used in-feed presented mean ADDs/animal ranged
from 0.9 (pleuromutilins) to 211.2 (polypeptides) for the batches that reported using the
drug class. The sulfonamides were administered in-feed at 26.6 ADDs/animal,
aminoglycosides at 21.7 ADDs/animal, and tetracyclines at 16.2 ADDs/animal. The
antimicrobial drug classes that were used by injection presented mean ADDs/animal
ranging from 0.1 (phenicols and penicillins) to 1.9 (lincosamides-aminoglycosides) for the

batches that reported using the drug class.

Results of associations between antimicrobial drug use and resistance in E. coli are
presented in Table 3. Significant negative associations were observed between the use of
polypeptides and resistance to ampicillin (OR=0.08) and resistance to tetracycline

(OR=0.2).
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2.4. Risk factors associated with multidrug resistance in E. coli

The distribution of potential risk factors associated with >5-MDR in E. coli are presented
in Table 4. Only batch size was significantly associated with multidrug resistance; small
batches (<300) were more likely to have >5-MDR E. coli than large batches (>300)
(OR=3.3).

3. Discussion

3.1. Prevalence and patterns of AMR in E. coli, S. Dublin, and Campylobacter spp

In E. coli isolates, resistance to >1-AMR was detected in more than 87% of isolates. This
prevalence is higher than that reported in fecal E. coli in Alberta feedlots cattle (74.4%)
(Rao et al., 2010). It is also higher than previously published results from feedlots cattle
(31%) and in cow-calf operations (12%) reported in Ontario for fecal E. coli (Carson et al.,
2008). The prevalence of MDR in this study (>3-MDR; 77% of isolates) was also higher
than the 31% previously reported in Quebec for E. coli of bovine source (Gouvernement
du Québec, 2017). The results of the current study are similar to those was observed in
Ontario (Canada) where the E. coli isolated from milk-fed veal meat tended to carry greater
individual and multidrug resistance than grain-fed veal and beef meats (Cook et al., 2011a).
The main factor that could explain the high prevalence of AMR and MDR in milk-fed veal
calves is their younger age at slaughter (about 20 weeks). At this age milk-fed calves may
still have sub-optimal immune and physiological function that results in greater
susceptibility to infection and thus contributes to greater antimicrobial drug use than in
other bovine production systems (Berge et al., 2005). In addition, the high prevalence of
resistance in calves could be explained by presence of young-adapted resistant E. coli
which display a fitness advantage over non resistant E. coli (Khachatryan et al., 2004).
Another factor that could explain the higher resistance in veal calves than beef or dairy
calves is the system in which the former are raised. Rearing of the milk-fed veal calves is
a higher-throughput than that of beef or female dairy calves resulting in a greater
occurrence of infections and thus requiring greater antimicrobials use to maintain the

animal’ health, growth performance and welfare (Cameron and McAllister, 2016).

All E. coli isolates were susceptible to meropenem (a carbapenem antimicrobial). In the

US, NARMS has not reported any resistance of E. coli resistance to carbapenem in bovine

71



sources (Government of United States, 2014). Resistance of E. coli to other category I
antimicrobials was observed in this study, but did not exceed 13%. This level of resistance
to category I antimicrobials is greater than that we would have expected when taking into
consideration the resistance reported in E. coli isolated from Ontario milk-fed veal calves
(Cook et al., 2011a). In the study conducted in Ontario the prevalence of resistance to
amoxicillin-clavulanic acid was 6.1% (almost similar to the 5.4% observed in this study),
the prevalence of resistance to ciprofloxacin was 3.8 % (less than the 12.6% observed in
this study) and the prevalence of resistance to ceftriaxone was 3.6% (less than the 9.5%

observed in this study).

All S. Dublin isolates in our study were >5-MDR. This is similar to the provincial
surveillance results recently reported for Québec in 2017 for S. Dublin isolated from all
bovine types (beef, dairy and veal) (Gouvernement du Québec, 2017) and by Bekal et al.
(2014) for S. Dublin isolated during the 2011-2012 outbreak. Except for meropenem,
azithromycin, gentamycin and trimethoprim-sulfamethoxazole, S. Dublin isolates were
resistant to all antimicrobials including, fluoroquinolones (ciprofloxacin and nalidixic acid)
and third generation cephalosporins (ceftriaxone), tested. This probably limits treatment
options for milk-fed veal calves infected with S. Dublin. In this study, the prevalence of
ceftriaxone resistance in S. Dublin was 3 times higher than the prevalence observed in
American cattle in 2014 (29%) whereas ciprofloxacin resistance was only slightly higher
than the 12% observed (Government of United States, 2014). The difference in S. Dublin
resistance to ceftriaxone between Canada and US might be due to the difference in the
consumption of antimicrobials of this class as reported by Cameron & McAllister (2016),
where cephalosporins sales in Canada were higher than in US. The resistance of ceftriaxone
and ciprofloxacin observed in the current study is of concern for public health given that
these antimicrobials are the first line treatment options in humans infected with S. Dublin
(Government of United States, 2014).

Comparing the plasmid-mediated beta-lactamase blaCMY-2 gene profile in S. Dublin
(same prevalence level of 85.7% for amoxicillin-clavulanic acid, ampicillin, ceftriaxone,
cefoxitin and chloramphenicol (Figure 3) we could observe that this profile was absent in

E. coli (Figure 2). The blaCMY-2 gene was not observed in E. coli possibly because only
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one animal was sampled per batch for the analysis of E. coli resistance. This could result
in a loss of sensitivity in the detection of E. coli resistance at the batch level.

Among Campylobacter spp recovered in this study, more than 85% of isolates showed
resistance to at least one antimicrobial but <10% were MDR and none were resistant to
more than 3 antimicrobial classes. These proportions are higher than the levels previously
seen in fecal Campylobacter recovered from US dairy cattle (52.6% were >1 AMR and 3%
were MDR) (Englen et al., 2007). These proportions are also higher than those reported in
Ontario grain-fed veal meat Campylobacter isolates (50% were >1 AMR and none was
MDR) (Cook et al., 2011b). In our study the prevalence of Campylobacter resistance to
ciprofloxacin (57.1%) was higher than that was previously reported in Canada. In 2016
CIPARS reported that the prevalence of Campylobacter resistance to ciprofloxacin was
14% in bovine sources (Government of Canada, 2018a) whereas Cook et al. (2011b)
reported no Campylobacter resistance to ciprofloxacin in grain-fed veal meat.
Campylobacter resistance to ciprofloxacin observed in this study was also higher than
previously reported by the US National Antimicrobial Monitoring System (NARMS)
(16%) (Government of United States, 2014). In our study the high proportion of
Campylobacter isolates resistant to ciprofloxacin (category I) is of concern because
fluoroquinolones could be used as an alternative to macrolides for the treatment of
campylobacteriosis in human adults in case of severe and invasive infection or when the
patient is immunocompromised (Government of United States, 2014; Cameron and
McAllister, 2016).

Resistance to tetracycline was frequently observed in isolates for all three bacteria.
Tetracycline is widely used in cattle production and resistance genes are easily acquired
(Englen et al., 2007; Cook et al., 2011a; Cook et al., 2011b; Frye and Jackson, 2013). In S.
Dublin and E. coli isolates, the ACSSuT multidrug resistant pattern observed in this study
has been reported in several other studies (Cook et al., 2011a; Cook et al., 2011b; Frye and
Jackson, 2013) and is plasmid-mediated. As in this study, Campylobacter resistance either
to ciprofloxacin and/or nalidixic acid was also observed in a study of C. jejuni by Englen
et al. (2007). Quinolone cross-resistance is conferred by a mutation in the DNA gyrase

(gyrAd) gene or efflux of drugs (Engberg et al., 2001).
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3.2.  Association between antimicrobial drug use and AMR in E. coli

This study demonstrated that many antimicrobial drugs are frequently used in the
production of milk-fed veal calves in Québec. Results indicated significant negative
associations between resistance to ampicillin and tetracycline and the use of polypeptides
(bacitracin). A similar result was also observed in broilers where the use of bacitracin for
growth promotion was associated with lower resistance to cephalothin, nalidixic acid and
sulfamethoxazole in E. coli (Thibodeau, 2007). As reported by Mather et al. (2004), the
use of bacitracin could inhibit the transfer of plasmids containing ampicillin, ciprofloxacin,
and tetracycline resistance genes. Alternatively, different use practices could also explain
these negative associations. For instance, we observed that batches for which bacitracin
was used, less penicillin and tetracycline were used than in batches where bacitracin was
not used.

It is interesting to note that although there was no reported use of quinolones in milk-fed
veal calves in our study, nevertheless resistance to ciprofloxacin and nalidixic acid were
observed in the three bacterial genera. Danofloxacin and enrofloxacin are fluoroquinolones
approved for use in livestock in Canada, specifically for treating respiratory disease in
cattle (Government of Canada, 2016). A previous study reported that fluoroquinolones
were used on dairy farms in Canada in 2007-2008 (Saini et al., 2012). The level of
resistance to ciprofloxacin and nalidixic acid observed in our study in the absence of recent
exposure to these drugs might be explained by the persistence of fluoroquinolone-resistant
bacterial clones in dairy farms (where calves originated) where the fluoroquinolone drugs
were used previously. This persistence of high-level fluoroquinolone resistant clones might
be due to the double-serine fluoroquinolone resistance mutations that confer on them
favorable fitness balance to disseminate (Fuzi et al., 2017).Risk factors associated with

multidrug resistance in E. coli

Among the 9 risk factors analyzed, only batch size was significantly associated with
multidrug resistance in E. coli. Small batches (<300) were more likely to display multidrug
drug resistance in E. coli than large batches (>300). This finding is contrary to previously
observations in preweaned dairy calves in Sweden (Duse et al., 2015a), and in veal calves
in Switzerland (Di Labio et al., 2007), where the calves from large herds were more at risk

of possessing antimicrobial drug resistant E. coli than those from small herds. Nevertheless
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our findings are similar to those of a study in the Netherlands (Bosman et al., 2014) . Duse
et al. (2015a) proposed that large herds are more likely to have disease problems and hence
be subject of more antimicrobial drugs use than small herds. Bosman et al. (2014) did not
give any explanation for the association between herd size and AMR. In our study, the farm
management practices could explain greater MDR risk observed in small batches. Indeed,
we observed in this study that the mean downtime was 25 days in small batches vs 35 days
in large batches; 58% of small batches used continuous flow animal replacement vs 100%
of large batches which used all in-all out; 92% of small batches used well’s water vs 61%
of large batches which used well’s water. Furthermore, small batches were fivefold more
likely to not have complete antimicrobial drug use records compared to large batches
supporting the hypothesis that the small batches originate from farms with less rigorous
management and biosecurity monitoring. Further investigation with more batches is
needed to compare biosecurity and drug use practices between large and small farms of
milk-fed veal calves in Quebec to help to identify whether improvement can be made in
biosecurity on farms to reduce demand of antimicrobial drugs from the perspective of
judicious antimicrobial use (WHO, 2000; CRSV, 2018; Government of Canada, 2018Db).
Judicious antimicrobial use in food-producing animals which aims to maximize
therapeutic efficacy and minimize selection of resistant microorganisms is based on two
principles : (1) use should be limited to that considered necessary for assuring animal
health, (2) use should be limited to that including veterinary oversight or consultation

(Government of United States, 2012).

Although non-significant in the multivariable analysis, water source (wells vs municipal
aqueduct, OR=3.1) and the production system (continuous flow vs all-in all out, OR=2)

showed multidrug resistance risk tendencies in E. coli thus deserving further investigation.

Considering that 80% of the Canadian milk-veal production is in Quebec, and that the
farms selected represented 33% of all milk-fed veal calves producers in Quebec (Les
Producteurs de bovins du Québec, 2018a), the results of this study provide an indication of
the risk of exposure to zoonotic multidrug resistant bacteria to Canadian consumers.
However, there are several limitations to consider in this study. Farms from which small
batches were examined were often missing data and thus were likely underrepresented in

the drug use analysis (selection bias), resulting in a reduced statistical power of the study
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for this component. Also, compliance with the biosecurity practices reported in the
questionnaire was not evaluated, possibly resulting in an information bias and subsequently
an underestimation of the association between biosecurity risk factors and multidrug
resistance in E. coli. Another limitation is that only one animal was sampled per batch for
the analysis of E. coli resistance to meet laboratory capacity constraints. This could result
in a loss of sensitivity in the detection of resistance at the batch level, particularly if the
intra-batch resistance prevalence is low. This may be the case of amoxicillin-clavulanic
acid, ceftriaxone and cefoxitin, which showed a resistance prevalence of less than 10%
suggesting a low intra-batch resistance for these antimicrobials. The decrease in sensitivity
for detecting resistance at the batch level could lead to a misclassification of the outcome
(batch resistance) resulting in a non-differential information bias and subsequently an
underestimation of the association between antimicrobial drug use and antimicrobial

resistance (e.g. the use of ceftiofur and resistance of E. coli to ceftriaxone).
Conclusion

This study provided insights into the situation regarding AMR in E. coli, S. Dublin and
Campylobacter in milk-fed veal calves from Quebec. To our knowledge this is a first study
on antimicrobial drug use and resistance in E. coli, S. Dublin and Campylobacter in milk-
fed veal calves conducted in Quebec. Milk-fed veal calves were shown to be a source of
AMR involving several antimicrobial, including some that are of great importance to
human health (e.g. ciprofloxacin and ceftriaxone). Multidrug resistance was reported for
the three bacterial genera studied and the small batches were shown to be risk factor for
multidrug resistance in E. coli. Considering the importance of these findings for public
health and milk-fed veal calves’ production, the milk-fed veal calves’ industry might
consider the judicious use of antimicrobials as advocated by the World Health Organization

while paying attention to the management of small farms.
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Figure 2. Individual antimicrobial drug resistance prevalence in E. coli isolated from

caecal contents in milk-fed veal calves from Quebec

CI= Confidence Interval; Lower= lower confidence limit; Upper= upper confidence limit;
Prev= prevalence; AMC= amoxicillin-clavulanic acid; AMP= ampicillin, AZT=
azithromycin; CFT= cefoxitiny CFX= ceftriaxone; CHL= chloramphenicol, CIP=
ciprofloxacin; GEN=gentamicin, MER= meropenem; NAL= nalidixic acid; STR=
streptomycin;, SUL=  sulfisoxazole; TET=tetracycline; TSX= trimethoprim-
sulfamethoxazole. The categories I (very high), II (high), and III (medium) indicate the
ranking of antimicrobials based on importance in human medicine as classified by Health

Canada (Government of Canada, 2009, 2015).
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Figure 3. Individual antimicrobial resistance prevalence in Salmonella Dublin isolated

from caecal contents in milk-fed veal calves from Quebec

CI= Confidence Interval; Lower= lower confidence limit; Upper= upper confidence limit;
Prev= prevalence; AMC= amoxicillin-clavulanic acid; AMP= ampicillin, AZT=
azithromycin; CFT= cefoxitiny CFX= ceftriaxone; CHL= chloramphenicol, CIP=
ciprofloxacin; GEN=gentamicin, MER= meropenem; NAL= nalidixic acid; STR=
streptomycin;, SUL=  sulfisoxazole; ~TET=tetracycline; TSX= trimethoprim-
sulfamethoxazole. The categories I (very high), II (high), and III (medium) indicate the
ranking of antimicrobials based on importance in human medicine as classified by Health

Canada (Government of Canada, 2009, 2015).
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Figure 4. Individual antimicrobial drug resistance prevalence in Campylobacter spp

isolated from caecal contents in milk-fed veal calves from Quebec

CI= Confidence Interval; Lower= lower confidence limit; Upper= upper confidence limit;
Prev= prevalence; AZT= azithromycin; CIP= ciprofloxacin; CLI= -clindamycin;
ERY=erythromycin; FLO= florfenicol; GEN= gentamicin; NAL= nalidixic acid;
TEL=telithromycin; TET= tetracycline. The categories 1 (very high), II (high), and III
(medium) indicate the ranking of antimicrobials based on importance in human medicine

as classified by Health Canada (Government of Canada, 2009, 2015).
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Table 1. Prevalence of antimicrobial resistance of E. coli, Salmonella Dublin and Campylobacter in milk-fed veal calves

from Quebec, Canada, 2016-2017

Bacteria and type of sample Number >1 AMR >3 classes-MDR >5 classes-MDR >7 classes-MDR
of
isolates n* % [95% CI] n* % [95% CI] n* % [95% CI] n* % [95% CI]
E.coli
Caecal content (n=74) 74 65 87.8[79.7,959] 57 77[67.2,869] 39 52.7[41.1,643] 8 10.8 [3.5, 18.1]
Salmonella Dublin
Caecal content (n=545) 7 7 100 7 100 7 100 5  71.4[27.8,100]
Lymph nodes (n=549) 18 18 100 18 100 18 100 9 507[0, 100]
Carcass swabs (n=565) 11 11 100 11 100 11 100 7 63.6[6.6,100]
Campylobacter spp
Caecal content (n=74) 14 12 85.7[63.7,100] 1 7.1[0, 22.7] 0 0 0 o0

2 Number of resistant isolates
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Table 2. Antimicrobial drug use in milk-fed veal calves batches from Quebec, Canada, 2016-2017

Antimicrobial Administratio ~ Antimicrobial Antimicrobial Percentage Typical calf ADDs/animal for batches using the
class n route administrated for ~administrated (%) of weight antimicrobial drug class
administrated collective for individual batches (kilograms) at

treatment treatment * using the the time of

antimicrobia  treatment

1 class

Mea Media  Minimu Maximu

n n m m
Aminoglycoside  In-feed Neomycin - 78.7 50 21.7 20 14 20
s
Cephalosporins  Injection - Ceftiofur 48.9 50 0.6 0.2 0.007 3.1
Lincosamides In-feed Lincomycin - 42.6 60 31.6  30.2 9 58.3
Lincosamides- Injection - Lincomycin- 59.6 60 1.9 1.4 0.006 11.3
aminoglycosides spectinomycin
Macrolides In-feed Tylosin - 53.2 90 7.2 6.4 1.8 15.6
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Antimicrobial Administratio ~ Antimicrobial Antimicrobial Percentage Typical calf ADDs/animal for batches using the
class n route administrated for administrated (%) of weight antimicrobial drug class
administrated collective for individual batches (kilograms) at
treatment ® treatment using the the time of
antimicrobia  treatment
1 class
Mea Media  Minimu Maximu
n n m m
Injection Gamithromycin, = Gamithromycin = 72.3 90 1 0.4 0.002 12.4
Tildipirosin, , Tilmicosin
Tilmicosin,
Tulathromycin,
Penicillins In-feed Amoxicillin - 53.2 60 13.4  11.7 0.1 35
Injection - Ampicillin, 51 Ampicillin: 200 0.1 0.04 0.001 0.7
Penicillin Penicillin: 175
Phenicols Injection - Florfenicol 72.3 90 0.1 0.1 0.001 0.7
Pleureumutilins  In-feed Tiamulin - 23.4 60 0.9 0.9 0.06 2.2
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Antimicrobial Administratio ~ Antimicrobial Antimicrobial Percentage Typical calf ADDs/animal for batches using the
class n route administrated for administrated (%) of weight antimicrobial drug class
administrated collective for individual batches (kilograms) at
treatment treatment * using the the time of
antimicrobia  treatment
1 class
Mea Media  Minimu Maximu
n n m m
In-feed Bacitracin - 213 150 211, 1713 45.1 531.2
2
Polypeptides
In-feed Trimethoprim- - 80.6 50 266 24 13.5 56
sulfadiazine,
Trimethoprim-
sulfamethoxazol
Sulfonamides e
Injection Trimethoprim- Trimethoprim-  57.5 50 1.2 0.3 0.02 10
sulfadoxine sulfadoxine
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Antimicrobial Administratio ~ Antimicrobial Antimicrobial Percentage Typical calf ADDs/animal for batches using the
class n route administrated for administrated (%) of weight antimicrobial drug class
administrated collective for individual batches (kilograms) at
treatment ® treatment using the the time of
antimicrobia  treatment
1 class
Mea Media  Minimu Maximu
n n m m
Synergistins In-feed Virginiamycin - 4.3 150 176. 176.2 57.1 259.3
2
Tetracyclines In-feed Oxytetracycline, 76.6 Oxytetracycline 16.2  13.5 4.7 68.2
Tetracycline : 60
Tetracycline:
150

2 Recommended daily dose : amoxicillin , 20 mg/kg; ampicillin, 6 mg/kg; bacitracin, 2.5 mg/kg ; ceftiofur, 1 mg/kg; florfenicol,
40 mg/kg; gamithromycin, 6 mg/kg; lincomycin, 10 mg/kg; lincomycin-spectinomycin, 5/10 mg/kg; neomycin, 10 mg/kg;
oxytetracycline, 44 mg/kg; penicillin, 60 000 IU/kg ; tetracycline, 20 mg/kg ; tiamulin, 12.5 mg/kg; tildipirosin, 4 mg/kg;
tilmicosin, 10 mg/kg; trimethoprim-sulfadiazine, 40 mg/kg; trimethoprim-sulfadoxine, 24 mg/kg; trimethoprim-sulfamethoxazole,

40 mg/kg ; tulathromycin, 2.5 mg/kg; tylosin, 30 mg/kg ; virginiamycin, 1.25 mg/kg.
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Table 3. Association between antimicrobial drug use and antimicrobial resistance in

E. coli in milk-fed veal calves from Quebec, Canada, 2016-2017

Antimicrobial drug class use vs resistance to Number of % batches Odds Ratio P-value
antimicrobial agent batches® resistant to [95% CI]
the outcome
Outcome: resistance to gentamycin
Aminoglycosides use
0 ADD/animal 10 10 Ref.
0< ADDs/animal <20 13 7.7 0.8 [0.04, 0.85
14.1]
>20 ADDs/animal 24 4.2 0.4 [0.02, 7] 0.53
Outcome: resistance to streptomycin
Aminoglycosides use
0 ADD/animal 10 90 Ref.
0< ADDs/animal <20 13 69.2 0.3[0.02,2.8] 0.26
>20 ADDs/animal 24 58.3 0.2[0.02,1.5] 0.11
Outcome: resistance to cefoxitin®
Cephalosporins use
0 ADD/animal 24 0 -
>0 ADD/animal 23 4.4 -

Outcome: resistance to ceftriaxone

Cephalosporins use
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Antimicrobial drug class use vs resistance to Number of % batches Odds Ratio P-value
antimicrobial agent batches® resistant to [95% CI]
the outcome
0 ADD/animal 24 4.2 Ref.
>0 ADD/animal 23 8.7 2.2[0.2,26.4] 0.54
Outcome: resistance to azithromycin
Macrolides by in-feed route use
0 ADD/animal 22 9.1 Ref.
0< ADDs/animal <6.4 10 10 1.1 [0.08, 0.94
14.5]
>6.4 ADDs/animal 15 26.7 3.6[0.6,21.8] 0.16
Macrolides by injection route use
0 ADD/animal 13 23.1 Ref.
0< ADDs/animal <0.4 17 11.8 0.4[0.06,3.2] 0.42
>0.4 ADDs/animal 17 11.8 0.4 [0.06,2.8] 0.39
Outcome: resistance to amoxicillin-clavulanic acid®
Penicillins by in-feed route use
0 ADD/animal 22 0 -
0< ADDs/animal <11.7 13 7.8 -
>11.7 ADDs/animal 12 0 -
Penicillins by injection route use
0 ADD/animal 23 4.6 -




Antimicrobial drug class use vs resistance to Number of % batches Odds Ratio P-value
antimicrobial agent batches® resistant to [95% CI]
the outcome
0< ADDs/animal <0.04 12 0 -
>0.04 ADDs/animal 12 0 -
Outcome: resistance to ampicillin
Penicillins by in-feed route use
0 ADD/animal 22 59.1 Ref.
0< ADDs/animal <11.7 13 38.5 0.4[0.1,1.81 0.24
>11.7 ADDs/animal 12 66.7 1.4[03,7.3] 0.70
Penicillins by injection route use
0 ADD/animal 23 69.7 Ref.
0< ADDs/animal <0.04 12 41.7 0.3[0.07,1.4] 0.13
>0.04 ADDs/animal 12 41.7 0.3[0.08,1.2] 0.09
Outcome: resistance to chloramphenicol
Phenicols use
0 ADD/animal 13 61.5 Ref.
0< ADDs/animal <0.1 16 56.3 0.8[0.2,4.3] 0.78
>0.1 ADDs/animal 18 50 0.6[0.2,2.5] 0.51
Outcome: resistance to ampicillin
Polypeptides use
0 ADD/animal 39 64.1 Ref.
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Antimicrobial drug class use vs resistance to Number of % batches Odds Ratio P-value
antimicrobial agent batches® resistant to [95% CI]
the outcome
>0 ADD/animal 8 12.5 0.08 [0, 0.7] 0.02
Outcome: resistance to tetracycline
Polypeptides use
0 ADD/animal 39 82 Ref.
>0 ADD/animal 8 50 0.2 [0.04,0.9] 0.05
Outcome: resistance to sulfisoxazole
Sulfonamides by in-feed route use
0 ADD/animal 9 88.9 Ref.
0< ADDs/animal <24 13 61.5 0.2[0.02,2.2] 0.18
>24 ADDs/animal 25 72 0.310.03,3.2] 0.33
Sulfonamides by injection route
0 ADD/animal 20 85 Ref.
0< ADDs/animal <0.3 13 69.2 0.4[0.06,2.4] 0.32
>0.3 ADDs/animal 14 57.1 0.20.04,1.2] 0.08
Outcome: resistance to trimethoprim-sulfamethoxazole
Sulfonamides by in-feed route use
0 ADD/animal 9 44.4 Ref.
0< ADDs/animal <24 13 61.5 2[0.4, 10] 0.39
>24 ADDs/animal 25 64 2.210.5,10] 0.31
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Antimicrobial drug class use vs resistance to Number of % batches Odds Ratio P-value

antimicrobial agent batches® resistant to [95% CI]
the outcome
Sulfonamides by injection route use
0 ADD/animal 20 70 Ref.
0< ADDs/animal <0.3 13 53.8 0.5[0.1,2.3] 0.37
>0.3 ADDs/animal 14 50 0.4[0.1,1.8] 0.25
Outcome: resistance to tetracycline
Tetracyclines use
0 ADD/animal 11 81.8 Ref.
0< ADDs/animal <13.5 18 66.7 0.4[0.07,2.6] 0.37
>13.5 ADDs/animal 18 83.3 1.1[0.2,7.8] 0.92

Ref = reference
: Model did not converge

b: Missing data for antimicrobial drug use reported resulting in a difference in the total

number of batches
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Table 4. Potential risk factors associated with five classes or more multidrug resistance in E. coli in milk-fed veal calves from

Quebec, Canada, 2016-2017

Risk factors Number of % =5 classes- Univariable analysis Multivariable analysis
batches® MDR
Odds Ratio [95% CI] p-value Odds Ratio p-value
[95% CI]
Origin
% calves originating from Quebec
>60% 41 53.6 1[0.4,2.6] 0.96 a
<60% 32 53.1 Ref.
Calves from US in the batch
Yes 15 60 1.4[0.4,4.4] 0.56
No 58 51.7 Ref. a
Transit through grouping points (% calves passing through grouping points)
>80% 52 57.7 210.7,5.5] 0.19 b
<80% 22 40.9 Ref.
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Risk factors Number of % =5 classes- Univariable analysis Multivariable analysis
batches® MDR
Odds Ratio [95% CI] p-value Odds Ratio p-value
[95% CI]

Housing

Collective housing 48 47.9 0.6[0.2, 1.6] 0.29 a

Individual housing 23 60.9 Ref.
Batch size

>300 35 37.1 0.3 [0.1, 0.8] 0.02 Ref.

<300 38 65.8 Ref. 3.3[1.2,8.5] 0.02
Biosecurity related to visitors (washing hands)

No 50 50 0.8 0.3, 2.1] 0.58 a

Yes 21 57.1 Ref.
Biosecurity related to farm workers (wearing coveralls)

No 29 48.3 0.8 0.3, 2.2] 0.63 a
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Risk factors Number of % =5 classes- Univariable analysis Multivariable analysis
batches® MDR
Odds Ratio [95% CI] p-value Odds Ratio p-value
[95% CI]
Yes 42 54.8 Ref.
Downtime
>30 days 19 47.4 0.7[0.3, 2.1] 0.56 a
<30 days 49 55.1 Ref.
Water source
Wells 55 58.2 3.1[0.8, 11.9] 0.11 b
Municipal aqueduct 16 31.3 Ref.
Production system
Continuous flow 22 63.6 2 [0.8, 4.8] 0.13 b
All in-all out 49 46.9 Ref

Ref. = reference
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#: Variable not significant in the univariable model and not included in the multivariable model.

®: Variable included in the full multivariable model but removed during backward selection. ¢: Missing data for certain risk factors
resulting in a difference in the total number of batches
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Supplementary material

Mortality
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Figure S 1. Directed acyclic graph (DAG) for potential risk factors associated with
multidrug resistance in E. coli in milk-veal calves from Quebec at batch level
(constructed online with Dagitty v2.3) (Textor et al., 2011)

Outcome: MDR in E. coli (multidrug resistance in E. coli).

Exposures: Origin (geographical origin : expressed as % of calves originating from Québec in the
batches, or the presence of calves from US in the batches), Regroup (grouping point: expressed as
% of calves transiting through grouping points in the batches), Housing (individual or collective
housing), Herd size (batch size), Biosecurity visitors (biosecurity related to visitors),

Biosecurity workers (biosecurity related to farm workers), Empty period (downtime<30 days or
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>= 30 days), Water_source (water source), Prod system (production system: continuous flow or

all in-all out).
Ancestors of outcome: AMD use (antimicrobial drug use) Morbidity, Mortality.

Links: AMD_use-MDR in E. coli = association between antimicrobial drug use and resistance in
E. coli to be estimated; Morbidity-Mortality= the disease leads to death; Mortality-AMD use = the
mortality in herds lead to the antimicrobial drug use (Johnston, 1998); Morbidity-AMD use= the
morbidity in herds leads to the antimicrobial drug use (Johnston, 1998); Origin-Morbidity= the
infections (Salmonella, leading to morbidity) are associated to the geographical origin of animals
(Fossler et al., 2005b); Origin-MDR in E.coli= the antimicrobial resistance of E. coli is associated
to the geographical origin of the farm (Berge et al., 2010; Duse et al., 2015a); Origin-Regroup=
The grouping point could be contaminated by resistant £. coli according to the origin of animals;
Regroup-Morbidity= auction markets are infections vectors for animals (Wray et al., 1991; Connor
et al., 2017); Regroup-MDR in E. coli= the markets are vectors of bacteria which could carry
resistance genes (Robinson and Christley, 2007);Housing-Morbidity= the infection (Salmonella)
was higher in free-stall than tie-stall (Fossler et al., 2005a); Housing-MDR in E. coli: the resistance
of E. coli to ciprofloxacin and nalidixic acid was higher in collective housing than individual
housing (Pereira et al., 2014); Herd size-Morbidity= infection (Sa/monella ) was higher in large
farms than small farms (Fossler et al., 2005¢); Herd size-MDR in E. coli= the resistance of . coli
nalidixic acid and streptomycin was higher in large herds than small herds (Duse et al., 2015a) ;
Biosecurity/empty_period-Morbidity= the infection (Salmonella) was associated with the
deficiency in the biosecurity (Fossler et al., 2005a); Biosecurity/empty period-MDR in E. coli=
the resistance of E. coli to quinolones and tetracycline was higher in the farms with the lack of
hygiene and biosecurity (Bosman et al., 2014; Duse et al., 2015b) ; Water_source-Morbidity= the
infection (Salmonella) was higher in herds having access to surface water (Fossler et al., 2005a);
Water-source-MDR in E. coli=the private wells contaminated with multiresistant £.coli (Coleman
et al., 2013) could be source of resistant E. coli for calves; Prod syst-Morbidity= continuous flow
system could foster infections in herds; Prod syst-MDR in E.coli= multiple resistance in
Campylobacter coli was found higher in pig farms with continuous flow system than all in-all out

system (Schuppers et al., 2005).
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Table S 1. Pattern of AMR of E. coli in milk-fed veal calves from Quebec, Canada,

2016-2017

No. of AMs Pattern No. of isolates

in the with the pattern

pattern

1
STR 1
TET 3

2
AMP-AZT 1
SUL-TET 1

3
AMP-STR-TET 1
AZT-CHL-TET 1
AZT-STR-TET 1
CHL-SUL-TET 1
STR-SUL-TET 1
SUL-TET-TSX 1

4

AMP-STR-SUL-TET

AMP-SUL-TET-TSX

CHL-STR-SUL-TET

CHL-STR-SUL-TSX
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No. of AMs
in the

pattern

Pattern

No. of isolates

with the pattern

CHL-SUL-TET-TSX

AMP-CHL-STR-SUL-TET (ACSSuT)*

AMP-CHL-SUL-TET-TSX

AMP-STR-SUL-TET-TSX

CHL-STR-SUL-TET-TSX

AMP-AZT-STR-SUL-TET-TSX

AMP-CFX-CHL-STR-SUL-TET*

AMP-CFX-STR-SUL-TET-TSX

AMP-CHL-GEN-STR-SUL-TET*

AMP-CHL-STR-SUL-TET-TSX*

AMP-AZT-CHL-STR-SUL-TET-TSX*

AMP-AZT-GEN-NAL-STR-SUL-TSX

AMP-CHL-CIP-STR-SUL-TET-TSX*

CHL-CIP-NAL-STR-SUL-TET-TSX

AMC-AMP-CFT-CFX-CHL-STR-SUL-TET*

14
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No. of AMs Pattern No. of isolates

in the with the pattern
pattern
AMP-AZT-CHL-CIP-NAL-STR-SUL-TET* 1
AMP-AZT-CHL-GEN-STR-SUL-TET-TSX* 1
AMP-CHL-CIP-GEN-NAL-STR-SUL-TSX 1
9
AMC-AMP-CFT-CFX-CHL-STR-SUL-TET-TSX* 2
AMP-AZT-CFT-CIP-NAL-STR-SUL-TET-TSX 1
AMP-AZT-CFX-CHL-GEN-STR-SUL-TET-TSX* 1
AMP-AZT-CHL-CIP-NAL-STR-SUL-TET-TSX* 1
AMP-AZT-CHL-GEN-NAL-STR-SUL-TET-TSX* 1
10
AMC-AMP-AZT-CFT-CFX-CHL-STR-SUL-TET-TSX* 1
AMP-AZT-CHL-CIP-GEN-NAL-STR-SUL-TET-TSX* 1
11
AMP-AZT-CFT-CHL-CIP-GEN-NAL-STR-SUL-TET-TSX* 1

* ACSSuT alone or in combination
AMs= antimicrobials

AMC= amoxicillin-clavulanic acid; AMP= ampicillin; AZT= azithromycin; CFT=
cefoxitiny CFX= ceftriaxone; CHL= chloramphenicol; CIP= ciprofloxacin;
GEN=gentamicin; NAL= nalidixic acid; STR= streptomycin; SUL= sulfisoxazole;

TET=tetracycline; TSX= trimethoprim-sulfamethoxazole
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Table S 2. Pattern of AMR of Salmonella Dublin from caecal content in milk-fed veal

calves from Quebec, Canada, 2016-2017

No. of AMs Pattern No. of

in the isolates with
pattern the pattern
6 CHL-CIP-NAL-STR-SUL-TET 1

8 AMC-AMP-CFT-CFX-NAL-STR-SUL-TET 1

9 AMC-AMP-CFT-CFX-CHL-NAL-STR-SUL-TET* 5

*ACSSuT in combination
AMs= antimicrobials

AMC= amoxicillin-clavulanic acid; AMP= ampicillin; AZT= azithromycin, CFT= cefoxitin;
CFX= ceftriaxone; CHL= chloramphenicol; CIP= ciprofloxacin; NAL= nalidixic acid; STR=

streptomycin; SUL= sulfisoxazole; TET=tetracycline
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Table S 3. Pattern of AMR of Campylobacter spp in milk-fed veal calves of Quebec
Canada, 2016-2017

No. of AMs Pattern No. of isolates
in the with the
pattern pattern

1 TET 4

2 CIP-NAL 1

3 CIP-NAL-TET 6

7 AZT-CIP-CLI-ERY-NAL-TEL-TET 1

AMs= antimicrobial

AZT= azithromycin; CIP= ciprofloxacin; CLI= clindamycin; ERY=erythromycin; NAL=
nalidixic acid; TEL=telithromycin; TET= tetracycline.
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III. Discussion générale

L’hypothése de cette étude était que les ¢levages de veaux de lait constituent une source de S.
Dublin, Campylobacter spp et E. coli résistants aux antimicrobiens au Québec. A travers les
résultats obtenus, cette hypothése a été confirmée. En effet, des résistances aux antimicrobiens
individuels et des multirésistances ont été mises en évidence chez les trois bactéries isolées.
Chez S. Dublin, des profils de résistance contenant jusqu’a 9 antimicrobiens et des
multirésistances a au moins 7 classes d’antimicrobiens ont été notés. Chez E. coli, des profils
de résistance contenant jusqu’a 11 antimicrobiens et des multirésistances a au moins 7 classes
d’antimicrobiens ont aussi été relevés. Chez Campylobater spp, il a été noté des profils de
résistance contenant jusqu’a 7 antimicrobiens et des multirésistances a trois classes
d’antimicrobiens. Ces résultats sont conformes a ce qui a été observé en Ontario pour E. coli
isolé chez les veaux de lait, ou il a été¢ observé des profils de résistance contenant jusqu’a 13

antimicrobiens (151).

Chez le veau de lait, deux facteurs peuvent expliquer les niveaux de résistance élevée observée
dans cette étude : ’age et le mode de production. Ces deux facteurs sont liés a I’'usage des
antimicrobiens ce qui fait de 1'usage des antimicrobiens le facteur principal de développement

de résistance.

En ce qui concerne I’age, les veaux de lait sont regroupés tot entre un a sept jours d’age pour
étre élevés pendant environ 20 semaines. D’une part a cet age de regroupement, 1’état
physiologique et immunologique des veaux est sous-optimal ce qui les rend plus susceptibles
aux infections entrainant des mortalités. En effet, il a été noté dans la présente étude une
mortalité moyenne de 8% pouvant atteindre 30% dans certains lots. Cette forte mortalité a pour
conséquence un usage important d’antimicrobiens favorisant une pression de sélection des
souches bactériennes résistantes. Ainsi, il a été dénombré dans cette étude 21 différents
antimicrobiens en usage regroupés en 12 classes. Il n’était pas rare d’observer dans certains
¢levages I'usage de 16 antimicrobiens différents au cours du cycle de production d’un lot de
veaux de lait. Du point de vu des ADDs, le niveau d’usage des antimicrobiens administrés dans
I’aliment chez les veaux de lait du Québec reste élevé. Par exemple un animal regoit pendant
le cycle de production de 140 jours en moyenne 32 doses quotidiennes recommandées de
lincomycine, 27 doses quotidiennes recommandées de sulfonamides, 22 doses quotidiennes

recommandées de néomycine, 16 doses quotidiennes recommandées de tétracyclines, D’autre
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part, le jeune age des veaux est un facteur qui pourrait donner un avantage adaptatif supérieur
aux souches résistantes par rapport au souches sensibles comme rapporté dans une étude
réalisée chez les veaux nouveau-nés Holstein (173). Dans ladite étude, des souches d’E. coli
résistantes et sensibles a 'acide nalidixique ont été inoculées aux veaux et aux adultes par voie
orale. Chez le veau, l'excrétion fécale d’E. coli résistantes était significativement plus élevée
que I’excrétion des souches sensibles, alors qu'il n'y avait pas de différence entre 1’excrétion

fécale des souches résistantes et sensibles chez les animaux plus agés.

En ce qui concerne le mode de production des veaux de lait, il est de type intensif avec des
animaux de diverses provenances regroupées ensemble dans les ¢levages. Ce mode de
production est favorable a 1’éclosion et la propagation des infections nécessitant 1'usage
important des antimicrobiens pour éviter les pertes liées aux mortalités et aussi pour
sauvegarder les performances de croissance (3, 164). En production de veau de lait les
infections les plus rencontrées sont la salmonellose, la colibacillose, la maladie respiratoire des
bovins (Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida et Histophilus somni), la

rhinotrachéite infectieuse bovine, le virus syncytial et la diarrhée virale bovine (20).

Il est maintenant admis dans la communauté scientifique que 1’usage des antimicrobiens
sélectionne pour la résistance et que pour les bactéries qui sont naturellement sensibles le
niveau de résistance acquise observée dans une communauté bactérienne est en rapport avec le
niveau d’utilisation des antimicrobiens (111). En production bovine, les antimicrobiens sont
utilisés pour des buts de prévention, de traitement ou comme promoteurs de croissance (3). Si,
en Europe, I'utilisation des antimicrobiens comme promoteur de croissance a été banni, en
Amérique du Nord, particuliérement aux Etats-Unis et au Canada, cet usage était autorisé
jusqu’en 2017 (15). A partir de 2018, cet usage a été réglementé au Canada dans le cadre de
la politique canadienne d’usage responsable des antimicrobiens (174, 175). Dans la présente
¢tude qui couvrait la période 2016-2017, I’intention du traitement n’était pas indiquée dans les
cahiers d’¢levage pour les traitements collectifs. Il n’est donc pas possible de savoir si les

antimicrobiens avaient été utilisés comme promoteurs de croissance.

Des associations statistiques ont été trouvées entre 1’usage des antimicrobiens et la résistance.
Ainsi I'usage de la bacitracine était négativement associ¢ la probabilité de résistance a
I’ampicilline et la tétracycline chez E. coli. Le phénoméne de résistance étant complexe et

multifactoriel (111), les résistances observées dans les élevages de veaux de lait peuvent ne pas
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dépendre uniquement de I'usage des antimicrobiens chez les veaux. L’usage des
antimicrobiens dans les élevages laitiers d’origine peuvent expliquer certaines résistances a des
antimicrobiens tels que la tétracycline. La persistance environnementale peut aussi expliquer
la résistance a la ciprofloxacine. Dans le cas de la ciprofloxacine, il n’a pas ét¢ observé d’usage
des quinolones dans cette étude chez les veaux de lait. Une enquéte sur 1’usage des
antimicrobiens dans les élevages laitiers actuellement en cours au Québec indique aussi une
absence d’usage des quinolones (Héléne Lardé, 2018, Faculté de Médecine Vétérinaire,
Université de Montréal, communication personnelle). Cependant, I’'usage des quinolones avait
¢été rapporté dans les élevages laitiers au Canada dans les années 2006-2007 (176). La résistance
aux fluoroquinolones observée chez les veaux de lait pourrait étre due a une contamination par
des génes de résistance qui ont persisté dans les élevages laitiers par le mécanisme d’évolution
compensatrice qui se serait développé au moment ou les quinolones étaient encore en usage
dans les ¢levages laitiers. Dans ce cas une double mutation de la serine dans les génes de I’ADN
gyrase et de la topoisomérase IV serait a la base de ce mécanisme de persistance de résistance
aux fluoroquinolones (177). Le mécanisme de 1’évolution compensatrice suggere que les
souches devenues résistantes suite a une mutation subissent d’autres mutations pour compenser
leur colt énergétique adaptatif (qui se traduit par un désavantage en terme de rapidité de
multiplication par rapport aux souches sensibles en compétition) (119). Une fois les veaux
nouveau-nés contaminés dans I’environnement des élevages laitiers par les E. coli résistantes
avec un avantage adaptatif supérieur, ces E. coli résistantes persistent chez les veaux méme en

I’absence de la pression de sélection comme le souligne I’étude de Khachatryan et al. (173)

L’impact négatif de la résistance aux antimicrobiens chez les veaux de lait concerne aussi bien
la santé¢ animale et la santé publique. Sur le plan de la santé animale, le haut niveau de
multirésistance observée chez S. Dublin dans cette étude pourrait limiter les options de
traitement des infections a S. Dublin. Comme indicateur de pression de sélection, la
multirésistance trouvée chez E. coli pourrait aussi présager des résistances chez d’autres agents
bactériens du veau tel que Mannheimia haemolytica (impliqué dans la maladie respiratoire des
bovins) (3). L’échec thérapeutique résultant de ces résistances aura pour conséquences les
pertes économiques pour ’industrie du veau (mortalités et retard de croissance) et aussi un

impact négatif sur le bien-étre des animaux.

Sur le plan de la santé publique les résistances observées chez S. Dublin et Campylobacter sont

a considérer avec attention. Dans un contexte d’émergence de S. Dublin au Québec, avec une
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douzaine de cas humains de forme invasive enregistrés depuis 2011 (14), la présente étude
vient confirmer la présence des S. Dublin multirésistantes chez les veaux au Québec a I’instar
du récent rapport 2017 du programme québécois d’antibiorésistance qui a relevé que 100%
des isolats de S. Dublin récoltés par le programme étaient multirésistants a plus de 3 classes
d’antimicrobiens. Campylobacter spp multirésistant d’origine bovine est aussi une
préoccupation pour la santé¢ publique quand I’on sait que dans une étude d’attribution des
sources de campyloctériose humaine au Canada, I’origine bovine arrive derri¢re la volaille avec
14-19% (93). On estime qu’au Canada, le nombre de cas annuels de Campylobacter spp ajusté

pour la sous-déclaration est de 145 350 avec 429 hospitalisations et 5 décés (16, 17).

Les résistances aux antimicrobiens de catégorie I ont été observées chez les trois bactéries. Ces
antimicrobiens de catégorie I sont de trés haute importance pour la santé humaine suivant le
classement de Santé Canada (130). Tels que définis par Santé¢ Canada les antimicrobiens de
catégorie I sont des options préférées pour le traitement d’infections bactériennes graves chez
I’humain considérant I’absence ou la rareté des antimicrobiens de remplacement. Ainsi les
traitements avec la ceftriaxone ou la ciprofloxacine (137) pourraient s’avérer inefficaces en cas
d’infection humaine grave par S. Dublin résistante provenant des veaux de lait du Québec. De
méme le traitement de la campylobactériose invasive chez les adultes immunodéprimés a I’aide
la ciprofloxacine (137) pourrait étre inefficace en cas d’infection par les Campylobacters

résistants provenant des veaux de lait du Québec.

En dehors du fait que les humains peuvent contracter les infections graves de S. Dublin et
Campylobacters résistants, les E. coli multirésistantes observées dans cette étude peuvent servir
de réservoirs de genes de résistance pour les autres entérobactéries pathogénes. En effet les E.
coli ont la capacité de vite acquérir les génes de résistance qu’elles peuvent transmettre
horizontalement a d’autres bactéries chez les animaux et aussi chez les humains (107, 178).
Des études expérimentales ont rapporté le transfert des génes de résistance entre les souches
d’E. coli et aussi de E. coli vers Salmonella (178, 179). Dans les mémes études, il a été aussi
rapporté le transfert des génes de résistance de Salmonella vers E. coli. La contamination
humaine par les entérobactéries résistantes de veau de lait peut se faire par la consommation
de viande contaminée (151) ou par le biais de 1’eau et I’environnement contaminés par les
matieres fécales issues de 1’¢levage de ces veaux ou par contact direct entre 1’humain et les

veaux (3). Aprés contamination humaine et par le biais des transferts de résistance entre
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entérobactéries, les résistances aux antimicrobiens voire ceux de Type I observées chez les

veaux de lait dans cette étude pourrait se retrouver transférées chez les humains.

L’étude des facteurs de risque de multirésistance a montré que les lots de petite taille étaient
plus susceptibles de multirésistance que les lots de grande taille. L hypothése est que les petites
fermes sont moins suivies sur le plan de biosécurité que les grandes fermes, vu que les fermes
de petite taille avaient plus tendance a ne pas remplir les cahiers d’élevage. Cette hypothese
mériterait d’étre investiguée pour mieux cerner les différences de pratiques de régies entre les
petites fermes et les grandes fermes dans la perspective d’orienter des mesures a prendre pour

le contréle des résistances aux antimicrobiens chez les veaux de lait du Québec.

D’autres facteurs de risque qui ont montré une tendance significative comme la source d’eau
et les systemes de remplacement des animaux (rotation ou tout plein-tout vide) pourraient étre
mieux investigués avec plus de lots de veaux de lait. L’analyse de réseaux par les mouvements
des veaux est une perspective qui pourra étre envisagée afin d’éclaircir les liens de contact
entre les différentes sources telles que les fermes de naissance, les encans, les véhicules et les
fermes d’¢élevage afin de modéliser la dissémination des résistances aux antimicrobiens chez
les veaux de lait (180). Cette analyse permettra de connaitre I’importance des différents nceuds
de résistance (fermes, encans) et les liens qui les unissent (échanges entre les nceuds). Ces
¢tudes énumérées en perspectives devraient fournir des leviers pour le contrdle de la résistance
aux antimicrobiens chez les veaux de lait du Québec. En attendant et au regard du niveau élevé
des résistances observées dans cette étude, I’industrie du veau de lait devrait considérer les
mesures du Gouvernement du Canada visant a promouvoir l'usage responsable des
antimicrobiens importants sur le plan médical pour préserver leur efficacité afin de protéger la
santé humaine et animale (174). L’amélioration de la régie d’élevage des veaux de lait devrait
permettre de mieux maitriser les infections et ainsi diminuer I’'usage des antimicrobiens surtout
ceux utilisés en administration collective dans un but préventif. Dans cette optique, la pratique
de I’¢élevage tout plein-tout vide devrait étre privilégiée sur la pratique de rotation. Les lots de
petites tailles devraient faire 1’objet de renforcement de suivi sanitaire. La vaccination contre
les infections courantes (surtout virales) du veau de lait devrait permettre de limiter les

infections intercurrentes bactériennes nécessitant I’usage des antimicrobiens.

Comme tout travail scientifique, cette étude comprend des limites. La premiére limite porte sur

les données manquantes sur 1’usage des antimicrobiens. Les lots de petite taille étaient 5 fois
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plus susceptibles de ne pas remplir le questionnaire ou de le remplir avec des données
manquantes. Ceci a pour impact probable la baisse de la puissance statistique entre 1’'usage des
antimicrobiens et la résistance et aussi une sous représentativité (découlant d’un biais de
sélection) des lots de petites dans 1’analyse. La seconde limite de I’étude est que 1’observance
sur la biosécurité rapportée dans le questionnaire n’a pas été évaluée dans les fermes. Cette
limite porte sur la bonne classification (exposé ou non exposé) des facteurs de risque liés a la
biosécurité dans les lots résultant en un probable biais d’information. Si les lots de petites tailles
ont tendance a surévaluer leurs pratiques de biosécurité ce biais d’information serait différentiel
avec pour impact probable une sous-estimation de la force d’association entre les facteurs de
risque de biosécurité et la multirésistance chez E. coli. La troisiéme limite porte sur le fait qu’un
seul animal a été échantillonné par lot pour I’étude de la résistance chez E. coli. Un animal a
été échantillonné par lot pour répondre aux contraintes de capacité d’analyse du laboratoire.
Ceci pourrait entrainer une baisse de sensibilité dans la détection de la résistance a I’échelle du
lot (présence des lots faux négatifs) si I’animal échantillonné n’était pas résistant alors que
d’autres animaux dans le lot étaient résistants mais pas échantillonnés. Ce serait le cas si la
prévalence de résistance intra-troupeau était faible. Ceci pourrait concerner 1’amoxicilline-
acide clavulanique, la ceftriaxone et la céfoxitine qui ont montré une prévalence de résistance
inférieure a 10%. Cette baisse de sensibilité a 1’échelle du lot pourrait entrainer un biais de
classification non différentielle de 1’issue (résistance du lot) avec comme impact probable une
sous-estimation de la force d’association entre par exemple 1'usage du céftiofur et la résistance

de E. coli a la ceftriaxone.

La lutte contre la résistance aux antimicrobiens aussi bien dans les compartiment humain,
animal et environnemental est de nos jours un enjeu largement partagé sur le plan mondial et
au Canada (7, 15). Nous espérons que ce travail aurait contribuer a cet immense défi. Comme

le déclare certains auteurs (181) "I’efficacité d 'un antimicrobien est un bien public mondial".
Conclusion

Ce mémoire est une contribution aux nombreux travaux de recherche pour la lutte contre la
résistance aux antimicrobiens dans le monde en général et au Canada et Québec en particulier.
Cette étude est la premiére a investiguer les facteurs de risque associés a la résistance aux
antimicrobiens chez les veaux de lait au Canada. A I’issue de ce travail les conclusions

suivantes peuvent étre tirées :
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Le veau de lait est une source de Salmonella Dublin, Campylobacter spp et E. coli
multirésistants aux antimicrobiens au Québec ;

La résistance aux antimicrobiens de haute importance pour la santé humaine est observée
chez les trois bactéries cependant le méropénem (carbapénem) testé pour S. Dublin et E.
coli n’a pas montré de résistance ;

L ’utilisation de la bacitracine est un facteur protecteur de la résistance a I’ampicilline et la
tétracycline ;

La taille du lot (lot de petite taille) est un facteur de risque de multirésistance aux
antimicrobiens chez E. coli.

La source d’eau (eau de puits par rapport a 1’aqueduc municipal) et le systéme de
remplacement des animaux (tout plein-tout vide par rapport a la rotation) sont des facteurs
qui ont montré des tendances de risque de multirésistance chez E. coli et qui méritent des

¢tudes ultérieures avec davantage plus de lots de veaux de laits.
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Annexes : distributions des données des variables catégorisées
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