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Résumé :

Salmonella est une bactérie mésophile qui possede des caractéristiques commune a toutes

les Enterobactériaceae. L’émergence des salmonelles dans I’industrie avicole constitue la source

de pandémie de salmonelles non typhoidique observée chez ’homme.

Ce travail contribue dans un premier volet a déterminer la prévalence des salmonelloses aviaires
dans cing wilayas de la région centre de I’ Algérie sur une période allant de 1996 a 2006 ainsi que son
évolution durant cette période dans la filiere avicole par rapport a différents types de production.

Dans un deuxiéme volet , 100 souches de salmonelles aviaires isolées dans la méme région ont été
caractérisé¢, d’une maniére phénotypique en déterminant d’abord les sérotypes et les profils
de résistance aux ATB puis génétique en procédant a 1’analyse plasmidique et leurs profils
en utilisant I’¢électrophorése sur gel d’agarose .

Malgré 1’hétérogénéité des prélévements, les résultats phénotypique et génotypique s’orientent
en faveur d’une dissémination clonale chez I’espéce Gallus gallus a I’échelle de la zone d’étude ;
fléau qui n’est pas réservé uniquement a cette espéce mais pouvant générer des bactéries résistantes
ou des geénes de résistances transférés a ’homme.

Mots clés : Salmonella ; volaille ; centre de I’Algérie ; prévalence ; sérotypes ; résistance aux ATB,
profils plasmidiques.

Abstract:

Salmonella is a mesophilic  bacterium  which  possesses characteristics common
to all Enterobacteriaceae. The emergence of Salmonella in the poultry industry is the
source  of a pandemic of non-typhoidal salmonella  observed in  humans.
This work contributes in a first phase to determine the prevalence of avian salmonellosis in five
wilayas of the central region of Algeria over the period 1996 to 2006 and its evolution
during this period in the poultry sector in relation to different types of production.
In a second phase, 100 avian strains of Salmonella isolated in the same region have been
characterized, in phenotypic by first determining the serotypes and resistance patterns to ATB and by
carrying out genetic analysis and plasmid profiles using agarose gel electrophoresis.
Despite the heterogeneity of samples, the results phenotypic and genotypic moving towards a clonal
spread in the species Gallus gallus throughout the study area; scourge that is not reserved only for this
species but may generate resistant bacteria or resistance genes transferred to humans.

Keywords: Salmonella; poultry, center of Algeria; prevalence, serotypes, resistance to ATB, plasmid
profiles.
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Introduction

A travers le monde et en I’espace de trente ans, la production et la consommation
de volailles se sont considérablement transformées.

Les volailles ont quitté la basse cour pour une production rationnée, industrialisée
(DELPECH, 1992).

En Algérie, a partir des annees 80, le développement des filieres avicoles a permis
d’améliorer la consommation des populations urbaines en protéines animales & moindre prix.
(FERRAH, 2004).

Trés vite s’est installée 1’association entre les salmonelles, le poulet et I’ceuf qui
apparaissent comme la denrée alimentaire d’origine animale la plus incriminée dans les toxi-
infections alimentaires collectives. (CARDINALE et al, 2000).

En effet; le genre Salmonella est d’une importance considérable pour le monde
vétérinaire et agroalimentaire, tant par la maladie provoquée chez I’animal, que par
I’association trés étroite avec les toxi-infections alimentaires chez I’homme (BOUVET,
2002).

La volaille représente 1I’un des principaux réservoirs de salmonelles chez laquelle
le portage et la pathologie est trés fréquente, difficile a maitriser en raison de la complexité ;
la diversité des modes de contamination, de dissémination et de I’importante excrétion fécale,
surtout par les porteurs sains. (COLIN, 2002),

Les antibiotiques ont été pendant longtemps le seul recours pour le traitement
et le controle des maladies infectieuses diverses, cependant, leur surconsommation a affaibli
leur efficacité contribuant ainsi a ’émergence des résistances chez de nombreuses especes
bactériennes zoo-pathogénes telles que les salmonelles. En effet, malgré la diminution de
I’incidence des salmonelloses a travers le monde, des souches multirésistantes aux
antibiotiques apparaissent chez ’homme et deviennent de plus en plus préoccupantes
touchant aussi bien les pays développés que sous développés ce qui a attiré I’attention sur
I’'usage de ces médicaments essentiels.

Face a cette situation alarmante; 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) sonne
I’alerte et recommande d’exercer la surveillance de ce phénoméene afin d’identifier
I’émergence de nouvelles résistances et d’appliquer des stratégies d’intervention
et d’atténuation de ce phénomene aussi bien chez I’homme qu’en santé animale

(BRISABOIS., 2001).
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C’est dans ce contexte, en plus de 1’absence de données en matiere de salmonelles
en medecine vétérinaire en Algérie que nous nous sommes orientés vers ce sujet que nous
avons divisé en deux parties.

Dans une premiere partie bibliographique, nous présentons successivement trois
chapitres traitant, les généralités sur les salmonelles, les antibiotiques et le phénomene
de I’antibiorésistance.

La deuxiéme partie est une étude expérimentale divisée en deux chapitres traitant
d’abord la prévalence des salmonelloses isolées a partir de différents prélévements d’origine
aviaire durant la période allant de 1996 a 2006 dans cing wilayas du centre du pays puis
I’identification, le sérotypage et I’étude de la sensibilité aux antibiotiques de cent souches de

salmonelles isolées dans quelques wilayas du centre du pays .

L’objectif vis¢ a travers cette étude étant :
- Une évaluation épidémiologique de cette pathologie a travers cing wilayas du centre
du pays pendant onze ans de 1996 a 2006.
- L’étude de certains caracteres li€s a cette pathologie relatifs :
= Aux différents sérotypes circulants au niveau de la zone d’étude
= A laprédominance de certains sérotypes par type de production

= Etal’étude de I’antibiorésistance puis du support génétique de cette résistance
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Historique

En 1880, EBERTH observe des salmonelles dans des coupes de rate et de ganglions
lymphatiques d’un malade mort de fi¢vre typhoide. Quatre ans plus tard GAFFKY en réussit
la culture.

Chez I’animal, et a partir du porc une bactérie appelée « Salmonella Cholerasuis » a été
isolée en 1886 par THEOBALD en collaboration avec SALMON (LE MINOR et al, 1982).

En 1889, RETTGER observe chez les poussins agés de deux a trois semaines, une infection
due a un germe responsable d’une diarrhée blanche et en 1907, HARVEY confirme
le caractére pathogéne de celui-ci (LE MINOR et VERON, 1989), qui fut caractérisé en
1930 et dénommé Salmonella Pullorum. Vingt ans plus tard 1’agent de la typhose aviaire est
différencié et prend le nom de S. Gallinarum (ANONY ME 1,2004).

En 1926, WHITE a établi une classification des salmonelles qu’a poursuivie
KAUFFMANN et I'a développé en 1972 puis en 1978. (BAIOD, 1997)

A partir de 1928, I’arrivée des antibiotiques en médecine humaine puis en élevage a
considérablement amélioré 1’état sanitaire des populations et des animaux, mais leur facilité
d’utilisation a eu pour conséquence la sélection de bactéries résistantes et multirésistantes ;
risque sur lequel Fleming a insisté dans un communiqué & New York en 1945
(COURVALIN, 1997).

Dés la fin des années soixante, les dangers potentiels pour la santé associés a
I’augmentation de la résistance sont mis en évidence ; 60% des toxi-infections a travers
le monde sont dues a Salmonella avec une multi résistance qui se développe et touche de plus
en plus de sérotypes (DEVIE et al, 2006).

- Typhimurium : a partir de 1980 (BOUCHARDON et al ; 2006) ;
- Heidelberg : a partir de 1999 (ANONYME 2 ; 2004) ;
- Newport : depuis 2000 (DOUBLET, 2004)

23



Partie ]
Etude bibliographique



Chapitre | : Généralités sur les salmonelles

I- Etude des salmonelles :

1- Classification et nomenclature

Salmonella est un genre appartenant a la famille des Enterobacteriaceae. Sa classification
est complexe ; elle a fait I’objet de controverses, de confusions et est en évolution continue.
En 1976, KAUFFMANN le divise en quatre sous-genres représentés par le tableau I.
(BRISABOIS, 2001)

Tableau I : Caracteres biochimiques distinctifs des quatre sous-genres de Salmonella

selon la classification de KAUFFMANN (GLEDEL, 1996).

nre Sous-genre | | Sous-genre Il | Sous-genre 11l | Sous-genre 1V
Salmonella | Salmonella Salmonella Salmonella

Caractére kauffmanni | salamae arizonae houtenae
Duciltol + + + -

Lactose - - -/ -

ONPG - - + -

Salicine - - - +

Gélatine - + + +
Malonate - + + -
D-tartrate + -/ -/ -/

KCN - - - +

Le sous-genre | regroupait la majorité des souches. (GLEDEL, 1996).

Dans cette classification,
(GRIMONT et al, 1994).

En 1982, Le MINOR et al, ont proposé d’importantes modifications sur la base d’étude

les sérotypes sont considérés comme des especes

des techniques d’hybridation génétique et de taxonomie numérique, permettant de démontrer
que le genre Salmonella est constitué d’une seule espéce qui porte le nom de Salmonella
Cholerasuis, elle méme divisée en 07 sous-especes (ANGULO et al, 2000).

= Sous-espéce | : Salmonella enterica sub-espéce enterica.

= Sous-espéce Il : Salmonella enterica sub-espece salamae.
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= Sous-espéce llla : Salmonella enterica sub-espece arizonae.

= Sous-espéce Illb : Salmonella enterica sub-espéce diarizonae.

= Sous-espéce IV: Salmonella enterica sub-espece. houtenae.

= Sous-espéce V : Salmonella enterica sub-espece bongori devenue espece
= Sous-espéce VI : Salmonella enterica sub-espece indica.

Le nom spécifique Salmonella Cholerasuis est aussi un nom d’un sérotype et afin de
résoudre la difficulté liée a la terminologie de Cholerasuis, LE MINOR et al, (1989), ont
proposé de retenir le nom de Salmonella enterica au lieu de Salmonella Cholerasuis
(EUZEBY, 2005).

La plupart des salmonelles isolées des animaux a sang chaud (pour lesquels elles sont
fréqguemment pathogénes) appartiennent a la sous-espéce enterica, par contre celles isolées
chez les animaux a sang froid (tortues, serpents, lézards) appartiennent a la sous-espece
salamae (Il), arizonae et diarizonae (llla et Illb) et semblent non seulement démunies
de pouvoir pathogene mais encore faire partie de leur flore intestinale normale. (HASLAY et
LECLERC ,1993 ; TOMA et al, 2004)

COLIN, (2002) mentionne également la présence des Salmonella chez les animaux
aquatiques (poissons, mollusques).

Les études génétiques évaluant la parenté génomique entre les souches ont montré par
la suite 1’existence de deux espéces dans le genre Salmonella, Salmonella enterica, espece
fréquente et Salmonella bongori, espéce rare (KORSAK et al, 2004).

SHELOBOLINA en 2004, signale la présence d’une 3°™ espéce, Salmonella
subterranae, qui aurait été isolée d’un sédiment acide et contaminé par les nitrates
et 'uranium. L’analyse de son ADNr 16S montre qu’elle présente 96,4 % d’homologie avec
Salmonella bongori et 96,3 % d’homologie avec Enterobacter Cloacae. (EUZEBY ,2005).

Les espéces de Salmonella sont ensuite classées en sérotypes différentiables par la
nature de leurs antigenes et dont le nombre dépasse 2800 (BONNEFOQY et al, 2002).

Ces sérotypes peuvent étre par la suite subdivisés, en lysotypes (sensibilité aux phages),
en antibiotypes (sensibilité aux antibiotiques), en colicinotypes (sensibilité aux bactériocines)
(HASLAY et LECLERC ,1993)

Selon EUZEBY (2005), les noms des sérovars reflétent soit le pouvoir pathogene
(Typhi, Abortusequi, Abortusovis....), soit 1’espéce animale concernée (Gallinarum-
Pullorum), soit l'origine géographique de la premiere souche isolée (Panama, London, Paris,
Tel-El-Kebir...). Il peut s’agir parfois, du nom du microbiologiste 1’ayant découvert

(Virchow).
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A partir de 1966, tous les sérotypes des sous espéce II, III, IV, VI et de ’espéce
Bongori sont exclusivement désignés par leur formule antigénique. (LE MINOR et VERON
,1982 ; PHILIPPE et BOUVET ,2002).

Le profil de la majorité des salmonelles isolées chez ’homme et les animaux a sang
chaud, appartenant a la sous-espece | (Salmonella enterica sub-espece enterica).

Le tableau Il est représente les caractéres biochimiques du genre Salmonella.
Tableau 11 : Caractéres biochimiques du genre Salmonella (GLEDEL, 1996 ; PHILIPPE
et BOUVET, 2002 ; NF U 47-100)

Espece enterica
Sous —espece | Il |1a | 1b v |vi | bongori
Dulcitol + + |- - - d) +
ONPG - N + - d) +
Malonate - + |+ + - - -
Gélatinase - + |+ + + + -
Sorbitol + + |+ + + - +
Culture sur KCN - - |- - + - +
L (+) —tartrate (a) + - |- - - - -
Galacturonate - + |- + + + +
v ] + b) + |- + + + +
glutamyltransférase
B-glucorunidase d d) |- + - d) -
Mucate + + |+ - (70%) | - + +
Salicine - - - - + - -
Lactose - - | -(75%) | +(75%) | - d) -
Lyse par le phage
+ + |- + - + d)
01
. o Animaux & sang ] . ]
Habitat de la majorité haud Animaux a sang froid et environnement
chau
des souches
a) = d-tartrate b)= Typhimurium : d Dublin : -
d)= Résultats différents suivant les sérovars de la sous espéce considérée.
+ = 90% ou plus de résultats positifs - =90% ou plus de résultats négatifs
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2- Caractéres culturaux :

Les salmonelles sont des bactéries aéro-anaérobies facultatives, la majorité des
sérotypes produisent du gaz lors de la fermentation du glucose et sont prototrophes.
Toutefois, certains souches sont auxotrophes et appartiennent essentiellement aux sérotypes
dont le pouvoir pathogéne est restreint a un hote particulier. Les formes des colonies sont
smooth (rondes, surface lisses, bords réguliers), rough (plates, aspect rugueux, bords
irréguliers), ou rarement muqueuses. (LE MINOR et VERON ,1982 ; BERCHE et al ,1988 ;
PHILIPPE et BOUVET ,2002; FOSS et MAGRAS, 2004).

3-Caracteres morphologiques :

Les bactéries du genre Salmonella sont des bacilles a Gram négatif, de 0,7 um a 1,5
pm de largeur sur 2,0 um a 5,0 um de longueur, mobiles grace a une ciliature péritriche,
a I’exception de certains mutants immobiles (Salmonella Pullorum Gallinarum), ne présentent
ni spores ni capsule (FASQUELLE, 1974 ; AVRIL et FAUCHER, 2002 ; FOSSE et
MAGRAS, 2004).

4- Caractéres biochimiques
Selon la Norme Frangaise NF U47-102/2008, les principaux caracteres biochimiques

permettant 1’identification du genre Salmonella sont résumés dans le tableau 111 :

Tableau 111 : Epreuves biochimiques déterminantes (AFNOR, 2008)

Réaction attendue

Milieu Réaction | Observation en présence de
Salmonella
) Réaction positive : Noircissement du
Production o
culot ou de la pente ou les deux. Positive
d’H2S a) T -
Réaction négative : Aucun noircissement
Gélose | Lysine Réaction positive : Culot devient pourpre o
) ) o o ) ] Positive
lysine - | Décarboxylase b) | Réaction négative : Culot vire au jaune
fer ) Réaction positive : Pente vire au rouge.
Lysine T o
o Réaction négative : Couleur de pente ne Négative
désaminase
change pas.
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o Réaction positive : Pente vire au jaune.
Utilisation ~ du| o o
Réaction négative : Couleur de pente ne Négative
Lactose c)
change pas.
Réaction positive : Culot jaune avec ou
Utilisation du | sans poches de gaz. Positive
) Glucose Réaction négative : Couleur du culot ne
Gélose
change pas.
) ) Réaction positive Noircissement du Positive
Kligler | Production —
culot ou de la pente ou les deux. (Possibilité
d’st 7 - s - - - s
Réaction négative : Aucun noircissement. | dégagement lent)
Réaction positive : Poches de gaz dans le
) milieu. -
Formationdegaz | =~ . o Positive
Réaction négative : Absence de poches de
gaz dans le milieu.
Réaction positive : Le milieu vire au rose
Présence Irouge. o
o . Négative
d’uréase Réaction négative : La couleur du milieu
ne change pas.
Milieu Réaction positive : L’addition du réactif
urée- de Kovacs entraine la formation d’un
indole | Production anneau rouge. o
. o o . ..| Negative
d’indole Reaction négative : L’addition du réactif
de Kovacs entraine la formation d’un
anneau jaune/brun.
a) Production d’H2S: Certaines souches de Salmonella peuvent avoir une réaction
négative.
b) Lysine Décarboxylase : Certaines souches de Salmonella peuvent avoir une réaction
négative.
c) Utilisation du lactose : Certaines souches de Salmonella peuvent 1’utiliser.
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5- Caracteres antigéniques
Comme les autres Entérobactéries ; Salmonella posséde de nombreux antigenes
cependant, seuls trois d’entre eux présentent un intérét pour le diagnostic. (LE MINOR et
VERON ,1982 ; SILUE ,2007). Il s’agit des :
5-1 : Antigenes de la paroi ou antigenes somatiques ou Ag O
Constitutifs de la paroi, de nature lipopolysaccharidique, représentent 1’endotoxine
des salmonelles. Ces antigénes sont thermostables, résistent a 1’alcool et au formol.
(PILET et al, 1987 ; PRESCOTT et al, 2003 et GUERAUD et ROSEC ,2004)
5-2 : Antigenes flagellaires ou Ag H
Ils ne se rencontrent que chez les formes mobiles ; de nature protéique; sont
thermolabiles, détruis par 1’alcool a 50% et résistent au formol. Ces antigénes peuvent se
présenter sous deux formes différentes désignées par les termes « phase 1» et « phase 2 ».
La plupart de sérovars expriment alternativement les deux phases et sont dits diphasiques.
Une inversion de phase est nécessaire pour révéler la forme qui n’est pas représentée.
L’agglutination H est rapide, floconneuse, facilement dissociable. (VILLATE, 2001 ;
BONNEFOY et al, 2002 et BRISABOIS, 2004).
5-3-Antigéne d’enveloppe, antigénes capsulaires ou antigenes de virulence (Ag Vi)
Ce sont des polysaccharides capsulaires (MONTEIL et al, 2000). Fréquents, selon
SILUE (2007) chez S.Typhi ; rares chez S.Paratyphi C et exceptionnels chez S.Dublin .Selon
GUERAUD et ROSEC (2004), I’abondance de ces antigénes masque 1’Ag O et rend les
souches O inagglutinnables. Le chauffage a 100°C de la suspension bactérienne pendant une
dizaine de minutes ou a 60°C pendant une heure suffit en général a solubiliser 1’antigéne Vi et
en conséquence a démasquer ’antigéne O qui devient alors agglutinable (LE MINOR et
VERON ,1989).
Les pili ou fimbrae sont des appendices externes qui peuvent étre de plusieurs types :
- Les pili de type 1 ou pili communs permettant aux salmonelles de se fixer ;
- les pili sexuels qui interviennent dans les phénomeénes de conjugaison, sont codés par
des plasmides (BOURGEOIS et al . ,1996).
L’antigéne Vi est thermolabile et résiste a 1’alcool et au formol. (MONTEIL et al, 2000).

6- Physiologie des salmonelles
6-1- Température (T°)
Salmonella est une bactérie mésophile, elle se developpe bien a des T° comprises entre
5,2°C et 47°C, avec un optimum de croissance allant de 35°C a 43°C, les T° <10°C
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ralentissent sa croissance ; toutefois la congélation ou la surgélation a peu d’effets et ne
garantit pas la destruction d’un nombre suffisant de ces bactéries dans un aliment.

Les salmonelles sont peu résistantes a des T° >70. (FOSSE et MAGRAS ,2004 ;
KORSAK et al ,2004 ; SILUE ,2007).

6-2-Potentiel d’hydrogéne (pH)

Salmonella se développe a pH de 3,8 a 9,4 avec un optimum allant de 6,5 a 7,5.
Les pH <3,8 ou >9,4 ont un effet bactéricide vis-a-vis de cette bactérie. (GLEDEL, 1990 ;
GUERAUD, 2003 ; FOSSE et MARGAS, 2004).

6-3-Activité de ’eau (a )
Salmonella se développe a une a w> 0,93 ; elle peut survivre en milieu hydrique et résiste a
la dessiccation. (AIT ABDEL OU AHAB, 2001 ; TERRIER et MARTINEZ ,2006).

6-4- Autres facteurs

Les salmonelles sont relativement sensibles au sel, cependant ALOUF et al en 1998

signalent qu’elles peuvent survivre dans les saumures. En 2005, BOUVET, confirme que

I’ionisation des denrées alimentaires peut €également influer sur leur survie.

7- Réservoir et habitat des Salmonelles
7-1- Réservoir
Le réservoir des Salmonelles s’étend a tout le régne animal (oiseaux, reptiles,
poissons, mollusques, crustacés et insectes...), en particulier les animaux vertébrés dont la
volaille, qui héberge ces bactéries au niveau de son intestin et joue un réle capital dans sa
propagation et sa dissémination. (COLIN, 2002). Son cycle de propagation est représenté par
la figure 1.
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EFFUANTS D’EGOUTS ;
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VEGETALES > POUR ?Emﬁgés
IMPORTEES ANIMAUX

Figure 1 : Cycle de diffusion des salmonelles dans I’environnement

(BORNERT, 2000).

Les salmonelles peuvent aussi survivre pendant plusieurs semaines a quelques années
dans I’environnement, en particulier dans les eaux résiduaires chargées de maticres

organiques, sol et poussiéres (BODIN et al, 2000). Cette capacité de résistance dans le milieu

extérieur est représentée par le tableau IV.
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Tableau 1V : Résistance des Salmonelles dans le milieu extérieur
(DIN NAM LAM et al, 2000; KORSAK et al, 2004).

Milieu Durée de survie

> Eau des étangs de riviéres > 4 a9 mois

» Eaux douces a 20 °C > 3 semaines

> Sur les tiges et les feuilles des végétaux ensilés » Plus d’un an

> Fientes » Jusqu’a 28 mois

> Litiéres > 6 & 8 mois

» Duvets » Jusqu’a 5 ans

» Sur les coquilles d’ceufs > 3 a4 semaines

» En surface des matériaux de construction, des batiments | > Quelques jours a 9 mois
agricoles (bois, béton, acier, fer, brique)

Les salmonelles peuvent étre également présentes dans différentes  denrées
alimentaires : ceufs, ovo produits, viandes, lait et aussi sur certains végétaux (salade, choux,
melon, noix de coco ...) (POULAIN, 2003).

7-2 -Habitat
Les salmonelles sont des parasites intestinaux des animaux a sang chaud. Le tractus
gastro-intestinal des mammiferes (domestiques) et des oiseaux (volailles) constitue
le réservoir principal de celles -ci. (BORNERT ,2000 ; MONTEIL et al ,2000).
Elles sont divisées en trois groupes, classées en fonction de leur adaptation a un hote
spécifiqgue (BOUVET, 2002).
7-2-1: Le premier groupe
Ce groupe comprend les salmonelles strictement adaptées a 1’homme : S. Typhi, S.
Paratyphi A, et S. Sendai. Elles sont responsables de fiévres typhoidiques et paratyphoidiques
avec diffusion septicémique.
Les sérotypes de ce groupe ne sont pas pathogeénes pour d’autres especes et leur
transmission se fait uniquement de I’homme a I’homme (AIT ABDELOUAHAB. 2001).
7-2-2 : Le deuxiéme groupe
Ce groupe comprend les sérotypes de salmonelles spécifiqguement adaptés a des espéces
particuliéres de vertébrés comme : Salmonella Pullorum Gallinarum (volaille).
Certains sérotypes de ce groupe comme Salmonella Dublin et Salmonella Cholerasuis
sont pathogénes pour I’homme. (BORNERT, 2000).
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7-2-3 : Le troisieme groupe
Ce groupe comprend la majorité des autres sérotypes ubiquistes, qui infectent aussi bien
I’homme que I’animal, ils sont isolés de certains animaux d’¢élevage : S. Agona, S. Paratyphi
B, S. Bredney, S. Enteritidis, S. Heidelberg, S. Newport et S. Virchow, ....et sont responsables
de syndrome diarrhéique et de toxi-infections alimentaires (ALOUF et al, 1998).

8- Mode de transmission des salmonelles
8-1: Chez la volaille
Les exploitations de volailles peuvent s’infecter par deux voies : la voie verticale
et la voie horizontale.
8-1-1- La voie verticale ou transmission trans-ovarienne
La transmission ovarienne est la contamination de 1’ceuf lors du passage de la bactérie
des parentales aux poussins. Elle est tres rare et s’effectue principalement par 1’appareil
génital contaminé ou infecté par voie ascendante, en effet, les salmonelles présentes au niveau
du cloaque, atteignent I’oviducte et favorisent ainsi la contamination de 1’albumen. (BODIN
et al, 2000 ; BERTRAND et al, 2005). L’ceuf peut aussi se contaminer en surface par
les matieres fécales ou par des vecteurs ambiants (COLIN M, 2002 ; IMMERSEEL et al,
2005).
8-1-2 : La voie horizontale
La transmission horizontale se fait par contact direct entre les animaux atteints ou
de maniére indirecte par I’intervention de plusieurs facteurs qui sont :
= L’ecau et les aliments contaminés qui représentent une source importante
de contamination par les salmonelles (TOMA et al, 2004).
= Les insectes et les rongeurs qui constituent un réservoir essentiel de salmonelles. Ils
sont généralement a 1’origine de la persistance des bactéries dans les batiments et
les aliments (GARBER et al, 2003).
= Les personnes atteintes et également les matériaux infectés qui sont introduits dans
les batiments d’élevage de volaille (BERTRAND et al, 2005).
8-2 : Chez ’homme
Selon LEYRAL et VIERLING (2001), différents facteurs favorisent la transmission
des salmonelles a ’homme :
» La Consommation d’aliments contaminés d’origine animale (Volaille, ceufs,
mayonnaise....) et rarement par les aliments d’origine végétale. POULAIN, (2003) ;

FOSSE et MARGAS (2004) rappellent que la contamination des carcasses peut
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survenir au cours des opérations d’abattage et de transformation des animaux avec un
taux estime a 30%.

La Cuisson insuffisante des aliments infectés par les salmonelles ; certaines habitudes
alimentaires, telles que la consommation de poulet rosé ou d’ceufs crus ou
insuffisamment cuits, permettent leur persistance (BORNERT, 2000 ; ANONYME 2,
2004).

Le non respect de la date limite de consommation et de la chaine du froid; en effet,
les mauvaises conditions de conservation (T° inadéquate, fluctuations de T°)
permettent la multiplication des salmonelles (BOUVET, 2002).

La Mauvaise hygiene dans les cuisines (familiales ou collectives) ; mains sales,
instruments et plan de travail contaminés ;

La Transmission interhumaine d’origine fécale.

Le Contact avec des animaux domestiques atteints.

9- Virulence et pathogénie des salmonelles

9-1- Virulence

Les salmonelles sont des parasites intracellulaires facultatifs capables de pénétrer,

survivre et souvent se multiplier dans divers types de cellules eucaryotes dont les cellules

épithéliales et phagocytaires et causer ainsi selon le sérotype et 1’hote, des maladies allant de

la gastro —entérite a 1’infection systémique (BAIOD, 1997).Elles produisent des facteurs de

virulence complexes pour parcourir I’organisme et causer la maladie.

9-1-1- Les principaux facteurs contribuant a la virulence des salmonelles sont
9-1-1-1- Les toxines

Les salmonelles produisent au moins trois types de toxines (BAIOD, 1997) :

» L’endotoxine : est constituée du lipide A, composant des LPS, joue un réle dans

les diarrhées des formes gastro-entériques (FLANDROIS, 1997 et GARRE et
PENNEC, 2003)

» La Cytotoxine : se traduit in vitro par une inhibition de la synthese des protéines

et la mort cellulaire.

» L’entérotoxine : 55% des souches de salmonelles produisent une entérotoxine

thermolabile similaire sur le plan antigénique et immunologique a la toxine
cholérique (GANDOULY et al, 1999), les autres salmonelles par contre produisent
une entérotoxine thermostable (BAIOD, 1997).
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9-1-1-2- L’adhésion
L’attachement préliminaire des salmonelles aux muqueuses digestives (caecum chez
la volaille) est indispensable, évite son expulsion par les mouvements peristaltiques
de I’intestin (LECLERC et al, 1994) ; realisé grace aux fimbriae (adhésines), qui jouent un
role essentiel dans la pathologie et la spécificité de certains sérotypes. (KORSAK, 2004 ;
NAUCIEL et VILDE, 2005).
9-1-1-3- Les flagelles
Les flagelles ont une structure rigide, de longueur de 5um a 10um, assurent la mobilité
de la bactérie (absents chez les salmonelles immobiles) et stimulent les interactions hote-
bactérie par I’augmentation de la surface de contact et la résistance aux forces de répulsion
de I’intestin (LECLERC et al, 1995).
9-1-1-4- L’invasion
Les salmonelles pénetrent, puis transitent par les entérocytes, envahissant plus
profondément les tissus a travers et entre les cellules épithéliales sans destruction
de la muqueuse, puis proliférent dans la lamina propria et les ganglions mésentériques.
(COSSART et TRAN VAN NHIEU, 2001; KORSAK, 2004; IMMERSEEL, et al, 2005).
9-1-1-5- Survie et capacité de multiplication intracellulaire

L’une des propriétés importantes des salmonelles est leur capacité de survivre et de se

multiplier dans les cellules de I’h6te méme dans les macrophages grace a :

» La résistance aux formes réactives de 1’oxygéne par la production de complexes
enzymatique qui inhibent la réduction d’oxygéne en superoxyde (antibactérien).

» La présence de certaines protéines au niveau de la membrane externe qui lui conférent
une résistance aux défensines sécrétées par les cellules intestinales pour perméabiliser
la membrane bactérienne. (LECLERC et al, 1995 ; BOSSIE et al, 1997 ; GARRE et
PENNEC, 2003 ; NAUCIEL et VILDE, 2005).

9-1-1-6- Le systeme de captation du Fer

Les salmonelles synthétisent des entérochélines ou entérobactines qui sont
des sidérophores de la famille des phénolates, elles sont sécrétées dans des conditions
limitantes en fer. (LECLERC et al, 1994).

9-1-1-7- La survie dans le sérum

L’effet bactéricide du sérum joue un r6le déterminant dans la défense contre

I’infection bactérienne ; ce phénomene est lié principalement & 1’activation du complément
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qui conduit a la lyse bactérienne. La chaine polysaccharidique portant 1’antigéne O et la
chaine lipopolysaccharidique portant 1’antigéne Vi y sont impliquées en tant que barriére
physique au complexe d’attaque formé par le complément (BAIOD, 1997;
FLANDROIS ,1997 et SANSONETTI, 2002).

9-1-1-8- Les plasmides de virulence

Divers sérovars de Salmonella hébergent des plasmides de virulence qui sont importants
pour la phase systémique de 1’infection (MARCUS et al, 2000).

Les plasmides de virulence ne sont requis ni pour 1’adhésion et 1’invasion, ni pour
la multiplication intracellulaire et la colonisation des plaques de Peyer (GULIG et DOYLE,
1993) ;cependant apparaissent nécessaires aux salmonelles pour leur dissémination au dela
de I’intestin ,une relation au niveau de 1’homologie ADN-ADN de la carte de restriction a été
mise en évidence entre les grands plasmides de Salmonella Typhimurium ; S Enteritidis ; S
Dublin ; S Paratyphi C ; S Newport et S Abortus ovis . (BAIOD, 1997)

Il faut noter aussi que la résistance au sérum et la production des sidérophores sont
indépendants des plasmides de virulence chez les salmonelles (MARCUS et al, 2000).

Tous ces facteurs de virulence sont représentés par la figure 3.
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Figure 2 : Facteurs de virulence potentiels des salmonelles
(MILLEMANN et al, 2005)
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9-2- Pathogénie des salmonelles

Les salmonelles sont des bactéries entéro-invasives, ayant la capacité de franchir
la barriere intestinale. Leur réplication et dissémination dans 1’organisme se fait lorsque
I’inoculum dépasse les capacités de défense du tube digestif. La dose minimum infectante
est généralement de Iordre de 10° & 10° bactéries/ml, quelquefois méme plus faible et
inférieure a 10 bactéries (FLANDROIS, 1997 ; FOSSE et MAGRAS, 2004 ; NAUCIEL et
VILDE, 2005).

Le processus infectieux comporte deux phases: la phase intestinale et la phrase
systémique (NAUCIEL et VILDE, 2005).

9-2-1- La phase intestinale

Les salmonelles ayant survécu a I’acidité de 1’estomac passent dans I’intestin.  Les
caeca constituent le site le plus important pour la colonisation intestinale chez la volaille
(SANSONETTI, 2002 ; GARRE et PENNEC, 2003). Les bactéries s’y attachent et injectent
une série de protéines bactériennes dans la cellule de 1’hdte en réorganisant son squelette
et induisant la formation de projections de son protoplasme qui I’entourent en quelques
minutes, et se transforment rapidement en feuillets membranaires, pour conduire a son
internalisation dans une vacuole de phagocytose (MENARD et SANSONETTI, 1996 ;
BERTRAND, 2005).

Une fois a I’intérieur des cellules hétes, les salmonelles sont capables de réprimer leur
processus normal d’apoptose, afin de se multiplier tranquillement a I’abri de leur systeme
immunitaire.

Les cellules hotes vont étre tuées, et provoquent 1I’expression d’une gamme importante
de molécules pro-inflammatoires, comme les cytokines et la chémokines, qui attirent
les macrophages entrainant la destruction des salmonelles et la libération de 1’entérotoxine
a I’origine de diarrhées (MALO et SALEZ, 2004).

9-2-2- La phase systémique

Les salmonelles phagocytées par les macrophages, demeurent a I’intérieur d’une
vacuole VCS ou elles développent une stratégie de survie afin de se multiplier. Cette
multiplication a lieu sous le controle du systetme de sécrétion type III, codé par 1’ilot
de pathogénicité 2, qui présente la structure d’une aiguille par laquelle des protéines de
la bactérie sont injectées a travers la membrane de la vacuole (HENSEL et al, 2000 ;
BOUCROT et al, 2005 ; MARTINEZ et TERRIER, 2006).

Ces protéines bactériennes ont un role dans 1’inhibition de la fusion entre la VCS

et le lysosome du macrophage qui contient des substances toxiques pour la bactérie
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et interviennent aussi dans I’inhibition de la production de NADPH-oxydase des phagocytes.
Cette enzyme est une arme tres efficace dans la lutte du macrophage contre les bactéries car
elle catalyse la réduction d’oxygeéne moléculaire en superoxyde, qui a un puissant effet
antibactérien (FANG et VAZQUEZ-TORRES ,2001 ; MALO et SALEZ, 2004).

Les salmonelles peuvent bloquer la migration des vésicules contenant la NADPH-
oxydase vers le VCS (COSSARD et TRANS VAN NHIEU, 2001).

Les macrophages contenant les salmonelles passent alors dans le sang et puis dans
les organes tels que le foie et la rate. Aprés leur mort par apoptose, les salmonelles seront
libérées dans tout 1’organisme en donnant ainsi une infection systémique (NAUCIEL et
VILDE, 2005). Le schéma simplifié de la pathogénie des salmonelles est représenté par

la figure 3.
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Figure3 : Histoire naturelle de I’infection par Salmonella
(JARVELAIN, 2003) In
Salmonella une bactérie zoonotique et ubiquiste.
(MILLEMANN et al, 2005)
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Il. Etude clinique
L’apparition des signes cliniques dépend de plusieurs facteurs parmi lesquels :
L’importance de I’inoculum, la virulence de la souche et de certains facteurs tenant
a ’hote (MARTINEZ et TERRIER, 2006).

1. Salmonelloses aviaires
Les salmonelloses aviaires sont des maladies infectieuses, contagieuses, virulentes
et inoculables .Elles sont dues a la multiplication dans I’organisme des oiseaux d’un germe
du genre Salmonella (BODIN et al, 2000).
La maladie peut évoluer sous deux formes :
1-1. Infection inapparente
Elle se traduit par un portage simple de la bactérie par des animaux apparemment sains
ou anciennement malades qui sont des excréteurs permanents ou épisodiques de salmonelles
pendant leur vie entiere, sans symptdmes ni lésions (VILATTE, 2001). lIs hébergent le germe
a titre saprophyte (BODIN et al, 2000).
1-2. Maladies cliniquement exprimée : Evolue différemment selon 1’age des sujets.
1-2-1. Chez les jeunes sujets : Les salmonelloses peuvent prendre 1’aspect de :
1-2-1-1. Maladie natale ou pré-natale : qui présente a partir du 6™ et surtout du 15°™
jour d’incubation des mortalités en coquille ou des troubles de 1’éclosion. (LECOANET,
1992)
1-2-1-2. Maladie post-natale
1-2-1-2-1. Forme Aigué : La pullorose (Diarrhée blanche) : Maladie transmise par
I’ceuf provoquée par Salmonella Pullorum (ARBELOT et al, 1997) se transmet pendant
I’incubation ou immédiatement aprés 1’éclosion, atteint les jeunes poussins moins de trois
semaines (SONAIYA et SWAN, 2004 ; GARNERE, 2005). Son évolution est biphasique

5% jours puis vers le 15°™ jour de vie.

avec deux pics de mortalité aux 4°™ -
(LECOANET ,1992)

Les poussins sont abattus, plumes ébouriffés, et yeux mi-clos , hésitent a se déplacer,
refusent de s’alimenter mais présentent une soif intense avec une diarrhée qui est d’abord
jaune verdatre puis grise ou blanche, crayeuse , glaireuse , parfois striée de sang ,trés collante
qui peut méme obstruer I’anus .La mort survient aprés quelques jours dans un état

de déshydratation. Le taux de mortalité varie de 20 a 80% (LESBOUYRIES ,1965 ; BODIN
et al, 2000).
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Les lésions de la pullorose sont caractérisées par :

- Chez I’embryon : Une nécrose du vitellus et une dégénérescence du foie.

- Chez le poussin : Foie hypertrophié, friable, avec couleur jaunatre et présence de foyers
rougedtres de congestion quelque fois parsemé de nodules de la taille d’épingles blonds ou
grisatres. La vésicule biliaire est dilatée.

L’intestin est le si¢ge d’une entérite catarrhale avec congestion parfois hémorragies

accusées au niveau du caecum representé par la figure 4.

Figure 4 : Entérite hémorragique due & Salmonella Pullorum (IVAN DINER ,2007)

Le sac vitellin est persistant. Une pneumonie nodulaire, caséeuse est tres souvent
constatée ; le ceeur est généralement déformé avec des 1ésions dégénératives ; et des nodules

grisatres sur le myocarde. Les reins présentent une couleur pale avec des dépots d’urates

représentés par la figure 5 (LESBOUYRIES ,1965 ; SONAIYA et SWAN, 2004)

Figure 5 : Dépots d’urates lors d’une pullorose (IVAN DINER, 2007)
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1-2-1-2-2. Forme chronique : elle présente souvent un aspect localisé ; se manifestant par
des arthrites tibio- métatarsiennes ; développement ralenti du plumage, perte d’appétit ;

torticolis ; cedéme sous cutané ; ou simple hétérogénéité du lot avec un taux de mortalité de 5

a 20%. (SONAIYA et SWAN, 2004).

1-2-2 — Chez les adultes : La maladie peut sévir sous deux formes:

1-2-2-1- Forme aigué : La typhose

C’est une maladie septicémique causée par Salmonella Gallinarum. Elle touche les sujets
agés de plus de trois semaines (ARBELOT, 1997 ; HAFFAR, 2001).

Elle se caractérise aprés une période d’incubation de cinq jours par des symptomes
graves se manifestant d’abord par un abattement, fiévre, cyanose intense des appendices
(crétes, barbillons) ; accompagnés apres par des symptomes digestifs, diarrhées jaune verdatre
striées de sang aboutissant a I’amaigrissement et la mort, ou compliqués par des symptomes
respiratoires et des symptomes nerveux.

» Les lésions sont caractérisées par des suffusions de sang dans tous les organes, le cceur
est si¢ge d’une péricardite exsudative ; seuls le foie et la rate sont hypertrophiés
et congestionnés. (SHIVAPRASAD ,2000 ; SONAIYA et SWAN ,2004). En effet, le foie
est parsemé de bandes rougeatres quelquefois avec une couleur bronzée caractéristique;

puis il devient friable et montre ainsi que la rate des foyers de nécrose.

Figure 6 : Hépatomégalie avec présence de foyers de nécrose (IVAN DINER, 2007)
L’intestin est siége d’une entérite aigué catarrhale avec mucus albumineux dans le

ceecum. Présence d’ilots de nécrose sur les reins et les poumons (la figure 7 montre les Iésions

au niveau de la rate et du poumon).
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Figure 7 : llots de nécrose sur le poumon et splénomégalie avec foyers de nécrose.
(IVAN DINER, 2007)

Les ovules sont caséeux irréguliers, verdatres ou teintés de sang. L’ovaire est souvent
rempli de kystes dégénérés, dont la rupture est a I’origine de péritonite tel que le montre

la figure 8. (LESBOUYRIES ,1965).

Figure 8 : Ovarite (Typhose de la poule ; IVAN DINER 2007)

1-2-2-2. Forme chronique
C’est la prolongation de la pullorose et la plus fréquente chez 1’adulte. Elle touche
les sujets de plus de trois semaines, exprime surtout une manifestation ovarienne avec un
retard de I’ovulation, une ovaro-salpingite donnant des ceufs contenant des débris nécrotiques
ou tachés de sang. Une sténose de 1’oviducte a 1’origine de la ponte abdominale
et de péritonites mortelles .Un renversement du cloaque suivi généralement de mort.
(LESBOUYRIES ,1965 ; LECOANET ,1992 ; HAFFAR, 2001).
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2. Les toxi-infections alimentaires & Salmonella

Les salmonelles non typhiques sont la premiere cause de toxi-infections alimentaires
en France et sont causées par des sérovars ubiquistes (S.Enteritidis, S.Virchow, S.Agona,
S.Typhimirium...) (AUBRY, 2004 ; MILLEMANN, 2005).

Apres une période d’incubation de 12 h a 24 h, le sujet atteint présente une gastro-
entérite accompagnée de fievre modérée, vomissements, crampes abdominales, frissons,
diarrhée et nausées. Les sujets ages ou immuno-déficients peuvent présenter
des bactériémies, des septicémies et des localisations extra digestives, en particulier
vasculaires (LEYRAL et VIERLING, 2001 ; KORSAK et CLINQUART, 2004).

La guérison est spontanée mais elle peut étre mortelle chez les nourrissons,

les personnes agés et les immunodéprimés (AUBRY, 2004).

I11- Diagnostic

1. Clinique : Repose sur les symptémes et les lésions dans les formes apparentes.

2. De laboratoire

2-1.Méthodes Sérologiques : Les épreuves sérologiques sont variables selon le stade
de l'infection d’ou leurs utilités en tant que diagnostic d’élevage, plutot que d’individus. Si
I’épreuve est pratiquée en vue d'une éradication des oiseaux infectés, elle doit étre répétée au
moins 2 fois et de préférence jusqu'a I'obtention de 2 tests négatifs pour tous les individus
de I’élevage (OIE ,2005). Peu intéressantes chez les jeunes sujets (moins de cing semaines);
elles ont une bonne sensibilité chez les adultes .Les antigénes utilisés sont soit les corps
bactériens dans leur ensemble soit les LPS ou encore les antigenes flagellaires. La technique
d’agglutination sur lame est utilisée pour le dépistage de Salmonella Pullorum Gallinarum,
cependant le probléeme est beaucoup plus complexe en cas de paratyphoses a cause
de la multiplicité des intervenants ne permettant pas de disposer de la totalité des antigenes
nécessaires.
Plusieurs techniques ELISA sont a I’étude ,la sensibilité et la specificité de ces techniques
sont fonction du choix de I’antigéne utilis€¢ et des croisements possibles avec d’autres
antigenes bactériens (LECOANET, 1992 et HUMBERT, 1998) .La méthode ELISA indirecte
utilisant I'antigéne lipopolysaccharide est probablement la plus sensible et la plus spécifique
pour détecter Salmonella, dont S. Gallinarum et S. Pullorum dans les élevages .Elle est

relativement facile a réaliser sur du sérum ou du vitellus(OIE ,2005).
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2-2. Méthodes Bacteériologiques : Utilisables dans tous les cas et sur tous les types
de prélevements ; mieux adaptées a la mise en évidence des infections aigués, systémiques
(cas des poussins) , qu’a la recherche des infections chroniques de I’adulte ou le germe est
localis¢ a 1’état latent, au niveau des gonades , du foie ou de la rate .Rare dans I’ intestin car
I’excrétion se fait de facon intermittente en rendant aléatoire les tentatives d’isolement a partir
d’écouvillonnage cloacaux ou de litiere d’ou; et pour certaines matrices ou les salmonelles
sont présentes en petit nombre et peuvent rentrer en concurrence avec la flore saprophyte
abondante ,I’analyse bactériologique classique nécessite plusieurs étapes successives :

> Le pré —enrichissement: Permet aux salmonelles de récupérer leur faculté a se

multiplier rapidement.

» L’enrichissement : Permet de poursuivre la multiplication sélective des salmonelles

et de minimiser la croissance des bactéries associées au prélévement.

> L’isolement : Phase associant des facteurs sélectifs utilisés en milieu solide.

Ces étapes sont suivies par des tests complémentaires (LECOANET, 1992 et HUMBERT,
1998) :

2-2-1. ldentification biochimique ou Biotypie : Repose sur la mise en évidence des
caractéres biochimiques différentiels permettant de classer les souches selon leur activité
métabolique par 1’utilisation de sucre et / ou leur activité enzymatique. (LECOANET, 1992 ;
HUMBERT, 1998 et REGNAULT, 2002).

2-2-2. ldentification sérologique ou sérotypage : Se fait par agglutination sur des
souches pures. C’est le résultat de multiples combinaisons des antigénes somatiques O, Vi et
flagellaires H (BRISABOIS, 2001). La classification se fait par groupe antigénique [O]:
groupe 02, 04, O9 et au sein de chacun d’entre eux ; selon les antigenes flagellaires
de la phase 1 et de la phase 2. Parmi les 2800 sérotypes de salmonelles, 1427 appartiennent a
la sous espece enterica (AVRIL et FAUCHER ,2002 et BONNEFOY, 2002) représentés
dans le tableau de KAUFFMANN-WHITE (Annexe 1)

2-2-3. La lysotypie

Elle est basée sur I’étude de la sensibilité ou de la résistance d’une souche a une série de
bactériophages sélectionnées (CLINQUART et al, 2004).

De nombreux systémes de lysotypie ont été élaborés et visent a étudier de facon plus
précise des souches appartenant a des sérotypes d’intérét majeur ; soit par leur fréquence
d’isolement (S. Typhimurium et S. Entéritidis) soit par leur pouvoir pathogéne (S. Typhi et S.
Dublin) (BRISABOIS, 2001).
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2-2-4. L’antibiotypie
Elle étudie la réponse bactérienne aux antibiotiques, elle est frequemment réalisée dans un but
de traitement thérapeutique qu’épidémiologique (BOUVET, 1995 ; REGNAULT, 2002).
2-2-5. La bactériocinotypie
Repose sur la recherche de la production de bactériocines ou de la sensibilité a ceux- ci;
d’application tres réservée, s’est montrée peu discriminante (trés peu de souches produisent
la colicine) (MILLEMANN, 1997).

2-3. Méthodes histologiques : permettent de poursuivre et d’améliorer I’examen
bactériologique infructueux a cause des traitements anti-infectieux ou des additifs regus
préalablement (LECOANET, 1992).

2-4. Méthodes de caractérisation des souches de salmonelles

Les méthodes génotypiques se basent sur 1’étude du matériel génomique de la cellule
bactérienne par 1’utilisation de marqueurs génotypiques (BERAUD, 2001). Ces marqueurs
sont bases sur 1’analyse de I’ADN total chromosomique ou plasmidique. Ils sont de plus en
plus utilisés pour de nombreuses espéces bactériennes (BRISABOIS, 2001). Parmi les
techniques de marqueurs génotypiques utilisées :

2-4-1. Les techniques basées sur 1’analyse de I’ADN des plasmides

Les salmonelles peuvent héberger des plasmides de taille trés différente entre 1 et 200
kb. La caractérisation du profil plasmidique d’une souche comprend la détermination du
nombre de plasmides et de leur taille. La comparaison des profils de restriction des plasmides
accroit la discrimination entre les souches et permet de mesurer le degré de parenté des
plasmides de tailles similaires. Les profils plasmidiques ont été employés dans de
nombreuses enquétes épidémiologiques afin d’aider a caractériser des souches de salmonelles
de divers serotypes et généralement d’origines diverses. L’analyse du contenu plasmidique
seul apparait utile dans quelques études; mais généralement plus d’information sont obtenues
lors de son association avec d’autres méthodes de caractérisation. (MILLEMANN, 1998).

2-4-2. Les techniques basées sur la restriction de I’ADN génomique

2.4.2.1. Electrophorese directe : restriction end nucléase analysis et pulsotypes

L’ADN chromosomique peut étre digéré par des enzymes de restriction ; beaucoup de

fragments sont générés et séparés par électrophorése en champs pulsés (MILLEMANN, 1998)
2-4-2-2. Utilisation des sondes : Des sondes nucléiques spécifiques marquées, qui

hybrident avec certains fragments d’ADN  peuvent étre utilisées afin de définir le
polymorphisme des fragments de restriction (MILLEMANN, 1998).
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2-4-2-2-1. Ribotypie
Dans les conditions standardisées, la méthode de ribotypie est extrémement
reproductible, autorisant des études taxonomiques et phylogénétiques. Le polymorphisme des
fragments de restriction de I’ADN codant pour les ARNr permet une identification des
souches bactériennes ; ’empreinte de chaque souche peut étre obtenue en choisissant une
enzyme appropriée ou en combinant les profils de deux enzymes (MILLEMANN, 1998).
2-4-2-3. Les techniques basées sur la PCR
Diverses approches ont eté développées soit avec des amorces choisies au hasard, soit
avec des amorces spécifiques.
2-4-2-3-1- Amplification au hasard de ’ADN (RAPD)
Technique qui fait appel a des amorces oligonucleotidiques aléatoires, ne requiert donc pas
la connaissance préalable des séquences nucléotidiques .L’amplification est conduite avec
une seule amorce, les fragments obtenus par PCR sont séparés et visualisés par électrophorese
en gel d’agarose avec une principale limite le manque de reproductibilit¢ (MILLEMANN,
1998).
2-4-2-3-2. Amplification spécifique a partir de séquences répétées (rep - PCR)
Des séquences conservees et répétées du génome bactérien ont été décrites chez les
entérobactéries, des amorces spécifiques de ces séquences répétées ont été utilisées afin
d’amplifier spécifiquement des fragments d’ADN comprises entre ces séquences, qui seront
séparés par électrophorése en gel d’agarose (MILLEMANN, 1998).
2-4-2-3-3. PCR ribotypie
Permet de détecter le polymorphisme dans les régions inter géniques soit par analyse directe
des produits d’amplification, soit aprés leur digestion par des enzymes de restriction

(MILLEMANN, 1998).

IV. Pronostic : Il est variable sur le plan médical, en fonction des facteurs aggravants mais il

peut étre catastrophique du point de vue économique pour certains types d’élevage
(LECOANET, 1992).

V. Prophylaxie et Traitement
1. La prophylaxie

La lutte contre les salmonelles dans la filiére avicole suppose la mise en ceuvre de

mesures complexes et contraignantes.
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1.1. La prophylaxie médicale

1-1-1. La vaccination

Compte tenu de la multiplicité des sérovars qui interviennent, la vaccination ne peut
apporter qu’une solution ponctuelle quelque fois méme accroit la sensibilit¢ des sujets
vaccinés a I’infection naturelle .Elle réduit les pertes dans le troupeau, mais ne prévient pas
I'infection par les souches sauvages. Elle peut aussi provoquer une forte mortalité chez les
oiseaux infectés. Elle doit systématiquement étre proscrite lorsqu’elle risque d’interférer
avec un programme d’assainissement basé¢ sur la détection et 1’élimination des sujets
infectés. (LECOANET, 1992).

La vaccination est interdite en Algérie, cependant, plusieurs types de vaccins sont
utilisés a travers le monde et administrés habituellement a 1’dge de 8 semaines avec un
rappel a 16 semaines dont les deux grandes catégories sont les suivantes :

» Vaccins tués: En solution huileuse contenant une fraction protéique purifiée de
Salmonella Pullorum gallinarum, Salmonella Senftenberg et Salmonella Sandiego ou
méme une suspension de bactéries vivantes suffisamment atténuées (LECOANET,
1992 ; OIE ,2005).

» Vaccins vivants : Préparés a partir de souches non virulentes de salmonelles, ils peuvent
étre utilisés par voie parentérale ou buccale ; ils sont plus efficaces que les vaccins tués.
1-1-2. Les additifs alimentaires
Les additifs alimentaires sont destinés a réduire 1’excrétion fécale et la colonisation du

tractus digestif (CHAFAI, 2006), les plus fréquemment utilisés sont : les prébiotiques, les
probiotiques et les produits d’exclusion compétitive.

1-1-2-1. Les prébiotiques

Selon GIBSON et al (1999), les prébiotiques sont des ingrédients d’aliments non
digestibles, qui ont un effet favorable sur la stimulation sélective de la croissance ou
de ’activité d’un nombre restreint d’espéces bactériennes dans 1’intestin. Ils contribuent a
améliorer la santé de I’animal (ANONYME 2, 2004).

Les plus utilisés dans la filiére avicole sont :

= Les fructo-oligosaccharides

IIs stimulent les bifidobactéries qui induisent a leur tour la production d’acide butyrique,
ce dernier réduit I’invasion des salmonelles dans la cellule épithéliale (GIBSON et

REBERFROID, 1995).
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= Les Manno-oligosacacharides
Ils inhibent I’adhésion des salmonelles a la cellule épithéliale suite a leur fixation sur
le mannol du manno-oligosaccharide au lieu de se fixer sur les résidus de mannose au niveau
de la cellule intestinale (SPRING et WENK, 2000), d’ou réduction du niveau de colonisation
par les salmonelles.
1-1-2-2. Les probiotiques
Les probiotiques sont des micro-organismes inclus dans les aliments qui ont un effet
favorable sur I’hote en améliorant 1’équilibre de la flore intestinale, par ¢limination des
bactéries entéropathogenes et stimulation des mécanismes de defense non spécifique et
immunitaire (MULDER, 1997 ; PASCUAL, 1999 ; ROBIN et ROUCHY, 2001 ; ANONYME
3, 2004).
1-1-2-3. Autres additifs
L’utilisation des acides gras a chaine moyenne (Cg-C;y) tel 1’acide butyrique, réduit
la colonisation de la muqueuse intestinale des poussins par les salmonelles (VAN
IMMERSEEL et al, 2005).
1-1-2-4. Les produits d’exclusion compétitive
C’est une flore de barriére, produite a partir du contenu intestinal des oiseaux, réduit
la colonisation intestinale par les bactéries pathogénes tel que les salmonelles par la création
d’un phénomene de compétition pour les récepteurs ou les sites d’attachement de la bactérie
(CASTELLANOS. et al. 1994). Leur avantage réside dans le fait qu’ils ne soient pas
spécifiques a certains sérotypes (CLINQUART et al, 2004).
1-2. Prophylaxie sanitaire
Découle de I’épidémiologie de la maladie ,la maitrise de la qualité bactériologique des
sources potentielles de matieres virulentes comme I’aliment et 1’eau de boisson est
importante , en effet ’acidification de I’aliment par adjonction d’une solution d’acide
formique, d’acide sorbique ou d’un mélange acide formique / acide propionique (a raison
respectivement de 0,6 et 0,5-0,8%) permet de réduire considérablement le danger d’un
aliment contaminé .L’eau doit faire 1’objet de contrdle rigoureux et systématique, donc,
la politique a conduire en matieres de salmonellose concerne aussi bien les collectivités que
les élevages eux mémes.
Les principales mesures a prendre sont :
Pour les couvoirs :
> Un isolement rigoureux.

» La désinfection des ceufs a tous les stades.
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> La propreté du personnel.
Pour les élevages :

> L’isolement le meilleur possible.

> La protection des batiments contre les insectes et les rongeurs.

> La désinfection et le vide sanitaire entre bandes successives.

» La propreté de ’environnement immédiat (pas d’épandage de liticre a proximité de

I’élevage). (LECOANET, 1992)

Le nettoyage et la désinfection apres chaque lot , ’application du systéme all in, all out et le
controle régulier des exploitations sont des mesures complémentaires essentielles. (VAN
IMMERSEEL et al., 2005).Certains pays d’Europe du nord ont entrepris une démarche
d’éradication de I’infection salmonellique reposant sur 1’application des mesures de
prophylaxie sanitaire associant I’élimination des sources de contamination au dépistage et a
I’abattage des lots de volailles contaminés en tenant compte de la possibilit¢é d’une
contamination verticale .
L’éradication s’applique a toute la filiere en commencant par les élevages de reproduction, de
sélection jusqu’aux abattoirs (BORNERT, 2000).
Le dépistage se fait en respectant un plan d'échantillonnage fixé par la réglementation.

En France ; le plan d'échantillonnage fixé est représenté par le tableau V.

Tableau V: Plan d’échantillonnage fixé par la réglementation Francaise pour le
dépistage des lots de poulets infectés par Salmonella serotype Enteritidis et Salmonella

serotype Typhimurium

Stade de

) Fréquence des prélévements | Type de prélevements
production

-A I’4ge d’un jour avant ’entrée | -10 garnitures de fonds de boites

en élevage dont 5 seulement sont analysées.

1/ Période d’élevage | -A 1’dge de quatre semaines puis | -Un pot de 60 fientes cacales fraiches d’au
deux semaines avant I’entré en | moins cing points différents du batiment et
ponte - une ou plusieurs chiffonnettes frottées

sur le maximum de surfaces.
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2/ Période de ponte

Toutes les huit semaines

-Un pot de 60 fientes caecales fraiches d’au
moins 1 gramme chacune prélevées en au
moins cing points différents du batiment et
- une ou plusieurs chiffonnettes frottées

sur le maximum de surfaces.

3/ (Eufs a couver et | Toutes les deux semaines

poussins d’un jour

- une ou plusieurs chiffonnettes frottées
sur le maximum de surfaces.

-Les garnitures de 5 fonds d’éclosoirs

4/ Poulets en

engraissement

Pas de plan de controle minimal

fixé

Analyse aprés cautérisation* : Critéres :

Absence dans 25 grammes

*Le choix des techniques visant a permettre une détection maximale des salmonelles, est en

opposition complete avec le protocole (poulet de chair) en effet, la prise d’essai sur les

carcasses au cceur des masses musculaires, aprés cautérisation de la peau et flambage de la

surface des muscles, ne permet de détecter que les salmonelles ayant essaimées au cceur des

masses musculaires depuis le tube digestif (BORNERT, 2000).

Le plan d’échantillonnage fixé par la réglementation au Danemark relatif au poulet de chair

est représenté par le tableau V1.

Tableau VI: Plan d’échantillonnage fixé par la réglementation au Danemark pour le

dépistage des lots de poulets de chair infectés par Salmonella

engraissement

-Pour chaque lot de carcasses en

sortie du tunnel de réfrigération

Stade de Fréquences des prélevements Type de prélevements
production
-Au cours de la quatriéme|-Cinq échantillons par batiment d’élevage.
Poulets semaine d’élevage.
en -Echantillon de peau et de cou préleves sur

300 carcasses de poulet d’un méme lot :
-5X10 échantillons de 10 grammes.
-250 échantillons ¢lémentaires d’un gramme

regroupés pour constituer 1’échantillon.
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2. Traitement

Le traitement antibiotique des troupeaux infectés par les salmonelles peut réussir a
réduire la prévalence du germe mais sans provoquer I’élimination totale de ce dernier.

Les sujets traités par les antibiotiques peuvent rester des réservoirs de germes qu’ils
dissémineront dans 1’environnement une fois I’effet de 1’antibiotique disparu (ANDERSON et
al, 2003). L’administration d’antibiotiques pour la volaille augmente le risque de propagation
et d’émergence de la résistance aux antibiotiques chez les salmonelles transmissible a
I’homme par le biais des aliments. (ANONYME 3, 2004).

Durant sa 36°™ session (Mars-Avril 2004), le Codex Alimentarius mentionne que
I’usage des ATB n’est recommandé, ni pour la prévention ni pour la thérapie des troupeaux de
volaille infectés par Salmonella, car ils ne peuvent que prolonger I’état de portage ou encore
les exposer au risque d’apparition de souches de salmonelles résistantes.

En Algérie, selon I’arrété interministériel N° 006 du 20 Janvier 2003 définissant les
mesures de prévention et de lutte spécifique aux salmonelloses aviaires, le traitement anti-
infectieux du cheptel avicole reconnu atteint de salmonellose a S .Enteritidis, S.
Typhimurium, S. Typhi, S. Arizona, S. Dublin, S. Paratyphi et S. Pullurum-gallinarum, est
interdit (Annexe 2).Par contre en France ; et selon I’arrété du 15 Mars 2007, le traitement
ATB n’est interdit que sur les poules pondeuses reconnues atteintes de salmonellose a

S.Enteritisis, S.Hadar, S.Infantis, S.Typhimurium ou S.Virchow.
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Chapitre 11 : les antibiotiques

1-Definition

Plusieurs définitions ont été élaborées, CANU et PETER (2001), décrivent les ATB
comme étant des molécules produites par certains micro-organismes, bactéries ou
champignons, capables d’aprés = FANCHERE et AVRIL, (2002) a faible concentration
d’inhiber la croissance d’autres micro-organismes ou méme de les détruire et présentent une
toxicité sélective vis-a-vis des cellules procaryotes.

Selon EUZEBY (2005), cette définition inclue aussi, les produits obtenus par synthése

ou semi syntheése.

2-Caractéristiques
2.1-Toxicité selective
C’est I’action de I’ATB sur le germe pathogéne, qui porte le moins possible préjudice
a I’hote (PRESCOTT et al ,2003). Cette sélectivité résulte, selon NEAL (2003), de la
présence de différences biochimiques importantes entre bactéries et cellules eucaryotes.
2.2-Spectre d’activité :
PHILIPPON en 2001 ; le définit comme une liste d’especes bactériennes sur lesquelles
I’antibiotique est actif. Deux types peuvent étre distingués : (PERRY et al ,2004)
> Spectre large : regroupe les ATB qui inhibent un nombre élevé de bactéries
Gram® et Gram'.
>  Spectre étroit : attribué aux ATB agissant sur un nombre limité de germes.
YENI en 2003, signale que le spectre d’activité évolue en fonction de ’apparition ou du
développement d’un ou plusieurs mécanismes de résistance.
2.3-Activité antibactérienne
Représente 1’effet de I’ATB sur une bactérie qui va de ’inhibition de sa croissance
(bactériostase), a sa mort (bactéricidie). (BRISABOIS et al ,2006)

» La bactériostase (effet bactériostatique) : est I’inhibition temporaire de la croissance
bactérienne par I’ATB, I’effet bactériostatique est réversible, car la croissance des
micro-organismes reprendra dés que 1’antibiothérapie est arrétée (JAWETZ, 1996 ;
HELALLI, 2002). La bactériostase est quantifiable en termes de CMI, qui est la plus
faible concentration d’ATB, entrainant 1’inhibition de la croissance bactérienne apres

18 a 24 heures de culture. (TOUITOU et al, 2000 ; CANU et PETER, 2001).
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La CMI étant la base de la catégorisation des germes en sensibles, résistants ou
intermédiaires vis-a-vis de I’ATB. (FORNES ; 1998).
> La Bactéridie (effet bactéricide) : est la mort des bactéries suite a I’action de I’ATB.
L’effet bactéricide se traduit par la réduction du nombre initial de bactéries et son
action dépend de la concentration et du temps. (JAWETZ ,1996 ; YENI, 2003).
La bactéricidie est guantifiable en termes de CMB, qui représente la plus faible
concentration d’ATB qui ne laisse que 0,01% de bactéries vivantes de ’inoculum initial,

apres 18 heures de culture a 37° C (MOUTON et al, 2000).

3-Classification des ATB
Les ATB quelque soit leur origine, naturelle, semi- synthétique ou synthétique
peuvent étre classés en fonction de leur spectre antimicrobien, leur mécanisme d’action, la
souche productrice, la voie de biosynthese ou la structure chimique (PERRY et al ,2004).
L’abondance des molécules ATB, a rendu nécessaire leur classification en familles
(BERAUD, 2001) dans lesquelles les différents produits partagent une structure chimique et
un mécanisme d’action identique (FANCHERE et AVRIL, 2002).

4-Mécanismes d’action des ATB

La toxicité sélective des ATB pour les bactéries s’explique par I’inhibition spécifique
d’une étape précise d’une fonction bactérienne.

Les ATB traversent des membranes, migrent dans la bactérie avant d’atteindre et de se
fixer sur leurs cibles. L’interaction entre I’ATB et la cible, perturbe la structure des
enveloppes cellulaires et inhibe certains processus métaboliqgues (BERAUD ,2001;
POYART, 2003).

Le classement des ATB se fait en quatre grandes catégories. (TANKOVIC et DUVAL, 1997
REGNAULT ,2002).
4-1. Les inhibiteurs de la synthése de la paroi bactérienne

Les ATB inhibant la synthése de la paroi agissent sur le peptidoglycane.

» Les B Lactamines inhibent la derniere étape de la synthése du péptidoglycane, par
ailleurs, la plupart d’entre elles ont un degré d’hydrophylie et une taille leur permettant de
franchir les bactéries a gram négatif par la voie des porines.

» Les Glycopeptides agissent aussi sur la derniere étape de la synthése du

péptidoglycane, par contre trop volumineux pour emprunter les porines de la membrane

54



externe, ne peuvent atteindre le peptidoglycane par voie de polymérisation ce qui
explique qu’ils soient inactifs contre les bactéries a Gram négatif.

» La Fosfomycine, par contre agit au début de la de la synthése du péptidoglycane.
Molécule hydrophile ; ne traverse pas la membrane cytoplasmique de fagon passive mais
emprunte le systeme de transport actif.

4-2. Les inhibiteurs du fonctionnement des membranes
Les polymyxines B et polymyxines E ou colistine : ATB de structure polypeptidique,
ne sont actifs que sur les bactéries a Gram négatif ; leurs cibles sont les membranes lipidiques,
la membrane externe d’abord puis la membrane cytoplasmique, la fixation de ces ATB
désorganise la structure de ces membranes aboutissant a la mort bactérienne.

4-3. Les inhibiteurs de synthese ou de fonction des acides nucléiques

» La Rifampicine: Appartenant a la famille des Ansamycines; dérivé semi-
synthétique d’une molécule naturelle, la rifampicine B. C’est une molécule hydrophobe
qui passe trés mal a travers la membrane des bactéries a Gram négatif, son activité est
bactériostatique se manifeste par I’inhibition de I’action de ’ARN polymérase ADN —

dépendante nécessaire a la transcription de I’ADN en ARN m.

> Les quinolones : Divisées en deux groupes :

1*" groupe : Comprenant les quinolones de 1*° génération dont I’ Acide Nalidixique ,
actif uniguement sur les bactéries Gram négatif.
2°™ groupe : Comprenant les quinolones de 2 “™ et 3°™ génération ; douées d’un
spectre d’action plus large (Gram” et Gram”, méme les bactéries intra cellulaires).

Les quinolones entrainent une inhibition des enzymes du groupe des topo-isomérases,

essentielles au compactage de I’ADN et au bon déroulement de la réplication et de la

transcription 1’ADN gyrase ; aboutissant a la mort de la bacteérie.

>  Les nitrofuranes : Antibactériens urinaires et intestinaux, réduisent les groupements
nitro (NO2), les dérivés réduits diffusent vers I’ADN bactérien et I’oxyde d’ou coupure
des brins d’ADN et mort de la bactérie.

4-4 : Les inhibiteurs de la synthese des folates : Sulfamides et Triméthoprime
Les folates sont nécessaires a la synthese des acides nucléiques, la plupart des

bactéries ne peuvent utiliser les folates exogénes et doivent les synthétiser en suivant deux
étapes enzymatiques. Les sulfamides et le triméthoprime interviennent en bloquant ces
deux étapes, entrainant ainsi une diminution des nucléotides engagés dans la synthese des
acides nucléiques d’ou ralentissement ou arrét de la croissance bactérienne. L’association

de ces deux ATB en cotrimoxazole est synergique et bactericide.
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4-5 : Les inhibiteurs de la synthése protéique

» Les aminosides : IIs inhibent I’initiation de la réplication de I’ADN et interviennent a
plusieurs stades de la synthese protéique .1ls se fixent sur le ribosome pour engendrer
des distorsions au niveau de I’ensemble de sa structure et altérer ainsi toutes les étapes
de la traduction aboutissant a 1’incorporation de protéines anormales au niveau des
membranes bactériennes.

> Les tétracyclines : ils inhibent la phase d’¢élongation de la traduction, en se fixant au
ribosome, il en résulte un arrét de I’incorporation de nouveaux acides aminés dans la
chaine peptidique en cours de synthése.

» Le chloramphénicol : ATB a large spectre avec souvent une action bactériostatique,
inhibe 1’¢longation du peptide en cours de formation.

Les principales cibles des ATB sont représentées par la figure 9.

e B-lactamines
PAROI BACTERIENNE Glycopeptides

osfomycine

Porine
(OMP)

Relations entre I'ADN, I'ARN et les protéines

uinolones

Aminosides

Cyclines

Macrolides
hénicolés

acide folique

Sulfgmides
Trimgtopri

Figure 9 : principales cibles des ATB (CAMBAU, 2006).

5- L’utilisation des ATB chez 1’animal
Chez les humains; les ATB ne sont généralement utilisés que pour traiter les
personnes malades. Chez les animaux par contre, la plupart de ces ATB sont non seulement
utilisés pour les soigner mais aussi pour prévenir les maladies ainsi que pour stimuler la
croissance (LARIVIERE, 2002).
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Prés de la moitié des antibiotiques produites dans le monde, sont utilisés dans les
exploitations agricoles, dont 90% seraient incorporés dans lalimentation, tout usage
confondu (facteurs de croissance, préventif, curatif) ; avec 20% utilisés specialement chez les
volailles. (STOHR ,2000; CHATAIGNER et STEVENS ,2002). 80% de ces ATB,
concernent surtout quatre familles : Tétracyclines, Sulfamides, B-Lactamines et Macrolides.
(DANAN, 2005)

L’utilisation des antibiotiques en aviculture réunit donc trois objectifs :

5-1 : Usage thérapeutique

Il a contribué au développement de 1’élevage industriel moderne et a permis la maitrise
de nombreuses pathologies, parfois transmissibles a I’homme, néanmoins lorsqu’une infection
collective, contagieuse se déclare dans un élevage, tous les animaux exposés méme ceux qui
ne présentent pas de signes cliniques font aussi 1’objet d’un traitement en méme temps que
ceux qui sont malades. (GOW ; 2005 ; CHAUVIN ; 2006)

5-2 : Usage Prophylactique

Indiqué, lorsque les animaux sont sujets a des risques élevés de maladie (a I’occasion
d’un transport, d’une vaccination ou d’un stress). (MCEWEN ; 2002).

5-3 : Usage zootechnique ou additifs alimentaires

Contrairement a [’usage thérapeutique et prophylactique, I’utilisation d’ATB pour
stimuler la croissance des animaux, requiert leur administration a des doses inférieures a
I’'usage thérapeutique et s’étale sur une longue période. Leurs effets bénéfiques sur la
productivité sont clairement observés, méme si leur mode d’action par I’intermédiaire de la
flore intestinale reste encore mal compris, ainsi, les relations symbiotiques de la microflore
avec I’animal seraient modulées au profit de celui-Ci avec pour conséquence une croissance
accélérée et une prise de poids de 1’ordre de 2 a 5%.( MCEWEN, 2002; DEVIE et al, 2006)

Depuis les années 1950, I’industrie agro alimentaire s’est mise a utiliser régulierement
des antibiotiques dans 1’alimentation animale (volaille surtout) comme facteur de croissance ;
elle concerne 68 % de poulets de chair et 20 % de poules pondeuses. (BASTIANELLI ,2000 ;
DORMONT, 2000; DEVIE et al ,2006).

L’utilisation trop systématique d’antibiotiques en prévention et comme additif
alimentaire a été remise en cause dés 1977 dans les élevages intensifs; a cause de leur
surdosage et leur emploi inapproprié constituant ainsi de réels problemes pour la santé
publique par la persistance de résidus d’ATB dans la viande destinée a la consommation
(BASTIANELLI et LE BAS ,2000 ; DEVIE et al 2006).
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- par rapport aux risques toxiques et allergiques pouvant étre encourus par le
consommateur (DEVIE et al, 2006).

- par rapport aussi a I’émergence de résistances aux ATB de certains germes zoo
pathogenes, dont les salmonelles qui sont généralement sensibles aux ATB, mais ayant acquis
progressivement une ou plusieurs résistances (BOUCHARDON et al 2006), qui se sont
probablement effectuées dans son réservoir principal I’animal. (MCEWEN, 2002)

Certains pays ont restreint 1’utilisation des additifs dans leurs élevages, par des pénalités
financiéres (Danemark depuis 1998), et méme par des lois interdisant toute administration
d’ATB a des animaux sains (Suede depuis 1986) (COPRET, 2000), I’interdiction a été
appliquée :

- Pour le reste des pays européens, a partir de 2005 (COLIN P., 2007).

- Pour Algérie, depuis Janvier 2006 (RAHAL, 2007) (annexe 3).
Cependant il est important de noter que certains additifs ATB sont encore largement utilisés
dans différent autres pays comme les Etats Unis d’Amérique ou I’emploi de molécules
réservées a la thérapeutique: Erythromycine, Pénicilline, Tétracycline, Tylosine et
Virginiamycine est permis (DANAN, 2006).
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Chapitre I11- L’ Antibiorésistance

La résistance aux effets des medicaments antimicrobiens est un sérieux probleme en
Algérie et dans le monde entier. Ce probleme, colte des vies et de ’argent et menace notre
capacité a traiter les infections chez les humains et chez les animaux. Notre réponse
traditionnelle au développement de la résistance antimicrobienne a été d’utiliser des
médicaments différents, souvent nouveaux, pour traiter la maladie. Cette approche n’est plus
défendable, d’aprés ANONYME 4, (2006) parce que ’on prévoit que la fourniture de

nouveaux produits, efficaces, sans danger et abordables, diminuera a I’avenir.

1-Définition

Selon BRISABOIS et al (2006), la résistance & un ATB est considérée comme étant
la capacité d’une bactérie de survivre a une concentration définie de cette molécule.
Cependant, dans la pratique, plusieurs définitions précisent cette notion :
- Pour le clinicien, la bactérie survit a un traitement antibiotique adéquat et il n’y a pas de
guérison bactériologique.
- pour le pharmacologue, la souche est résistante si les concentrations de 1I’ATB atteintes au
site d’action, sont inférieures a la CMI.
- pour le microbiologiste, la souche est résistante si elle dispose d’'un mécanisme augmentant
la valeur de la CMI ;
- pour I’épidémiologiste, la souche est résistante si elle a une CMI significativement

différente de celle de la population initiale.

2-Les différents types de la résistance
La résistance d’une bactérie aux ATB peut étre naturelle (intrinséque) ou acquise.
2.1- Reésistance naturelle

C’est une insensibilité aux ATB, existant naturellement chez tous les membres d’un
genre ou d’une espece bactérienne. Il s’agit d’une résistance innée, et fait donc partie du
patrimoine génétique normal du germe .Elle est due le plus souvent, a 1’inaccessibilité de
la cible a I’ATB ou a une faible affinité de celle-ci a I’ATB ou plus rarement a I’absence de la
cible. (YALA et al, 2001). D’aprés POYART (2003) ce type de résistance est détecté dés les
premiéres études réalisées, afin de déterminer ’activité d’un ATB et contribue & définir son

spectre antibactérien.
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2.2-Résistance acquise

C’est une propriété nouvelle qui n’apparait que chez quelques souches d’une espece
bactérienne donnée jusqua lors sensibles (POYART, 2003). La bactérie acquiert cette
résistance par des génes a localisation chromosomique ou extra-chromosomique
(LIASSINE ; 2000).

Elle résulte d’une modification génétique qui peut étre due soit a une mutation, soit a une
acquisition de genes de résistance qui seraient ensuite transférés a d’autres bactéries par
différents mécanismes (ROY ,1997 ; CAMBAU ,2006).

2.2.1-Résistance chromosomique

Portée par le chromosome bactérien, elle peut étre due a une mutation ou a une

recombinaison (MIRABAUD, 2003).

» Mutation : Définie comme étant 1’apparition d’un nouveau caractére génétique suite a
une modification d’un geéne, impliqué dans le mode d’action d’un ou plusieurs ATB et
porté par le chromosome bactérien. (PRESCOTT et al ,2003).Les mutations sont rares,
spontanées, stables, présentent une transmission verticale et ne concernent que 10% des
cas de résistance des souches pathogenes isolées en cliniqgue (LIASSINE, 2000 ;
PHILIPPON et POSTS ,2002).

Leur fréquence d’apparition est de I’ordre de 10”4 10 par génération (RUIMY, 2004).
» Recombinaison : Il s’agit d’un transfert de fragments de geénes d’un endroit du
chromosome bactérien a un autre. Si ces fragments sont incorporés & des endroits bien
précis, ils sont appelés intégrons, mais s’ils se déplacent librement, il s’agit de transposons
(MIRABAUD, 2003).

2.2.2-Résistance extra-chromosomique

Représente la forme la plus importante de la résistance acquise (MCEWEN, 2002).
L’acquisition d’un ou de plusieurs génes étrangers se fait par transfert horizontal entre des
bactéries d’une méme espéce ou d’especes éloignées phylogénétiquement (CANU et PETER,
2001 ; DOUBLET ,2004). LIASSINE (2000), souligne que ces genes ont pour origine des
micro-organismes producteurs d’ATB ou ceux qui cohabitent avec eux dans 1’environnement,
cependant, ANDREMONT (2002) rapporte que ces génes peuvent exister naturellement chez
les bactéries, mais rester silencieux et ne s’exprimer que lorsque la pression de sélection crée

des conditions favorables.
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3-Supports et mécanismes de transfert de genes de résistance

3.1-Supports de transfert de génes de résistance

La dissémination des génes de résistance nécessite leur présence sur des supports
génétiques, qui sont :

> Le chromosome : Responsable de la résistance naturelle et d’une partie de

la résistance acquise .Support de transformation et de recombinaison de genes étrangers,
il assure la transmission verticale (JARLIER et al, 2002).

» Plasmides : POYART (2003), définit les plasmides comme des molécules d’ADN

bicaténaires, circulaires et auto reproductrices, a localisation extra chromosomique.

IIs se transmettent aux bactéries, habituellement par conjugaison, mais aussi par
transformation ou transduction, et sont médiateurs de nombreuses propriétés permettant une
meilleure adaptation des bactéries, comme la résistance aux ATB.

Les bactéries peuvent héberger plusieurs plasmides et il n’est pas rare qu’un plasmide
véhicule plusieurs genes de résistances, 1’acquisition par une bactérie sensible d’un tel
plasmide lui permet de devenir multi- résistante. C’est la résistance la plus fréquente, avec
une incidence de plus 80 %. (PHILIPPON et PROTS ; 2002 ; POYART ,2003).
> Transposons : Ce sont des séquences d’ADN linéaires, mobiles, appelés souvent
genes sauteurs qui peuvent s’insérer dans I’ADN, indépendamment du processus de
recombinaison habituel (MCEWEN, 2002).Incapables de se répliquer par eux-mémes, ils
peuvent se transposer d’un plasmide a un autre, d’un plasmide a un chromosome ou I’inverse.
(MIRABAUD, 2003).
> Intégrons : Eléments d’ADN ayant deux segments conservés qui encadrent une
région centrale dans laguelle un géne « cassette » codant pour la résistance peut étre inséré
(MCEWEN, 2002). Ils sont immobiles, incapables d’auto réplication, et sont obligatoirement
portés par un répliquant (plasmide ou chromosome) et peuvent aussi étre vehiculés par un
élément transposable (PHILIPPON et PROTS, 2002).
3.2-Meécanismes de transfert de genes de resistance
Trois mécanismes permettent un transfert horizontal de 1I’information génétique entre les

bactéries représentés par la figure 10 :
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Figure 10 : Schéma des différents mécanismes de transfert
horizontal chez les bactéries (PHILLIPON et POSTS, 2002)

> La conjugaison : Processus de transfert unidirectionnel d’ADN d’une bactérie

donatrice a une bactérie réceptrice (POYART, 2003) ; ce mécanisme est décrit chez

la quasi-totalité des especes et vraisemblablement le plus courant. (DOUBLET ; 2004).

Les genes transférables sont portés la plupart du temps par des plasmides ou des

transposons (CANU et PETER, 2001).

> La transduction : C’est le transfert d’ADN bactérien par I’intermédiaire de virus,
les bactériophages « ou phages» dits transducteurs, a lieu entre bactéries reconnues par
le méme phage. Cette spécificité d’hote et la taille limitée d’ADN qu’ils peuvent encapsider
rendent ce mécanisme peu efficace pour le transfert des génes de résistances aux ATB.
(POYART ; 2003 et DOUBLET ; 2004).

> La transformation : Correspond a un transfert d’ADN nu ou libre (provenant d’une
bactérie donatrice) a une bactérie réceptrice dite en état de compétence et les caracteres
génetiques nouvellement acquis sont stables et transmissibles verticalement .Ce transfert est
limité a quelques espéces bactériennes, les salmonelles peuvent acquérir cet état aprés certains
traitements chimiques et physiques. (PHILIPPON et POSTS, 2002).
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4-Mécanismes biochimiques de la résistance : Les bactéries peuvent acquérir
I’antibiorésistance par inactivation de I’ATB, modification de la cible de I’ATB ou par
interférence avec les mécanismes de transfert de I’ATB (PLESIAT ,2006).

4.1-Inactivation de ’ATB par une enzyme bactérienne : Les bactéries produisent des
enzymes qui alterent chimiquement les antibiotiques avant méme d’avoir pu atteindre leur
cible, il s’agit du mécanisme de résistance le plus répandu.

Ces enzymes sont de deux types :

- de p - lactamases qui hydrolysent le noyau p-lactame des pénicillines et des
céphalosporines dans I’espace péri plasmique ;

- ou des enzymes qui inactivent des molécules d’ATB en y ajoutant des groupements
chimiques ; exemple : les aminosides peuvent étre inactivés par la phosphoryltransférase
(phosphorylation), adényltransférase (adénylation) ou acétyltransférase (acétylation) ; et
le chloramphénicol par chloramphenicol-acétyltransférase (acétylation). L’inactivation dans
ce cas se fait dans le cytoplasme. (ROY ,1997 ; POYART ,2003 ; DOUCET, 2006).

4.2-Modification de la cible de ’ATB : PAQUET-BOUCHARD (2006) la definit
comme une reprogrammation ou camouflage de la cible ; ROY (1997) confirme que des
bactéries peuvent produire des protéines structurales ou des enzymes qui altérent ou se
substituent aux protéines qui sont les cibles normales des antibiotiques. Cette modification
entraine, une perte d’affinité entre I’ATB et la cible bactérienne. (CANU et PETER ; 2001)

4.3-Interférence avec les mécanismes de transport

L’ATB peut étre empéché de pénétrer dans la cellule par une altération des porines,
systeme de transport des bactéries Gram négatives (PAGES, 2004) ; ces porines sont des
protéines transmembranaires formants des pores ou canaux d’un diameétre variant de lum a
1,4 um, par lesquels diffusent, de petites molécules hydrophiles (CHARLIER et al ,1998).

La résistance par imperméabilité peut étre le résultat d’'une diminution quantitative d’un
ou plusieurs types de porines, ou d’une modification de la structure d’une des porines
essentielles, elle concerne en particulier les g-lactamines, les Fluoroquinolones, et les
Aminoglycosides. (POYART, 2003 ; PAGES ,2004)

> Expulsion de la molécule d’ATB par efflux actif : L’efflux actif est un mécanisme
de transport membranaire nécessitant de I'énergie qui pompe l'antibiotique de l'intérieur vers
I'extérieur plus vite qu'il ne rentre. Il est assuré par des pompes a efflux, protéines localisées
dans la membrane cytoplasmique qui peuvent exporter des molécules différentes sur le plan

structural et constituer des systémes de multi résistance.
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Les antibiotiques exercant leur action sur des cibles intra-cytoplasmiques seront plus
toucheés que ceux agissant sur des cibles situées a la surface de la bactérie. (ROY, 1997 ; CANU
et PETER, 2001; CROIZE, 2005).

Imperméabilité

s

PENETRATION Modification
de la
cible

Blactamines
Aminosides

Quinolones,
cyclines

Figure 11: Mécanismes de résistance des bactéries aux ATB (CAMBAU, 2006)

Les mécanismes de résistance vis a vis des principales familles d’ATB sont résumés
dans le tableau VII, notons qu’a ces principaux mécanismes, d’autres processus moins
fréquents, comme la synthese par la paroi de protéines de séquestration qui peuvent fixer de
fagcon irréversible I’ATB I’empéchant ainsi de gagner sa cible .Parfois, avec le méme
mécanisme, la souche peut résister a plusieurs molécules de la méme classe dans le cas d’une
résistance croisée ; ou par ailleurs concerner différentes classes d’ATB, dans le cas de multi

résistance (FAUCHERE et AVRIL ;2002).
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Tableau VII: Mécanismes biochimiques de résistance vis a vis des principales
familles d’antibiotiques (RUIMY, 2004 ; PLESIAT, 2006)

Quinolones | Tétracyclines | p-lactamines | Aminosides

Inactivation de ’ATB par

des enzymes :

-hydrolytiques / + +++ /
-modificatrices / / / +++
Modification de la cible +++ +++ ++ +

Imperméabilité

membranaire + + + +

Efflux actif ++ +++ + +

5-Transmission de la résistance entre organismes

Il n’existe pas d’étanchéité absolue entre les divers mondes bactériens et les bactéries
d’origine animale ou humaine. Les bactéries ayant acquis une ou plusieurs résistances, depuis
le réservoir ou s’exerce la pression de sélection par I’antibiotique, peuvent passer vers un
autre reservoir (animal ou humain). (BORIES et LOUISOT ,1998 ; BOUCHARDON et al
,2006).

Le transfert de génes de résistance aux bactéries pathogénes peut se faire soit
directement ou surtout indirectement par le biais de la flore commensale ; en effet, le passage
transitoire d’un organisme résistant ingéré dans le tractus intestinal peut entrainer le transfert
de génes de résistance a la microflore résidente qui peut ensuite servir de réservoir aux
bactéries pathogenes.

La transmission des bactéries résistantes peut se faire méme par contact des animaux
ou de leurs produits. (BORIES et LOUISOT ,1998 ; ANDREMONT, 2002 ; GOW ,2005;
BOUCHARDON et al ,2006).

5.1-L’impact de la résistance aux antibiotiques

La résistance des bactéries d’origine animale constitue une menace sérieuse a la santé
publique et a la santé animale, cette question souléve de plus en plus de préoccupations avec
la présence de souches pathogénes multirésistantes. (ANDREMONT et MCEWEN ,2002 ;
GAGNON ,2003).
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5.2-Conséquence sur la santé animale
Les conséquences immédiates de la résistance aux ATB sur 1’¢levage sont :

-L’échec thérapeutique qui entraine, une mortalité accrue lorsqu’un traitement alternatif
n’est pas disponible.

- La prolongation de la durée de I’excrétion fécale des bactéries dans les populations
animales.

- L’incapacité de lutter contre certaines infections pouvant accroitre leur propagation en les
rendant plus accessibles pour infecter les humains ou I’environnement. (MCEWEN ,2002 ;
DEVIE et al, 2006).

5.3-Conséquence sur la santé humaine
Le passage de bactéries résistantes a 1’homme augmente la gravité des infections et
selon le Codex Alimentarius, cette question est incontestable. (GUILLEMOT ,2002 et
MCEWEN ,2002).
L’échec thérapeutique résultant peut entrainer :
-la persistance de I’infection, constituant ainsi un risque pour le malade (la mort) et pour
les personnes I’entourant (transmission de I’infection).
-La prolongation de la durée d’hospitalisation des malades entrainant des traitements
tres codteux.
BOUCHARDON et al (2006) confirment, que le risque accru de bactériémie ; de
difficulté thérapeutique ; d’hospitalisation fréquente ; de durée d’hospitalisation plus longue,
observés ces dernieres années chez les personnes infectées par les salmonelles non typhiques,

sont associés a leur antibiorésistance.
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Partie 11
Etude éxperimentale



Cette partie expérimentale est partagée en deux chapitres :

Dans le premier chapitre ; nous nous intéressons a 1’étude de la prévalence des

salmonelloses chez 1’espéce Gallus gallus dans cing wilayas du centre du pays de 1996
a 2006 et qui traite :

L’évolution des cas analysés et positifs durant cette période pour [’ensemble
des prélévements d’origine aviaire.

La répartition des cas analysés et positifs durant cette période par wilaya.

La répartition des cas analysés et positifs durant cette période par type
de prélevements.

L’évolution des cas analysés et positifs durant cette période pour chaque type

de production.

Le deuxiéme chapitre comprend la caractérisation de cent souches isolées au niveau de

quatre wilayas du centre du pays qui se résume:

A leurs sérotypages.

A TI’étude phénotypique de leurs résistances aux antibiotiques

A I’identification du type de résistance.

A I’étude du transfert des plasmides par conjugaison.

A la caractérisation de ces plasmides par la technique d’extraction d’ADN

plasmidique par lyse alcaline.
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Chapitre |

Prévalence des salmonelloses isolées a partir de différents prélévements d’origine

aviaire durant la période allant de 1996 a 2006 dans cing wilayas du centre du

pays

69



Dans cette partie, nous nous intéressons a la prévalence des salmonelles dans

les élevages aviaires au niveau de cing wilayas du centre du pays et ceci de 1996 a 2006.

1- MATERIELS
1-1 : Echantillonnage
Notre échantillonnage comprend I’ensemble des prélévements aviaires que nous avons
analysé au sein du service de bactériologie médicale du Laboratoire Vétérinaire Régional de
Draa-Ben-Khedda (LVR de DBK), durant la période comprise entre 1996 et 2006 (annexe 4).
Il est composé de 5571 lots représentant différents prélevements, tous analysés pour la
recherche de salmonelles chez ’espéce Gallus gallus parmi lesquels 79 lots étaient positifs.
Ces lots analysés et positifs sont répartis selon :
- Le lieu du prélevement (wilaya)
- I’année du prélevement
- le type de production.

Les échantillons de volailles sont représentés par des sujets vivants ayant été autopsiés
au niveau du service d’anatomo-pathologie du LVR/DBK. Une grande partie de ces
¢chantillons arrive dans le cadre de l’autocontrole (environ 80 %) et les salmonelles
identifiées constituent des découvertes de laboratoire (portage asymptomatique), I’autre partie

évoque les envois lors d’échecs thérapeutiques, mais rarement lors de suspicions.

a/ Repartition par wilaya

Le tableau VIII représente 1’ensemble des lots analysés pour la recherche des salmonelles et
ceux positifs en examen bactériologique répartis sur cing wilayas pendant la période de
I’étude

Tableau VIII : Total des lots analyses et lots positifs

Wilaya Nombre de lots analyses Nombre de lots positifs
Tizi-Ouzou 1493 25
Bouira 2015 22
Bejaia 1087 17
Boumeérdes 928 15
M’sila 48 0
Total 9571 79
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b / Repartition par année

Le tableau VIV représente le total de lots analysés pour la recherche de salmonelles dans les
prélevements d’origine aviaire et de lots positifs en utilisant les méthodes classiques de
détection bactériologique par année durant la période de 1’étude au niveau de toute la région

d’étude .

Tableau VIV : Total des lots analysés et lots positifs par année

Année Nombre de lots analysés Nombre de lots positifs
1996 432 2
1997 865 7
1998 250 0
1999 815 23
2000 176 1
2001 589 10
2002 843 10
2003 396 10
2004 504 2
2005 555 10
2006 146 4

¢/ Répartition par type de production
Le tableau X indique le total des lots analysés par type de production pour la recherche des

salmonelles au niveau de la zone d’étude durant la période d’étude.
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Tableau X: Total des lots analysés et lots positifs par type de production

Type de production Nombre de lots analysés | Nombre de lots positifs
Poules Pondeuses (PP) 1087 21
Poulettes Futures Pondeuses (PFP) 971 7
Poulets de Chair (PC) : 284 2
Poussins Ponte (PsP) 532 11
Poussins Chair (PsC) 701 12
Poulettes Reproductrices Chair (PRC) 330 9
Poulettes Reproductrices Ponte (PRP) : 55 3
Poussins Reproducteurs Chair (PsRC) 69 0
Poussins Reproducteurs Ponte (PsRP) 75 1

d / Autres catégories de prélevements

Dans cette catégorie sont groupés les prélévements de surface, de fientes et d’ceufs a

couver et embryonnés. Le nombre de lots analysés, et le nombre de résultats positifs

sont rappelés dans le tableau XI:

Tableau XI: Total des lots analysés et des lots positifs pour la catégorie « autres »

. Nombre de lots Nombre de lots
Autres prélévements ) -
analyses positifs
Prelévements de surface 397 0
(Eufs a Couver et (Eufs Embryonnés 1042 11
Fientes 28 02

1-2 : Méthodes de prélevements

Au niveau du service de bactériologie médicale, nous recevons les prelevements

d’organes identifiés par lot ; effectués en respectant les régles d’asepsie les plus rigourcuses

par le service d’anatomopathologie.
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¢ Pour les sujets adultes
- Les organes preéleves sont:
Le foie et la vésicule biliaire, le cceur, la rate, et la grappe ovarienne.
- Un lot comprend 05 sujets et représente un élevage pouvant aller de 1000 a 50 000
sujets et méme plus (selon les recommandations de la direction des services vétérinaires).
¢+ Pour les jeunes sujets (poussins)
- Les organes prélevés sont le sac vitellin, le foie, la vésicule biliaire, le coeur et la rate.
- Un lot comprend 10 sujets (quelque soit le type de production) et représente un
élevage pouvant contenir de 1000 a 10 000 sujets et méme plus (selon les recommandations
de la direction des services vétérinaires).
¢ Pour les ceufs
- Un lot est représenté par 30 unités d’ceufs a couver ou embryonnés correspondant a
un élevage de PP, de PRC ou de PRP.
¢ Pour les fientes
- Il s’agit de matiéres fécales fraichement émises récoltées sur la litiere en provenance
d’élevages surtout de PP, de PRC ou de PRP (quelque soit 1’age). Le poulet de chair
n’est pas habituellement représenté par ce type de prélévement.
¢+ Pour les prélevements de surface
Apreés I’abattage sanitaire d’un cheptel ayant présenté une salmonellose, I’application du vide
sanitaire et la désinfection sont de rigueur. Un contréle de laboratoire est effectué sur des
prélevements appropriés (prélévements de surface au niveau des batiments d’élevage ou des
COUVOIrS).
1-3 : Situation géographique des zones de prélévements
La figure 13 représente les cing wilayas d’ou les différents prélevements ont été
effectués durant la période allant de 1996 a 2006.
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Figure 12 : Répartition géographique des cinq Wilayas origine
des prélevements (Photo : LVR/DBK)
1-4 : milieux de culture, tampons et réactifs
Les milieux, solutions, tampons et réactifs utilisés sont présentés dans I’annexe 5

1-5 : Matériels de laboratoire : Matériel usuel du laboratoire de microbiologie.

2-METHODES
2-1 : Isolement et identification des salmonelles
Nous avons adopté la méthode directe (bactériologie classique) pour isoler les
salmonelles. La méthode indirecte (sérologique) a été réalisée pour confirmer le résultat dans
le cas ou la souche présente un caractere invasif, par la mise en évidence des anticorps dans
le sérum avec agglutination sur plaque.
2-1-1 : Isolement
Pour I’isolement des bactéries du genre Salmonella dans les organes de volaille, nous
avons adopté la méthode standard NF U 47-100 / 2005 qui comporte quatre étapes
successives schématisées par la figure 13; le méme protocole est utilisé pour les
prélevements de surface en tenant compte des recommandations de la norme pour chaque
étape.
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Sujets vivants

|
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Prélévement d’organes.
Foie, cceur, rate, vésicule biliaire, grappe ovarienne, intestins, sac vitellin

v

Pré . S
AR Echantillon + EPT (dilution de 1/10)
enrichissement Incubation 16 & 20 mn a (37+ 2) °C
1ml de la suspension de 2ml de la
pré- enrichissement culture+20ml du
Enrichissement + 10 ml de SFB bouillon de MKTT
Incubation 18 h- 24 h a (2443) h Incubation a
(37°+2) °C (41,5%1) °C

' }

Isolement sur gélose Hektoen
Incubation 18 h - 24h & (37°+2) ° C

I

Repiquage des colonies
suspectes sur gélose Nutritive
ou Hektden Incubation 18 h- 24

ha(37°+2) ° C

Identification biochimique et

Identification sérologique d’au minimum
deux colonies caractéristiques

par milieu d’enrichissement

Isolement

Figure 13: Méthode d’isolement et identification des salmonelles chez la volaille
selon la norme Frangaise (NF U 47-100 / 2005)

Pour I’isolement de bactéries du genre Salmonella dans les ceufs, nous avons adopté la
méthode recommandée par la norme Francaise ISO 6579 (2002) représentée par la figure 14.
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Homogénéisation de dix ceufs complets

|

Pré 25 ml du mélange d’ceufs
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(1 ml de la suspension de pré enrichissement
+10 ml SFB) ou MKTTet novobiocine * ou
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Incubation de 18 h24 h a (37°+2) °C

Ensemencement sur gélose Hektden
conjointement avec le milieu Xylose

—Lysine —desoxycholate (XLD
Isolement Y Y (XLD)

Incubation de 18 h24 h a (37°+2) °C l

Repiquage des colonies
suspectes sur gélose
Hektden

. . Incubation de 18 h24 h a (37°+2) °C l
Identification

Coloration de Gram

|

Etude
biochimique
Lecture et interprétation
Aprés 18 h-24ha (37°+2) ° C l
Sérotypage des
salmonelles

*facultatif

Figure 14 : Méthode d’isolement et d’identification des Salmonelles dans les ceufs
(Selon la norme Francaise EN 1SO 6579, 2002)

2-1-1-1: Le pré-enrichissement : C’est une phase non sélective utilisant un milieu
riche dans lequel I’échantillon est dilué généralement au 1/10.
» Pour les organes : Aprés cautérisation de la surface, 25 g sont immergés dans un

flacon contenant 225 ml d’eau peptonée tamponnée préalablement ramenée a la
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température ambiante du laboratoire, broyés dans un stomacher , ils seront par la suite
incubés pendant 16 a 20 mn a (37°+ 2) °C dans un récipient fermé.

> Pour les prélevements de matiéres fécales : Le méme protocole est appliqué en
introduisant 25 g de matiéres fécales dans un flacon contenant 225 ml, apres
homogénéisation, la solution obtenue sera incubée pendant 16 & 20 mn a (37°+ 2) °C.

> Pour les prélevements d’ceufs : Aprés la désinfection de leurs surfaces par 1’alcool
iodé, on réalise une suspension de 25 ml de mélange d’ceufs dans 225 ml d’eau
peptonée tamponnée. La suspension est incubée a (37°+ 2) h °C pendant 16 a 20 mn.

» Pour les prélevements de surface : Imbiber les écouvillons d’environ 3 ml du bouillon
(NF U 47-100, 2007). Dans le cas des contrbles de nettoyage —désinfection et selon la
norme (NF U 47-100,2007) un mélange de neutralisant (Annexe 6) doit obligatoirement
étre utilisé, a raison d’environ 10 % du volume final du milieu de pré-enrichissement,
chaque fois que le prélévement est susceptible de contenir des résidus ou des traces de
désinfectants et de substances antibactériennes.
2-1-1-2 : L’enrichissement

» Pour les prélévements d’organes, de surface et de matiéres fécales:

1 ml de la suspension de pré enrichissement est melangé respectivement & 10 ml
de bouillon au sélénite de sodium et incubé a 37°+ 2 °C pendant 18 ha 24 h eta 10ml
du bouillon de Muller-Kauffmann au tétrathionate qui est homogénéisé et incubé
a41,5+1 °C pendant 24+3 h.

> Pour les ceufs
Iml de la suspension du pré-enrichissement est additionné a 10 ml de SFB.
L’incubation se fait a 37°+ 2 °C pendant 18-24 h.
2-1-1-3 : L’isolement : Apres incubation, le contenu des cultures est homogénéisé ;
0,1ml de la suspension est ensemencé par épuisement sur gélose Hektden; 1’incubation
se fait a 37°+ 2°C pendant 18 h a 24 h.

2-1-2 : Identification
2-1-2-1 : Examen bactériologique
a/ Etude macroscopique
Les colonies de salmonelles prennent une coloration bleu-vert avec ou sans centre noir
sur Hektden. Elles sont de forme ronde a bords réguliers, légérement bombées avec un

diamétre de 1 a 1,3 millimétres.
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Colonies vertes a centre

— noir de Salmonella

Enteritidis

Figure 15: Colonies de Salmonella Enteritidis sur gélose Hektoen

(Photo : LVR/DBK)

b/ Etude microscopique

Consiste en 1’observation microscopique des cellules bactériennes aprés coloration

différentielle de Gram.
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Figure 16: Morphologie microscopique de Salmonella (Gx1000)

apres coloration de Gram : bacilles & Gram négatif.

¢ / Purification

Pour 1’étude biochimique, au minimum 2 a 3 colonies caractéristiques par milieu

d’enrichissement testé sont repiquées sur gélose BCP puis incubées pendant 18 h a 24 h a

(37°% 2) °C.

d / Etude biochimique : Elle se base d’abord sur I’utilisation de :

d-1/ La mini-galerie classique

Les tests biochimiques de cette mini —galerie reposent sur la recherche d’enzymes

responsables de certaines réactions biochimiques, 1’utilisation d’un substrat particulier ainsi

que les produits intermédiaires issus du métabolisme bactérien.

78



d-1-1 / Recherche des enzymes respiratoires
d-1-1-1 /Recherche de la catalase
La catalase décompose I’eau oxygénée en H,O et en oxygeéne, selon la réaction suivante :
Catalase
H,0, . » HO + 1/2 O,

Dans un tube a hémolyse, mettre 1 a 2 ml d’eau physiologique, ajouter Iml de culture,

puis quelques gouttes d’eau oxygénée a 10 volumes, un dégagement de bulles de gaz indique
la présence d’une catalase.
Les salmonelles présentent une catalase.
d-1-1-2/ Recherche de I’oxydase

L’oxydase assure la fixation de I’oxygéne moléculaire sur le cytochrome réduit.
Un disque imprégné d’oxalate de diméthyl paraphényléne diamine a 1 % est mis dans 0,5 ml
d’eau physiologique avec les colonies bactériennes. Incuber le mélange a 30 mn a 1’étuve
37°+ 2°C. La présence d’oxydase se traduit par 1’apparition d’une coloration rose -violette
due a la formation d’indole phényle.

Les salmonelles ne possédent pas d’oxydase.

d-1-2/ Etude de substrats énergeétiques
d-1-2-1/ Milieu de Kligler-Hajna (KIA)

Le milieu Kligler-Hajna (KI1A) permet de mettre en évidence la fermentation du lactose,
du glucose et la production du sulfate d’hydrogéne (H,S).

Apres 18 h a 24 h d’incubation a 37°+ 2°C, I’utilisation du glucose se traduit par
le virage du culot au jaune, suite a I’acidification du rouge phénol.

La fermentation du lactose se traduit aussi par le virage de la pente au jaune.

La production de gaz se traduit par la formation de bulles de gaz dans la masse gélosee.

La production d’hydrogene sulfuré se traduit par 1’apparition d’un précipité noir a
la limite de la pente et en culot, celui-ci est formé a partir des acides aminés a radical soufré
en présence d’hyposulfite de sodium et de sulfate ferreux.

Les salmonelles ne fermentent pas le lactose ni le saccharose (TSI) et produisent du gaz
en fermentant le glucose.

d-1-2-2 / Test au citrate de Simmons

Permet la recherche de I’utilisation des citrates de sodium comme source de carbone et
d’énergie. Apres incubation a 37°+ 2°C pendant 18 h a 24 h, le développement de la culture
s’accompagne du virage de milieu vert au bleu. Les salmonelles poussent fréquemment sur ce

milieu.
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d-1-2-3/Test de mannitol-mobilité

Le milieu mannitol-mobilité permet de rechercher simultanément la fermentation du
mannitol et la mobilité bactérienne. Le milieu est ensemencé par piqlre centrale et incubé 18
h & 24 h a 37°+ 2°C. L’utilisation du mannitol se traduit par le virage du rouge phénol au
jaune. Si la souche est mobile, elle diffuse a partir de la ligne d’ensemencement en créant un
trouble du milieu,

Les salmonelles sont mobiles a I’exception de Salmonella Pullorum Gallinarum
d-1-2-4/Etude des réactions cataboliques
- Test de ’ONPG (ortho-nitrophényl-p-D galactopyranoside)

Toute bactérie utilisant le lactose doit le faire pénétrer a I'intérieur de la cellule
(perméase) puis le dégrader par une B-galactosidase intracellulaire ; cependant certaines
bactéries posseédent la B-galactosidase mais sont déficientes en perméase, donc ne peuvent
utiliser le lactose. Une suspension bactérienne dense est mise dans 0,5 ml d’eau
physiologique dans laquelle nous ajoutons un disque ONPG. Le test est positif quand la
suspension se colore en jaune, apres incubation pendant 18 h a 24 h a 37°+ 2°C.

Les salmonelles ne possedent pas de - galactosidase.
- Test au rouge de méthyle (RM)

Ce test permet de déterminer la capacité d’un micro-organisme a produire suffisamment
d’acides organiques a partir d’acide pyruvique et abaisser le pH de 7,5 a 4,4. Le milieu de
Clark et Lubs inoculé est incubé pendant 48 h a 37°+ 2°C. Le pH de la culture est alors évalué
par I’addition de 2 a 3 gouttes d’une solution de 0.04 % de rouge de méthyle. La lecture est
immeédiate, si elle devient rouge, la bactérie est rouge de méthyle positif comme dans le cas
des salmonelles.

- Test de uréase

L’utilisation de 1’'urée comme seule source d’azote, est obtenue aprés hydrolyse de

I’azote qui libére de I’ammoniac (NH3) lequel se combine au CO, et au H,O donnant du

carbonate d’ammonium, selon la réaction suivante :

Hydrolyse +QE)
CO, (NH2)2 + H20 — (CO,+ 2 NHj; — 5 CO4 (NH4)2
Urée Uréase Carbonate d’ammonium

L’utilisation de 1’urée se traduit aprés incubation de 18 h a 24 h a 37°x 2°C par une
alcalinisation du milieu et provoque le virage de ’indicateur coloré du jaune orangé au rouge

violet. Les salmonelles ne possedent pas d’uréase.
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- Test de I’indole

La production d’indole est observée chez les bactéries indologénes suite a 1’action
d’une tryptophanase activée qui réagit avec le benzoildéhyde (réactif de Kovacs) en donnant
un complexe brun jaune. Une réaction positive se traduit par la formation d’un anneau rouge a
la surface de la suspension.
Les salmonelles ne produisent pas I’indole.
- Recherche de I’arginine déhydrolase (ADH) ; ’ornithine décarboxylase (ODC) et

la lysine décarboxylase (LDC)

Ce test permet la mise en évidence des enzymes bactériennes responsables de 1’attaque
des acides aminés. Trois tubes a hémolyse contenant chacun le milieu Moéller auxquels nous
ajoutons simultanément les acides aminés a tester : Arginine, Lysine et Ornithine. Chaque
tube est alors ensemencé avec quelques gouttes da la suspension bactérienne, ensuite
recouvert avec de I’huile de vaseline stérile. Un tube témoin sans acide aminé est ensemencé
dans les mémes conditions. Apres une incubation de 18-24 h a 37°+ 2°C, la fermentation du
sucre dans le tube témoin se révélera par une coloration jaune alors que la présence
d’enzymes recherchées sera indiquée par une coloration violette du milieu. Les salmonelles
décarboxylent la lysine et I’ornithine.

2-2 : Etude épidemiologique

Pour I’exploitation des résultats obtenus, nous avons utilisé le test du Khi carré (test de
comparaison des pourcentages) en utilisant le logiciel STAT BOX. VERSION : 6.4. , ainsi
que le test de comparaison des proportions (DANIELLI, 1975 ; SHERRER, 1984)
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3-RESULTATS & DISCUSSIONS

Nous avons tenté de caractériser la salmonellose chez 1’espéce Gallus gallus en nous basant
sur les bilans annuels dont nous disposons au niveau de notre laboratoire .Cette premiére
partie de I’étude expérimentale , résume 1’étude que nous avons effectué durant la période
allant de 1996 a 2006 dans cing wilayas du centre de 1’ Algérie décrites ; par rapport a tous les
types de prélevement (Annexe 4). Au cours de cette étude ; nous nous limiterons au résultat
qualitatif (absence ou présence de salmonelles); bien que toutes les souches détectées aient

fait I’objet de sérotypage.

3-1: Prévalence des salmonelles: La prévalence étant I’indicateur épidémiologique retenu

pour décrire I’information statique provenant seulement de nos bilans.

3-1-1: Résultats des analyses effectuées chez I’espéce Gallus -gallus de 1996 a 2006 :

Les résultats obtenus sont notifiés dans le tableau XII et représentés par la figure 17.

Tableau XI1: Résultats des analyses effectuées chez I’espece Gallus -gallus pendant la

période de 1’étude.

1996 | 1997 | 1998 | 1999 | 2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006

Nombre de
432 | 865 | 250 | 815 | 176 | 589 | 843 | 396 | 504 | 555 | 146
lots analyses

Nombre de

lots positifs

Pourcentage
de lots 046 080 | 0 |282|056|169 | 1,18 | 252 |0,39 | 1,80 | 2,73
positifs

Valeur observée du X2 (ddI=10)=31,41 ; p=5,03%-04

a =0,05 Valeur critique du X* (ddl=10)=18,29
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Figure 17 : Résultats des analyses effectuées chez I’espéce Gallus -gallus pendant la

période de I’étude :

Nous remarquons que I’évolution durant la période 1996-2006 s’est effectuée en
dents de scie .Concernant le nombre de lots testés, il est de 432 en 1996, puis augmente pour
atteindre un pic en 1997 avec 865. Par contre, il chute jusqu’a aboutir 250 en 1998 ;
puis reprend pour atteindre 815 en 1999, rechute encore en 2000 pour afficher 176 lots
analysés puis 589 en 2001 et augmentation de nouveau jusqu’a 843 en 2002 .Cette chute a été
signalée de nouveau en 2003 avec 396 lots puis reprise en 2004 avec 504 lots puis 555
en 2005 , en 2006 nous n’enregistrons que 146 lots analysés .Concernant les pourcentages des
cas positifs, le test de comparaison des proportions démontre que les taux enregistrés en
1996, 1997, 2000, 2001, 2002 et 2004 sont respectivement de 0,46 %, 0,80 %,

0,56%, 1,69%, 1,18% et 0,39% et sont relativement identiques néanmoins des différences ont
été enregistrées avec un taux nul en 1998; le plus fort pourcentage soit 2,82 %, donc 23
foyers en 1999. Par contre, nous enregistrons 2,52 % en 2003, 1,80% en 2005, et 2,73% en
2006.
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Retenons que de 1996 a 2006 pour les cing wilayas du pays dans le cadre de controle
systématique , de suspicion ou d’échec thérapeutique 5571 lots ont été analysés sur lesquels
79 lots se sont déclarés positifs soit une prévalence globale de 1,41% ce qui est trés loin du
pourcentage avancé par CARDINALE .et al ,(2000) qui décrit qu’en général , a travers le
monde, la prévalence des salmonelles chez la volaille dans les pays développés est de 16% en
Irlande ,22% aux USA , 36,5% en Belgique et 55% en Espagne ; par contre dans les pays
moins développés , elle est de: 51,2% en Argentine, 68,2% en Ethiopie, 72% en
Thailande et de 25,9% en Corée . VAN IMMERSEEL et al, (2005) confirment que dans
tous les pays Européens a 1’exception des pays scandinaves 10 a 15 % de poulets sont
contaminés par Salmonella, 1’écart entre ces résultats et celui de notre étude (1,41%) est tres
grand, ceci s’expliquerait par le faible nombre de lots analysés malgré I’accroissement du
nombre d’aviculteurs. Beaucoup de difficultés sont rencontrés pour le renforcement du
contrdle sanitaire, et les cas recus dans le cadre du contrble systématique subissent pour la
plupart un traitement préalable aux ATB ce n’est qu’a partir de la note émanant de la DSV
(citée en annexe7) dans le cadre de I’application des regles régissant le marché mondial pour
renforcer le contrdle vétérinaire en aviculture qu’on assiste a une légere augmentation du
nombre de lots analyses pour cette recherche . La crainte de I’application des mesures
réglementaires suite aux declarations obligatoires; serait a 1’origine du faible nombre de
demandes pour la recherche de salmonelles.
3-1-2 : Résultats des analyses en fonction de la wilaya d’origine :

Les résultats obtenus concernant 1’étude de la prévalence des salmonelles en fonction de
la wilaya d’origine durant la période étudiée sont resumés dans le tableau XIII, repris sous
forme d’un graphique représenté par la figure 19.

Tableau XI11: Résultats des analyses par wilaya.

Tizi -Ouzou Bouira Bejaia Boumérdes M'sila
Nombre de lots
1493 2015 1087 928 48
analyses
Nombre et
pourcentage delots | 25 1,67 %| 22 [1,09%| 17 |156%| 15 | 1,61% | 0 | 0%
positifs

Valeur observée du X2 (ddl=4)=3,35 ; p-valeur associée=0,5

o =0,05 Valeur critique du X* (dd1=4)=9,46
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Figure 18 : Total des lots analysés et positifs par wilaya .

Ces résultats nous montrent par ordre d’importance en nombre de lots analysés que
la wilaya de Bouira se classe en premiere position avec 2015 lots analysés, parmi lesquels 22
lots sont positifs soit une prévalence de 1,09 %, suivie par la wilaya de Tizi-Ouzou, ou 25
lots positifs ont été décelés sur un échantillon de 1493 lots analyses soit 1,67 % de positifs,
en troisieme position, la wilaya de Bejaia avec 1087 lots analysés sur lesquels 17 lots se sont
révelés positifs soit un taux de 1,56 %. En quatrieme position, la wilaya de Boumerdes
enregistre un nombre de 928 lots analysés lots parmi lesquels 15 se sont montrés positifs
correspondant a 1,61% et, en cinquiéme position nous retrouvons la wilaya de M’sila avec
seulement 48 lots analysés et aucun cas positif.

La répartition des lots analysés est indépendante de la zone d’étude, par contre, selon le
test de comparaison de proportion, nous confirmons que le pourcentage de cas positifs est
identique dans les quatre wilayas : Bouira, Bejaia, Boumerdes et Tizi-Ouzou et affiche un
taux inférieur a 2% ne pouvant refléter la réalité du terrain, mais corrobore avec celui avancé
par VAN IMMERSEEL, et al, (2005) qui indiquent que dans la plupart des pays Européens ;
une décroissance du nombre de souches de Salmonella chez la volaille est enregistrée avec un
pourcentage inférieur a 3% en Europe occidentale. M’sila est une wilaya n’ayant présenté
aucun lot positif mais avec seulement 48 lots analysés, malgré qu’ elle dispose d'un effectif
important en élevage avicole et compte plus de 1800 exploitations .

(Source : DSA M’sila ; 2008).
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3-1-3 : Résultat de I’étude selon le type de production: Les résultats obtenus au cours

de cette étude sont répertoriés dans le tableau X1V et reproduits par la Figure 19.

Tableau XIV : Total des lots analyseés et lots positifs par type de production :

Type de production | Total lots analysés | Pourcentage de lots Tota-l !ots Pourcenta}g-e de
analysés positifs lots positifs
P.R.P. 55 0,98% 3 5,45
P.R.C. 330 5,92% 9 2,72
Ps P 532 9,54% 11 2,06
P.P 1087 19,51% 21 1,93
PsC 701 12,58% 12 1,71
Ps R.P. 75 1,34% 1 1,33
P.F.P. 971 17,42% 7 0,72
P.C 284 5,09% 2 0,70
PsR.C. 69 1,23% 0 0

Valeur observée du X2 (ddI=8)=16,69 ; p-valeur associée=0,03
a=0,05 Valeur critique du X? (ddl1=8)=15,49
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Figure 19 : Total des lots analysés et lots positifs par type de production.
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L’analyse de cette figure montre :

v' par rapport au pourcentage de lots analysés ; le plus important était celui des poules
pondeuses , en effet , la région d’étude dispose de beaucoup de centres d’élevage et de
production de cette filiere affiliés a ’office d’aviculture du centre du pays ; directement
suivi de celui des PFP qui constituent une période d’¢élevage des PP , vient par la suite les
analyses des PsC puis des PsP .Concernant, 1’analyse des parentaux , nOous remarquons
que les poulettes reproductrices chair et ponte a différents stades d’élevage sont peu
représentées du fait du faible nombre d’exploitations comparativement aux autres types de
production . Le test d’indépendance, confirme que le nombre de lots analysés est fonction

du type de production.

v par contre pour le pourcentage de lots positifs le test de comparaison des proportions
prouve qu’ils sont relativement identiques pour les PRP, PRC, PsP, PP et les PsC en effet,
ces élevages sont soumis a une réglementation tres rigoureuse ; par contre la différence
apparait pour les PFP, les PC ou le pourcentage de lots positifs est bas. Les PSRC par

contre dévoilent un nombre nul de lots positifs.

3-1-4 : Résultats des analyses effectués sur les échantillons classés dans la catégorie
« Autres » :

Pour s’assurer de 1’état sanitaire des élevages et des productions, les prélevements de
fientes, des ceufs a couver et de surface rentrent dans le cadre du contrdle systématique, par
contre les ceufs embryonnés arrivent au laboratoire suite aux cas de  mortalités
embryonnaires. La synthése de I’ensemble de ces résultats est représentée dans le tableau XV
et schématisée par la figure 20.
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Tableau XV: Total des lots analysés et lots positifs d’autres prélévements se rapportant

a la volaille :

. total des lots | Pourcentage de | Total des lots | Pourcentage
Autres Préléevements ; ) o o
analysés lots analysés positifs de lots positifs
Matieres fécales 28 0,50% 2 7,14
O.A.CetO.E 1042 18,70% 11 1,05
P. Surface 397 7,12% 0 0

Valeur observée du X2 (ddI=2)=16,37 ; p-valeur associée=2,795-04

a=0,05 Valeur critique du X* (ddl=2)= 5, 94
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Figure 20 : Total des lots analysés et lots positifs pour les prélevements se rapportant a

I’élevage aviaire.

L’analyse des résultats montre que le plus fort taux de lots analysés s’affiche pour les
ceufs a couver et embryonnés suivi des prélevements de surface puis ceux des fientes. Le test

d’indépendance montre que le nombre de lots analyses est fonction du type de
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prélevement .Le test de comparaison des proportions par contre détermine une nette
différence du nombre de lots positifs .En effet, nous constatons que le plus fort taux de
positifs se retrouve relatif aux prélévements de fientes avec 7,14 %, malgré que le nombre
de lots analysés n’a été que de 0,50% durant ces années. VILLATE, (2001) le confirme en
expliquant que les porteurs latents excrétent de facon intermittente le micro-organisme
(environ 10° a 105/g) avec leurs déjections (MILLEMANN et al, 2005). Le taux d’infection
est de 1,5 % pour les ceufs a couver et embryonnés ; en effet, le taux de contamination reste
relativement faible méme si 1’analyse a ét¢ importante expliqué par le fait que I’infection des
ceufs lors d’un portage latent est variable de 4 a 33% selon le degré d’infection des porteurs
(VILLATE, 2001). VAN IMMERSEEL, et al, (2005) le confirment en signalant qu’en
Europe du sud 3 a 8% des oeufs sont contaminés par contre dans le reste de I’Europe moins
d’1% le sont.

GAST et BEARD, (1990) ; BARROW et LOVELL, (1991) et HUMPHREY et al,
(1991) expliquent que la contamination de I’ceuf peut se faire par les maticres fécales comme
il est également possible qu’elle ait lieu directement dans le jaune d’ceuf, le blanc d’ceuf, la
membrane interne de la coquille ou la coquille elle méme avant sa ponte suite a I’infection du
systeme de reproduction de la poule pondeuse (TIMONEY et al, 1989 ; SHIVAPRASAD et
al, 1990). Plusieurs chercheurs ont investigué la possibilité d’une pénétration de Salmonella
a travers la coquille de I’ceuf et ont confirmé que dans la pratique, la panoplie de sérotypes
trouvée a la surface de la coquille n’est pas du tout semblable a celle retrouvée dans
le contenu de 1’ceuf (VAN IMMERSEEL, et al, 2005).

Pour les prélevements de surface, le taux d’infection est nul par rapport a un
pourcentage d’analyses de 7,12 ce qui confirme que la désinfection a été bien appliquée en
respectant un protocole approprié, en suivant les recommandations de chaque désinfectant

et surtout par I’application du vide sanitaire.
3-1-5: Résultats des analyses effectuées sur les poules pondeuses: L’analyse des

résultats effectués sur les PP sur toute la durée de 1’étude, est représentée par le tableau XVI

et la figure 21.
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Tableau XVI: Résultats des analyses effectuées sur les PP:

1996 | 1997 | 1998 | 1999 | 2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006
Lots analysés 78 | 176 | 30 | 153 0 137 | 110 | 157 | 131 | 103 | 12
Lots positifs 2 2 0 10 0 2 0 5 0 0 0
% de lots positifs| 2,56 | 1,13 | 0 |653| 0 |145| 0 [3,18| O 0 0
Valeur observée du X2 (ddl=9)=26,94 ; p-valeur associée = 1,43E-03
a=0,05 Valeur critique du X? (ddI=9)= 16, 90
200 - 176 6,53 7
180 1 1 157 6
z 160
= 140 137 /\ 131 5 Lots
2 vsé
g 120 - \/%’.018 103 4 nAEe
< 100 | ’
R 2X¢6 3
= ’
E 60 7 \ 0 1,45 2 —9%de lots
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20 x\.’h A\/ \ 0 121
0 0
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Figure 21 : Résultats des analyses effectuées sur les PP

Le nombre de lots analysés pour les poules pondeuses et par rapport a cette recherche

est le plus important comparativement a 1’ensemble des types de production. En effet;

il représente 19,51%, par contre ; Une fluctuation du nombre d’analyses par année est

constatée, et confirmée par le test d’indépendance en effet, I’évolution s’est effectuée en
dents de scie de 1996 21999 avec 78 en 1996 ; 176 lots en 1997, 30 en 1998, 153 en 1999 ;
zéro analyse en 2000 puis la reprise était importante de 137 lots en 2001 puis 110 en 2002

jusqu’a 157 en 2003 puis 131 en 2004, 103 en 2005 jusqu’a 12 lots seulement analysés en

2006. Par contre le nombre de lots positifs par rapport a 1’ensemble des productions est de

1,93 %, reparti de fagon homogene d’apres le test de comparaison des proportions durant

la période de 1996 a 2006 mais proportionnel au nombre de lots analysés .VAN

IMMERSEEL et al, (2005), expliquent qu’en Europe du sud 5 a 10 % des exploitations sont
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réguliérement contaminées, par contre la moyenne de 1’infection déduit dans notre étude étant
de 1,93 %. Elle s’avére donc nettement inférieure a celle décrite pour I’Europe, nous
signalons néanmoins un taux de 6,53% relevé en 1999.
3-1-6 : Résultats des analyses effectuées sur les poulettes futures pondeuses :

Les PFP est un stade d’¢levage des PP, avant leur rentrée en ponte, son élevage est fréquent
dans les offices, les sollicitations du laboratoire pour la recherche des salmonelles sont plus
frégquentes ; son évolution durant la période de 1’étude est représentée par le tableau XVII et
la figure 22.

Tableau XVII : Résultats des analyses effectuées sur les poulettes futures pondeuses

1996|1997 | 1998 | 1999 (2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006

Lotsanalysés | 91 | 130 | 85 | 169 0 57 | 140 | 95 | 128 | 60 16

Lots positifs 0 0 0 2 0 0 2 1 1 1 0

% lots positifs | 0 0 0 1,18 | 0 0 142|105 |0,78| 166 | O

Valeur observée du X2 (ddI=9)=5,14 ; p-valeur associée=0,82

0.=0,05 Valeur critique du X?* (dd1=9)= 16, 90

180 - 169 1,66 1,8
160 - 140 1,6
g 190 | |10 125 14 —Lots
i 120 - /\ ,fh ,(515/\ 1,2 analyses
3 ] 9y /
g 100 5 0,78 !
£ 807 0 08 % lots
= 60 - 53 0,6 postfifs
£ 40 J 0,4
2 \i6
20 0,2
0/ 0|0 a )] ’
0 J — T 1 0
Année

Figure 22 : Résultats des analyses effectuées sur les poulettes futures pondeuses
Le pourcentage d’analyse pour la recherche de salmonelles de ce type d’élevage est en
effet élevé et représente 17,42% juste apreés celui des PP. Il évolue en dents de scie comme le
confirme le test d’indépendance avec un maximum de lots analysés en 1999 ou nous

enregistrons 169 lots analysés ( soit 91 en 1996, 130 en 1997 , 85 en 1998) puis une
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annulation en 2000 et la reprise se fait en fluctuant entre 57 lots en 2001 , 140 lots en 2002
puis 95 en 2003 , une montée du nombre d’analyses a 128 lots en 2004 puis chute jusqu’a 60
pour aboutir a un tres faible taux d’analyses en 2006 avec seulement 16 lots .

Concernant le nombre de lots positifs représentant 0,72% sur 1’ensemble des
productions, il reste homogeéne selon le test de comparaison des proportions durant la période
de I’étude et il s’avere relativement faible car ce type d’élevage appartient généralement aux
offices qui sont suivis systématiquement.

3-1-7 : Résultats des analyses effectuées sur les poussins ponte
Les poussins ponte constituent aussi une étape de 1’élevage dans la filiere ponte,

I’évolution de leur analyse est représentée par le tableau XVIII et la figure 23.

Tableau XVIII : Résultats des analyses effectuées sur les poussins ponte

1996 | 1997 | 1998 | 1999 | 2000 | 2001 | 2002 |2003|2004 | 2005 | 2006

Lots analysés | 42 | 83 31 71 0 25 | 123 | 49 | 70 | 32 6

Lots positifs 0 0 0 2 0 2 2 2 0 2 1

% de lots positifs| 0 0 0 (281 O 8 | 162 408 0 |212] 7,69

Valeur observée du X2 (ddl=9)= 14,50 ; p-valeur associée=0,11
0.=0,05 Valeur critique du X?* (dd1=9)= 16, 90

140 - 9

3 123 L co

120 A

100 A
80 71 \ 70 5
OIS .
60 7 \'//\ N MNombrede lots analysés
.8
2 34 > 12 3 % de lots positifs
40 7 ' » 19

\ 32 2

20
n,62 5 1
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Figure 23 : Résultats des analyses effectuées sur les poussins ponte .

Une fluctuation est remarquée dans 1’analyse des poussins ponte qui se fait en dents de
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scie confirmé par le test d’indépendance ; en effet, elle passe de 42 en 1996 a 83 en 1997
descend pour atteindre 31 en 1998 ,71 en 1999 ; s’annule en 2000 reprend avec 25 lots en
2001 puis atteint le pic en 2002 avec 123 lots analysés puis redescend pour atteindre 49 en
2003, 70 en 2004, 32 en 2005 puis 6 lots en 2006.

Par contre, nous constatons une cohérence suite a I’analyse des lots positifs en utilisant le test
de comparaison des proportions. Les années 1996, 1997, 1998, 1999, 2000, 2002, 2003,2004
et 2005 manifestent des taux relativement faibles et différents de ceux enregistrés en 2001
avec 8% et en 2006 avec 7,69%. En moyenne, le pourcentage de lots positifs a été de 2,06%
sur un total d’analyse de 9,54%.

3-1-8 : Résultats des analyses effectuées sur les poulets de chair :

En Algérie ; la filiere chair est détenue surtout par des particuliers qui font trés peu de suivis
et de contrbles au laboratoire. Le tableau XIX et la figure 24 indiquent d’une fagon trés
explicite le nombre de lots analysés ainsi que les pourcentages de lots positifs.

Tableau XIX : Résultats des analyses effectuées sur les poulets de chair

1996 | 1997|1998 | 1999 | 2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 |2006
Lots analysés 57 51 6 16 0 20 | 24 | 22 | 28 | 47 | 13
Lots positifs 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1

% de lots positifs| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 |212 7,69

Valeur observée du X2 (ddI=9)=5,06 ; p-valeur associée=0,83
a=0,05 Valeur critique du X? (dd1=9)= 16, 90

60 - 57 9
N 51 7,69 a
50 - a7
ey 7
% 40 - A 6 Lots ’
= analysés
z 2 5
e ]
£ 30 24 | 5, a % de lots
= 6 20 o~ positifs
= —
2 20 2,92/ \3 3
= 2
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Figure 24 : Résultats des analyses effectuées sur les poulets de chair .
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La recherche de salmonelles dans le poulet de chair représente 5,09% de I’ensemble
des analyses. L’¢évolution du nombre de lots analysés est tres variable comme le confirme
le test d’indépendance en passant de 57 en 1996 a 51 en 1997, chute a 6 en 1998 puis reprend
légérement pour atteindre 16 lots en 1999, s’annule encore en 2000 puis reprend en 2001
pour atteindre 20 lots puis 24 en 2002 ; 22 en 2003 ,28 en 2004 puis 47 en 2005 puis chute
encore pour ne représenter que 13 lots analysés en 2006.

Concernant, le pourcentage de lots positifs ; le test de comparaison des proportions confirme
qu’il est reparti de fagon homogeéne durant la période allant de 1996 a 2006. Au total, il est de
0,70%, et reste faible relativement aux pays d’Europe occidentale ou les taux de
contamination varient fortement, allant de 1 a 11 % des exploitations en 2002. Par contre en
Europe du sud, les taux sont encore plus élevés, jusqu’a 16 % en Italie (VAN IMMERSEEL,
et al ,2005). Une étude réalisée en Belgique en 2003, et sur un total d’échantillons analysés
de 22165; témoigne que 1647 échantillons positifs soit 7,4 % confirmant le faible

pourcentage de notre étude.

3-1-9 : Résultats des analyses effectuées sur les poussins chair
L’¢levage du poussin chair appartient aussi a des particuliers qui ne font appel au laboratoire
qu’au dernier recours. La pullorose reste a I’origine de mortalités foudroyantes dans notre
pays ce qui expliquerait sirement le nombre d’analyse relativement €levé reparti par année

durant la période de 1’étude et appuyé par le tableau XX et le graphique 25.

Tableau XX : Résultats des analyses effectuées sur les poussins chair

1996 | 1997 | 1998 | 1999 | 2000 |2001|2002|2003 | 2004 | 2005 | 2006
Lots analyseés 59 72 31 72 0 60 | 282 | 29 | 43 43 10
Lots positifs 0 1 0 2 0 3 1 0 1 4 0

% de lots positifs| 0 1,38 | O 2,77 0 5 |454] 0 (2321930 | O

Valeur observée du X2 (ddl=9)= 24,54 ; p-valeur associée=3,52 E-03

a=0,05 Valeur critique du X? (ddl1=9)= 16, 90
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Figure 25: Résultats des analyses effectuées sur les poussins chair :

Sur un taux d’analyse de 12,58% , le pourcentage de lots positifs est de 1,71% .
Le nombre de lots analysés a été assez conséquent par rapport a ce type d’élevage ; il passe de
59 lots en 1996 a 72 en 1997 puis chute a 31 en 1998 pour reprendre en 1999 et atteindre 72
lots , s’annule en 2000 et augmente progressivement pour atteindre le pic de 282 lots analysés
en 2002 apres n’avoir analysé que 60 lots en 2001, redescend encore en 2003 avec 29 lots
analysés puis reprend avec 43 lots en 2004 et 10 lots analysés pour la recherche de
salmonelles en 2006.

Concernant les lots positifs, et en se basant sur le test de comparaison des proportions, une
répartition homogene pour les taux de lots positifs a été remarquée sur toute la durée d’étude
avec une différence pour I’année 2005 ou elle est élevée a 9,30%.

VILLATE, (2001) explique que le poussin est extrémement vulnérable aux salmonelles
pendant ses premiers jours, 1’infection peut étre due, peu apres I’éclosion, a 1’ingestion de
particules alimentaires ou de liquide contaminé par les déjections de poussins déja atteints. Le
pourcentage de lots positifs reste inférieur a 10%, malgré que le nombre de lots analysés de
poussins ponte et chair fat conséquent.

3-1-10 : Résultats des analyses effectuées sur les poules reproducteurs chair

L’¢levage des reproducteurs reste trés restreint, limité aux offices et a certains
particuliers, néanmoins soumis a des mesures réglementaires assez séveres incitant les
propriétaires a des suivis, et des analyses de laboratoires ; le tableau XXI et la figure 26

montrent I’évolution de cette analyse pendant la période de notre étude.

95



Tableau XXI : Résultats des analyses effectuées sur les poules reproductrices chair

1996 | 1997 | 1998 | 1999 | 2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006

Lots analysés 41 | 97 | 12 | 65 0 35 |32 | 19 | 17 | 10 2

Lots positifs 0 0 0 2 0 3 2 0 0 1 1

% de lots positifs| 0 0 0 |307| 0 |857]625| 0 0 10 | 50

Valeur observée du X2 (ddl=9)= 14,79 ; p-valeur associée=0,10

0 =0,05 Valeur critique du X? (dd1=9)= 16, 90

120 4 &0
97 50
100 4 50
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Figure 26 : Résultats des analyses effectuées sur les poulettes reproductrices chair :

Nous remarquons une progression en dents de scie confirmée par le test
d’indépendance passant de 41 lots analysés en 1996 a 97 lots en 1997 puis une chute jusqu’a
atteindre 12 lots en 1998, reprise en 1999 avec 65 lots puis encore une annulation en nombre
d’analyses en 2000 , la reprise s’est produite en 2001 ou nous avons remarqué 35 lots
analysés puis 32 en 2002, diminution jusqu’a 19 lots en 2003 puis la chute continue pour
atteindre 17 lots en 2004, 10 lots en 2005 puis 2 lots seulement analysés en 2006 .

A propos du pourcentage de lots positifs , nous distinguons et selon le test de
comparaison des proportions une distribution réguliére des lots positifs de 1996 a 2004 qui

differe par la suite en 2005 et 2006 avec un pourcentage assez élevé soit 10% en 2005 puis
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atteindre le plus fort pourcentage en 2006 avec 50% de cas positifs mais sur un total de lots
analyseés de 2.

3-1-11: Résultats des analyses effectuées sur les poules reproductrices —ponte :
L’¢levage de reproducteurs ponte a fait I’objet d’essai pendant une période trés limitée et
surtout dans la wilaya de Boumerdes dans les centres de 1’office régional de I’¢levage avicole
du centre du pays. Le suivi de ce genre d’élevage est permanent, dont les résultats sont

syntheétisés a travers le tableau XXII et la figure 27.

Tableau XXII : Résultats des analyses effectuées sur les poules reproductrices —ponte

1996 | 1997 [1998|1999| 2000 | 2001|2002 |2003 | 2004 | 2005 | 2006

Lots analysés 6 8 0 1 0 3 126 |11 0 0 0

Lots positifs 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0

% de lots positifs| 0 0 0 0 0 0 11,53} O 0 0 0

Valeur observée du X2 (ddI=5)= 3,54 ; p-valeur associée=0,62
a=0,05 Valeur critique du X? (ddI=5)=11, 05
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Figure 27 : Résultats des analyses effectuées sur les poulettes reproductrices ponte .

Nous remarquons un nombre de lots analysé faible , réparti de la maniere suivante
de 1996 a 2006, avec 6 lots en 1996, puis 8 lots en 1997 puis s’ annule en 1998, pour

reprendre en 1999 avec seulement un lot analysé, en 2000 elle s’annule encore puis reprend
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en 2001avec 3 lots, le pic d’analyses a été observé en 2002 avec 26 lots analysés puis chute
pour atteindre 11 lots en 2003 et s’annule respectivement en 2004,2005 et 2006.

Concernant le nombre de lots positifs, et selon le test de comparaison des proportions ; nous
constatons une distribution identique sur toute la période de notre étude et proportionnelle par
rapport aux nombres de lots analysés.

Notons qu’au niveau des cinq wilayas du centre du pays, les plus forts pourcentages
de contamination par Salmonella dans les exploitations de reproduction étaient enregistrés en
2005 et 2006 pour les reproducteurs chair avec 10 et 50% représentant une moyenne de
2,72%, malgré que ces pourcentages fussent homogénes durant la période de 1996 a 2006.
5,45 % pour les reproducteurs ponte ; intervalle se situant en dessous des résultats avancés
par VAN IMMERSEEL et al, (2005) relatif au sud de I’Europe qui enregistre jusqu’ a 10% de
contamination par ce germe, signalant par contre moins de 3% de contamination en Europe
occidentale et un pourcentage proche de zéro en Scandinavie. Pour la Belgique, le méme
auteur et ses collaborateurs mentionnent qu’il y a eu une décroissance des taux de
contamination des exploitations de reproduction a la fin des années 90 suite a une bonne
couverture vaccinale, qui s’explique par la différence notée entre 1997et 2003, avec 13,7% et
7,5% des exploitations qui étaient respectivement atteintes par Salmonella Enteritidis et
Typhimurium en 2003, contre 1,2% et 1,9% de contamination en 2003.

Le contréle de I’infection chez les parentales est capital dans un programme de lutte par

rapport aux voies d’infection des exploitations.

3-1-13 : Résultats des analyses effectuées sur les poussins reproducteurs-chair : Nous
avons tenu a exposer cette évolution sous forme de tableau XXIII et de figure 28 .Pour
pouvoir identifier d’éventuelles contaminations chez ce type de production au stade de

démarrage.
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Tableau XXII1 : Résultats des analyses effectuées sur les poussins reproducteurs-chair

1996 1997 1998 (1999 [2000 20012002 2003 2004 {2005 2006

Lots analysés 6 12 13 0 0 | 17| 10 6 3 2 0

Lots positifs 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

% de lots positifs 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

18
16
14
12
10

——Lotsanalysés

% de lots positifs

o K= BB o

Figure 28 : Résultats des analyses effectuees sur les poussins reproducteurs chair.

L’intérét d’utiliser le test d’indépendance s’avere superflu vu la fréquence de 1’absence
de prélevements, par contre , la répartition des lots analysés s’est effectuée d’une maniere
homogene de 1996 a 1998 puis de 2001 a 2003 .Aucune analyse de ce type de production n’a
été effectuée en 1999, 2000. Les années 2004 et 2005 affichent des nombres relativement bas
avec respectivement 3, 2 et 0 en 2006 .Aucun lot positif n’a été déclaré pendant la durée
d’étude.

3-1-13 : Résultats des analyses effectuées sur les poussins reproducteurs-ponte : Tres peu
de prélévements de poussin reproducteur ponte parviennent au laboratoire pour la recherche
de salmonelles. Le tableau XXIV et la figure 29 représentent I’évolution des lots analysés et

lots positifs pour ce type de prélévements.
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Tableau XXIV : Résultats des analyses effectuées sur les poussins reproducteurs-ponte

1996 | 1997 | 1998 | 1999 | 2000 | 2001 [2002| 2003 {2004 |2005|2006
Lots analysés 10 2 3 13 0 3 9 0 0 |30
Lots positifs 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
% de lots positifs| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 (285 0O

Valeur observée du X2 (ddl=6)= 1,16 ; p-valeur associée=0,98

a=0,05 Valeur critique du X? (ddl=6)=12, 57

40 - 2,85 3
35
35
? 2,5
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Figure 29 : Résultats des analyses effectuées sur les poussins reproducteurs ponte.

Le test d’indépendance confirme I’évolution en dents de scie pour ce prélévement et se
traduit par 10 lots analyseés en 1996 , 2 lots en 1997 , puis 3 lots en 1998, une légere élévation
est observée en 1999 avec 13 lots analysés , en 2000 par contre ,aucun lot n’a été analysé puis
3 lots en 2001, et 9 lots en 2002 . Le nombre de lots analysés été encore nul en 2003 et 2004.

La répartition des lots positifs s’est effectuée d’une maniere homogene avec aucun cas
positif selon le test de comparaison des proportions sauf en 2005 ou un seul cas a été

enregistré soit 2,85%.
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Nous concluons que la prophylaxie sanitaire a été efficace, compte tenu que le pourcentage
de lots positifs varie de 0 a 2,85% respectivement chez les poussins reproducteurs chair et
ponte.

3-1-14 : Résultats des analyses effectuées sur les prélevements de surface : D’apres les
directives de la DSV pour le renforcement du contrble vétérinaire en aviculture , les
exploitations avicoles agréées doivent étre soumises a une désinfection et un vide sanitaire
avant toute mise en place de cheptel avicole , elle comprend le nettoyage a 1’eau sous
pression , la désinfection du local et du matériel, toutes ces opérations sont suivies d’un vide
sanitaire dont la durée est variable , le certificat de désinfection et de vide sanitaire n’est
délivré qu’apres contrdle systématique a 1’aide de moyens appropriés en vue d’une recherche
bactériologique, L’évolution de ce type d’analyse réalisée au niveau du LVR/DBK pendant la

période de 1’étude est représentée par le tableau XXV et la figure 30.

Tableau XXV : Résultats des analyses effectuées sur les prélevements de surface

1996 11997 1998 [1999|2000| 2001 | 2002 | 2003 |2004| 2005 | 2006
Lots analysés 1 2 0 40 | O 2 39 5 82 | 186 | 40
Lots positifs 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

% de lots positifs| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Figure 30 : Résultats des analyses effectuées sur les prélevements de surface .
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Nous remarquons que ce type d’analyse s’est consolidé surtout apres les mesures prises
par la DSV en 2004, dont I’application reste limitée aux exploitations agréées. L’évolution du
taux de prelévements était trés irréguliére, en effet , nous avons signalé 1 seul lot analysé en
1996, 2 lots en 1997, 40 lots en 1999, 39 en 2002, 5 lots en 2003, 82 lots en 2004, 186 en
2005 puis 40 lots en 2006, aucun lot n’a été analysé en 1998 et en 2000 .

Le pourcentage du nombre de lot positif a été nul durant toute la période de notre étude c'est-
a-dire de 1996 a 2006. Ce qui peut étre expliqué par le respect du protocole du vide sanitaire

en appliquant une double désinfection.

3-1-15 : Résultats des analyses effectuées sur les eceufs a couver et embryonnés : Pour
le controle sanitaire au niveau des exploitations de reproducteurs et des couvoirs, I’envoi au
laboratoire d’ceufs a couver est systématique, par contre I’envoi des ceufs embryonnés et non
éclos se fait lors de probleme d’éclosion. Le tableau XXVII et la figure 31 synthétisent
I’évolution de 1’analyse des salmonelles pour ce type de prélevement (compte tenu que le
nombre d’ceufs embryonnes était trés faible, nous avons tenu a 1’associer avec les ceufs a

couver) durant la période allant de 1996 a 2006.

Tableau XXVI : Résultats des analyses effectuées sur les ceufs a couver et embryonneés

1996 | 1997 | 1998|1999 | 2000 | 2001 | 2002 | 2003 |2004| 2005 | 2006

Lots analysés 41 | 232 | 39 | 199 | 175 | 230 | 45 3 0 | 34 | 44

Lots positifs 0 4 0 4 1 0 0 2 0 0 0

% de lots positifs| 0 1,721 0 [201{057| O 0 |66,66| O 0 0

Valeur observée du X2 (ddI=9)= 131,38 ; p-valeur associée=0,00

0=0,05 Valeur critique du X? (dd1=9)= 16, 90
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Figure 31: Résultats des analyses effectuées sur les ceufs a couver et oufs embryonnés .

La fluctuation de I’analyse des ceufs a couver et ceufs embryonnés a été aussi signalée
par rapport aux années d’étude selon le test d’indépendance, en effet nous remarquons un
nombre de lots analysé de 41en 1996, qui augmente pour atteindre 232 lots analysés en1997
puis diminuer jusqu’a 39 lots puis 199 lots en 1999, 175en 2000, 230 en 2001,45 en 2002,
descend en 2003 pour n’enregistrer que 3 lots ; pour s’annuler en 2004 et reprendre encore
avec 34 en 2005 puis 44 lots analysés en 2006.

Pour le nombre de lots positifs, nous remarquons et selon le test de comparaison des
proportions un pourcentage homogéne en 1996, 1997, 1998,2000, 2001, 2002, 2004 ,2005
et 2006 mais différent de celui enregistré en 1999 et en 2003 avec respectivement 2,01% et
66,66 % ; en effet, sur 18,70 % du total des lots analysés 1,05% des lots sont positifs, ce qui
confirme les résultats rapportés en 2005, par la Commission Européenne qui signale que
moins de 1 % des ceufs sont contaminés en Europe occidentale par contre, dans le reste de
I’Europe entre 3 et 8 % des ceufs le sont.

L’infection salmonellique étant une cause importante de mortalité embryonnaire, la mise en
ceuvre de recherches a partir d’organes de poussins ou de poulets est aussi destinée a détecter
une infection sans excrétion fécale. Il est souvent d’un grand intérét de mettre en ceuvre ce
type d’examen a partir d’organes de poussins morts dans 1’ceuf (BORNERT ,2000), ce qui est

confirme formellement par les résultats obtenus en 2003.
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3-1-16 : Résultats des analyses effectuées sur les matiéres fécales: Tous les types de
productions, sont soumis a des controles de matiéres fécales, a différentes périodes de leurs

élevages que nous avons reproduit sous forme de tableau XXVI1I et de graphique 32.

Tableau XXVII : Résultats des analyses effectuées sur les matieres fécales

1996 [1997 1998 (1999 (2000 [2001 2002 (2003 [2004 2005 [2006
Lots analysés |0 0 0 16 1 0 3 0 2 3 3
Lots positifs 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1
% de lots positifs|0 0 0 6,25 |0 0 P 0 0 0 33,33

Valeur observée du X2 (ddl=5)= 3,81 ; p-valeur associée=0,58

0 =0,05 Valeur critique du X? (ddl=5)= 11, 05
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Figure 32 : Résultats des analyses effectuées sur les matiere fécales .

Les années 1996, 1997,1998 ,2001et 2003 n’ont enregistré aucun lot analysé pour les
cing wilayas , en effet, ce type de prélévement parvenaient au laboratoire d’une fagon timide
en enregistrant seulement 1 lot en 2000 ,2 en 2004 ,3 en 2005, 3 en 2002 et 2006 avec le plus
fort taux en1999 ou 16 lots ont été analysés .Concernant le nombre de lots positifs ,la
distribution s’est faite d’une maniére homogeéne par contre en 1999 et 2006 nous enregistrons
respectivement 6,25% et 33,33% .
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Nous concluons en général , que le plus fort pourcentage des lots positifs soit 7,14 % etait
enregistré pour ce type de prélevement sur seulement 0,50%.

L’excrétion fécale des salmonelles constitue la cause principale de la diffusion de ces
bactéries au sein des effectifs animaux et les tests de dépistage de I’infection sont donc en
premier lieu effectués a partir de matiéres excrémentielles. (BORNERT, 2000).

Nos résultats corroborent ceux d’une étude éffectuée en Belgique en 2003sur un total de
22165 fientes de poussins destinés a 1’engraissement prélevées, avant le transport a 1’abattoir ;
7,4 % des échantillons etaient positifs pour Salmonella (VAN IMMERSSEEL et al ,2005).Le
méme auteur rapporte que selon une autre étude réalisée dans le méme pays, a la méme année
sur des poules pondeuses de réforme, et sur un échantillon de 642 de fientes ,15 % étaient
positifs pour Salmonella, qui est un taux supérieur a celui trouvé dans notre étude mais

inférieur a celui enregistré en 2006.
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4 | Conclusion

A travers cette premiere partie; nous concluons a un faible taux de lots analysés par
rapport au cheptel circulant dans la région, terrain de notre étude, considérée a vocation
¢levage surtout avicole ce qui s’explique par le fait que le recours au laboratoire ne se fait
que dans le cadre d’échec thérapeutique ou de contrdle systématique mais apres traitement
préalable.

Concernant le pourcentage de lots positifs, il s’avere inférieur a ceux rapportés par des
travaux effectués a travers le monde méme dans les pays développés

L’année 1999 représente celle qui a connu le plus fort pourcentage de lots positifs dans la
région avec 2,82% soit 23 foyers.

Les wilayas de Tizi-Ouzou, Bouira, Boumerdes et Bejaia présentent une répartition
homogéne des lots positifs avec un taux inférieur a 2%. M’sila par contre représente la wilaya
ou le pourcentage de lots positifs est nul, ceci reste relatif au faible taux de lots analysés.
Concernant les pourcentages de lots positifs pour les différents types de production, les
poulettes reproductrices chair et ponte s’averent les plus atteintes par rapport aux autres
productions, ceci ne s’explique que par le fait que les controles pour ce type d’élevage est
tres rigoureux.

Les poussins ponte ainsi que les poules pondeuses sont aussi tres infectés constituant un
type de production stratégique et a I’origine de toxi infection alimentaires par les ceufs.

Nous constatons que juste aprés se classent les poussins chair et le poulet de chair qui sont
infectés avec un pourcentage relativement identique.

Les prélevements de fientes constituent le plus fort pourcentage de lots positifs malgré
le faible nombre de lots analysés ce qui est concluant pour proposer ce type de prélevement
dans le cas de contrble systématique de cette pathologie surtout lors de portage
asymptomatique ; par contre les ceufs embryonnés et a couver présentent un pourcentage de
lots positifs tres faible malgré 1’importance du nombre de lots analysés, résultat confirmé par
beaucoup d’études.

En général, concernant 1’évolution des résultats d’analyses de tous les types de
prélevements pour les wilayas terrain de notre étude et pendant la période de 1996 a 2006 ;
elle s’est faite en dents de scie :

Pour les poules pondeuses et les poulettes futures pondeuses, le plus fort pourcentage de
lots positifs était observé en 1999.

Pour les poulettes reproductrices ponte, le plus fort taux de contamination de ce type de

production était enregistré en 2002,
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Les prélévements d’ceufs embryonnés et ceufs a couver enregistrent le plus fort taux de
lots positifs en 2003.

Pour les poussins chair et les poussins reproducteurs ponte, 1’année 2005 par contre
présentait le plus important taux de lots positifs.

Pour les poulets de chair, les poussins ponte ; les poulettes reproductrices chair ainsi
que les prélévements de fientes, 1’année 2006 était celle qui présentait le plus fort taux des lots
positifs.

Les poussins reproducteurs chair quant a eux étaient indemnes d’infection
salmonellique.

Les prélévements de surface eux aussi n’ont enregistrés aucune contamination durant

toute cette période d’étude et sur les cinq wilayas du centre du pays.
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Chapitre 11

Identification ; sérotypage et étude de la sensibilité aux antibiotiques de cent souches de

salmonelles isolées dans quelques wilayas du centre du pays :
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Dans ce second chapitre de notre partie pratique, nous nous intéresserons a
I’identification, le serotypage, la détermination de I’activit¢ des antibiotiques ainsi qu’a
I’étude du support plasmidique de certaines résistances sur cent souches de salmonelles
isolées dans quatre wilayas du centre du pays.
1-Matériels

1.1: Souches bactériennes objet de I’étude

Les références des 100 souches bactériennes qui ont fait 1’objet de cette étude sont
représentées dans le tableau cité en annexe 8 , Une partie de ces souches a été récupérée
parmi celles isolées au laboratoire entre 1996 et 2006, le reste a été isolé a partir de
prélevements effectués dans le cadre de ce travail tout en gardant la confidentialité sur
I’élevage d’origine , & partir des wilayas de Tizi — Ouzou, de Bouira, de Boumérdés et Béjaia

pendant la période allant de Janvier a Décembre 2007 ;

1-2 : Souches et plasmides de référence

Nous représentons dans le tableau XXVIII les souches ainsi que les plasmides de référence

Tableau XXVIII : Souches de Référence

Souches Caractéristiques Intérét

Utilisée lors de la réalisation
sensible a tous les antibiotiques (ATB) | des CMI pour confirmer les
résultats

Escherichia coli ATCC
25922

Souche lactose + ; indole +, sensible a la
plupart des ATB avec une résistance Utilisation lors du transfert par

Escherichia coli K12Nal chromosomique a 1’acide Nalidixique conjugaison

Souche lactose - ; indole +, sensible a la | Utilisation lors du transfert par
Escherichia coli C600Rif | plupart des ATB avec une résistance conjugaison
chromosomique a la Rifampicine

Utilisation lors du test de

Com1(K) Rif Plasmide résistant a la Kanamycine e,
compatibilité

Plasmide résistant a I’ Ampicilline ;

Coml PPED 178(ACTP) Chloramphénicol et a la Triméthoprime.

Rif

Utilisation lors du test de
compatibilité

Utilisation lors du test de

Flme PPED 181/4(T) Nal |Plasmide résistant a la Tétracycline o
compatibilité

Utilisation lors du test de

Fime PPED 181/3(CTp) |Plasmide résistant au Chloramphénicol N
compatibilité

Rif et a la Trimethoprime.
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1-3 : Antisérums

Le sérotypage est réalisé a 1’aide d’anti-sérums anti O et anti H de Salmonella (Bio-
Merieux).

1-4: Antibiotiques (disques d’ATB)

Nous avons tenu a respecter la liste minimale proposée par Gnanou et al, (2000) qui
signale qu’elle doit impérativement comprendre pour la volaille les ATB suivants :
Ampicilline, Ceftiofur ou Céfotaxime , Gentamicine, Streptomycine, Néomycine ou
Kanamycine , Tétracyclines ,Acide Nalidixique , Enrofloxacine ou Ciprofloxacine et
Cotrimoxasole (SXT) , et a I’¢largir en associant d’autres générations des différentes familles
d’ATB, dont la liste utilisée est évoquée dans le tableau XXIX en précisant les familles et

éventuellement les charges des différentes molécules .
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Tableau XXIX:

Disques d’antibiotiques tests et leurs charges (RAHAL ,2007)

Famille chimique Nom de PATB Abréviation | Charge du disque
Ampicilline AMP 10 ug
Amoxicilline /Acide Clavulanique AMC 20/10 ug
Mécillinam MEC 10 ug
Ticarcilline TIC 75 ug
Pipéracilline PIP 100 pg
Latamoxef MOX 30 pg
Imépénéme IPM 10 ug
Aztréonam ATM 30 pg
Béta Lactamines | Cefazoline CzO 30 ug
& Céfalexine CN 30 ug
Céphalosporines Céfoxitine FOX 30 ug
Ceftazidime CAZ 30 ug
Céfépime FEP 30 ug
Céfuroxime CXM 30 ug
Céfotaxime CTX 30 ug
Ceftiofur XNL 30pg
Cephalothin CF 30ug
Gentamicine GM 10 ug
Amikacine AN 30 ug
Nétilmicine NET 30 ug
Aminosides Kanamycine K 30 ug
Isépamicine ISP 30 ug
Furanes Nitrofurantoine FT 300 ug
Acide Nalidixique NAL 30 ug
Ciprofloxacine CIP 5 ug
Quinolones Enrofloxacine ENR 5 ug
Lévofloxacine LVvX 5ug
Cyclines Tétracycline TE 30 ug
Phénicolés Chloramphénicol CCcC 30 ug
Sulfonamides SSS 300 pg
Sulfamides Triméthoprime TMP 5ug
Cotrimoxazole SXT 1,25/23,75 ug
Polypeptides Colistine CS 10 ug
Autres Fosfomycine FOS 200 g
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1-5: ATB en poudre : Utilises lors de la préparation des boites de sélection pour le transfert

des plasmides.

v’ Tétracyclines :SIGMA v' Kanamycine: BRISTOL-MEYERS SQUIBB
v AcideNalidixique : SERVA v Trimethoprime: ROCHE
v Rifampicine: LIFE-PHARMACY v' Ampicilline sodique injectable: BIOPHARM

v" Nitrofurantoines :SAIDAL v Chloramphénicol : SERVA PEINBIOCHEMICA

1-6 : Milieux de culture : Les milieux, solutions, tampons et réactifs utilisés sont présentés
dans I’annexe 5 en complément de ceux utilisés dans le premier chapitre, nous avons
néanmoins utilis¢ d’autres produits afin de réaliser la technique d’¢lectrophorése en gel
d’agarose. TEG+ Lysosyme, Tampon de lyse, Acétate de potassium, Phénol-chloroforme,
Ethanol a 100% ; Ethanol a 70%, TBE1x (8,9 mM Tris, 8,9 mM acide borique, 0,25 mM
EDTA-Na,), Bromure d’éthidium, Bleu de bromophénol, Agarose.

1-7: Appareillage: En plus de [Dappareillage courant dans un laboratoire de
microbiologie, nous avons utilisé :

Densitométre (DENSIMAT-BioMerieux)
Bain Marie avec agitateur : (FIRLABO)
Translluminateur a UV: (VILBER lourmat)
Appareil Photo : (POLAROID gel cam).
Centrifugeuse réfrigérée : SIGMA

2-Méthodes
L’isolement ; I’examen bactériologique ; 1’identification biochimique ont été effectuées selon
le protocole cité dans la premiere partie (pages : 53 a 60).

2-1: Galerie APl 20 E : Le recours a l’utilisation de la galerie API 20 E a eu lieu au
laboratoire de bactériologie médicale ; antibiothérapie et hygiéne hospitaliére de L’institut
Pasteur d’Algérie, pour I’identification compléte des souches.

Il s’agit de galeries qui se présentent sous forme de produits desséchés réhydratées par
inoculation de la suspension du germe a tester a 0,5 Mc FARLAND (annexe 5).

Les tests utilisés dans cette galerie commerciale pour 1’obtention d’une identification SONt :
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- La fermentation des carbohydrates : glucose, mannitol, inositol, sorbitol, rhamnose,
saccharose, melibiose, amylaseet arabinose.

- La décarboxylation des acides amines : Lysine, ornithine et arginine.

- La production d’H2S

I’hydrolyse de 'urée,
- la formation d’indole, la production d’acétone, I’hydrolyse de la gélatine et
- I’hydrolyse de I’ONPG.

Les réactions produites pendant 1’incubation de 18-24h a 37°+ 2°C ; se traduisent par
des virages spontanés ou révélation par I’addition de réactifs appropriés ; le réactifs de
Kovacs pour la recherche de la production d’indole, le chlorure ferrique pour le tryptophane
désaminase (TDA) et enfin le réactif VPI (solution a naphtol) et le réactif VPII (solution
aqueuse d’NaOHy4N) pour le test de Voges Proskawer.

La lecture se fait en se référant a un catalogue analytique aprés avoir noté les résultats
négatifs ou positifs sur I’échiquier.

2-2 : Sérotypage

Toutes les souches sont isolées, identifiées et pour la plupart sérotypées au niveau du
LVR/DBK; elles ont fait 1’objet par la suite d’une confirmation de 1’identification et du
sérotype au laboratoire de bactériologie médicale et au laboratoire des entérobactéries de
I’'IPA.

Le sérotypage consiste en une agglutination sur lame de la souche pure a identifier, avec des
sérums appropriés, il se fait selon le schéma de Kauffmann White.
Les sérums utilisés sont les serums polyvalents (OMA, OMB) et monovalents (O, H).
La souche a identifier est prélevée a partir d’'une culture de 24 h sur gélose nutritive et sur
Hajna-Kligler ou TSI.

2-2-1: Technique
- Sur une lame propre ; on réalise un essai d’auto-agglutination, en émulsionnant une culture
bactérienne de 24 h dans une goutte d’eau physiologique.
- Déposer une goutte de sérum polyvalent (OMA, OMB) et mettre quelques colonies en
suspension directement dans la goutte de sérum. Bien mélanger puis observer a 1’ceil nu sur
un fond noir.
Aprés agglutination avec le sérum polyvalent OMA ou OMB, il faut procéder a la recherche
de I’agglutination avec les sérums monovalents anti O, pour préciser le groupe auquel

appartient la souche, ensuite a la recherche de 1’agglutination avec les sérums anti H.
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2-2-2 : Méthode d’inversion de phase

Les salmonelles peuvent présenter deux phases flagellaires, mais seule 1’une d’entre elle est
exprimée quand elle est nettement majoritaire.

L’expression de la phase déja identifiée est inhibée ;en ajoutant le sérum anti H qui
correspond a la phase déja identifiée dans la gélose Sven-Gard ensemencée au centre par la
souche a tester, apres incubation de 18 h a 24 h a 37°+ 2°C , la gélose est envahie par les
salmonelles dont la seconde phase est exprimée.

Des colonies sont alors prélevées a partir de la périphérie de la culture bactérienne et seront
testées avec les sérums de la phase non identifiée.

2-3 : Test de sensibilité aux antibiotiques (Antibiogramme)

L’antibiogramme permet de mettre en évidence in vitro la sensibilité des germes vis a
vis des antibiotiques dans des conditions particuliéres, qui ne correspondent toutefois pas
toujours aux conditions physico-chimiques retrouvées au niveau du foyer infectieux
(EBERLIN et RENAUD, 1994). Nous avons adopté la méthode recommandée par I’OMS en
suivant les critéres définis par le CLSI, et standardisée depuis 1999 a I’échelle nationale en
médecine vétérinaire.

2-3-1: Principe : Des disques imprégnés d’antibiotiques sont déposés a la surface d’un
milieu de culture préalablement ensemencé avec une dilution calibrée de la bactérie a tester.
Un gradient de concentration s’établit dans la gélose et, aprés 18 h d’incubation a 35+2°C ; la
croissance de la bactérie dessine des halos d’inhibition autour des disques d’antibiotiques.

34 ATB appartenant a 10 familles distinctes ont été utilises.

2-3-2: Technique

e Milieu : Gélose Mueller Hinton (MH), en boites de Pétri.

e Inoculum: Quelques colonies identiques d’une culture de 18 h sont
déchargées dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9%. La suspension
bactérienne est bien homogénéisée, avec une opacité équivalente a 0,5 Mc

Farland.
e Ensemencement : Un écouvillon imbibé de la suspension bactérienne est
frottée sur la totalité de la surface gélosée, seche, en stries serrées.

e Application des disques d’antibiotiques : Les disques d’antibiotiques doivent

étre espacés de 24 mm, centre a centre.

Tester la liste des antibiotiques indiqués dans le tableau XXIX
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e Lecture

- Mesurer avec précision les diameétres des zones d’inhibition a 1’aide d’un pied a coulisse.
- Comparer ces résultats aux valeurs critiques figurant dans la table de lecture (Annexe 9)
- Classer la bactérie dans 1’une des catégories : Sensible, Intermédiaire ou Résistante.
N/B : Pour les souches classées dans la catégorie : « intermédiaire » ; le recours aux CMI
s’impose en utilisant le E-Test qui associe les caractéristiques des méethodes de diffusion et de
dilution, en milieu solide (BRISABOIS et al, 2006). Ce test permet de donner une mesure
précise de la concentration minimale inhibitrice d'un antibiotique contenu dans un espace
limité a une extrémité de la bandelette. Lorsque celle-ci est déposée sur une gélose MH,
préalablement ensemencée, l'antibiotique se répartit selon un gradient de concentration trés
précis. La lecture est réalisée apres 24 heures d'incubation a 35°C. Une ellipse d'inhibition de
culture se dessine autour de la bandelette et la CMI correspond a la valeur lue a l'intersection
de la culture bactérienne et de la bandelette.
2-4: Etude Genétique

Les techniques génotypiques de détection de la résistance aux ATB ont été développées
afin de compléter les méthodes phénotypiques mais restent jusque la non standardisée.
(PLOY ; 2006)

2-4-1 : Transfert génétique par conjugaison
2-4-1-1 : Principe

Le transfert génétique permet la mise en évidence de plasmides portant des caractéres
de résistance aux antibiotiques .Dans ce type de transfert, le contact physique entre la bactérie
donatrice et la bactérie réceptrice est indispensable, il se fait par croisement de la souche
donatrice avec une souche réceptrice dépourvue de plasmides et possédant un caractere de

résistance chromosomique auquel la donatrice est sensible.

Le transfert en bloc d’un ou plusieurs caractéres de résistance de la souche donatrice
vers la souche réceptrice laisse supposer que le support génetique des caracteres transférés est

porté par un ou plusieurs plasmides.

Il s’agit ensuite de sélectionner les bactéries réceptrices ayant acquis le(s) caractere(s) de
résistance a (aux) ’antibiotique(s) transférable(s) tout en contre-sélectionnant les bactéries

donatrices et les réceptrices n’ayant acquis aucun caractere.

Les transconjugants obtenus sont ensuite testés par antibiogramme afin de déterminer leur
profil de résistance (COURVALIN et al, 1985).
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2-4-1-2 : Protocole :
» Préparation des transconjugants
- Isolement des souches donatrice et réceptrice sur gélose BCP, incuber 18 a 24h a 35°C.

- Prendre une colonie de la souche étudiée (donatrice), une autre colonie de la souche de
référence (réceptrice); les mettre chacune dans un tube de BGT ; les laisser pendant 4 h en

agitation dans le bain marie a 35 °C.
- Prendre 1ml de chaque culture, les mélanger avec un rateau dans une boite de MH.
- Les incuber, couvercle vers le haut pendant 18h a 35 °C.

- Apreés incubation, ajouter 1ml de BHIB stérile, mélanger toujours a 1’aide d’un rateau et
récupérer le surnageant (qui contient les transconjugants) a 1’aide d’une pipette pasteur munie

d’une poire.

Remarque : Une numération (comptage) de la souche donatrice est souhaitable afin d’estimer
le nombre de bactéries donatrices et estimer ainsi la fréquence de transfert donnée par la
formule suivante (COURVALIN, 1985) :

Nombre de transconjugants
Fréquence de conjugaison = <1
Nombre de bactéries donatrices

» Préparation de la boite de sélection

Il s’agit d’un milieu gélos¢é MH coulé en boite de pétri contenant deux ATB, dont I’un
correspond au caractere suspecté plasmidique de la souche donatrice et I’autre au caractére
chromosomique de la souche réceptrice. 1ml de chaque ATB est donc ajouté a 18 ml de MH ;
nous ensemencons la souche donatrice et la souche receptrice en trait sur le quart de la boite ,

et le mélange en stries sur les % restants .

Incuber pendant 18h a 35°C puis effectuer un antibiogramme sur les transconjugants

afin de déterminer les caracteres transférés.
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= |ecture des boites de sélection

La présence de colonies sur la partie ou le mélange a ét€¢ ensemencé signifie qu’il y a
présence de transconjugants. La verification des caractéres biochimiques des souches
Escherichia coli réceptrices ayant acquis par transfert des caractéres de résistances aux ATB
portés initialement par les souches donatrices salmonelles s’est faite sur la base des tests
d’indole et de lactose (Hajna Kligler) : Les souches E. coli étant généralement indole +

lactose + contrairement aux souches de Salmonella qui sont indole- et lactose-

Les souches donatrices et réceptrices ne doivent pas pousser, dans le cas contraire, la

manipulation est refaite.
= Antibiogramme des transconjugants et analyse phénotypique

L’antibiogramme est réalisé sur gelose MH et sur un nombre maximum de colonies de
transconjugants avec les marqueurs de résistance de la souche donatrice et la souche

réceptrice, les caractéres transférables sont ainsi déterminés.

- les souches résistantes sur lesquelles I’essai du transfert par conjugaison sont reprises dans

tableau suivant XXX.

Tableau XXX: Liste des souches donatrices sur lesquelles ont été effectués les essais de

conjugaison

N° de la souche Souche donatrice Proflece S?uche.
résistance receptrice

02 Salmonella Heidelberg AMP, Te, Nal C600 Rif
14,16,17,27,29,51,62, Salmonella Heidelberg Nal C600 Rif
74,80,81,84,85,88,90 ,95,97,98,

75 Salmonella Heidelberg Te K12Nal
13, 18, 19,30,32,39,42, 48,57 Salmonella Enteritidis Fur K12Nal
26,33,100 Salmonella Enteritidis Nal C600 Rif
23,94 Salmonella Albany Nal C600 Rif
15 Salmonella Typhimurium Fur K12Nal
36 Salmonella Typhimurium SXT, TMP, SSS, Te K12Nal
49, 68, 83 Salmonella Typhimurium Nal C600 Rif
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99 Salmonella Infantis Nal C600 Rif
28 Salmonella Blockley Nal C600 Rif
37,52 Salmonella Blockley Te K12Nal
41 Salmonella Hadar Te K12Nal
44 Salmonella Hadar K K12Nal
01 Salmonella Hadar AMP, Te, Nal C600 Rif
21 Salmonella Livingstone Te, SSS, Tp K12Nal
31 Salmonella Pullorum Nal C600 Rif
40,56 Salmonella Pullorum Fur K12Nal
25 Salmonella Pullorum Nal C600 Rif
24 Salmonella Indiana Te, SSS, TMP, SXT K12Nal
34 Salmonella Indiana Fur K12Nal
03 Salmonella Newport AMP, Te, Nal C600 Rif

2-4-2 : Test de Compatibilité ou Groupage

2-4-2-1 : Définition : Un plasmide A et un plasmide B sont dits incompatibles quand ils sont
incapables de coexister de fagon durable dans une bactérie, dans le cas contraire, on parle de
plasmides compatibles. Les plasmides incompatibles entre eux sont apparenteés, il est logique

de les réunir au sein d’'une méme famille appelée groupe d’incompatibilité .

2-4-2-2 : Technique : Identique a la technique utilisée pour le transfert génétique sauf que
dans ce cas, on croise le transconjugants avec un E.Coli qui porte un plasmide de référence
afin de déterminer le groupe auquel appartient le plasmide étudié, on signale que le plasmide

de référence doit avoir 1ou 2 résistances différentes de celles de la souche étudiée.
2-4-3: Etude des profils plasmidiques

En vue de caractériser le(s) transférable(s) conférant la résistance aux differents ATB
sélectionnés chez les transconjugants, une analyse physique par profils plasmidique a été
réalisée afin de rechercher une éventuelle corrélation pouvant exister entre les phénotypes de

résistances observés et leurs supports génétiques.
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Les profils plasmidiques ont ainsi pu étre obtenus apres extraction de I’ADN plasmidique a

partir des souches, suivie d’une migration électrophorétique sur gel d’agarose.

Il existe différentes techniques d’extraction de I’ADN plasmidique ; selon la taille du

plasmide a extraire, la quantité et le degré de pureté de I’ADN plasmidique obtenu.

Dans notre travail, nous avons opté pour la technique d’extraction d’ADN plasmidique par

lyse alcaline de KADO et LIU (1981)

2-4-3-1 : Extraction d’ADN plasmidique par la technique de KADO et LIU
> Principe

Technique rapide permettant 1’extraction de plasmides de différentes tailles. Elle est
particulierement bien adaptée pour I’extraction de plasmides de petites et de grandes taille
(>100kb). Elle met a profit les propriétés structurales de I’ADN plasmidique, qui libére
apres la lyse des bactéries, dans des conditions qui dénaturent I’ADN chromosomique par
traitement en utilisant un détergent anionique. L’ADN chromosomique, les protéines et les
débris cellulaires sont éliminés par action du phénol —chloroforme — isoamylalcool. L’ ADN
plasmidique se trouve alors dans la phase aqueuse et est analysé immediatement aprés dépot
sur gel d’agarose (KADO et LIU ; 1981)

> Mode opératoire

- Préparer le bouillon de culture en inoculant une colonie dans du milieu liquide BGT
ou BHIB puis incuber une nuit en agitation au bain marie a 35°C.

- Centrifuger les bouillons dans des tubes Eppendorf de 1,5 ml a 15000 tours /min
pendant 5 minutes.

- Jeter le surnageant en le versant d’un coup sec dans un bac d’eau de javel, le culot doit
reste collé au fond du tube.

- Si nécessaire répéter plusieurs fois 1’étape de centrifugation apreés avoir rajouté du
bouillon de culture.

- Retirer le surnageant par aspiration et réserver le culot.

- Resuspendre le culot bactérien dans 100ul de la solution de lyse additionnée de 8ul de
lysosyme a 50 mg / ml (veiller a avoir une suspension homogéne ; puis vortexer).

- Ajouter 200upl d’une solution alcaline NaOH-SDS (1/1) (solution fraichement
préparée, permettant de detruire la paroi, la membrane et de dénaturer 1’ADN);
mélanger avec précaution par retournement et garder le tube dans la glace pendant 5

minutes.
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Centrifuger pendant 5 minutes puis transférer le surnageant dans un nouveau tube.
Ajouter 150ul d’acetate de potassium, agiter manuellement les tubes en les retournant
plusieurs fois, la suspension devient floconneuse, incuber 10 minutes dans la glace.
Ajouter 450pl de phénol —chloroforme puis centrifuger a 15000 tours / minute pendant
10 minutes.

Transférer le surnageant dans un nouveau tube (sans toucher I’interface) et ajouter
deux volumes d’éthanol puis mélanger et incuber 2 minutes a tempeérature ambiante ou
2 heures a — 20°C.

Centrifuger a 15000 tours / minute pendant 10 mn puis aspirer le surnageant et sécher
bien le culot obtenu.

Ajouter Iml d’éthanol a 70%, vortexer puis centrifuger & 15000 tours / mn pendant 5
mn.

Aspirer tout le surnageant et laisser sécher les tubes avec le culot a 1’étuve pendant 15
minutes.

Re suspendre le culot dans 50ul d’eau distillée contenant de la ribonucléase a20pug/ml.

Remarque : Un volume de lysozyme peut étre ajouté a la solution de TEG afin de fragiliser

la membrane des cellules.

2-4-3-2 : Electrophorése d’ADN plasmidique en gel d’agarose
> Principe
Il s’agit d’une technique qui permet de séparer des molécules biologiques chargees et
placées dans un champ électrique dans le cas des molécules d’ADN , la migration
dépendra principalement de quatre paramétres : (COURVALIN et al, 1989 ; KAMOUN.,
1997)
- La taille des molécules d’ADN.
- La viscosité du gel d’agarose.
- La différence de potentiel appliquée.
- La conformation de I’ADN présent.
» Mode opératoire
Dissoudre 0,7 gramme d’agarose dans 100 ml de tampon d’électrophorése (TBE 1X)
par chauffage jusqu’a compléte dissolution.
Laisser refroidir la solution jusqu’a environ 45°C, la supplémenter de bromure

d’éthidium a une concentration finale de 0,5 pg /ml, puis couler dans le moule (dont les
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bordures ont été fermées hermétiguement avec du scotch) ou un peigne a été
préalablement disposé (SAMBROOK et al, 1989).
Rajouter aux eéchantillons du bleu de dép6t (50% Glycérol, 0,05% du Bleu de
bromophénol, 5 mM EDTA-Na2, pH 8.0, 3ug RNase) (2ul pour chaque 8pl
d’échantillon)
La cuve a électrophorése est alors remplie avec du tampon TBE (1X) jusqu’a ce que le
gel soit completement immergé ; laisser migrer pendant 6 heures avec un courant de 95
mA et un voltage de 90 V.
Lorsque la migration est suffisante, arréter le courant puis observer le gel d’agarose sur
un transluminateur a ultraviolet (302 nm). Le complexe fluorescent ADN-bromure
d’éthidium y apparait sous forme de bandes fluorescentes, ainsi les gels sont
photographiés a ’aide d’un appareil polaroid avec des pellicules instantanées a travers
un filtre orange.

» Lecture

La migration d’une molécule d’ADN est fonction de sa taille et aussi de sa forme.

L’ADN du phage lambda digéré par 1’enzyme Hind III est utilisé comme référence de

taille ; la taille de ses fragments de restriction est connue et son profil d’électrophorése

permet d’établir une courbe.

La taille du fragment de restriction représente la distance parcourue au cours de la

migration.

Connaissant la taille des fragments de restriction du phage lambda et leur distance du

puits de dépodt représentée par le tableau XXXI; on pourra déterminer la taille des

plasmides par une projection sur la courbe obtenue en utilisant du papier semi logarithmique.

Tableau XXXI : Distance des fragments de restriction du phage lambda des puits

Taille des fragments de restriction
) 23100 | 9416 | 6557 | 4361 | 2322 | 2027
(paires de bases)
Distance du fragment au puits (mm) 10 12,2 | 133 | 146 | 168 | 17,5
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3- Résultats et discussion

100 souches de Salmonella mineures ,souches reprises de 1996 a 2006 et recoltées pendant
I’année 2007en provenance des quatre wilayas Bouira, Tizi-Ouzou, Bejaia et Boumerdes, la
wilaya de M’sila n’est plus représentée car aucune souche n’a pu y étre isolée, ont été
identifiées ou confirmées dans leur identification grace a leurs caracteres biochimiques et
antigéniques. Les sérotypes et les caractéristiques biochimiques de ces souches sont
représentés dans le tableau XXXII.

Tableau : XXXII: Résultats de I’identification biochimiques et sérologiques

Test O & P

Souches %58832&@%80_62%052%6?9
O <|Jd|O|O|I|D|F|E|>0|l0|Z2| &5 |x|lrn|=2|gC<<
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4,12:r:1,2 o e e R A S A S e e e N e N

seNterimiois | | fL L Ll L e e e s,

9,12:i:1,2

S .ALBANY

8 :24, 224 :- i T e A T e S e S N e TN (T e A N B

S . TYPHIMURIM

412::1,2 o e A I e T A A A I I

S .INFANTIS

6,7:r:15 T Y I I e e e Y F B i B

S .BLOCKLEY

6,8:k:15 i I I (T (T T e S e S N T T A R

S .HADAR 0 [ R R O O S I I (U (U I AU AP B AU O O

6,8 :z10 :e,n,x

S .LIVINGSTONE | R R U U U I I I S U U A U I U B O

6,7 :d :lw

S .PULLORUM

(Immobile) T e e e e O A e

+

3,9 :-:-

S .INDIANA

412 71,7 ol T T T R A A R T A O O e s

S .KEDOUGOU

13,23 :i :l,w i At e e e e S I N N e e e Y e + |- |+

S .NEWPORT

6,8:eh:12 S T e T O N N A T N A T N B

S.MONTEVIDEO |- |+ [+ |+ |+ |+ |- |- |- |- |- |+ |+ |+ [+ |+ |- - -+

6,7: g, ms: (1, 2),7
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Suivant leur composition antigénique, somatique et flagellaire ; ces souches se reépartissent

en treize (13) sérotypes différents. Les profils biochimiques sont pratiquement identiques,

quelques différences apparaissent dans 1’utilisation des sucres et la production d’H2S.
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Figure 33: Galerie API 20 E Photo LVR/DBK

3-1 : Répartition des salmonelles par sérotype :
L’attribution du nombre de chaque serotype est résumée grace au tableau XXXIII. Les

proportions de ces serotypes sont représentées par la figure 34.

Tableau XXXI11 : Répartition des 100 Salmonella isolées par sérotype:

Sérotypes

Heidelberg

Enteritidis

Albany
Blockley
Infantis

9 Hadar

Pullorum
Indiana
Kedougou

| Newport
=1 Montévideo

| Typhimurium
9" Livingstone

N
EaN
N
o
(o]
(o]

Pourcentage % 16 4 2 |1
Valeur observée du X2 (ddl=12)= 98,41 ; p-valeur associée=0,00

0.=0,05 Valeur critique du X* (ddI=12)= 21, 02
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Figure 34: Répartition des 100 Salmonella isolées par sérotype :

Depuis longtemps, il est connu que la volaille peut héberger de nombreux sérotypes de
Salmonella ; notre étude le confirme et nous remarquons leur grande diversité pour un nombre
de souches réduit.

13 sérotypes différents ont pu étre déterminés sur les 100 souches testées, qui ne peuvent
pas étre representatifs des sérotypes circulant en Algérie.

D’une fagon générale, sur le plan prévalence, ce sont les sérotypes Heidelberg ;
Enteritidis, Albany et Typhimurium qui dominent dans notre étude.

Par ordre d’importance, nous signalons que Salmonella Heidelberg occupe la premiére
place avec 24%, suivi de S. Enteritidis avec 20% puis S.Albany avec 16%, S.Typhimurium
avec 9%, S. Blockley et S. Infantis avec 6% et puis S. Hadar et S. Livingstone avec 5% ;
S.Pullorum est représentée avec 4%, S. Indiana avec 2% ; S. Newport, S.Montevideo et S.
Kedougou respectivement avec 1%, par contre ,en 2005 selon un rapport de la Communauté
Européenne , Les sérotypes les plus freqguemment déclarés dans les exploitations de
reproduction étaient Enteritidis avec 42 % qui reste largement supérieur a celui retrouve lors
de notre étude , Livingstone a 6,4 % légérement supérieur au pourcentage remarqué dans
notre étude puis Typhimurium a 4,5 % contrairement aux autres sérotypes celui-ci s’avere
inférieur au taux retrouvé dans notre étude qui est de 9%.
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Selon une étude réalisée en Espagne en 2000 par Useraet al, le pourcentage des
Sérotypes rapporté par ordre d’importance était : S. Enteritidis avec 46,1 %, S. Typhimurium
avec 20,2%, S.Hadar a 8%, qui restent largement supérieures a ceux de notre etude.

Signalons qu’a travers le monde, ces différents sérotypes existent et varient d’un pays a un
autre.
Salmonella Heidelberg, sérotype appartenant aux salmonelles du groupe B est considérée par
le programme intégré canadien de surveillance de la résistance aux antimicrobiens (PICRA)
comme I’un des trois sérovars les plus souvent mis en cause dans les cas humains de
salmonellose au Canada et 1’un des cing sérovars les plus courants aux Etats-Unis.
Les comparaisons internationales des données humaines de 2000 a 2004 indiguent que ce
sérotype est plus courant en Amérique du nord qu’ailleurs dans le monde, BARNNART
(1991) le confirme, dans une étude sur 42 prélevements de volailles aux USA, ou 76,2%
étaient salmonelliques avec prédominance du serotype Heidelberg a 56,5%.
En Italie par contre , et selon MAMMINA,(2003) ,il n’est responsable que d’une faible
proportion d’infection chez ’homme mais les données nationales du systeme de surveillance
vétérinaire des salmonelles confirment sa présence dans 1’environnement des élevages du
poulet rapporté par 1’étude réalisée en 2002, a travers laquelle il ressort que , seulement
6,5% des souches de salmonelles aviaires appartiennent a ce sérotype , pourcentage qui reste
trés inférieur a celui de notre étude, selon le méme auteur et en 1991, lors d’une étude sur des
poules pondeuses , ce Ssérotype était dominant dans les échantillons d’ovaires et avait une
capacité a pénétrer a I’intérieur des ceufs et s’y développer .
Salmonella Enteritidis a émergé dans I’industrie avicole; a partir de 1965 dans tous les pays
occidentaux. (RABSCH et al,2000). POPPE, en 2000 rapporte, qu’en 20 ans ce Sérotype est
devenu le plus commun chez la volaille par contre, I’évolution de sa fréquence a ete signalée
a travers les pays européens
Au Royaume-Uni, MC ILROY ET MC CRAKEN (1990) ont montré une évolution de sa
fréquence chez la volaille, de 3,3 % en 1985, elle est passé, a pres de 50 % en 1988 qui
diminue, selon CASSAR et al (2002), pour atteindre 13,7 % en 1997, pourcentage qui reste
faible a celui trouvé dans notre étude. Au Pays-Bas, sa fréquence est passee de 5,5 % en
1986 a 15 % en 1992, pour devenir le sérotype le plus répandu en 2000 avec 20 % des
souches isolées (VAN DUIJKEREN et al, 2002).

Dans notre étude Salmonella Albany a enregistré un pourcentage assez important
relativement aux sérotypes les plus connus a travers beaucoup de travaux en Europe, avec

16%, chiffre qui reste Iégerement supérieur a celui déduit en Amérique du sud (Bresil) lors
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d’une étude de prévalence sur 60 abattoirs ou ce sérotype se classe juste apres Salmonella
Enteritidis avec 12%.

Pour le sérotype Typhimurium; VAN IMMERSEEL et al, (2005) rapportent des
pourcentages fluctuant en Europe .En 1997 ,50 a 68% d’isolats, étaient dus a celui-ci ; entre
1991 a 2000, 7,5 % des exploitations de reproduction étaient contaminées par ce sérotype,
tandis qu’en 2003, seulement 1,9 % 1’était, pourcentage nettement inférieur a celui déduit a
travers notre étude qui est de 9%.

Concernant Salmonella Infantis : BERGHOLD et al.(2002) du laboratoire national de
référence des salmonelles en Australie indique que sur un total de 2424 salmonelles d’origine
animale isolées en 2001 le sérotype Infantis avait une prévalence de 5,3% qui avoisine le
pourcentage trouvé dans notre étude qui est de 6%, par contre ,le sérotype S. Livingstone de
3,0% qui reste légérement inférieur a celui remarqué dans notre étude ( 5% ) et Montecvideo a
2,7% qui est légérement supérieur a celui rapporté par notre travail de 1% par contre ,
Salmonella Blockley et d’aprés le méme auteur se retrouve a un pourcentage de 0, 4% sur un
¢chantillon de 7697 salmonelles d’origine humaine par contre notre étude démontre sa
prévalence a 6% , AL-NAKHLI, en 1999, en déduit en Arabie Saoudite un important
pourcentage de 20,6%.

Salmonella Hadar est 1’'un des serotypes les plus importants isolé des volailles au
Sénégal, en effet selon CARDINALE, et al, (2005) sur 63 souches isolées a partir de la
volaille 30 soit 47,61 % étaient due a Salmonella Hadar qui est largement supérieur a 5%
trouvé dans notre étude .1l est aussi dominant en Italie avec 15,5% comme le démontre une
étude effectuée pour I’isolement et la caractérisation des Salmonella chez la volaille et ses
produits de 1993 & 1996. (UYTTENDAELE. et al, 1997).

Salmonella Pullorum est étroitement 1lié a son hote et n’a pas d’incidence significative
en santé publiqgue méme s’il est largement répandu dans le monde, ce sérotype est faiblement
représenté dans notre étude avec seulement 4%, en effet, ¢’est un sérotype qui a été éradiqué
des élevages avicoles commerciaux dans les pays développés comme les Etats Unis
d’Amérique, le Canada et la plupart des pays occidentaux. La pullorose représentait une
maladie redoutable faisant des ravages dans les exploitations engendrant des pertes
économiques depuis les années trente jusqu’aux années soixante (VILLATE, 2001).

Salmonella Indiana se présente selon le rapport du programme francais de surveillance de
I’antibiorésistance de 2003 a 2004 entre 16,2 % et 16,7% largement supérieur a celui trouvé

dans notre étude qui est de 2%.
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D'autre part CASSAR et al (2002) signale que Salmonella Kédougou était surtout
présente dans 1’¢levage porcin et bovin alors que sa fréquence est de 1% dans notre étude ;
associe a un prelevement de surface au niveau de la wilaya de Boumerdes

La fréquence de Salmonella Newport est tres faible dans notre étude avec seulement 1%
par contre dans une étude de prévalence des Salmonella au Portugal de 1986 a 1987, sur 300
volailles son taux est évalué a 6% (MACHADO et al, 1990), par contre en Belgique
UYTTENDAELE et al, (1997) constatent que celui ci était préedominant chez la dinde.

Selon le rapport publié par I’AFSSA en 2000 , Salmonella Montevideo compte parmi
les dix premiers sérotypes sur 9954 souches isolées de prélevements d’origine non humaine,
avec une prévalence de 4% (BRISABOIS, 2001) et parmi les six premiers sérotypes
dominants aux USA (FOLEY, et al ; 1997) pourcentage supérieure a celui révélé par notre
étude qui est de 1%.

3-2 : Répartition du nombre de Salmonella isolées par wilaya : Les prélévements ont été
ramenés au hasard, toutefois, nous avons tenu a répartir les salmonelles isolées par rapport

aux quatre wilayas, le tableau XXXIV et la figure 35 résument cette distribution.

Tableau XXXV : Répartition de Salmonella isolées par wilaya

Tizi-
Wilayas Bouira Bejaia Boumerdes

Ouzou
Nombre et pourcentage de souches
omreeLp J 48 21 16 15
isolées

Valeur observée du X2 (ddI=3)= 39,36 ; p-valeur associée=0,00
a=0,05 Valeur critique du X? (ddI=3)="7,78
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M Bouira
B Bejaia
W Tizi-Ouzou

B Boumerdes

Figure 35 : Repartition des souches isolées par wilaya
Nous remarquons que la wilaya de Bouira compte le plus important pourcentage de
salmonelles , en effet ,les prélevements pour la plupart parviennent d’elle . ( elle dispose de
plus de mille exploitations . Source : DSA de Bouira ,2008) .
Bejaia avec 21 de salmonelles , Boumerdes et Tizi-Ouzou quant a elles comprennent
respectivement 15 et 16% .

3-3 : Répartition des sérotypes isolées par wilaya : L’interét de connaitre la présence des
differents serotypes au niveau de chaque wilaya est d’en déduire , le mouvement de ceux-Ci
a travers des wilayates limitrophes pour en conclure a leur eventuel propagation sur tout le
territoire national .

La distribution est representée par le tableau XXXV et la figure 36.
Tableau XXXV :Répartition des sérotypes isolés par wilaya

Sérotypes
2] wn =1 ) 7
T m|” |3 O I 7 T I S ; 21z
: @, = > | = 5 @ < c = o Z S
Wilayas S | B |2 |30 2 S = 3 = 2 a 2 3
© | 3| § | E° = < a Q =] 5 e 3 @
=3 = 5 =3 2 2 o Z 2 2 S S <.
I181°)s [F|8|%|§|5/% % |5 3
Bouira 9 15 |5 7 3 1 3 1 2 1 0 0 1
Bejaia 4 2 6 2 1 3 1 1 0 1 0 0 0
Tizi-Ouzou | 3 2 4 0 1 1 0 2 1 0 0 1 0
Boumerdeés | 8 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1 0 0

Valeur observée du X2 (ddI=75)= 80,20 ; p-valeur associée=0,32
0=0,05 Valeur critique du X?* (dd1=75)=96
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Figure 36 : Répartition des serotypes isolées par wilayas

Bouira étant la wilaya qui héberge la plupart des sérotypes a I’exception de Kedougou
et Newport ; avec une forte proportion pour 1’Enteritidis puis Heidelberg et Typhimurium.

Bejaia compte moins de diversité que celle enregistrée a Bouira ; avec ’absence du
serotype pullorum néanmoins S. Heidelberg, et S. Albany prédominent suivis immeédiatement
par S .Blockley .

Tizi-Ouzou présente elle aussi une diversité malgré qu’elle ne compte que 15
salmonelles avec une prédominance respective de S.Albany, S.Heidelberg puis S.Enteritidis
et Livingstone. Avec le méme nombre, la wilaya de Boumerdes compte aussi une diversité
avec une nette prédominance de Salmonella Heidelberg.

Nous concluons que les serotypes Enteritidis, Heidelberg, Infantis, Blockley et
Livingstone sont présents dans toute les quatre wilayas avec une épidémie de Salmonella

Albany et que la répartition de ces différents sérotypes n’est pas dépendante de la wilaya.

3-4 : Répartition des souches de salmonelles par types de prélevements : Nous avons
jugeé intéressant de confirmer certaines spécificités relatives aux serotypes bien que le
nombre de souches n’était pas concluant pour pouvoir le confirmer.

Le tableau XXXV et la figure 37 résument le lien entre type de prélevement et sérotype.
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XXXV : Répartition des souches par types de prélévements
Types de prélévements

Sérotypes PC PFP PsC PsP PP PS PRC
S. Heideberg 9 6 2 3 0 3 1
S. Enteritidis 1 5 5 3 3 2 1
S. Albany 5 3 3 1 2 2 0
S. Typhimurium | 1 2 2 1 2 0 1
S. Infantis 2 3 1 0 0 0 0
S. Blockley 2 0 4 0 0 0 0
S. Hadar 1 0 0 2 1 1 0
S. Livingstone 2 1 0 2 0 0 0
S. Pullorum 0 2 2 0 0 0 0
S. Indiana 0 0 1 0 1 0 0
S. Kedougou 0 0 0 0 0 1 0
S. Newport 0 0 1 0 0 0 0
S. Montevideo 0 0 0 1 0 0 0
Total des

orélévements 23 22 21 13 9 9 3

Valeur observée du X2 (ddI=72)= 71,45 ; p-valeur associee=0,50
a=0,05 Valeur critique du X* (ddl=72)= 92, 81
g B 3 Heideberg

Nombre de souches
I

QQS

Typesd'élevages

3

m 3 Enteritidis

3 Albany

m 3 Typhimurium

m 3 Infantis

m 3 Blockley
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Figure 37 : Répartition des souches de Salmonella par types de prélevements
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Du point de vue quantitatif, selon le type de prélevement, nous constatons une diversité
des serotypes, en effet, les poussins chair comptent 9 sérotypes, les poulets de chair 8, les PFP
et le PsP 7, les PP par contre moins avec seulement 6 ; par contre les prélevements de surface
et les PRC comptent respectivement 5 et 3 sérotypes. Cette diversité étant indépendante du
type de prélévement d’apres le test statistique.

Par contre du point de vue qualitatif ; nous remarquons que le sérotype Heidelberg était
palpable chez tous les prélevement avec une prédominance chez les PC et les PFP, Salmonella
Enteritidis quant a elle predomine chez PFP et PsC par contre Salmonella Albany et
Typhimuruium étaient présentes chez tous les prélévement sauf chez les PRC et les PS ,
Salmonella Infantis n’était présente que sur trois types de prélévements PC ,PFP et PsC, par
contre Salmonella Blockley ne s’est rencontré que chez les PC et les PsC.

Le sérotype Pullorum s’est manifesté exclusivement chez les poussins (PsC et PFP).

Vu la faible prévalence des autres sérotypes, leur attribution était caractéristique a un ou au
plus deux types de prélévements, S.Indiana pour PsC et PP; Kedougou, Newport et
Montevideo respectivement pour PS, PsC et PsP.

3-5 : Résistances des souches isolées aux antibiotiques

Les résultats des antibiogrammes effectués sur les 100 souches de Salmonella testées a
34 ATB sont repris dans le tableau en annexel0. Les CMI ont été calculées en utilisant les E-
Test pour certains ATB (Figure 38)

La détermination qualitative de la résistance des cent (100) souches de Salmonella par rapport
a 34 ATB appartenant a neuf (9) familles chimiques a révélé (Tableau XXXVII et figure 39).
> Sur le plan quantitatif, une importante diversité, en effet, elle couvre huit (8) ATB

appartenant a six (6) familles d’ATB sur les neuf (9) étudiés.

CMI=3pg/ml

Figure 38 : Application de ’Etest (AB-BIODISK) sur Salmonella Enteritidis
pour la détermination de la CMI Acide Nalidixique : LVR/DB
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XXXVII : Pourcentage de Sensibilité et de Résistance des 100 souches de salmonelles testées a différentes familles d'antibiotiques
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Figure 39: Pourcentage de Sensibilité et de Résistance des 100 souches de salmonelles testées a différentes familles d'antibiotiques
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Nous remarquons un pourcentage de 53% de souches résistantes et 47% de
souches sensibles aux 34 ATB testés. COLIN, (2002) , JAECKLIN (2002), et FLUIT(2005)
expliquent la corrélation positive entre la consommation d’ATB et le taux de résistance
bactérienne ; en effet, les experts concluent que chaque exposition aux ATB exerce une
pression de sélection qui élimine les bactéries sensibles et favorise la croissance des lignées
résistantes. Ce qui est contradictoire a la réalité de cette pathologie chez la volaille dont le
traitement est interdit en Algérie par arrété ministériel (Annexe 2).

Dans une étude portant sur 201 salmonelles isolées du poulet réalisé pendant la période 1997
a 1998 a Oman ,AL- BAHRY et al,(2007) rapportent un pourcentage de résistance de 23,7% ,
qui reste faible par rapport a celui déduit par notre étude dont le pourcentage avoisine celui
COLEMAN(2006)

I’antibiorésistance dans des isolats de poulets du Québec (Canada) en 2004, avec un

rapporté par dans le cadre de [I’épidemio-surveillance de

pourcentage de résistance de 63% et aussi celui des pays ou la production animale intensive
est courante, qui varie de 60% a 90% (HELMUTH ,2002).

3-6 : Répartition des résistances par famille d’antibiotiques : Il est tres important de
les différentes résistances en fonction des

déterminer familles d’ATB pour avoir une

estimation sur leurs utilisations ; le tableau XXXVIII et la figure 40 représentent la
répartition des différentes résistances en fonction des familles d’ATB.

Tableau XXXVI11 : Répartition des résistances par famille d’antibiotiques

Familles B
) Aminosides | Furanes | Quinolones | Cyclines | Sulfamides
d'ATB Lactamines
Nombre de
- 3 1 13 32 10 9
Resistance
Pourcentage
. 441 1,47 19,11 47, 05 14,70 13,23
de Résistance
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m p Lactamimes
B Aminosides
m Furanes

m Quinolones
m Cyclines

m Sulfamides

Figure 40 : Répartition du pourcentage de résistance par famille ’ATB

B lactamines

Nous remarquons donc dans notre étude 3 souches soient ( 4,41%) résistantes aux 3
lactamines (3 a I’ Ampicilline), trés inféricure au pourcentage avancé par AL-BAHRY et al en
2007 , par rapport a 515 isolats de poulets ou il remarque 78% de résistance a I’ Ampicilline ,
DINH NAM LAM et al, en 2000 avancent aussi dans une étude sur des elevages de volaille
au VIET NAM une résistance de 88, 9% a I’ampicilline.

Par contre NADEAU, (2006) rapporte dans une etude sur la sensibilité des isolats bactériens
d’origine avicole en 2005 au Canada 36% de résistance a I’ampicilline et toujours selon le
méme auteur et selon des données de 1994 une résistance de 22% au ceftiofur.

Au Canada, le PICRA (2007) soutient 1’hypothése selon laquelle la résistante des
souches de Salmonella au ceftiofur chez le poulet est due a 1’utilisation de celui ci dans les
COUVOIrs.

Par contre dans une étude en Allemagne entre 2000 et 2001 ; SCHROETER. et al.
(2002) avancent un pourcentage de 27% de résistance a I’ampicilline sur 3602 Salmonella

d’origine animale.
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Aminosides

Selon RUIMY (2004) ; la résistance acquise a cette famille d’ATB n’est pas fréquente
chez les entérobactéries.

La seule résistance retenue dans notre étude est pour la Kanamycine, pourtant cet ATB
n’est pas utilisé chez la volaille mais probablement due a la résistance croisée avec la
néomycine ; en effet, ¢’est la méme enzyme, 1’hydroxyle aminoside phosphotransférase qui
confere la résistance aux deux ATB chez les entérobactéries. (MELLATA., 1998).Cette
résistance est de 1,47% et se situe entre le résultat avancé par COLEMAN en 2006 et qui est
inférieur a 5 % et celui de MILLEMANN et al en 2005 qui est de 2% de résistance sur des
souches de salmonelles isolées sur des animaux.

DINH NAMLAM et al, (2000) avancent quant a eux 22, 2%, pourcentage qui reste
amplement supérieur a celui trouvé dans notre étude qui est de 1,47 %. Par contre NADEAU,
en (2006) constate un pourcentage de 3%. BRISABOIS et al, en 1997 deduisent 2% de
résistance sur des isolats d’origine animale.

Le rapport du programme frangais de surveillance de I’antibiorésistance indique
qu’entre 2003 et 2004, 1% des souches testées (16 en 2003 et 17 en 2004) étaient résistantes a
la Kanamycine.

Gentamicine : Nous observons dans notre étude un pourcentage nul de résistance a cet
ATB par contre BRISABOIS et al, (1997) rapporte 2% de résistance sur 100 isolats d’origine
animale et 0% sur ceux humains, par contre NADEAU., (2006) rapporte 6% de résistance.
MILLEMANN et al; en 2005 concluent a 2% de résistance a la gentamicine sur des

salmonelles d’origine animale .COLEMAN en 2006 rapporte un taux inférieura 5 %.
Amikacine : Aucune résistance n’a été observée dans notre étude ; ce résultat est
confirme par plusieurs études, en effet, AL-BAHRY et al, 2007 ont observé a Oman que cet

ATB était 100% efficace contre toutes les salmonelles isolées du poulet.

Furanes : ATB retiré de la nomenclature cependant notre étude rapporte un taux de
résistance relativement élevé de 19,11%. WASYL et HOSZOWSKI (2004) rapportent dans
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une étude sur 391 souches d’origine aviaire entre 200 et 2001 en Pologne 62,7% de résistance

au nitrofurantoine.

Quinolones : Les quinolones sont introduites en 1980 en médecine humaine et sont
utilisés a 11% dans les prescriptions, par la suite envahissent le monde animal et terminent
chez la volaille en Europe a la fin des années 80, aux USA en 1996, juste apres commenca a
émerger des Salmonella résistantes a cette famille d’ATB chez la volaille.

Il est de plus en plus évident qu’une salmonella zoonotique résistante aux quinolones
est la cause d’infections séveres quelque fois fatale chez I’homme. Les fluoroquinolones sont
aussi consignées sur la liste de I’'OMS des ATB qui doivent étre réservés a la médecine
humaine ; en Grande Bretagne, cette résistance est de 31% (DAVIES et al, 1999)

Dans notre étude , la résistance aux quinolones s’est avérée la plus importante , en effet ,
nous enregistrons le plus fort pourcentage qui est de 47,05% , qui ne s’est manifesté que pour
les quinolones de premiere génération (Acide Nalidixique) conséquence incontestable des
traitements répetés aux quinolones qui exercent une pression sélective favorisant le
développement des salmonelles résistantes.

Ce résultat est nonobstant contradictoire relativement a celui avancé par DINH NAM LAM,
et al, au VIET NAM en 2000, qui se révele de 0% et celui rapporté par AL-BAHRY, et al en
2007 qui s’avere de 4%, par contre en 1999 DUIRES, et al, rapportent que la résistance des
Salmonella a I’acide Nalidixique chez la volaille en Grande Bretagne est de 31%. Le rapport
du programme Francais de surveillance de I’antibioresistance indique qu’entre 2003 et 2004
plus de 10% des souches isolées (130 en 2003 et 179 en 2004) présentent une résistance a
haut niveau a 1’acide nalidixiqgue. SAN MARTIN (2005) rapporte dans une étude réalisée au
Chili sur 94 souches de Salmonella isolées a partir de volaille, 41,48 % de résistance a la
fluméquine et I’acide nalidixique. Il explique que la résistance aux quinolones est
principalement dle a des mutations au niveau du gene gyr A, ce dernier est localisé au niveau
du chromosome et ne se trouve pas sur les plasmides. Par contre RUIMY en 2004, explique
que la résistance peut aussi résulter de ’acquisition de plasmide Qnr, portant un gene
encodant pour une protéine qui protége les ADN gyrase de 1’action des quinolones .Le
transfert de fragment d’ADN contenant le géne gyr A ou du plasmide Qnr pourrait étre a
I’origine de la résistance aux quinolones ; son émergence serait la conséquence d’un usage

intensif de ces molécules en aviculture.

136



DANAN (2006) avance par contre 13% de résistance en France en 2004 ; COLEMAN(2006)
1% au Canada en 2003 alors que MCEWEN, 2002 ; CHAUVIN et al ,2006 rapportent que ces
ATB ne sont utilisées qu’en médecine humaine dans ce pays.
Concernant les quinolones de 2°™ et 3°™ génération ; nous n’avons enregistré aucune
résistance. CASTELEYN (2006) et GUILLEMOT(2004) mentionnent que I’introduction des
fluoroquinolones en médecine vétérinaire fut suivie par une résistance accrue des Salmonella
chez les animaux producteurs de denrées alimentaires

NADEAU, (2006) rapporte 0% en 1994 de résistance a I’enrofloxacine, alors que
BRISABOIS et al, (1997) confirment 12 % de résistance sur cent isolats d’origine animale et

de 5% de résistance sur des isolats d’origine humaine.

Cyclines: Concernant la résistance aux cyclines, nous enregistrons
14,70% pourcentage trés différent de celui rapporté par DINH NAMLAM, et al, (2000) qui
est quant a lui de 33,3%. NADEAU, (2006) rapporte 25% de résistance a cet ATB par contre
BRISABOIS et al, (1997) rapportent 91% de résistance. COLEMAN, (2006) mentionne
qu’en 2005, au Canada le pourcentage était de 20%. En France par contre ; en 2004 selon
DANAN, (2006) le pourcentage etait de 50%.

Au Pays Bas, VAN PELT et al (2003) enregistrent un taux variable entre 7% et 8%
entre 1984 et 2001, par contre SCHROETER, (2002) avance un pourcentage de 29,6% a la
tétracycline dans une étude en Allemagne entre 2000 et 2001 sur 3602 Salmonella d’origine
animale.

Sur 375 Salmonella d’origine aviaire isolées entre 1991a 2000 en Angleterre,
CASSAR et al (2002) rapportent une augmentation de la résistance aux tétracyclines qui
passe de 39 a 60%.

Phénicolés : Concernant le chloramphénicol, nous n’enregistrons aucune résistance
sur les 100 souches étudiées ce qui n’est pas confirmé par d’autres études ; en effet, AL-
BAHRY, et al, soulignent 14% de résistances alors que DINH NAMLAM, et al, (2000)
rapportent 25 % de résistances a cet ATB. BRISABOIS et al, (1997) rapportent 91% de
résistance, par contre SCHROETER, (2002), dans une étude en Allemagne entre 2000 et 2001

avance un pourcentage de 20,2% au chloramphénicol sur 3602 Salmonella d’origine animale.

Sulfamides : Nous enregistrons 13,23 % de résistances aux sulfamides (3 aux SSS,
3, TMPet 3 SXT), pourcentage inférieur a celui rapporté par SCHROETER et al ,(2002)qui
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dans une étude en Allemagne entre 2000 et 2001 déduisent 74,7% de résistance sur 3602
Salmonella d’origine animale et celui avancé par BRISABOIS et al, (1997 )qui rapportent
88% de résistance sur 100 isolats d’origine animale pour les sulfamides et 10% pour SXT et
aussi celui rapporté par CASSAR et al (2002), sur 375 Salmonella d’origine aviaire isolée
entre 1991a 2000 en Angleterre qui confirment 1’augmentation de la résistance aux sulfamides
qui passe de 33 a 37% mais supérieur a celui rapporté par ABOUN (2006) en Algérie qui est
de 7% et NADEAU, ( 2006) au Canada avec 0% de résistance.

Polypepetides : 0% de résistance aux polypeptides dans notre étude confirmé par
ABOUN (2006).
3-7 : Nombre de résistance associée: Le tableau XXXIX et la figure 41 représentent

les multirésistances observées par rapport aux différentes familles d’ATB

Tableau XXXIX: Nombre de résistance associée

Familles Associations entre | Associations entre |Associations entre quatre
d’antibiotiques deux ATB trois ATB ATB
B Lactamines 0 3 0
Aminosides 0 0 0
Quinolones 0 3 0
Cyclines 0 3 3
Furanes 0 0 0
Sulfamides 3 0 0
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Figure 41 : Nombre de souches présentant des multirésistances

Sur le plan quantitatif , nous remarquons une multiresistance reépartie comme suit ;
- 3 résistances (16,66%) associées a un seul ATB pour les sulfamides
- 9 résistances (50%) associées a deux ATB touchant B lactamines ; quinolones et les cyclines.
- 3 résistances (16,66%) associées a trois ATB touchant cyclines. BORNERT ., (2000)
rapporte que jusqu'a 30% des souches isolées d’¢levages aviaires présentent une
polychimiorésistance .La multirésistance a été aussi décrite par AL BAHRY a Oman en
2007, sur 515 souches aviaires avec de trés forts pourcentages 29% de résistance a 5 ATB,
82% a 14 ATB et 94% a 16 ATB.

3-8 : Répartition des sensibilités et resistances aux ATB par sérotype : Il est
intéressant d’essayer d’analyser les résistances remarquées par serotype, le tableau XXXX
distinguent les résistances et les sensibilités ainsi que leurs distributions par rapport aux

différents sérotypes.
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Tableau XXXX: Répartition des sensibilités et résistances aux ATB par sérotype

% Comportement B

de des souches vis a | Lactamines Amino Furanes | Quinolones | Cyclines Sulfa

souches | vis des ATB sides mides

S R Pourcentage de Résistance
. 4,16% RA 0 o
S.Heidelberg 24 5/24 | 19/24 (Te, Nal) 75% 4,16%
S Enteritidis 20 8/20 | 12/20 45% 15%
S Albany 16 14/16 | 2/16 12,5%
11,11%RA
STyphimurium | 09 4/9 5/9 11,11 33,33% | SSS,SXT,
TMP
S Blockley 07 3/6 3/6 16,66 33,33
S Infantis 06 5/6 1/6 16,66
33,33 RA
S Hadar 05 2/5 3/5 (Te, Nal) 33,33 33,33
L 100 RA (SXT,
S Livingstone | 05 4/5 1/5 TMP)
S Pullorum 04 0 4/4 50 50
. 50 RA (TMP,
S Indiana 02 0 212 50 SSS,SXT)
100 RA

S Newport 01 0 1/1 (Te, Nal)
S Kedougou 01 11 0/1
S Montevideo | 01 1/1 0/1

*RA : résistance associée

Par ordre d’importance, 24 Salmonella Heidelberg ont été détectées constituant le
nombre le plus fort, dont 5 seulement restent sensibles a tous les ATB utilisés, par contre les
19 souches restantes sont résistantes avec le plus fort pourcentage aux quinolones soit 75% a
I’acide nalidixique, 4,16% aux tétracyclines et les 4,16% restants aux B lactamines en
association avec les cyclines et les quinolones ; profil différent de celui rapporté par le
PICRA qui signale que S.Heidelberg isolée a partir de la volaille présentait une forte
résistance aux céphalosporines de troisieme génération de I’ordre de 35 a 40% ,20% a
PAMC, 20% a I’AMP, 5% aux sulfamides et 5% a la gentamicine mais présente
contrairement aux résultats de notre étude 0% de résistance aux tétracyclines, a 1’acide

nalidixique.
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Arrive en seconde position, Salmonella Enteritidis avec 20 souches dont ,8 d’entres elles
restent sensibles a tous les ATB testés par contre 12 sont résistantes avec les pourcentages
suivants 45% aux furanes et 15% aux quinolones .OUAR(1998) a rapporté 57,14% de
résistance aux furanes de Samonella Entéritidis isolées a partir de coprocultures dans une
étude de deux épidémies suite a la consommation du poulet en Algérie .ESPIGARES,(2006),a
son tour déclare dans une étude sur 21 souches de Salmonella Enteritidis d’origine animale
en Allemagne gu’elles présentent une résistance exclusive aux nitrofurantoines .

16 souches de Salmonella Albany dont 14 restent sensibles a tous les ATB utilisés et 2
seulement sont résistantes de 100% aux quinolones (acide nalidixique).
Salmonella Typhimurium : Sur les 9 souches distinguées, 4 d’entres elles restent sensibles a
tous les ATB, et 5 sont résistantes avec 33,33% aux quinolones, 11,11% aux furanes et
11,11% aux cyclines associés aux sulfamides. Dans notre étude , il apparait clair que cette
souche ne présente pas autant de résistance par rapport a beaucoup d’autres travaux ,parmi
lesquelles ; retenons les résultats émis par BRISABOIS, et al ,(1997) dans une étude sur 100
souches de S. Typhimurium d’origine animale ; 99% étaient résistantes aux tétracyclines ,
88% aux sulfamides , 91% au chloramphénicol, 10% aux cotrimoxasole, 2% a la kanamycine
et seulement 1, 2% aux quinolones ( acide nalidixique) CHRISTINE HEURTIN et al , (1999)
signalent a leur tour la recrudescence de la résistance de Salmonella Typhimurium aux
quinolones spécialement a 1’acide nalidixique en effet, 1’étude effectuée de 1995 a 1996 sur
309 souches dont 256 d’origine animale et 53 d’origine humaine démontre que la résistance
a I’acide nalidixique est passée de 8,5% en 1995 a 18,6% en 1996 .
Salmonella Infantis : Sur 6 souches trouvées 5 restent sensibles a tous les ATB et 1 seulement
est résistante aux quinolones.

Salmonella Blockley : Sur les 7 souches détectées 50% sont sensibles et 50% résistantes sur
lesquelles nous avons déterminé 33,33 % aux cyclines et 66,66% aux sulfamides.
Salmonella Hadar : Sur 5 souches étudiées, 2 sont sensibles a tous les ATB testés et les 3
restantes sont résistantes a 33,33% aux cyclines et 16,66% aux quinolones .ESPIGARES,
(2006), dans une étude sur 21 souches de Salmonella d’origine animale en Allemagne avance
que S.Hadar présente une multiresistance aux [ lactamines, aux cyclines et aux quinolones.

Salmonella Livingstone : Sur les 5 souches trouvées, 4 restent sensibles a tous les ATB
testés et une souche seulement est résistante a 100% aux cyclines en association avec les
sulfamides soit (SXT et TMP).

Salmonella Pullorum : Toutes les quatre souches s’avérent résistantes avec 50% aux

furanes et 50% aux quinolones.
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Salmonella Indiana : Toutes les deux souches sont résistantes avec 50% aux furanes et 50%
aux cyclines, ces derniers en association avec les sulfamides soit (TMP, SSS, SXT).

Salmonella Newport quant a elle a présenté 100% de résistance soit 1/1, il s’agit d’une
multirésistance aux  lactamines, quinolone et cyclines
Les souches Kedougou (1) et Montévideo(1) restent sensibles aux neuf familles d’ATB
testées.

3-9 : Etude du transfert plasmidique et détermination des groupes de plasmides :

L’essai du transfert a été effectué sur 53 souches. Les souches résistantes a 1’acide

nalidixique (32) et aux nitrofurantoines sont non transférables.
Le transfert s’est effectu¢ sur des souches présentant une résistance aux B lactamines (3), aux

aminosides (1), aux cyclines (10) et aux sulfamides (9).

Figure 42 : Groupage du transconjugant S.Hadar(Te)
dans K12Nal avec le Com1(K) RIF
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Figure 43 : Groupage du transconjugant S.Livingstone (TeSuTpSXT)
dans K12Nal avec le Com1(K) RIF

Figure 44 : Groupage du transconjugant S.Blockley (Te)
dans K12Nal avec le Com1(K) RIF
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Au total ; 11 souches ont transféré un ou plusieurs marqueurs de résistance et les résultats
montrent que les marqueurs les plus fréquemment transférés sont AMP, Te, SXT, SSS, et K.

Ces marqueurs touchent surtout la filiere chair réservé au poulet et poussin chair interprété
par le fait que ces élevages sont détenus en grande partie par des éleveurs clandestins
utilisant a tort n’importe quel antibiotique. Leur répartition de maniére homogene dans toute
la zone d’étude confirme leur caractére disséminant.

Les essais de transfert horizontal de résistance a été concluant pour certains marqueurs, en
effet le caractére tétracycline a été présent dans 72,72 % des transconjugants, celui des
sulfamides et des bétalactamines respectivement a 27,27% par contre celui des aminosides a
9,09 %. Leur présence est due au fait que se sont des antibiotiques largement utilisés en
médecine vétérinaire.

Pour pouvoir identifier les plasmides a 1’origine, nous avons utilisé des souches portant des
plasmides de référence fournies par I’Institut Pasteur d’Algérie afin de déterminer le groupe
Inc auquel ils appartiennent.

Le tableau XXXXI rapporte les groupes d’incompatibilité¢ des plasmides, en effet, il
s’avere qu’il s’agit des groupes des familles Com1 et Fime résultat confirmé par une étude

sur les entérobactéries isolées dans 1’ouest algérien. (BARKA ; 2002).

3-10 : Profils plasmidique :

La technique d’extraction d’ADN plasmidique par lyse alcaline a été réalisée sur les
souches ayant transféré ainsi que sur leurs transconjugants afin de déterminer le poids
moléculaire des plasmides.

Le phage A coupé par Hind III a été utilis¢ comme marqueur de taille ; sachant que la taille
du fragment de restriction est directement proportionnelle a la distance parcourue au cours de
la migration. Plus les fragments d’ADN sont petits, plus longue sera la distance de migration
et moins les bandes sont fluorescentes moins elles contiennent d’ADN et par conséquent
fixant moins de bromure d’ethidium.

L’analyse physique des plasmides montre en effet qu’ils présentent un poids moléculaire
supérieur a 100 kb ce qui suppose que les caracteres de résistance sont disséminés par des

plasmides de haut poids moléculaire.
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Tableau XXXXI : Tableau récapitulatif des phénotypes, des marqueurs de résistances et

de groupes d’incompatibilités des souches ayant transférées ainsi que de leurs

transconjugants
N° Nature Wilaya Sérotype Resistance Résistance Groupe Extraction
Souche prélévemen ATB transférée d’incompatib d’ADN
t ilité
1 PS Bouira S.Hadar ApTeNal (Ap)Rif Non /
déterminé
2 PS Bejaia S.Heidelberg ApTeNal (Ap)Rif Non /
déterminé
3 PsC Tizi- S. Newport ApTeNal (Ap,Te)Rif Fime Non extrait
Ouzou
21 PC Tizi- S.Livingstone Te,Su,Tp ,Sxt | (TeSuTp)Nal Coml Non
Ouzou visualisée
24 PsC Bouira S.Indiana Te,Su,Tp ,Sxt | (TeSuTp)Nal Coml +
36 PsC Bouira S.Typhimurium | Te,Su,Tp,Sxt | (TeSuTp)Nal Coml +
37 PsC Bouira S.Blockley Te Te(Nal) Coml +
41 PsP Bouira S.Hadar Te Te(Nal) Coml Non
visualisée
44 PC Boumerde S.Hadar K K(Nal) Non +
S déterminé
52 PsC Bejaia S.Blockley Te Te(Nal) Coml +
75 PsC Bouira S.Heidelberg ne Te(Nal) Coml +
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\S

1: Coml; 2: 24 (TeSuTp) Nal; 3: 36(TeSuTp) Nal; 4: 44(K)Nal; 5: AHindIll; 6: (Te) Nal;
7 :37(Te)Nal ; 8 :52(Te) Nal; 9 :75(Te)Nal ; 10 : E.Coli KipNal 11 : E.Coli CgpoRif;  12: 21(TeSuTp)Nal

—

Figure 45 : Profils plasmidiques des transconjugants avec le phage A Hind III comme marqueur de taille
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4: Conclusion

Cette deuxiéme partie de notre étude a permis de mettre en évidence cing principaux volets :

> Sur le plan d’identification

Une diversité en sérotypes (13) malgre le faible nombre de souches avec
prédominance du sérotype Heidelberg qui est plutdt répandu en Amérique du Nord, et rare en
Europe (occidentale, sud) ; suivi du sérotype Enteritidis qui présente par contre une forte
prévalence en Europe dans les élevages avicoles. Nous remarquons en outre, une large
fréquence de Salmonella Albany qui est rarement évoqueée dans les études a travers le monde
néanmoins rapportée quelquefois en Amérique du Sud. Le sérotype Typhimurium est tres
largement répandu et prédomine dans notre étude. S. Infantis arrive en 5°™ position alors
qu’il est plutdt fréquent en Australie, suivi de S.Hadar qui représente 1’un des sérotype les
plus fréquents au Sénégal et en Italie. Nous remarquons aussi que S. Pullorum est tres
faiblement représentée dans notre étude étant donné que la maladie s’exprime cliniquement et
par crainte de déclarations, les prélevements ne sont pas acheminés vers le laboratoire ;
Kédougou reste un sérotype rare, lié dans notre étude au prélévement de surface mais

généralement associé a 1’¢levage bovin.

» Sur le plan de répartition par rapport a la zone d’étude

Nous déduisons que les wilayas ou sont implantés les offices constituent celles qui
ressortent avec le plus fort pourcentage de souches non pas parce qu’elles constituent un
réservoir mais car sont réguliérement inspectées ; en effet et par ordre décroissant, la wilaya
de Bouira présente le nombre le plus important de souches ainsi qu’une diversité¢ des
sérotypes, qui sont hébergés dans toute la zone d’étude ce qui peut étre expliqué par la

circulation inconditionnée des produits.

> Sur le plan de répartition par rapport au type d’élevage
Le nombre important de souches et la diversité des sérotypes sont liés principalement au
poulet de chair a différents stades d’¢élevage suivi de la filiecre ponte avant ’entrée en

production.
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> Sur le plan de I’étude de la résistance des souches vis-a-vis des ATB

Cette étude nous a amené a une realité spectaculaire, en effet, plus de la moitié des
souches étudiées sont résistantes a un ou a plusieurs ATB malgré qu’il s’agit et dans la plupart
des cas d’un portage asymptomatique, réalité alarmante expliquée par I'utilisation abusive et
non controlée d’ATB.

Dans ce contexte, la résistance des souches enregistre le plus fort pourcentage vis-a-vis
des quinolones , suivis des furanes malgré 1’interdiction imposée par arrété ministériel puis
par les cyclines et les sulfamides pour lesquels le recours est justifiée lors de problémes
généraux et digestifs neanmoins nous gardons espoir suite au faible taux de résistance vis-a-
vis des aminosides et surtout des P lactamines .

Aucune résistance n’a été par contre enregistrée Vis-a-vis des céphalosporines, des
quinolones de 2°™ et 3°™ génération ni encore moins vis-a-vis du chloranphénicol.
Sur le plan qualitatif, les sérotypes Heidelberg, Albany et Infantis dévoilent des résistances
aux quinolones ; S.Enteritidis aux furanes ; Typhimurium présente quant a lui des résistances
aussi bien aux quinolones qu’aux furanes. Signalons la présence d’une multirésistance pour
trois et méme quatre ATB, phénoméne de co-sélection qui risque de favoriser la diffusion
de cette bactérie, mais également des différents mécanismes de résistances aux autres familles

d’antibiotiques.

> Sur le plan des résultats du transfert et profils plasmidique

La caractérisation génétique des souches résistantes par les essais de transfert par
conjugaison confirme la présence de plasmides parfois transférables de la majorité des
marqueurs de résistance aux ATB.

L’analyse systématique du contenu plasmidique des transconjugants par la technique
d’extraction d’ADN plasmidique par lyse alcaline a permis la mise en évidence de la présence

de plasmides de haut poids moléculaire.
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5-Conclusion Générale

La faible présence de salmonelles chez 1’espéce Gallus gallus dans cing wilayas du
centre de 1’Algérie a été constatée, en effet sur 11 années d’études, 79 souches de
salmonelles seulement ont pu étre isolées sur 5571 échantillons représentant pour la plupart
des découvertes de laboratoire. Paradoxalement dans la méme region et dans le cadre de cette
étude plus de 100 souches ont pu étre isolées de janvier a décembre 2007 confirmant que
notre cheptel aviaire souffre énormément de ce redoutable fléau.

Le pourcentage de cas positifs répartis de la méme manicre sur toute la zone d’étude, reste
bien au-dessous de la réalité, car ne représente que des pourcentages largement inferieur a
ceux rapportés méme pour les pays les plus développés.

I1 est important de noter que la wilaya de M’sila a été trés faiblement représentée ce qui nous
a conduit a I’¢éliminer pour la deuxieme partie.

Nous avons aussi pu confirmer la faible contamination des reproducteurs, a 1’inverse de la
filiere ponte qui reste a surveiller avec un taux de contamination assez conséquent justifiant
les cas d’intoxication suite a la consommation de produits a base d’ceufs.

Nous avons aussi pu relever I’importance d’utiliser certaines matrices pour la recherche de
salmonelles ; en effet, les matiéres fécales constituent un important réservoir de ces germes
surtout lors de portage asymptomatique contrairement aux prélevements d’ceufs sous toutes
ses formes sauf dans le cas de mortalités embryonnaires.

Concernant 1’évolution des analyses de tous les types de prélevements, elle a été enregistree
d’une maniere aléatoire en dents de scie dans la plupart des cas et indépendamment des
années ; sauf pour I’année 2000 ou trés peu de prélevements ont été acheminés au laboratoire
pour cette recherche.

Une diversité des sérotypes a été constatée dont certains restent associés a la filiere ce qui ne
se justifie pas pour les autres, elle est liée principalement au poulet de chair. Les sérotypes
prédominants sont ceux rencontrés en Amérique plutot qu’en Europe.

Une réalité spectaculaire et alarmante a été mise en évidence par rapport aux résistances aux
ATB; malgré I’interdiction de leur utilisation. En effet, les salmonelles ont acquis ces
résistances pour les quinolones, les furanes, les cyclines et les sulfamides.

Nous confirmons la libre circulation et la dissémination de ces sérotypes, des résistances

ainsi que des groupes de plasmides a travers toute la région d’étude.
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6-Perspectives

L’¢éradication des salmonelles chez la volaille en Algérie est probablement une utopie ;
cependant il serait souhaitable de compléter ce travail :

» En utilisant un plan d’échantillonnage adéquat pour pouvoir mieux conclure :
v Sur la représentativité des prélevements.
v Sur la prévalence des cas positifs.

» d’essayer de confirmer ou d’infirmer I’association d’un ou de plusieurs sérotypes a un
type de production.
de suivre 1’évolution de la résistance des souches isolées.

» de détecter et quantifier la propagation des salmonelles résistantes ou de genes de
résistance de I’animal a I’homme.

» de déterminer les différents lysotypes circulants afin de répartir et d’identifier
I’émergence de certains d’entre eux.

Il est aussi intéressant que les laboratoires interviennent pour fournir les recommandations
sur la chimiothérapie antimicrobiennes médicales et vétérinaires pour s’assurer qu’elles
continuent a étre utilisées avec prudence.

Il parait nécessaire de généraliser 1’analyse du profil de restriction des plasmides afin de
caractériser les souches de différents serotypes et d’origines diverses.

En outre et afin de caractériser de maniere plus fine les différents mécanismes de résistance
impliqués, 1’apport de techniques moléculaires, notamment la PCR ou I’utilisation de sondes
d’ADN spécifiques demeure indispensable.

Il est aussi évident d’essayer de maitriser les mécanismes de pathogénie des salmonelles
pour pouvoir lutter efficacement contre celles-ci.

Enfin; dans une épidémie a Salmonella, la lutte concerne I’ensemble de la chaine de
production, et I’application des mesures prophylactiques a différents niveaux, puis le suivi de
la diffusion géographique de la souche a I’origine et de la mise en évidence de la persistance
d’autres dans I’environnement.

Il est aussi indispensable d’utiliser des marqueurs épidémiologiques performants et
discriminants pour distinguer les souches épidémiques, non épidémiques et stables dans le
temps et particulierement celles impliquées dans les toxi-infections alimentaires puis de
déterminer les sérotypes retrouvés chez I’homme et 1’animal et ainsi pouvoir les comparer.
(MILLMANN ; 1998).
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ANNEXE 1

EXTRAIT DU TABLEAU DE KAUFFMANN-WHITE

Formules Antigéniques des Serovars de Salmonella Les plus fréquents dans I’environnement
des filieres de production animale (NF U 47-100)

Salmonella enterica subsp.enterica :

Groupe O : 4

Groupe O : 7

Salmonella Infantis....................
Salmonella Virchow...................
Salmonella Montevideo...............
Salmonella Braenderup................
Salmonella Mbandaka................

Groupe O : 8

Salmonella Newport..................
Salmonella Kotthus...................
SalmonellaHadar.....................
Groupe O : 9

Salmonella Enteritidis...............

Salmonella Panama..................

Salmonella Dublin...................

Groupe O : 3,10

Salmonella Anatum..................

Groupe O : 1, 3,19

Salmonella Senftenberg.............

14,[5],12:i:1,2
1,4,[5],12:e,h:1,2
1,4,[5],12:f,0,5:[1,2]
1.4,[5],12:1,9:[1,2]
14,[5],12:r:1,2
1,4,12,27 :1,v: 1,7
1,4,12,27 :d: 1,7
1,412,2:1,7

6,7,14:r:15

6,7:r:1,2

6,7,14 : g9, m, [p],s:[1,2,7]
6,714 :e,h:e,n, 25
6,714 :21:€,n, 25

6, 8,20, :e,h :1,2
6,8:e,h:1,5
6,8:210:€,n,X

1,9,12:gm:-
1,912:1v:15
1,9, 12, [Vi]:g,p: -

3,10, [15], [15,34] :e,h: 1,6

1,319:9,[s], t:-
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ANNEXE 2:

Arrété interministériel 006/2003 :

Arrété interministériel du 17 Dhou El Kaada 1423 correspondant au 20 Janvier 2003 définissant
les mesures de prévention et de lutte spécifiques aux salmonelloses aviaires a salmonella
entritidis, typhimurium, arizona, dublin, paratyphi et pullorum gallinarum.

La ministre de la santé, de la population et de la réforme hospitaliere,

Le ministre du commerce,

Le ministre de 1’agriculture et du développement rural,

Vu le décret présidentiel n° 02-208 du 6 Rabie Ethani 1423 correspondant au 17 juin
2002 portant nomination des membres du Gouvernement ;

Vu le décret exécutif n° 90-12 du 1% janvier 1990, modifié et complété, fixant les
attributions du ministre de I’agriculture ;

Vu le décret exécutif n° 94-207 du 7 Safar 1415 correspondant au 16 juillet 1994
fixant les attributions du ministre du commerce ;

Vu le décret exécutif n° 95-66 du 22 Ramadhan 1415 correspondant au 22 février
1995, modifié et compléte, fixant la liste des maladies animales & déclaration obligatoire et les
mesures générales qui leur sont applicables ;

Vu le décret exécutif n° 96-66 du 7 Ramadhan 1416 correspondant au 27 janvier 1996
fixant les attributions du ministre de la santé et de la population ;

Vu D’arrété interministériel du 1% septembre 1984 portant institution d’un comité
national et des comités de wilaya de lutte contre les zoonoses ;

Vu I’arrété interministériel du 14 Safar 1415 correspondant au 23 juillet 1994, modifié
et complété, relatif aux spécifications microbiologiques de certaines denrées alimentaires ;

Vu P’arrété interministériel du 25 Chaoual 1415 correspondant au 27 mars 1995
définissant les mesures générales de prévention en élevage avicole

Arrétent :

Article 1¥'. — En application des dispositions de I’article 3 du décret exécutif n° 95-66
du 22 Ramadhan 1415 correspondant au 22 février 1995, modifié et complété, susvisé, le
présent arrété a pour objet de fixer les mesures de prévention et de lutte spécifiques aux
salmonelloses & samonella anteritidis, typhimurium, typhi, arizona, dublin, paratyphi et
pullorum galinarum.

Art. 2. — Sont reconnus atteints de salmonelloses a salmonella entertidis, typhimurium, typhi,
arizona, dublin, paratyphi et pullorum gallinarum.

a) les sujets, poussins ou adultes, sur lesquels a été isolé I'un de ces germes, quel que
soit le type de production ;

b) les sujets adultes ayant une sérologie positive de :

- la litiere (prélevement effectué autour des abreuvoirs) ;

- I’eau de boisson (contenue dans les abreuvoirs) ;

- les fientes (prélevement effectué sur fond de cage) ;

- le duvet des poussins a 1’éclosion.

c) les ceufs sur lesquels le germe a été isolé.

Art. 3. — Dés la confirmation de 1’une des salmonelles citées a 1’article 2 ci-dessus, le
vétérinaire est tenu d’en faire immédiatement la déclaration a I’inspection vétérinaire de
wilaya et a I’autorité vétérinaire nationale, conforment a la réglementation en vigueur.

Art. 4. — A Dexception de la somonellose a salmonella pullorum gallinarum, des la
confirmation de I’une des salmonelloses citées a 1’article 2 ci-dessus, I’inspecteur vétérinaire
de wilaya est tenu d’informer le directeur du commerce et le directeur de la santé
territorialement compétents.
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Art. 5. — Sur proposition de I’inspecteur vétérinaire de wilaya, le wali déclare 1’infection par
arréte et édicte les mesures sanitaires suivantes :

1) A I’égard des animaux de I’exploitation :

- séquestration de 1’¢levage ;

- si le cheptel avicole est constitué¢ de poussins, la destruction et I’incinération doivent
étre immédiates ;

- si le cheptel avicole est constitu¢ de sujets adultes, 1’abattage sanitaire est ordonné et
doit étre effectué sous huitaine, au niveau d’un abattoir agréé ;

- en présence de salmonellose a salmonella pullorum gallinarum, la viande issue de cet
abattage pourra étre livrée a la consommation humaine a condition que le transport de cette
viande soit effectuée en véhicule réfrigéré, étanche et sous couvert d’un laissez-passer délivré
par I’inspecteur vétérinaire de wilaya ou de son représentant diment mandaté, pour éviter
toute propagation des germes.

- En présence de salmonellose a salmonella enteritidis, typhimirium, typhi, arizona,
dublin et paratyphi, sur demande de 1’¢éleveur et sous contrdle officiel, les produits issus de cet
abattage ne pourront étre livrés a la consommation humaine que s’ils ont subi un traitement
thermique a une température de 65°c pendant 10 mn au minimum et que les résultats
d’analyses a posteriori en matiere de salmonelloses soient négatifs conformément aux
dispositions de P’arrété interministériel du 14 Safar 1415 correspondant au 23 juillet 1994,
SUSVISé ;

- Les véhicules ayant transporté le cheptel avicole concerné, avant et aprés abattage,
doivent étre désinfectés immédiatement apres utilisation ;

- La destruction de tous les ceufs issus de cet ¢élevage sauf en cas de présence de
salmonellose a salmonnella pullorum gallinarum ou les ceufs seront autorisés a la
consommation humaine.

2) A I’égard des ceufs a couver et des poussins éclos dans un couvoir :

- Séquestration du couvoir ;

- Arrét de I'incubation de ces ceufs ;

- Destruction de tous les ceufs et de tous les poussins éclos.
Art. 6. — Une enquéte épidémiologique doit étre effectuée par ’inspection vétérinaire de
wilaya afin de détecter 1’origine de I’infection.

Art. 7. — La remise en exploitation des batiments d’¢élevage et d’accouvaison ne pourra avoir
lieu que si une désinfection des murs, du sol et de tout le matériel d’élevage a été effectuée,
que ces infrastructures ont été vidées pendant un (1) mois et qu’un contrdle bactériologique de
cette désinfection sur des prélevements de surface sur les murs et le matériel d’élevage s’est
révelé negatif.

Art. 8. — Le traitement anti-infectieux du cheptel avicole reconnu atteint de salmonellose a
salmonella interitidis, typhimurium, typhi, arizona, dublin, parathyphi et pullorum gallinarum,
est interdit.

Art. 9. — Lorsque toutes les mesures sanitaires prescrites ont été effectuées, 1’inspecteur
vétérinaire de wilaya ou son représentant diment mandaté, s’assure de leur exécution, en
particulier la désinfection, le controle bactériologique et I’extinction du foyer. L’inspecteur
vétérinaire de wilaya adresse un rapport au wali et a I’autorité vétérinaire nationale déclarant
la fin de I’infection qui sera prononcée par arrété du wali conformément a la réglementation
en vigueur.

Art. 10. — Le présent arrété sera publié au journal officiel de la République Algérienne
démocratique et populaire.

169



ANNEXE 3

Décision N°472 du 24 Décembre 2006 portant sur ’utilisation des additifs dans
I’alimentation animale

Tous les antibiotiques utilisés comme facteurs de croissance ne sont plus
incorporés dans I’alimentation animale et sont interdits d’utilisation depuis Avril 2007
(décision ministérielle du 24 Décembre 2006).

Le Ministre de I’Agriculture et du Développement Rural,
Vu la loi n°85-05 du 16 février 1985, relative a la protection et a la promotion de la santé ;
Va la loi n°88-08 du 26 janvier 1988, relative a la médecine vétérinaire et a la protection de la
santé animale ;
Vu le décret présidentiel n°06-176 du 27 Rabie Ethani 1427 correspondant a la nomination
des membres du gouvernement ;
Vu le décret exécutif n°90-12 du 1*" janvier 1990, fixant les attributions du Ministre de
I’ Agriculture, modifié et complété ;
Vu le décret exécutif n°90-240 du 04 aolt 1990, fixant les conditions de fabrication, de mise
en vente et de contr6le des médicaments vétérinaires.
Vu la décision N°084/SPM du 24 Mars 2003 portant sur 1’utilisation des additifs dans
I’alimentation animale.

Décide

Art. 1: Les substances médicamenteuses, considérées comme additifs, appartenant au
groupe des coccidiostatiques, sont autorisées a étre incorporées dans I’alimentation animale.

Art. 2 : Les substances médicamenteuses appartenant au groupe des coccidiostatiques,
autorisées a étre incorporées dans 1’alimentation animale telles que défini dans I’article 1 ci-
dessus, sont les suivantes :

- Lasemduramycine

- La salinomycine

- Le narasin

- Le monensin de sodium

- L’association du narasin et de la nicarbazine

- La maduramicine

- La robenidine
Art. 3: Seules les spécialités relatives aux coccidiostatiques bénéficiant d’une
autorisation de mise sur le marché algérien, sont autorisées a étre utilisées comme additifs.
Art. 4 : Les substances médicamenteuses appartenant au groupe des antibiotiques, sont
interdites d’utilisation dans 1I’alimentation animale.
Art.5: Les dispositions de la décision N°084/SPM du 24 mars 2003 portant sur
I’utilisation des additifs dans 1’alimentation animale, sont abrogées.
Art. 6 : La présente décision prend effet trois (03) mois apres la date de sa signature.
Ministre de 1’ Agriculture et du Développement Rural
3- Liste des antibiotiques suspendus de I’homologation :
Furanes : Nitrofurantoine
Phenicoles : Chloramphenicol.
Aminosides : Gentamicine
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ANNEXE 4 : Tableau récapitulatif des prélévements recus au LVR/DBK de 1996 a
2006 par wilaya pour la recherche de salmonelles

T TIZl, OUZOU BOUIRA BEJAIA BOUMERDES M’SILA TOTAL
ANNEE | 5 iction | N N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
Analyse Positif | Analyse | Positif | Analyse | Positif | Analyse | Positif | Analyse N. Positif | Analyse Positif
P.Pondeuse 19 0 1 0 28 2 30 0 0 0 78 2
P.F.P. 0 0 65 0 26 0 0 0 0 0 91 0
1 P.C 13 0 14 0 2 0 28 0 0 0 57 0
Ps P 2 0 31 0 3 0 6 0 0 0 42 0
9 Ps C 9 0 13 0 1 0 36 0 0 0 59 0
P.R.C. 2 0 15 0 0 0 24 0 0 0 41 0
9 P.R.P. 0 0 6 0 0 0 0 0 0 0 6 0
6 PsR.C. 1 0 0 0 0 0 5 0 0 0 6 0
Ps R.P. 0 0 10 0 0 0 0 0 0 0 10 0
P. Surface 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0
O.A.C. 6 0 7 0 0 0 28 0 0 0 41 0
Fientes 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TOTAL 52 0 162 0 60 2 158 0 0 0 432 2
P.Pondeuse 49 0 64 1 24 1 39 0 0 0 176 2
P.F.P. 2 0 101 0 21 0 1 0 5 0 130 0
1 P.C 28 0 10 0 1 0 12 0 0 0 51 0
Ps P 8 0 69 0 0 0 6 0 0 0 83 0
9 PsC 45 1 16 0 0 0 11 0 0 0 72 1
P.R.C. 4 0 53 0 2 0 37 0 1 0 97 0
9 [PRP. 1 0 6 0 0 0 1 0 0 0 8 0
PsR.C. 0 0 6 0 0 0 6 0 0 0 12 0
7 Ps R.P. 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 2 0
P. Surface 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 2 0
O.A.C. 114 4 27 0 0 0 91 0 0 0 232 4
Fientes 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TOTAL 251 5 356 1 48 1 204 0 6 0 865 7
T TIZl, OUZOU BOUIRA BEJAIA BOUMERDES M’SILA TOTAL
ANNEE | o iction | N N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
Analyse Positif | Analyse | Positif | Analyse | Positif | Analyse | Positif | Analyse N. Positif | Analyse Positif
P.Pondeuse 10 0 6 0 5 0 9 0 0 0 30 0
P.F.P. 6 0 59 0 18 0 2 0 0 0 85 0
1 P.C 5 0 0 0 0 0 1 0 0 0 6 0
Ps P 1 0 19 0 11 0 0 0 0 0 31 0
9 PsC 12 0 9 0 1 0 9 0 0 0 31 0
P.R.C. 1 0 0 0 0 0 11 0 0 0 12 0
9 P.R.P. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 PsR.C. 0 0 9 0 0 0 4 0 0 0 13 0
Ps R.P. 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 3 0
P. Surface 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
O.A.C. 12 0 23 0 1 0 3 0 0 0 39 0
Fientes 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TOTAL 47 0 125 0 36 0 42 0 0 0 250 0
P.Pondeuse 56 3 27 2 20 1 45 4 5 0 153 10
P.F.P. 1 0 129 2 27 0 9 0 3 0 169 2
1 P.C 6 0 5 0 0 0 5 0 0 0 16 0
Ps P 0 0 55 2 11 0 5 0 0 0 71 2
9 PsC 33 1 23 1 12 0 4 0 0 0 72 2
P.R.C. 6 0 19 0 0 0 40 2 0 0 65 2
9 [PRP. 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
PsR.C. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
9  [PsRP. 0 0 13 0 0 0 0 0 0 0 13 0
P. Surface 11 0 4 0 0 0 25 0 0 0 40 0
O.A.C. 55 1 80 0 1 0 63 3 0 0 199 4
Fientes 0 0 2 0 0 0 14 1 0 0 16 1
TOTAL 169 5 357 7 71 1 210 10 8 0 815 23
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T TIZl, OUZOU BOUIRA BEJAIA BOUMERDES M’SILA TOTAL
ANNEE Produ;:tion N. N. - N. N. » N. N. - N. N. - N. - N. N. -
Analyse Positif | Analyse | Positif | Analyse | Positif | Analyse | Positif | Analyse N. Positif | Analyse Positif
P.Pondeuse 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
P.F.P. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 P.C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ps P 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 PsC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
P.R.C. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 [PRP. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 PsR.C. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ps R.P. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
P. Surface 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
O.A.C 125 0 24 0 0 0 26 1 0 0 175 1
Fientes 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
TOTAL 126 0 24 0 0 0 26 1 0 0 176 1
P.Pondeuse 33 1 35 1 61 0 8 0 0 0 137 2
P.F.P. 8 0 20 0 26 0 3 0 0 0 57 0
2 P.C 10 0 2 0 6 0 2 0 0 0 20 0
PsP 0 0 9 1 15 0 1 1 0 0 25 2
0 PsC 33 2 9 0 8 0 10 1 0 0 60 3
P.R.C. 7 1 18 2 6 0 4 0 0 0 35 3
0 [PRP. 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 3 0
PsR.C. 0 0 13 0 0 0 4 0 0 0 17 0
L [PsrP. 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 3 0
P. Surface 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0
O.A.C. 168 0 60 0 1 0 1 0 0 0 230 0
Fientes 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TOTAL 261 4 172 4 123 0 33 2 0 0 589 10
T TIZI, OUZOU BOUIRA BEJAIA BOUMERDES M’SILA TOTAL
ANNEE | o iction | N N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
Analyse Positif | Analyse | Positif | Analyse | Positif | Analyse | Positif | Analyse N. Positif | Analyse Positif
P.Pondeuse 29 0 30 0 37 0 14 0 0 0 110 0
P.F.P. 15 0 84 0 21 2 13 0 7 0 140 2
2 P.C 13 0 6 0 2 0 3 0 0 0 24 0
Ps P 0 0 105 1 16 1 2 0 0 0 123 2
0 Ps C 242 1 19 0 9 0 12 0 0 0 282 1
P.R.C. 2 1 26 1 3 0 1 0 0 0 32 2
0 [PRP. 0 0 25 3 1 0 0 0 0 0 26 3
9 PsR.C. 0 0 4 0 0 0 6 0 0 0 10 0
Ps R.P. 0 0 9 0 0 0 0 0 0 0 9 0
P. Surface 4 0 24 0 11 0 0 0 0 0 39 0
O.A.C. 11 0 24 0 6 0 4 0 0 0 45 0
Fientes 0 0 2 0 0 0 1 0 0 0 3 0
TOTAL 316 2 358 5 106 3 56 0 7 0 843 10
P.Pondeuse 29 1 33 0 87 3 6 1 2 0 157 5
P.F.P. 8 0 27 0 47 1 7 0 6 0 95 1
2 P.C 9 0 6 0 1 0 5 0 1 0 22 0
Ps P 8 0 10 0 29 2 2 0 0 0 49 2
0 PsC 12 0 5 0 1 0 11 0 0 0 29 0
P.R.C. 2 0 15 0 0 0 2 0 0 0 19 0
0 [PRP. 0 0 11 0 0 0 0 0 0 0 11 0
PsR.C. 0 0 2 0 0 0 4 0 0 0 6 0
3 Ps R.P. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
P. Surface 0 0 1 0 4 0 0 0 0 0 5 0
O.A.C. 2 1 0 0 1 1 0 0 0 0 3 2
Fientes 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TOTAL 70 2 110 0 170 7 37 1 9 0 396 10
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ANNEE T. _ TIZI, OUZOU BOUIRA BEJAIA BOUMERDES M’SILA TOTAL
Production | N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
Analyse Positif | Analyse | Positif | Analyse | Positif | Analyse | Positif | Analyse N. Positif | Analyse Positif
P.Pondeuse 17 0 13 0 88 0 9 0 4 0 131 0
P.F.P. 13 0 37 1 73 0 2 0 3 0 128 1
2 P.C 15 0 7 0 1 0 5 0 0 0 28 0
Ps P 10 0 14 0 46 0 0 0 0 0 70 0
0 |[psC 19 0 5 0 7 0 12 1 0 0 43 1
P.R.C. 1 0 4 0 0 0 12 0 0 0 17 0
0 [PRP. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 PsR.C. 0 0 1 0 0 0 2 0 0 0 3 0
Ps R.P. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
P. Surface 0 0 37 0 33 0 12 0 0 0 82 0
O0.A.C. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Fientes 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0
TOTAL 77 0 118 1 248 0 54 1 7 0 504 2
P.Pondeuse 14 0 19 0 63 0 6 0 1 0 103 0
P.F.P. 3 0 26 1 28 0 0 0 3 0 60 1
2 P.C 15 0 8 0 15 1 9 0 0 0 47 1
Ps P 3 1 11 0 17 1 1 0 0 0 32 2
0 Ps C 15 4 1 0 22 0 5 0 0 0 43 4
P.R.C. 0 0 8 1 0 0 2 0 0 0 10 1
0 [PRP. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PsR.C. 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 2 0
5 Ps R.P. 3 0 24 1 8 0 0 0 0 0 35 1
P. Surface 12 0 73 0 23 0 78 0 0 0 186 0
O0.A.C. 10 0 22 0 1 0 1 0 0 0 34 0
Fientes 0 0 2 0 0 0 1 0 0 0 3 0
TOTAL 75 5 194 3 178 2 104 0 4 0 555 10
ANNEE T. ' TIZ1, OUZOU BOUIRA BEJAIA BOUMERDES M’SILA TOTAL
Production | N. N. N. N. N. N. N. N. N. N. N.
Analyse Positif | Analyse | Positif | Analyse | Positif | Analyse | Positif | Analyse N. Positif | Analyse Positif
P.Pondeuse 3 0 3 0 4 0 0 0 2 0 12 0
P.F.P. 1 0 6 0 5 0 0 0 4 0 16 0
P.C 8 1 0 0 3 0 1 0 1 0 13 1
Ps P 2 0 1 0 3 1 0 0 0 0 6 1
Ps C 9 0 0 0 1 0 0 0 0 0 10 0
2 [PRC. 0 0 2 1 0 0 0 0 0 0 2 1
0 P.R.P. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PsR.C. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 Ps R.P. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
P. Surface 2 0 27 0 8 0 3 0 0 0 40 0
6 O.A.C. 22 0 0 0 22 0 0 0 0 0 44 0
Fientes 2 1 0 0 1 0 0 0 0 0 3 1
TOTAL 49 2 39 1 47 1 4 0 7 0 146 4
TOTAL
GENERAL 1493 25 2015 22 1087 17 928 15 48 0 5571 79
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ANNEXE 05

I/Milieux de pré-enrichissement

Eau peptonnée tamponnée

Composition (g/l)

Peptone

Chlorure de sodium (NaCl)
Hydrogénophosphate disodique
dodécahydraté(Na,HPO,4-12H,0
Dihydrogénophosphate de potassium (KH,POy,)
Eau

Milieu BHIB : Ceeur- cervelle-Bouillon
Composition (g/l)

Extrait déshydraté de cervelle de veau
Extrait déshydraté de cceur de boeuf
Peptone animale

Chlorure de sodium

Substance tampon

Glucose

pH=7,4

II /Milieux d’enrichissement

Bouillon au tétrathionate (Muller —Kauffmann)

Composition (g/l)
Milieu de base
Extrait d viande
Digestat enzymatique de caséine
NaCl
Carbonate de calcium (CaCOs,

Thiosulfate de sodium pntahydraté (Na,S,03-5H,0)

Sels biliaires
Vert brilant
Eau
Solution iodo-iodurée
lode (1)
lodure de Potassium (K1)
Eau
Solution de novobiocine (Facultatif)
Novobiocine (Sels monosodique )
Eau stérile

Bouillon de Rappaport Vassiliadis

Composition (g/l)

174

10g
5049

909
15¢9
1000ml

125¢g
5¢
109
5¢
2549
29

43¢
8,60
2649
38,79
47,8¢
478 ¢
969
1000ml

20,09
25049
100 ml

0,20 g
10 ml



Digestat enzymatique de soja

Chlorure de sodium (NaCl )

Dihydrgénophosphate de potassium(KH2PO4)
Monohydrogénophosphate de dipotassium
Chlorure de magnésiumhéxahydraté(MgCl,-6H,0)
Oxalate de verte malachite

Eau

III/Milieux d’isolements

Gélose Hektoen
Composition (g/l)
Peptone
Extrait de levure
Chlorure de sodium
Thiosulfate de sodium
Sels biliaires
Citrate de fer ammoniacal
Salicine
Lactose
Saccharose
Bleu de bromothymol
Fuschine acide
Agar ( selon le pouvoir gélifiant
Eau

Gélose BCP (lactose au bromocrésol Pourpre)
Composition (g/l)

Extrait de levure

Peptone de caséine

Lactose

BCP 1%

Bile salt

Agar

Eau distillée

pH=7%0,2

Geélose Nutritive
Composition (g/l)
Peptone

Extrait de viande
Na ClI

Agar

Eau distillée
pH=7

I'V/Milieux d’identification :

Gélose Mannitol-mobilité
Composition (g/l)

175

450
729
1,26 ¢
0,18 ¢
28,69
36 mg
1000ml

12049

3049

5049

5049

909

15¢9

2,09

129

12 ¢

0,065 g
0,040g a0, 10 g
9,0gal6,0g
1000 ml

5
159
109
0,025¢
34
189
1000 ml

159
1g
5
159
1000 ml



Peptone trypsique de viande
Mannitol

Rouge de phénol a 1%
Nitrate de potassium
Agar-agar

Gélose Kligler — Hajna (KIA)
Composition (g/l)

Peptone de viande

Proteose peptone

Extrait de viande

Extrait de levure

Glucose

Lactose

Citrate de Fer ammoniacal

Chlorure de sodium

Sodium Thiosulfate

Rouge de phénol

Agar

Gélose Citrate de SIMMONS
Composition (g/l)

Ammonium dihydrogénophosphate

Phosphate dipotassique

Chlorure de sodium

Citrate de sodium

Sulfate de magnesium

Bleu de bromothymol

Agar-agar

Milieu Urée Indole
Composition (g/l)
L-tryptophane

Phosphate dipotassique
Phosphate monopotassique
Chlorure de sodium

Urée

Rouge de phénol a 1%
Alcool a 95 %

Eau

Milieu Moeller Falcow : Pour la recherche des acides aminés

Composition (g/l)
Extrait de levure
Glucose

Acide aminé

Poupre de bromocrésol
Pyridoxal

20,009
2,16 g
4 ml
1,00 ¢
4,009

1,009
1,009
50049
2,009
0,209
0,089
13,00 ¢

39

19

19

50
209
259
10 ml
1000ml

19
109
2ml
0,5 ml



L’acide aminé a rajouter peut étre soit la L- lysine, L- arginine, L- ornithine, un milieu
témoin est préparé sans 1’addition d’amino — acide.

= Milieu de CLARK et LUBS
Composition (g/l)

Tryptone 24
Peptone bactériologique 59
Phosphate dipotassique 50
Glucose 59

=  Gélose Muller Hinton
Composition (g/l)

Extrait de viande 1g
Hydrolysat acide de caséine 175¢g
Amidon 159
Agar 169
Eau distillée 1000 ml

VI -Gélose pour inversion de phase

Gélose SVEN GARD
Composition (g/l)

Peptone de caséine 17 g
Extrait de viande 5¢
Extrait de levure 19
Potassium phosphate 250
Chlorure de sodium 59
Glucose 3590
Agar 7,59

VI11-Gélose de Conservation
Composition (g/l)

Extrait de viande 309
Proteose peptone 10g
Chlorure de sodium 30
Disodium phosphate 08¢
Agar 10g

VI11- Solutions stériles, réactifs et produits
= Eau physiologique stérile a 0,9%
= Réactif pour la lecture de la galerie biochimique
= Etalon Mc Farland
Préparation : 0,5 ml d’une solution de BaCl, déshydrate a 1% .Dans une

éprouvette de 100ml, compléter a 100ml avec du H,SO, a 1% .L’étalon doit
présenter une densité optique de( 0,08 a 0,1) a 625.
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ANNEXE 6

MELANGE DE NEUTRALISANTS

Composition

Lécithine d’ceuf................oooiiiin, 30g

Tween 80....c.ovviiiiiiiiii i 150¢g

L- histidine ..........coooviiiiiiii 10g

Thiosulfate de sodium pentahydraté (Na,S;03-12H,0)............. 50g
Hydrogénophosphate dissodique dodécahydraté (Na,HPO4-12H,0).....85,7 g
Eau.....ooooii 1000 ml

Préparation

Me¢langer I’ensemble des ingrédients a I’eau .Chauffer jusqu’a dissolution compléte .Stériliser
pendant 15 mn dans un autoclave réglé a 121 °C. Conserver a températre de ( 5+3) °C
pendant trois mois maximum dans un récipient vissé ou hermétiqguement fermé.Ce mélange
doit étre utilisé a raison d 10 % du volume final du milieu de pré —enrichissement .
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ANNEXE 7 :
NOTE DE LA DSV CONCERNANT LES CONTROLES AUX LABORATOIRES

L'Inspecteur Vétérinaire est tenu de procéder a un certain nombre de contrdles systématiques
et réguliers (bactériologiques, sérologiques,...) afin de s'assurer de I'état sanitaire de I'élevage ou de la
production et ce au niveau des couvoirs, des élevages de poulettes démarrées, de poulet de chair et de
dinde, et des établissements de production d'ceufs de consommation.

Au niveau des couvoirs, les prélevements se feront de fagcon permanente pour la recherche de
contaminants bactériologiques et des moisissures (aspergillus) et porteront sur les ceufs embryonnés,

ceufs non éclos, les poussins de 2°™ choix ou le duvet de poussins.

Les prélevements a effectuer, les dates et les modalités de prélévements se feront selon le
protocole suivant :

Contréle sanitaire des élevages de reproducteurs.

Recherche Stade Type / Fréquence Prélévement Interprétation
Contamination En cours 03 examens sérologiques et Sang o . .

. o ] Matiéres Si sérologie est positive =% recherche
par d'elevage bacteriologiques : 6 12 et 18 focales bactériologique sur les matiéres fécales et
Salmonelles : semaines d'age sur le duvet de poussins de deuxieéme
s. pullorum choix qui en sont issus et cela chaque

' semaine pendant trois (3) semaines.
Gallinarum :
En début de 0~
Enteritidis : Séroagglutination rapide sur Sang sur 5 %-des
o ponte sujets
Typhimurium. lame.
Arizonae ; S
Dublin et ’ ang.;‘ )
. . - Matiéres fécales
Paratyphi. En cours de Tous les deux mois .
. - Duvet de poussins de
production o .
2° choix
Sérologie Moins de 2% Plus de 2%
* Refaire la
. . procédure une semaine plus
Troupeau présumé tard
Bactériologie Négative Indemne.
* Les ceufs sont
incubés.
* Le troupeau est * Le troupeau est
contaminé contaminé.
Bactériologie Positive . ) ) )
* Les ceufs interdits Les ceufs interdits
d'incubation d'incubation
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Contr6le sanitaire au niveau des couvoirs

Milieu Prélévements Fréquence Type
Salle de tri Sur: Bactériok)gie
- -Il\—/lalf)rlss Une fois / mois Salmonelles : SPG + S.E +S.T +
- Chariots SA+ §.D + S.P.
- Colibacilles
Incubateurs - (Eufs embryonnés Une fois par mois
Eclosoirs - (Eufs embryonnés non éclos Une fois par mois |Bactériologie
- Débris de, coquilles au moins. - Salmonelles :
- Duvet de poussins de 2° choix - Collibacilles.
- Aspergillus fumigatus

S = Salmonella ; PG = Pullorum-Gallinarum ; E = Enteritidis ; T = Typhymurium ; A = Arizonae

; D =S. Dublin et P = Paratyphi.

Rq : Lors de préléevements, ne jamais mélanger des ceufs d'origines différentes.

Contrble sanitaire des élevages de poulettes démarrées et de poules pondeuses

Période

Prélévements

Recherche

En coursd'élevage :

6 et 12 semaines d'age
Avant la commercialisation

Poulettes
démarrées

Sang
Matiéres fécales fraiches

sérologique et bactériologique de:
- S.Enteritidis

- S.Typhimurium

- S.Paratyphi

- S.Dublin

- S.Arizonae

- S.Pullorum-Gallinarum

Poules pondeuses | Tous les deux mois
(Production
d'ceufs de

consommation)

Sur poules : Sang

Matiéres fécales fraiches.
Eufs de consommation (A
raison d'une plaquette pour
une bande de 2400 poules
pondeuses).

sérologique et bactériologique de:
S.Enteritidis

- S.Typhimurium
S.Paratyphi

- S.Dublin

- S.Arizonae

- S. Pullorum-Gallinarum

Controdle sanitaire des élevages de poulets de chair et de dinde

Stade

Prélevement

Recherche

03 prélévements :

- Période de démarrage
- Période de croissance
- Période de finition

Sujets
Matiéres fécales

- S.Enteritidis

- S.Typhimurium
- S.Paratyphi

- S.Dublin,

- S.Arizonae

- S. Pullorum-Gallinarum
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ANNEXE 8 : Nomenclature des souches étudiées :

N d’ordre Nature du Prélévement Origine Identification
01 Prélevement de Surface Bouira S.Hadar

02 Prélévement de Surface Bejaia S.Heidelberg
03 Poussins Chair Tizi-Ouzou S.Newport
04 Poulettes Futures Pondeuses Bouira S .Albany
05 Poussins Chair Bejaia S.Blockley
06 Poulettes Futures Pondeuses Bouira S .Albany
07 Poussins Chair Boumerdes S.Infantis

08 Poussins Chair Bejaia S .Albany
09 Poussins Chair Bejaia S .Albany
10 Poulet de Chair Bejaia S .Albany
11 Poulet de Chair Tizi-Ouzou S .Albany
12 Poulet de Chair Boumerdes S.Blockley
13 Poulet de Chair Tizi-Ouzou S.Enteritidis
14 Poulet de Chair Tizi-Ouzou S.Heidelberg
15 Poussins Chair Bouira S.Typhimurium
16 Poulet de Chair Boumerdes S.Heidelberg
17 Poulet de Chair Boumerdes S.Heidelberg
18 Poules Pondeuses Bouira S.Enteritidis
19 Poulettes Futures Pondeuses Bouira S.Enteritidis
20 Poulet de Chair Tizi-Ouzou S .Albany
21 Poulet de Chair Tizi-Ouzou S.Livingstone
22 Poulettes Futures Pondeuses Bouira S.Enteritidis
23 Poussins Chair Tizi-Ouzou S .Albany
24 Poussins Chair Bouira S.Indiana

25 Poulettes Futures Pondeuses Bouira S.Pullorum
26 Prélevement de Surface Bouira S.Enteritidis
27 Poussins Ponte Bejaia S.Heidelberg
28 Poulet de Chair Tizi-Ouzou S.Blockley
29 Poussins Chair Bouira S.Heidelberg
30 Poussins Ponte Bouira S.Enteritidis
31 Poussins Chair Tizi-Ouzou S.Pullorum
32 Poulettes Futures Pondeuses Bouira S.Enteritidis
33 Poussins Chair Bouira S.Heidelberg
34 Poules Pondeuses Bejaia S.Indiana

35 Poules Pondeuses Bejaia S.Enteritidis
36 Poussins Chair Bouira S.Typhimurium
37 Poussins Chair Bouira S.Blockley
38 Poussins Ponte Bouira S.Enteritidis
39 Poulettes Futures Pondeuses Bouira S.Enteritidis
40 Poussins Chair Boumerdes S.Pullorum
41 Poussins Ponte Bouira S.Hadar

42 Poussins Chair Boumerdes S.Enteritidis
43 Poussins Ponte Bouira S.Heidelberg
44 Poulet de Chair Boumerdes S.Hadar

45 Prélévement de Surface Bejaia S .Albany
46 Poulet de Chair Bejaia S.Infantis

47 Prélévement de Surface Bouira S .Albany
48 Poussins Chair Bejaia S.Enteritidis
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49 Poules Pondeuses Bejaia S.Typhimurium
50 Poulet de Chair Boumerdes S.Livingstone
51 Poulettes Futures Pondeuses Boumerdes S.Heidelberg
52 Poussins Chair Bejaia S.Blockley

53 Poussins Ponte Bejaia S.Livingstone
54 Poulettes Futures Pondeuses Bouira S.Typhimurium
55 Poulettes Futures Pondeuses Bouira S.Heidelberg
56 Poulettes Futures Pondeuses Bouira S.Pullorum

57 Poussins Ponte Bouira S.Enteritidis

58 Prélevement de Surface Bouira S.Enteritidis

59 Poulettes Futures Pondeuses Bouira S.Typhimurium
60 Poulettes Futures Pondeuses Bouira S.Enteritidis

61 Poulettes Futures Pondeuses Bouira S.Infantis

62 Poulettes Futures Pondeuses Bouira S.Heidelberg
63 Poulettes Futures Pondeuses Bejaia S.Heidelberg
64 Poulettes Futures Pondeuses Bouira S .Albany

65 Poules Pondeuses Bejaia S .Albany

66 Poussins Ponte Bouira S.Hadar

67 Poulettes Futures Pondeuses Bouira S.Livingstone
68 Poulettes Repro Chair Bouira S.Typhimurium
69 Poules Pondeuses Bejaia S.Typhimurium
70 Poulettes Futures Pondeuses Bouira S.Infantis

71 Poussins Ponte Bouira S .Albany

72 Poussins Ponte Bouira S.Montevideo
73 Poussins Chair Bouira S.Enteritidis

74 Poussins Ponte Bouira S.Heidelberg
75 Poussins Chair Bouira S.Heidelberg
76 Poussins Chair Bejaia S.Blockley

77 Prélévement de Surface Boumerdes S.Kedougou

78 Poulet de Chair Tizi-Ouzou S .Albany

79 Poussins Chair Tizi-Ouzou S.Enteritidis

80 Poulet de Chair Boumerdes S.Heidelberg
81 Poules Pondeuses Bejaia S.Heidelberg
82 Poules Pondeuses Bejaia S.Hadar

83 Poussins Ponte Bouira S.Typhimurium
84 Poulet de Chair Boumerdes S.Heidelberg
85 Poulettes Repro Chair Bouira S.Heidelberg
86 Poulettes Repro Chair Bouira S.Enteritidis

87 Poulet de Chair Boumerdes S .Albany

88 Poulet de Chair Boumerdes S.Heidelberg
89 Poulettes Futures Pondeuses Bouira S.Heidelberg
90 Poulettes Futures Pondeuses Boumerdes S.Heidelberg
91 Poussins Ponte Tizi-Ouzou S.Livingstone
92 Prélevement de Surface Bouira S.Heidelberg
93 Poulet de Chair Bouira S.Typhimurium
94 Poules Pondeuses Bejaia S .Albany

95 Prélevement de Surface Bejaia S.Heidelberg
96 Poulet de Chair Tizi-Ouzou S.Infantis

97 Poulet de Chair Tizi-Ouzou S.Heidelberg
98 Poulet de Chair Tizi-Ouzou S.Heidelberg
99 Poulettes Futures Pondeuses Bouira S.Infantis

100 Poules Pondeuses Bouira S.Enteritidis
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Annexe 9 : Valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition
Controle de qualité : Escherichia coli ATCC 25922

antibiotique charge abréviation - diametres -
résistant | sensible
R-lactamines :
Ampicilline 10ug AM ----<13---- --->16---
Amoxicilline+acide clavulanique 20/10ug AMC ---<13--- --->18---
Ticarcilline 75ug TIC ---<14--- --->20---
Piperacilline 100 pg PIP ---<17------- --->21----
Mecillinam 10 ug MEC B R
Cefalexine 30 pg CFR ---<14--- --->18---
Cefazoline 30 ug CzO ---<14--- --->18---
Cefoxitine 30 pg FOX ---<14--- --->18---
Cefuroxime 30 ug CXM ---<14--- -->18---
Cefotaxime/ceftriaxone 30pg CTX ---<14--- --->23---
Ceftazidime 30ug CAZ ---<14--- --->18---
Cefipime* 30ug FEP ---<15--- --->18---
Aztreonam* 10ug ATM ---<13--- --->20---
Imepineme 10ug IPM ---<14--- --->16---
Cephalotine 30 g CEP ---<17--- --->18---
Ceftiofur 30pg XNL ---<14--- --->21---
Aminoglycosides :
Kanamycine 30 pg K ---<13--- --->18---
Gentamycine 10 ug GM ---<12--- --->15---
Netilmicine* 40 ug NET ---<12--- --->15---
Amikacine 30ug AMK ---<14--- --->17---
Furanes :
Nitrofurantoine 300ug FT ---<14--- --->17---
Quinolones :
Acide nalidixique 30pg NAL ---<13--- --->19---
Levofloxacine 5ug LEV ---<13--- --->21---
Ciprofloxacine 5ug CIP ---<15--- --->18---
Enrofloxacine Sug ENR ---<16--- --->23---
Polypeptides :
Colistine 10ug | cs —--<08-—- | -->11---
Cycline :
Tetracycline 30ug | TE —--<09-—- | -->19---
Phenicolés :
Chloramphenicol 30pg | CHL <12 | 218
Sulfamides :
Sulfonamides 300pg SSS ---<12--- --->17---
Trimetoprime 5ug TMP ---<10--- --->18---
Cotrimoxazole 1,25/23,75ug SXT --<12--- --->17---
Autres :
Fosfomycine 200ug FOS ---<12--- --->16---
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Annexe 10 :

Résultats des antibiogrammes

Resistce aux N° Resistce aux Resistce aux Resistce aux
N° d'ordre| Identification antibiotiques | d'ordre| Identification antibiotiques | N° d'ordre | Identification | antibiotiques [N° d'ordre Identification antibiotiques

1 S. Hadar AMP.Te.NaL 26 S.enteritidis NAL 51 S. Heidelberg NAL 76 S. Blockley SENSIBLE
2 S. Heidelberg AMP.Te.NaL 27 S. Heidelberg NAL 52 S. Blockley Te 77 S.kedougou SENSIBLE
3 S.newportt AMP.Te.NaL 28 S. Blockley SSS 53 S. Livingstone SENSIBLE 78 S. Albany SENSIBLE
4 S. Albany SENSIBLE 29 S. Heidelberg NAL 54 S.typhymurium SENSIBLE 79 S. Enteritidis SENSIBLE
5 S. Blockley SENSIBLE 30 S. Enteritidis FUR 55 S. Heidelberg SENSIBLE 80 S. Heidelberg NAL

6 S. Albany SENSIBLE 31 S.pullorum NAL.SSS 56 S.pullorum FUR 81 S. Heidelberg NAL

7 S. Infantis SENSIBLE 32 S. Enteritidis FUR 57 S. Enteritidis FUR 82 S.hadar SENSIBLE
8 S. Albany SENSIBLE 33 S. Enteritidis NAL 58 S. Enteritidis SENSIBLE 83 S.typhymurium NAL

9 S. Albany SENSIBLE 34 S.indiana FUR 59 S.typhymurium SENSIBLE 84 S. Heidelberg NAL
10 S. Albany SENSIBLE 35 S. Enteritidis SENSIBLE 60 S. Enteritidis SENSIBLE 85 S. Heidelberg NAL
11 S. Albany SENSIBLE 36 S.typhymurium TMP.SXT.SSS.Te 61 S.infantis SENSIBLE 86 S. Enteritidis SENSIBLE
12 S. Blockley SENSIBLE 37 S. Blockley Te 62 S. Heidelberg NAL 87 S. Albany SENSIBLE
13 S.enteritidis FUR 38 S. Enteritidis SENSIBLE 63 S. Heidelberg SENSIBLE 88 S. Heidelberg NAL
14 S. Heidelberg NAL 39 S. Enteritidis FUR 64 S. Albany SENSIBLE 89 S. Heidelberg Sensible
15 S. Typhymurium FUR,SSS (S) 40 S.pullorum FUR 65 S. Albany SENSIBLE 90 S. Heidelberg NAL
16 S. Heidelberg NAL 41 S.hadar Te 66 S.hadar SENSIBLE 91 S. Livingstone Sensible
17 S. Heidelberg NAL 42 S. Enteritidis FUR 67 S. Livingstone SENSIBLE 92 S. Heidelberg Sensible
18 S.enteritidis FUR 43 S. Heidelberg SENSIBLE 68 S.typhymurium NAL 93 S. Typhymurium Sensible
19 S.enteritidis FUR 44 S.hadar K 69 S.typhymurium SENSIBLE 94 S. Albany NAL

20 S. Albany SENSIBLE 45 S. Albany SENSIBLE 70 S.infantis SENSIBLE 95 S. Heidelberg NAL
21 S.livingstone Te,SXT, TMP, 46 S.infantis SENSIBLE 71 S. Albany SENSIBLE 96 S. Infantis Sensible
22 S.enteritidis SENSIBLE 47 S. Albany SENSIBLE 72 S.montevideo SENSIBLE 97 S. Heidelberg NAL
23 S. Albany NAL 48 S. Enteritidis FUR 73 S. Enteritidis SENSIBLE 98 S. Heidelberg NAL
24 S.indiana TMP.SXT.SSS.Te 49 S.typhymurium NAL 74 S. Heidelberg NAL 99 S. Infantis NAL
25 S.pullorum NAL 50 S. Livingstone SENSIBLE 75 S. Heidelberg Te 100 S enteritidis NAL
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