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Résumé

La salmonellose est une maladie infectieuse inoculable et contagieuse due a une entérobactérie
ubiquitaire du genre Sa/monella. 11 s’agit d’une des causes principales de toxi-infection d’origine
alimentaire chez I’homme dans les pays développés.

Chez les bovins, des nombreux sérotypes de Salmonella enterica sont responsables de
manifestations cliniques trés variées pouvant causer des pertes économiques considérables.

Cette ¢étude a été réalisée dans différentes exploitations bovines de la région de Khenchela, entre
Novembre 2015 et janvier 2016.La prévalence a été établi d’une part aprés analyse
bactériologique de 50 prélévements de matic¢res fécales de bovins appartenant a 07 fermes
différentes. Tous les résultats obtenus par analyse bactériologiques selon la méthode de référence
NF U 47-100 se sont révélés totalement négatifs pour tous les échantillons étudiés.

La salmonellose bovineest une maladie a évolutions grave. Elle Est cependant mal connue et
trés rarement recherchée sur le terrain. Pourtant les conséquences de I’apparition d’un foyer
peuvent étre trés lourdes sur le plan économique

Mots clés : Vaches, Maticres fécales, Salmonella spp,Prévalence.

Abstract

Salmonellosis is an inoculable and contagious infectious disease caused by ubiquitous
enterobacteria of the genus Salmonella. It is aleading cause of food borne infection in humans in
developed countries.

In cattle, many serotypes of Salmonella enterica are responsible for verydifferent clinical
manifestations can cause considerable conomiclosses.

This study wasper formed in different cattle farms in the Khenchela region, between November
2015 and January 2016. The prevalence was established firstly after bacteriological analysis of
50 samples of feces of cattle belonging to 07 different farms. All the results obtained by
bacteriological analysis according to NF U 47-100 referenceme thodproved totally negative for
all the samples studied.

Salmonellosis is a disease with serious developments. Is it, however poorly known and rarel
ysought on the ground. Yet the consequences of an outbreak can be very heavy economic
Keywords:Cows, feces, Salmonella spp, Prevalence
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INTRODUCTION

Chez les bovins, la salmonellose est une maladie zoonotique causée par plusieurs sérovars de

Salmonella enterica pouvant causer des pertes économiques considérables.

De par sa large dissémination dans 1’environnement, sa prévalence dans la chaine alimentaire
globale, sa virulence et son adaptabilité, Salmonella enterica est le germe le plus fréquemment
rencontrée en pathologie humaine et animale (Tindall et al.,2005). I1 a un impact
considérable en médecine, en santé publique et sur 1I’économie mondiale (Miller et al
.,2000).Actuellement, plus de 2600 sérotypes (sérovars) de Salmonella enterica sont décrits

(Nataro et al ., 2007).

La plupart des salmonelles sont localisées dans les voies gastro-intestinales des mammiféres
domestiques ou sauvages, ainsi que chez les reptiles, les oiseaux et les insectes. Certains
sérotypes de S. enterica, comme Typhi, sont surtout adaptés a ’homme et n’ont pas d’autre
héte connu (Allerberger et al ., 2002).

Les bovins sont le principal réservoir de Salmonella entericasubsp. entericasérotype Dublin
(Salmonella Dublin) qui est considérée comme la cause la plus courante d’infection a
salmonelles chez cette espéce animale, avec §. Typhimurium(Vaillant et al .,
1996 ;Khaschabi et al., 2002). Le bétail infecté est une source de contamination pour les
humains, généralement par la consommation de viande de beeuf et de lait de vache.

Ainsi, les conséquences des infections a Salmonella sont traduites notamment en un sur plus
de travail et des cofits en soins vétérinaires plus ¢levés (Hinton ,1974;Peters, 1985).

Les travaux concernant la salmonellose bovine en Algérie sont rares. C’est la cause pour
laquelle nous nous intéressés vers ce sujet.

Notre travail porte sur déterminer la prévalence des especes de Salmonelles par isolement et
identification biochimiquea partir de mati¢res fécales récoltées chez les bovins dans la région

de Khenchela.
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CHAPITRE 1 GENERALITES SUR LE GENRE SALMONELLA

CHAPITRET1: GENRALITES SUR LE GENRE SALMONELLA

I. TAXONOMIE ET EVOLUTION DE LA NOMENCLATURE

Le genre Salmonella appartient a la famille des Enterobacteriaceae. Découvert par Théobald
Smith (1859-1934) en 1885, il a ét¢ nommé ainsi en I’honneur du Dr américain Daniel Elmer

Salmon (1850-1914).

Suite notamment a des techniques d’hybridation ADN-ADN, le genre Salmonella a été divisé

en 2 espéces distinctes : S. enterica et S. bongori(Popoff et al., 2004; Reeves et al ., 1989).

La premiére espéce est elle-méme subdivisée en 6 sous-especes : enterica, salamae, arizonae,
diarizonae, houtenae et indica. Au sein de chaque sous-espéce, on distingue des sérotypes,
résultant de différentes combinaisons des antigénes somatiques O de nature polysaccharidique,
des antigenes flagellaires H de nature protéique et, enfin, capsulaires (Vi). Le type de
classement en fonction des antigénes O et H porte le nom de schéma de Kauffmann-
White(Tindall et al.,2005). A TI’heure actuelle, plus de 2.500 sérotypes sont reconnus

officiellement.

Les noms des sérotypes doivent étre écrits en caractéres pleins (non italiques) avec une
majuscule : Salmonella entericasubsp. Enterica sérotype Typhimurium. Toutefois, les
simplifications suivantes sont admises : Salmonella Typhimurium ou S. Typhimurium.

(Brenner et al., 2000)

II. CRITERES BACTERIOLOGIQUES

11.1. Morphologie

Les salmonelles appartiennent a la famille des Enterobacteriaceae .En microscope optique, elles
apparaissent comme des batonnets a gram négatif de 0.3 um a 1 pm de large et longde 1 2 6
pm (Berche et al ., 1988), mobiles grace a une ciliature péritriche (a 1’exception du sérovar

Gallinarum pullorum)(Colin ,2002)

11.2. Culture

Les salmonelles sont des germes mésophiles aéro-anaérobie et hygrophiles. En effet les
salmonelles cultivent sur milieux ordinaire a base d’extraits de viande. a un PH voisine de la
neutralité et a une température optimal de croissance de 37° C, les colonies sont généralement
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rondes, lisses (ousmooth ;S)a bords réguliers et ont un diamétre de2a 3mm .les salmonelles
donnent des cultures homogene apres repiquage en bouillon .il arrive exceptionnellement que
des cultures de salmonelles soient isolées sous forme rugueuse (ou rough :R). La plupart des
salmonelles sont capables de cultiver sur milieu minimum, sans facteur de croissance. Quand
elles sont adaptes a un hote pour lequel elles ont un pouvoir pathogéne manifeste, elles peuvent
exiger un ou plusieurs facteurs de croissance pour cultiver (Bertrand, 2003).

IL.3. Caractéres biochimiques

Les caracteres d’identification sont essentiellement biochimiques et utilisent des tests qui
¢tudient le métabolisme protéique ( présence d’uréase, production d’indole , dégradation du
tryptophane ) ou la fermentation des sucres , la capacité d’utiliser le citrate , la présence
d’enzymes (décarboxylases , désaminases)la production d’hydrogéne sulfure ou la formation

de gaz (Canadian Food Inspection Agency .,1998) . Voire tableau 0O1.

Tableau 1 : Principaux caractéres biochimiques des Salmonella (Tortora et al ., 2003)

| Tests | Resultant Tests Résulta
Mobilité + Ornithine +
Lactose - Mannitol +
ONPG - Malonate -
Uréase - Rhamnose +
Indole - Arabinose +
VP - LDC +
RM + ODC +
H2S + ADH -
Citrate + TDA, PDA -
Gélatinase - APP -
Saccharose - KCN -

—

\—t
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III. STRUCTUREANTIGENIQUE ET FACTEURS DE VIRULENCE :

Les salmonelles comme toutes les entérobactéries, peuvent posséder trois types d’antigénes
d’intérét diagnostique (LeMinor et Veron .,1989). Ces antigénes permettent de classer ces
bactéries entypes sérologique sous sérotypes. (Il existe de nombreux sérotypes des
Salmonella, qui peuvent étre différenciés sur la base de la composition du
lipopolysaccharides (antigénes somatiques O) et des antigénes flagellaires H)(Bercheetal.,

1988).

II1.1. Antigéne de la paroi ou antigéne O:

Les antigenes O (somatiques), au nombre de 67, ont la structure polyosidique (correspondant
aux polyosides fixés sur les lipopolysaccharides LPS). Ces antigénes sont thermostables (2 h a
100 °C), alcoolostables ; ils constituent I’endotoxine des Sa/monella. Et on les détermine par

agglutination sur lame a 1’aide d’immuns sérums spécifiques.(Le Minor et Veron .,1989)

Les facteurs O peuvent étre classés en :

- Facteurs O majeurs : caractérisent un groupe des salmonelles : ainsi ’antigéne O :
4définit le groupeB.
- Facteur O accessoires (mineurs) : leur sont associés mais n’ont guére d’importance

diagnostique.(Carbonelle et al ., 1987)

II1.2. L’antigéne d’enveloppe(Vi) :

L’antigéne Vi, est situé a la périphérie du corps bactérien. Il n’existe que chez trois sérotypes :

S.typhi (bacille d’Eberth), S.paratyphi C et S. dublin. (Guiraud, 1998)

II1.3. Antigéne flagellaire ou H :

L’antigéne H, situé¢ au niveau des flagelles .Les flagelles représentent de longs filaments
hélicoidaux implantés dans la membrane bactérienne permettant a Salmonella de se déplacer
vers la barriére épithéliale dans ’intestin. Cette motilité contribue a I’invasion des cellules non
phagocytaires en médiant un contact étroit entre la bactérie et la cellule ciblée. La flagelline de
Salmonella stimule la sécrétion de cytokines pro inflammatoires dans 1’épithélium intestinal,
mais y inhibe également ’apoptose. Dans les macrophages, la flagelline est transférée vers le
cytoplasme par I’entremise du SST3-1, menant a I’induction de I’inflammasome et de la

caspase-1 provoquant une mort cellulaire nommée « pyroptose ». Cependant, les données
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recueillies in vivo montrent que le role de la flagelline dans la virulence de la bactérie demeure

accessoire et dépend du modele d’infection adopté.(Sabbagh, 2013)

IV. PHYSIOLOGIE DES SALMONELLES

IV.1. Tempirateur (T )

Les salmonelles se multiplient de 7 a 41 ° C et sont détruites par des températures de I’ordre de
65/70 ° C appliqués durant 5 a 15 minutes . (PLYM-FORSHELL et EKESBO ,1993) ont
observé que S.Typhimurium et S. Dublin survivaient au moins 35 jours dans le fumier des

bovins, mais pas plus de 24 heures dans une cuve a fermentation a 55 °C.

Il y a un arrét de la croissance pour des températures inférieures a 5,2°C. La congélation et la
décongélation peuvent détruire une partie des salmonelles présentes dans les aliments mais la
congélation ne doit pas €tre considérée comme un vrai moyen d’assainissement. Si les bactéries

sont en nombre suffisant, elles peuvent étre détectées apres congélation.(Danielset al ., 1993).

IV.2. Potentiel d’hydrogéne (pH)

Les salmonelles se multiplient entre 4,5 et 9,0 mais supportent des PH plus acide

IV.3.  Activité de ’eau (Aw)

Les valeurs optimales pour leur croissance sont comprises entre 0,945 et 0,999 mais elles

peuvent survivre dans des produits déshydratés tels que les farines.

IV.4. Les radiations :

Les salmonelles sont inactivées par la lumiére et les rayons ionisants. Ces derniers peuvent étre

utilisés pour I’assainissement des aliments
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CHAPITRE2: LES SALMONELLOSES BOVINES

I. PATHOGENIE

La pathophysiologie de la salmonellose est plutdt complexe. La nature et la gravité de la
maladie suite a I’infection dépendent de la combinaison spécifique hote-sérotype, de la
virulence de I’agent pathogene, ainsi que de I’age et du statut immunitaire de ’animal. La
dose infectieuse pour les bovins adultes en bonne santé est d'environ 10°-10'" salmonelles
(House et Smith, 2004).Le terme « salmonellose » regroupe tout un ¢éventail de
manifestations de la maladie.

Les salmonelles sont des organismes invasifs qui peuvent pénétrer les muqueuses oculaire,
orale, nasale ou intestinale (Smith, 2002).Cependant, la majorité des infections se font par
voie orale. Suite a I’ingestion, la bactérie doit d’abord résister au contenu du rumen puis au
pH de la caillette avant de pouvoir pénétrer la muqueuse intestinale. La concentration élevée
en acides gras volatils (AGV) du rumen des bovins a partir de six semaines d’age, est
suffisante pour inhiber les salmonelles(Chambers et Lysons, 1979). De plus, un pH de 4,8 ou
moins dans la caillette est bactéricide pour la plupart des salmonelles(Rings, 1985). Les
jeunes veaux sont donc plus susceptibles aux infections par Sal/monella spp. Entre autres
parce qu’ils n’ont pas un pH aussi bas que celui des adultes dans la caillette, et leur rumen est
immature. Comme la concentration en AGV du rumen ainsi que le pH du rumen et de la
caillette varient en fonction de I’ingestion (ou non) d’aliments ou de lait, I’effet protecteur des
AGYV et de I’acidité du systéme gastro-intestinal contre les salmonelles est variable. Ainsi,
chez les veaux non sevrés, le pH de la caillette est trés bas dans la période préprandiale (pH
<2,0) mais I’ingestion de lait fait rapidement augmenter le pH a environ 6,0. Apres I’ingestion
de 2 L de lait, le pH de la caillette reste constant pour un maximum de 2 heures, puis diminue
progressivement pour revenir aux valeurs préprandiales en 7 a 9 heures(Constable et al.,
2000).

Chez les bovins adultes, toute perturbation du processus normal de fermentation avec
production de lactates dans le rumen, entre autres lors d’acidose, favorise la multiplication des
salmonelles en utilisant ces substrats(Chambers et Lysons, 1979). De plus, I’anorexie étant
associée a de faibles on centrations en AGV et a un pH ruminal élevé, cela permet aux
salmonelles de persister ou méme de se multiplier lors d’anorexie compléte ou partielle
(Brownlie et Grau, 1967).

Lorsque la bactérie se rend jusqu’a I’iléon distal et au caecum, elle en colonise la muqueuse

puis se réplique dans la sous-muqueuse et les plaques de Peyer. Chez les jeunes animaux et
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les adultes dont le syst¢tme immunitaire est affaibli, I’infection peut s’étendre au-dela des
nceuds lymphatiques mésentériques, s’établir dans les cellules réticuloendothéliales du foie et
finalement causer une infection systémique (Radostits et al., 2007). Salmonella peut alors
étre retrouvée dans de nombreux organes, tissus et sécrétions incluant les reins, la rate, la
vésicule biliaire, la salive, le lait et les féces (Rings, 1985). Ce type d’infection systémique est
cependant beaucoup plus fréquent lors d’une infection a S. Dublin que lors d’une infection
causée par S. Typhimurium ou tout autre sérotype.(House et al., 1993 ; Santos et al., 2001 ;
Smith et coll., 1989 ; Wray et Sojka, 1978). Chez les veaux, S. Dublin tend également a se
localiser dans les méninges, les os, les articulations ou les poumons (Gitter et al.,, 1978 ;
Rings, 1985).

Les mécanismes plus précis de la pathogénie des salmonelles, dont nous ne traiterons pas en
détail ici, sont beaucoup mieux connus chez le veau que chez le bovin adulte. En effet, S.
Typhimurium étant un agent pathogeéne naturel des bovins, et causant une condition
pathologique et des signes cliniques similaires a ceux décrits chez I’humain, le veau a souvent
servi de modele expérimental pour 1’entérocolite humaine (Santos et al., 2001;Tsolis et al.,
1999; Zhang et al., 2003)ou bovine(Hall et al., 1979). Malgré cela, les mécanismes par
lesquels les salmonelles causent de la diarrhée n’ont pas encore été complétement €lucidés.
Des études in vitro ont montré chez S. Typhimurium la translocation de protéines du systéme
de sécrétion de type III (SSTT). Ces protéines, dans le modele d'entérocolite a S.
Typhimurium chez le veau, sont nécessaires pour provoquer l'infiltration de neutrophiles,
probablement en induisant la production de chémokines dans le tissu iléal. La réponse
inflammatoire aigu€ qui s’en suit est associée a une augmentation de la perméabilité
vasculaire se traduisant par un cedéme de la muqueuse. En outre, 1'afflux de neutrophiles est
associ¢ a une nécrose de la muqueuse iléale supérieure. L’augmentation de perméabilité de
I'épithélium intestinal conduit a des fuites de fluides extravasculaires et a la transmigration
massive de neutrophiles dans la lumiére intestinale. Cela suggere que la perte de liquides
observée lors d'entérocolite a S. Typhimurium est due au moins en partie & un mécanisme
inflammatoire, qui pourrait méme jouer un rdle plus important que la production de toxines.
(Rings, 1985 ; Santos et al.,2001 ; Smith et al., 1979 ; Wray et Davies, 2000 ; Zhang et al.,
2003)
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II. SYMPTOMATOLOGIE DE LA SALMONELLOSE BOVINE

La salmonellose bovine se caractérise par un grand polymorphisme. L’expression clinique et la
gravité¢ des symptomes différent essentiellement selon les conditions d’élevage et le sérovar

contaminant.

11.1. Principales formes cliniques

1I.1.1. Forme digestive

Tres fréquente, cette forme se traduit surtout par ’émission d’une diarrhée sanglante. S.
Typhimurium est généralement isolé¢ (Martel, 1997).

Les veaux atteints sont généralement agés d’une semaine a trois mois (Rings, 1985). Le
tableau clinique typique comporte une hyperthermie (41°C), une perte de I’appétit, une
diarrhée jaune a brunatre. Les selles sont liquides, nauséabondes et peuvent contenir du
mucus, du sang et des fragments de muqueuse. Cette diarrhée s’accompagne d’épreintes
ténesme et de coliques abdominales. Les veaux se déshydratent rapidement. Dans un élevage,
la morbidité atteint les 80 % et la mortalité avoisine les 20% (jusqu’a 50-60%). La morbidité
et la mortalité sont proportionnelles a I’dge (wray et Sojka, 1977). La encore, le caractéretrés
contagieux de la maladie doit étre souligné, particulie¢rement dans les élevages intensifsde
veaux.

En cas de salmonellose chronique, les symptomes sont peu caractéristiques : le veau est
maigre, prostré, avec une diarrhée avec une consistance jaunatre rappelant le « mastic ». Des
complications, essentiellement articulaires sont parfois observées. Les veaux atteints ne
finissent pas tous par décéder, mais ils deviennent de véritables « non valeurs économiques».
Les adultes, essentiellement des vaches laitieres hautes productrices, présentent avant méme
les signes digestifs de I’hyperthermie (41°C), une diminution de 1’appétit et de la rumination.
La diarrhée est profuse et fait suite & une incubation d’un a quatre jours apres 1’exposition.
Des coliques et une dysenterie sévére sont en général observées avec S. Dublin et S.
Typhimurium. L’entérite salmonellique est toujours accompagnée d’une baisse de la sécrétion
lactée. Le taux de morbidité peut atteindre 25% et la mortalité est ¢levée en 1’absence de

traitement (Martel et Savey, 1992).
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11.1.2. Forme génitale

Cette forme est essentiellement li¢e a I’infection par Salmonella Dublin. Ce sérovar entraine
des avortements survenant entre le 124°™ et le 270°™ jour de gestation et plus généralement
entre le 160 et le 180°™ jour(Foley et Schlafer, 1994).Ils son généralement suivis de
rétention placentaire. Dans 90% des cas(Martel et Pardon, 1980), I’expulsion du feetus n’est
pas précédée ni accompagnée de symptomes visibles chez la mére. Il n’y a pas
d’augmentation de I’infertilité ni de ’anoestrus et la mortalité est quasiment nulle. Depuis une

dizaine d’années, S. Montevideo induit des avortements chez la brebis (Lax et al., 1995).

11.1.3. Forme septicémique

Plus rares, les septicémies salmonelliques se développent habituellement dans les élevages
industriels (veaux de boucherie) et sont liées au stress de I’allaitement. Cette forme est moins
fréquemment rencontrée chez les adultes, hormis les vaches laitieres hautes productrices ou
les animaux dont le systéme immunitaire est affaibli. Les veaux atteints des epticémie
salmonellique sont généralement 4gés d’une semaine a sept mois avec un pic d’incidence chez

les veaux d’un mois.

11.1.4. Forme respiratoire

Cette forme est trés fréquente dans les grandes collectivités (nurseries, ateliers
d’engraissement). L’atteinte de ’appareil respiratoire se traduit par de la dyspnée, de la
polypnée, une toux séche et quinteuse, un jetage séreux puis muqueux. Elle ne présente pas de
particularités cliniques par rapport aux autres broncho-pneumonies bactériennes des bovins
mais elle évolue généralement de fagon plus défavorable. Les pneumonies salmonelliques
sont trés contagieuses. En I’absence de traitement, la maladie évolue rapidement vers la mort
chez les plus jeunes animaux.

Chez le veau, les formes respiratoires sont souvent accompagnées de diarrhée. On parle de

syndrome « pneumo-entérite » (Martel, 1985).

11.2. Autres formes

D’autres localisations sont plus rarement observées (Martel, 2001): arthrite,
méningoencéphalite, ostéite, gangréne des extrémités, uvéite, mammite, complication de

césarienne (péritonite, abces de paroi).
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11.3. Portage asymptomatique

Il est difficile de formuler des hypothéses sur 1’origine du portage : soit il persiste apres les
cas cliniques, soit il les précede. On ne connait précisément ni les facteurs bactériens ni ceux
liés a I’hdte qui évitent que le portage provoque la maladie. Le porteur présente un danger

dans la transmission de ’infection au sein de I’¢levage.(Vallet et Marly, 1997)

III. TABLEAU LESIONNEL CHEZ LES BOVINS

Les l¢ésions sont peu spécifiques mais elles fournissent une orientation dans un contexte
clinique et épidémiologique particulier. L’examen nécropsique devra étre accompagné des

prélévements et d’analyses de laboratoire afin de confirmer I’hypothése de salmonellose.

III.1. Forme digestive

Les lésions différent selon le mode aigiie ou chronique de la maladie (Caron et Menard,

1997).

111.1.1. Evolution aigué

Chez le veau comme chez 1’adulte, on observe une entérite catarrhale a hémorragique avec
hypertrophie et hémorragie des ganglions mésentériques et hémorragies des séreuses.
L’estomac et I’intestin gréle sont souvent épargnés, ’inflammation commengant au niveau
del’iléon et du colon. Le contenu intestinal est fluide, malodorant, plus ou moins mélangé a
du sang. La muqueuse est épaissie, hémorragique et souvent couverte par un exsudat rouge,
jaune ou gris. Elle présente aussi fréquemment des ulceres et une hypertrophie des plaques de
Peyer est notée. Les nceuds lymphatiques mésentériques et iléo-caecaux sont deux a trois fois
plus gros que la normale (Millemann et al ., sous presse )

Le foie, la rate et les reins peuvent présenter des foyers nécrotiques plus caractéristiques,
submiliaires, parfois en profondeur, mais difficiles a observer. La vésicule biliaire est

distendue, €paissie et présente des pétéchies.

111.1.2. Evolution chronique

La muqueuse congestionnée est recouverte par un exsudat fibrineux qui coagule a sa surface
donnant des fausses membranes ou « omelettes fibrineuses ». Ces dépdts fibrineux peuvent
étre trés abondants et trés adhérents, et ils recouvrent des 1ésions ulcéro-nécrotiquesde la

muqueuse (Santos et al., 2001).

10
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II1.2. Forme génitale

La forme génitale se traduit par des inflammations peu spécifiques du placenta, avec parfois
une nécrose ou des hémorragies des cotylédons. Le feetus peut également présenter des
Iésions : cedéme sous-cutané, congestion, nécrose du foie et des poumons (Caron et Menard,

1997).

II1.3. Forme septicémique

La carcasse est congestionnée (Radostitsetal., 2000) De nombreux organes présentent de
multiples 1ésions hémorragiques : pétéchies sous-muqueuse et sous séreuses,ecchymoses sur
la plevre, I’endocarde, les reins, les méninges. La rate est congestionnée. Les cavités pleurale
et abdominale contiennent des épanchements. L’ensemble de ces 1ésions correspond a un

phénomeéne de coagulation intraveineuse disséminée provoqué par les toxines salmonelliques.

II1.4. Forme respiratoire

Elle engendre des 1ésions non spécifiques de broncho-pneumonie avec atteinte des lobes
apicaux, cardiaques ou diaphragmatiques, plus ou moins associées a de la pleurésie et de
I’emphyséme. Exceptionnellement, des atteintes des voies respiratoires supérieures ont été

signalées (Caron et Menard, 1997).

III.5. Autres formes

En cas d’arthrite salmonellique, le liquide synovial est jaune foncé et floconneux (Caron et
Menard, 1997).Lors de forme nerveuse, on reléve I’existence d’une méningo-

encéphalomyélite granulomateuse (Laval, 1981).

IV. DIAGNOSTIC

IV.1. Diagnostic clinique

La suspicion clinique sera émise a partir de I’examen de I’animal : diarrhée, hyperthermie et
abattement pour les formes digestives, avortements chez les adultes, symptomes respiratoires
chez les veaux. Il convient de prendre en compte les données épidémiologiques de I’affection
: grande contagion, type d’animaux touchés (veaux de boucherie, vaches laiticres hautes

productrices) ainsi que la forte mortalité en I’absence de traitement.

11
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IV.2. Diagnostic différentiel

1V.2.1.Chezleveau(Caron et Menard, 1997)

e Salmonellose digestive

Le diagnostic différentiel comprend toutes les causes de diarrhée chez le veau :
- infection virale (rotavirus, coronavirus, maladie des muqueuses),
- bactérienne (colibacillose),

- parasitaire (cryptosporidiose, coccidiose).
o Salmonellose pulmonaire

Les formes respiratoires n’ont pas de caractéres particuliers sur le plan clinique et tous les
agents de broncho-pneumonie enzootiques sont a considérer : mycoplasmes, pasteurelles,

IBR, BVD.

1V.2.2.Chez I’adulte

e Entérites salmonelliques
Différentes causes de diarrhée doivent étre envisagées :
- infection bactérienne (paratuberculose, colibacillose, entérotoxémie),
- virale (maladie des muqueuses),
- parasitaire (strongylose, coccidiose, babésiose),

- intoxication (fougere aigle, glands, mercuriale).

e Avortements
Les causes d’avortement sont nombreuses :
- infection bactérienne (Brucella, Listeria, Chlamydia, Coxiellaburnetti, Mycoplasme,
Haemophilus, Actinomycespyogenes, leptospire),
- virale (BVD, IBR),
- parasitaire (néosporose, toxoplasmose),
- mycosique (aspergillose),
- cause alimentaire (carence en vitamine A, mycotoxines, phytooestrogenes),

- origine iatrogene (corticoides, prostaglandines...)

IV.3. Diagnostic de laboratoire

12
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Le diagnostic de salmonellose ne pourra étre établi qu’apres confirmation par des examens de

laboratoire.

I1V.3.1.Prélévements

Ils sont résumés dans le tableau (Caron et Menard, 1997).

Tableau 2: Les types de Prélevements a effectuer pour le diagnostic de salmonellose.

Sang, rate, foie,
Septicémie Sang, urine, féces, lait
poumons, os long

Sang, rate,
Pneumonie Sang, écouvillon nasal
lésions pulmonaires

Contenu intestinal du gréle,
) ganglions mésentériques
Entérite Sang, feces, lait
et hépatiques, intestin,

foie

idem entérite, utérus,
Avortement Sang, écouvillon vaginal | ganglions rétromammaires,

feetus et enveloppes

(Les prélevements de choix sont indiqués en caractére gras).

1V.3.2.Diagnostic bactériologique

Les micro-organismes pathogeénes dans I’environnement ou bien dans les matieres fécales
sont généralement présents en petit nombre par rapport a une flore bactérienne nombreuse et
variée. Donc pour isoler les bactéries 1’analyse microbiologique nécessite quatre étapes :
Pré-enrichissement, enrichissement, isolement, identification, successives ce qui entraine un
temps de réponse relativement important :

1V.3.2.1. La premiére étape :

13
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Consiste en une revivification grace a la réalisation d’une suspension mere de pré-
enrichissement, dans laquelle 1’échantillon est généralement dilué au dixieme (ex 50 g des
feces dans 225 ml de diluant). Le diluant est généralement constitu¢ par de I’eau peptonnée

tamponnée (EPT).

1V.3.2.2. Ladeuxiéme étape

Consiste en un enrichissement des salmonelles par I'utilisation de milieux dits « sélectifs »,
dont les formulations ont été spécialement mises au point pour favoriser la multiplication de

celles-ci au détriment de la flore compétitrice.
Trois types de milieux d’enrichissement peuvent étre utilisés :

v Miiller-Kaufman tétrathionate (MKTT) a 42°C.
v' Sélénite-cystine (SC) a 37°C.
v" Rappaport-Vassiliadis (RV) a 42°C.

1v.3.2.3. La troisiéme étape :

Les méthodes prévoient ensuite un isolement, qui consiste en un étalement sur boites de pétri,
contenant également des milieux sélectifs. Cela permet de visualiser les colonies
caractéristiques, dont le nombre aura été considérablement augmenté durant les phases
précédentes. Ces milieux doivent permettre au personnel de laboratoire une distinction facile

entre salmonelles et non-salmonelles.

Une trentaine de milieux gélosés d’isolement sont proposés sur le marché et une dizaine
seulement permettent une culture différentielle de Salmonella. Ces milieux empéchent
I’envahissement de la surface gélosée par des Proteus, limitent le développement de la plupart

des bactéries autres que les Salmonella (Pardon et Sanchis, 1988).

En santé¢ animale, 4 géloses d’isolement sont proposées. Le tableau 3 présente les

propriétés de ces milieux sélectifs (Caron et Menard, 1997).

14
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Tableau 3:Milieux sélectifs proposés (Caron et Menard, 1997).

-Formation d’acide a partir du
Lactose avec révélation du pH acide
Milieu par virage du rouge neutre colorant Certai lonics d
en rouge les colonies fermentant le Pret mest(i;) onies de
Salmonella lactose. 37°C de Colonies beiges a otens ef de
Citrobacter ont un
g 9 N . aspect macroscopique
Shigella -La production d’hydrogene Sulfuré | 18 424 centre noir pour g )
a partir de thiosulfate de Sodium qui, L
. de citrate identique.
(S.S.) ©IL Presence ae c heures les souches H2S+
Ferrique produit un précipité noir
- Formation d’acide a partir du
propyléne glycol pour la plupart des .
Salmonella Colonies rouge
. Certaines souches de
o . r s o
- - Révelation de la présence d’une B- 37°Cde Fuchsia Citrobacterfreundii
Milieu de galactosidase par un indicateur ;
. X . ont des colonies de
coloré pour les Proteus et les | 18424 (certaines Souches de leur fuchsi
Rambach membres (-16 la famille des Salmonella peuvent couleur fuchsia.
Enterobacteriaceae autres - que les | heures apparaitre incolores)
Salmonella (couleur incolore, bleue
a violette)
Certaines souches
- Formation d’acide a partir du .
. Colonies roses .
glucuronate de sodium pour les d’E. coli B
Salmonella. 37°Cde . .
(certaines colonies .
galactosidase — du
- Révélation de la présence d’une | 18 a 24 cuvent apparaitre
Milieu SMID | B-galactosidase par un indicateur p PP genre Morganella ou
coloré pour les membres de la | heures incolor bl
famille des Enterobacteriaceae icotores, €U | Shigella peuvent étre
. . violacg)
qui possedent cette enzyme.
de couleur rose.
- Formation d’acide lors de
I’utilisation des sucres contenus Colonies jaunes Milieu trés sélectif
dans le milieu.
rosées a rouges vis-a-vis des souches
- Décarboxylation de la lysine en
cadavérine. 37°Cde avec un centre de Salmonella
Milieu XLT4
- Production d’hydrogéne sulfuré | 18 a 24 noir (sans centre Certaines souches de
a partir de thiosulfate de sodium
en présence de citrate ferrique | heures noir pour les Citrobacter peuvent
ammoniacal.
Salmonella H2S -) avoir le méme aspect
[ =)
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1V.3.2.4. L’ étape de confirmation

Elle suit I’isolement, consiste en la sélection d’une ou plusieurs colonies caractéristiques en
vue de leur purification suite a ’identification biochimique et I’identification sérologique.

1V.3.2.4.1. Identification biochimique

Peut étre effectuée grace a des galeries en tubes ou des systemes d’identification standardisés
du type galerie API 20E, ID 32E ou RAPID ID 32E, avec l'utilisation éventuelle d’un

automate de lecture optique des cupules.

1V.3.2.4.2. 1dentification sérologique

L’identification sérologique repose sur la recherche des antigénes Vi (somatiques
d’enveloppe), O (somatiques) et H (flagellaires) des Salmonella et sur ’application du schéma
de Kauffmann White. Elle est effectuée par des agglutinations sur lames avec les sérums
appropriés a partir de souches bactériennes identifiées comme appartenant a Salmonella. La

présence de deux sérovars différents sur un méme prélévement n’est pas rare.

1V.3.2.5. Nouvelles techniques de détection de Salmonella spp dans les
matiéres fécales bovines (Méthodes de référence).

La norme NF U 47-100 (juillet 2007): recherche par isolement et identification de tout
sérovars ou sérovars (S) spécifié¢ (S) de salmonelles dans I’environnement des productions

animales.

Une des premicres voies d’amélioration a résidé dans I’utilisation de milieux semi-solides,
exploitant la propriété de mobilité de la plupart des salmonelles. De Smedt et collaborateurs
(1986) ont montré une meilleure performance avec le milieu semi solide appelé «modified
semi-solid Rappaport-Vassiliadis» (MSRV) par rapport & un enrichissement classique avec le

milieu tétrathionate.

Outre le fait de pouvoir disposer de résultats négatifs au bout de 48 h, le MSRV permet la
détection d’un petit nombre de salmonelles présentes dans I’échantillon parmi une flore

compétitrice importante (de I’ordre de 10 UFC2 / 25 g) (De Smedt et Bolderdijk, 1987)

L’ISO «International Standard Organisation» a proposé également la norme ISO 6579destiné

a mettre au point des méthodes applicables aux échantillons prélevés dans les exploitations.

16
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Ce projet prévoit I'utilisation de MSRV comme milieu d’enrichissement pour Salmonella

(ISO 6579).

Récemment, une nouvelle formule a été proposée, dérivée du MSRYV ; il s’agit du Diasalm.
Son efficacit¢ a été plusieurs fois comparée par rapport au milieu classique RV, et la

comparaison s’est révélée en faveur du Diasalm (Landmanet al.,1996).

1V.3.3. Autres méthodes de diagnostic

Plusieurs méthodes alternatives a la culture ont été¢ développées ou sont en développement

pour la détection de salmonella.

1V.3.3.1. Méthodes immunologiques :

» Radio ImmunoAssay, RIA : Technique rarement utilisée en microbiologie
alimentaire (Jay, 2005) car I’Ag est couplé a un isotope (1251
essentiellement) (Humber et Lahellec, 1991).

» Immunofluorescence : Un composé fluorescent tel que 1’isothiocyanate de
fluorescéine peut étre fixé sur les anticorps anti-Salmonella. Lorsque les
cellules bactériennes sont mises au contact de ces anticorps fluorescents, ces
derniers se fixent sur la paroi ou les flagelles qui, a ’examen microscopique
en UV, apparaissent fluorescentes (Cuq ,1993; Humber et Lahellec, 1991).

» D’autre méthode sérologique : Plusieurs méthodes sont évoquées pour la
réalisation du diagnostic sérologique des infections salmonelliques
(agglutination rapide sur lame, agglutination lente en tube ou en microplaque,
ELISA). En ce qui concerne les espéces bovines et ovines, 1’épreuve de
séroagglutination lente est la méthode a laquelle on fait appel a la recherche
des anticorps spécifiques des Salmonelles(Caron et al ., 1997).

1V.3.3.2. Méthodes moléculaires :

> Electrophorése des protéines : technique de séparation des protéines
cellulaires (enzymes) selon le poids moléculaire et la charge électrique
(Bouvet, 2002); ce qui refléte indirectement 1’expression du génome.
L’analyse des ¢lectrophorégrammes obtenus par des logiciels issus de la

micro-informatique permet une identification précise (Cuq ,1993).
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1V.3.3.3. Méthodes génotypiques :

» Meéthodes basées sur la restriction enzymatique ou REA (Restriction
Enzyme Analysis) :
L’ADN, essentiellement chromosomal, des souches recherchées subit une
digestion par une endonucléase appropriée de restriction qui clive ’ADN en
des séquences nucléotidiques spécifiques (8 ; les fragments produits sont
séparés par électrophorése en gel d’agarose ; le ribotypage (Restriction
Fragment Length Polymorphisms, RFLP) et 1’¢lectrophorése en champ pulsé
(PFGE) constituent les deux plus importantes techniques (Brisabois ,2001).

» Meéthodes basées sur ’amplification ou PCR (Polymérase Chaine
Reaction):
Amplified Fragment LengthPolymorphism (AFLP) (Lan et Reeves,
2007).RandomAmplification of Polymorphic DNA (RAPD) et I’hybridation
ADN/ADN ou hybridation ADN/ARN ribosomaux sont des techniques
rapides couplées a la PCR, largement utilisées pour la détection et

I’identification des micro-organismes dans les aliments (Jay, 2005).

V. MESURES PROPHYLACTIQUES

V.1. Prophylaxie sanitaire

Lors d’un cas de salmonellose déclaré, des mesures, renforcées, garantissent une meilleure
maitrise de I’évolution de la maladie au sein de I’élevage et diminuent les risques de
contagion au voisinage. (Martel ,1985) recommande de poursuivre I’isolement des malades et

des convalescents pendant au moins deux semaines aprées la fin des cas cliniques.

V.1.1. Hygiéne du logement

Il est tout d’abord nécessaire de séparer les différentes especes présentes dans 1’élevage et si
possible, les animaux d’age différents. Les volailles ainsi que les chiens et les chats ne doivent
pas avoir acces au batiment d’¢levage. Le sol doit étre paillé et raclé régulierement et

suffisamment.

En présence de cas cliniques de salmonellose, des pédiluves seront placés aux endroits
stratégiques. Il est apparu également que les élevages dépourvus de pédiluve pour les visiteurs

¢taient trois fois plus infectés que les autres (Davidson et Sayers, 2005).
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Pour éviter la dissémination au sein de 1’élevage, les batiments confinés sont a exclure, il est
indispensable d’organiser une infirmerie séparée du reste de I’élevage et des boxes de vélage

(Evans et Davies, 1996).

V.1.2. Hygiéne de ’abreuvement

L’eau est un ¢élément fréquemment suspecté comme source de contamination du troupeau.
Une analyse bactériologique de 1’eau, au minimum annuelle, permet de s’assurer que 1’eau
mise a la disposition des animaux est exempte de germes de contamination fécale (Martel,
1993).

Dans le cas ou les animaux s’abreuvent a un ruisseau, il est nécessaire de vérifier ’absence de
pollution en amont du point d’abreuvement par des effluents d’élevage, des stations
d’épuration, d’industries agro-alimentaires, des écoulements issus de décharges de déchets
organiques. L’accés a des mares difficiles a surveiller et représentant souvent de véritables
milieux de survie et de multiplication des salmonelles doit étre proscrit.

L’eau des abreuvoirs doit étre propre : ces derniers doivent étre disposés de maniere a ne pas

étre souillés par les matieres fécales.

V.1.3. Hygiéne de I’alimentation

Afin de limiter une éventuelle origine alimentaire de contamination et de dissémination, il
parait judicieux de nettoyer ’auge, d’éviter les contaminations podales humaines par
traversée des cornadis ou le désilages manuel du silo, de protéger les aliments des souillures

des bovins, des rongeurs, des oiseaux... tant au niveau du stockage que de la distribution.

La résistance des salmonelles peut atteindre trente jours a un an au paturage en fonction des
conditions climatiques, de la concentration initiale en bactéries, de la présence de maticres
organiques. La maitrise du risque de salmonelles au paturage est liée a I’application de bonnes
pratiques d’¢élevage notamment la gestion des effluents et la pratique de I’épandage (Camart-

Perie, 2006).

V.1.4. Hygiéne du vélage et de la traite

Une hygiéne stricte de la traite doit étre réalisée, étant donné que les trayons peuvent étre
souillés facilement par les déjections (Vallet et Marly, 1995).11 convient de redoubler les
efforts concernant la préparation de la mamelle, la détection de mammites et I’hygiene post-
traite. En cas de contamination du troupeau, il convient d’avertir la laiterie et de déconseiller

sa distribution aux veaux.
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Que ce soit dans les élevages « sains » ou dans les élevages atteints de salmonellose, le vélage
correspond a une période a haut risque en termes d’excrétion salmonellique. De plus, le veau
est trés sensible a la contamination jusque I’age de six semaines (Martel, 1985). Il faut donc
recommander la réalisation du vélage dans des locaux spécifiques et séparer les veaux de leur
mere des que possible dans la mesure ou la prise de colostrum a été correctement assurée. En
¢levage laitier contaming, le veau nouveau-né sera retiré¢ a sa mere malade le plus rapidement
possible et sera nourri avec du colostrum et du lait provenant d’une vache saine. En élevage
allaitant, une surveillance accrue des veaux issus de meres excrétrices doit suppléer a

I’impossibilité de séparer les animaux (Camart-Perie, 2006).

V.1.5. Maitrise des déjections

Les déjections bovines représentent une des sources de contamination les plus importantes en
cas de foyer de salmonellose (Buret, 1997). Le lieu de stockage doit étre suffisamment
¢tanche afin d’éviter de polluer I’environnement ou I’aliment. En cas de lisiers fortement
contaminés, [’utilisation de cyanamide calcique (0,4% poids/volume) ou d’urée (0,6%
poids/volume) permet de réduire expérimentalement la contamination mais il est conseillé¢ de
préférer ’exclusion des lisiers issus d’exploitations touchées par des cas de salmonellose

(Marly, 1995).

Les circonstances d’épandage influent sur la dispersion et ’entrainement des salmonelles par
ruissellement : faute d’enfouissement, il faut éviter le brassage, 1’épandage par temps de pluie

et prévenir d’éventuelles stagnations (Camart-Perie, 2006).

V.1.6. Maitrise des facteurs de risque relatifs aux bovins

Les transitions alimentaires doivent étre correctement réalisées et 1’équilibre de la ration
régulierement vérifié. Toute perturbation digestive accroit le risque de prolifération d’une
population potentiellement pathogéne.

Il convient également de surveiller particulierement certaines interventions propices a
déclencher un stress qui favoriserait I’excrétion de salmonelles : transport, changement de
pature, vaccination... (Morisse et Cotte, 1994). Toute affection, quelle qu’elle soit, doit étre
prévenue ou traitée.

L’introduction de tout nouvel animal doit étre précédée d’un isolement de quelques jours
visant a s’assurer de son bon état général. Il est également souhaitable d’imposer cette

quarantaine a I’ensemble des animaux aprés un transport (Martel, 1985). Le controle
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bactériologique des nouveaux entrants pourrait étre un moyen relativement efficace chez les
adultes mais n’est pas mis en place sur le terrain. Que ce soit chez le veau ou chez I’adulte, ni
la coproculture (les veaux sont souvent des excréteurs intermittents) ni les épreuves

sérologiques ne paraissent suffisamment efficaces.

V.2. Prophylaxie médicale

Deux mesures sont actuellement employées en prophylaxie médicale dans les troupeaux
présentant des cas de salmonelloses cliniques : la vaccination et la métaphylaxie a base d’un
antibiotique.

V.2.1. Vaccination

Les vaccins tués (salmonelles enticres ou extraits) sont connus depuis longtemps pour
conférer une protection correcte chez 1’animal de laboratoire, quoique de courte durée. Ils
diminuent la colonisation intestinale, 1’excrétion fécale et la dissémination systémique
(Mastroeni et al., 2001). L’administration par voie parentérale de bactéries tuées conduit a
une réponse humorale systémique. De plus, ce sont des vaccins faciles et rapides a produire et
peu cotiteux (Wallis, 2001). Par contre, trois grands problémes se posent vis a vis de ce type
de vaccins : les bactéries injectées ne portent que des antigénes générés in vitro, ils
n’induisent pas de réponse de type cellulaire, importante surtout pour la protection a long

terme (Mastroeni et Menager, 2003).

L’utilisation de souches atténuées permettrait de contourner ces difficultés car elles
stimuleraient les réponses humorales et cellulaires (Mastroeni et al., 2001). Cependant, cette
utilisation de souches pose un probléme de santé¢ publique : elles conservent une virulence
résiduelle dangereuse pour 1’hote (surtout s’il est immunodéprimé) et la contamination de la

chaine alimentaire et donc de I’homme est possible (Wallis, 2001).

Desjouis et ses collaborateurs (1997) privilégient trois catégories d’animaux pour la
vaccination : immunisation active des animaux devant étre introduits dans un lot ou a sévi la
salmonellose sous forme clinique, immunisation passive des veaux viable colostrum par
vaccination des meéres, immunisation active des veaux issus de meéres non vaccinées ou

vaccinées (primovaccination alors effectuée a partir de la troisiéme semaine d’age).

Il convient d’ajouter a la liste la vaccination des autres animaux susceptibles de déclencher la
maladie & savoir les génisses et vaches gestantes dans le cadre d’une prévention contre une

salmonellose post-vélage.
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V.2.2. Métaphylaxie

L’idée de traiter systématiquement I’ensemble du troupeau en présence de cas cliniques de
salmonellose s’est développée ces derniéres années. Les opinions concernant I’efficacité
d’une telle pratique sont trés variables : cette pratique serait plutdét a réserver dans les
troupeaux laitiers ou 1’évolution est dramatique. De la colistine sera distribuée dans 1’eau de
boisson a raison de 150 000 UI/Kg toutes les 24 heures. En élevage allaitant, une

métaphylaxie est rarement nécessaire pour les adultes (Desjouis et al., 1997).
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MATRIELS ET METHODE

I. MATERIELS ET METHODE

I.1. Objectifs
L’objectif de notre travail est de déterminer la prévalence des espéces de Salmonelles par

isolement et identification biochimique a partir de maticres fécales récoltées chez les bovins

dans la région de Khenchela.

1.2. Echantillonnage

[.2.1.  Lieux des prélévements et plan d’échantillonnage
Nous avons réalisé nos prélévements dans différentes régions de la wilaya de Khenchela. A

partir de chaque ferme, des vaches ont été sélectionnées au hasard (malade ou en bonne sant¢,

gestante ou non, de différents age et race).

TABLEAU 04 : Nombre des vaches prélevé dans chaque ferme

N°de la ferme Nombre des vaches dans Nombre des vaches
la ferme préleve
01 12 10
02 07 06
03 06 06
04 35 10
05 04 04
06 05 05
07 09 09

1.2.2.  Questionnaire épidémiologique

Un questionnaire épidémiologique a été remplie a partir des informations fournée par
I’¢leveur afin de déterminer s’il ya des signes cliniques observés au préalable ou durant les

prélévements.
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Le questionnaire comporte des éléments en relation avec les fermes visitées (type de

stabulation, type de production, nombre de bovins.....) et les animaux prélevés (voir annexe

D).

1.2.3.  Nature du prélévement

Nous avons récolté 50 excréments (issus de différentes fermes de la région de khenchela. Ces
prélevements ont été obtenus a partir du rectum puis conservé dans des pots stériles d’une

contenance de 100 ml.

Les prélevements ont été conservés au frais dans une glaci¢re afin de préserver au mieux la
charge bactérienne initiale puis directement acheminés au laboratoire de Microbiologie de

I’Ecole Nationale Supérieure Vétérinaire d’El Harrach (ENSV).

I.3.Isolement et caractérisation des souches de Salmonella dans les matiéres

fécales :

1.3.1. Matériel utilisé et Milieux de culture

Les milieux, les solutions, les tampons, les réactifs et le matériel utilisés sont détaillés en

annexe II.

1.3.2. Méthodes d’identification

Pour I’isolement des salmonelles, nous avons utiliséune méthode de référence :

Cette méthode repose sur I’application de la normeNF U 47-100. Cette technique est une
méthode de recherche par isolement et identification de tout sérovar(s) spécifié (s) de
salmonelles dans D’environnement des productions animales. Cette méthode nécessite
I’utilisation de deux milieux d’enrichissement sélectifs. Il s’agit du milieu semi solide de
Rappaport-Vassiliadis (MSRV) et du milieu liquide bouillon au tétrathionate Miiller —
Kauffmann (MKTT). Par la suite, un ensemencement est effectué sur deux différents milieux

sélectifs, I’'un obligatoirement le milieu XLD et le second est au choix. (Voir figure 1)
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50g matieres fécales

!

Pré-enrichissement

Milieu EPT (ramenée a température ambiante ou préchauffée a 37°C)

Dilution 1 /10éme généralement

Incubation (18 £+ 2)h dans une étuve
réglée a (37 +2)°.

Déposer séparément 3 l

gouttes sur une gélose
MSRV Enrichissement sélectif

Incubation (41.5 £ 1)°C (24 Sur milieu liquide et semi | "
q

+ 3)h .prolonge de (24 + solide
3)h si pas de migration

Si migration :

Soit isolement sur deux géloses sélectives
(XLD etHektoen)
Incubation a (37+ 2))C
(24 = 2)h.

\

Identification biochimique et sérologique d’au minimum deux colonies
caractéristique par milieu d’isolement

1 ml de culture dans 10
ml de bouillon

MKTTn
Incubation (41.5 £ 1)°C
(24 £+ 3)h .prolong¢ de
(24 £3)h

Isolement sur une gélose sélective au

choix du laboratoire

|

Figure 1 : Diagramme d’analyse selon la méthode de référence NF U 47-100
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1.3.2.1. Méthode de Référence NF U 47-100 :

1) Pré-enrichissement en milieux non sélectifs liquides :

Cette étape est basée sur l'utilisation de milieu pré-enrichissement c’est le milieu eau

peptonnée tampponée (EPT).

2) Enrichissement en milieux sélectifs liquides et semi solides :

Cette étape permet la croissance et la sélection de bactéries du genre Salmonella. Deux

milieux sont utilisés :

a) le milieu MSRV

Transférer trois gouttes (soit au total environ 0,1ml) du bouillon du pré-enrichissement puis
les inoculer sur les boites de gélose semi solide du milieu msrv (modified semi-
solidrappaport-vassiliadis) (bio rad, france), le milieu est additionné d’une solution de
novobiocine & 2% (2 ml de la novobiocine est rajoutée dans 1000 ml d’eau avant de couler
les boites de pétri pour inhiber les cultures de bactéries gram positif (voir figure 2) , les boites

sont incubées a 41,5°c + 1, pendant 24 h, couvercle en haut.

Les boites du milieu MSRV sont examinées apres 24h + 3h. Si la migration est supérieure a
20mm du point d’inoculation (Voir figure 3), un inoculum est prélevé a la périphérie de la
zone de migration puis ensemencé sur le milieu Hektoen et le milieu XLD par une technique

d’isolement appropriée.

Figure 3 : Zone de migration de

MSRYV (photo personnelle). Salmorze;)l}lle(l)ts(?g e:sgnrrrllgﬁ?)l MSRV

Figure 2 : Préparation du milieu
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b) Le milieu MKTT

On transfére 1ml du bouillon de pré-enrichissement dans un tube de 10 ml de Bouillon au

tétrathionate Miiller —-Kauffmann (MKTT) puis incuber a 41,5°C + 1, pendant 24 h + 3h.

3) Isolement

a) Isolement sur milieu MSRV

A partir de la culture obtenue en enrichissement, si une migration est observée sur la boite de
MSRV, un isolement est effectu¢ sur deux milieux gélosés : le milieu Hektoen (HK)et le

milieu gélose xylose lysine désoxycholate(XLD).

Les boites de milieux gélosés ainsi ensemencées seront incubées durant 24-48h dans une

étuve réglée a 37°C, avec une premiere lecture apres 18-24h.

e Le milieu sélectif XLD :
Les Salmonelles fermentent le xylose puis décarboxylase la lysine, ce qui alcalinise le milieu
et donne des colonies caractéristique de salmonelles qui ont un centre noir. Ces colonies sont
entourées d’un halo clair rouge transparent dii 2 un changement de couleur de 1’indicateur de
PH.

e Le milieu Hektoen HK :
Les caractéristiques de Salmonella sur la gélose Hektoen sont : colonies brillantes de couleurs

bleus verdatres a centre noire et de forme bombée.

b) Isolementsur le milieu le MKTTn

A partir de la culture obtenue en milieu MKTTn. Un isolement est effectué sur milieu gélosé,
c’est le milieu Hektoen. Les boites de milieux gélosés ainsi ensemencées, seront incubées

durant 24-48h dans une étuve réglée a 37°C, avec une premicre lecture apres 18-24h.

¢) Purification sur gélose nutritive

Cinq colonies typiques de Salmonella sont prélevées a partir de chaque boite de milieu
sélectif (XLD et Hektoen) puis purifiées sur gélose nutritive (GN). Aprés incubation a 37°C
pendant 18-24h.La confirmation des colonies suspectes a été réalisée a la fois sur gélose TSI

set sur galerie API 20E.
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II. RESULTATS ET DISCUSSION

Le but de notre travail est de déterminer la prévalence des especes de Salmonelles par
isolement et identification biochimique a partir de maticres fécales récoltées chez les bovins

dans la région de Khenchela.

Chez les bovins, la salmonellose est une maladie zoonotique causée par plusieurs sérovars de

Salmonella enterica pouvant causer des pertes économiques considérables.

L’homme s’infecte en consommant de la viande ou des sous-produits laitiers infectés qui

seront a I’origine de graves problémes de santé ou parfois entrainant méme la mort.

Le but de notre travail est de déterminer la prévalence des espeéces de Salmonelles par
isolement et identification biochimique a partir de maticres fécales récoltées chez les bovins

dans la région de Khenchela.

Des échantillons de matieres fécales de 50 vaches provenant de 07 fermes ont été analysés
pour rechercher le germe Sal/monella par une méthode de référence NF U 47- 100 (Afnor,

2007).

L’utilisation de la technique de référence (NF U 47-100) a montré un taux de prévalence de

0% sur un total de 50 vaches qui ont été prélevées.

Plusieurs études ont été effectuées dans différentes régions du monde utilisant aussi la culture
bactérienne comme méthode de diagnostic pour rechercher les salmonelles dans les matic¢res
fécales des vaches afin d’étudier le portage et I’excrétion chez cette espéce animale. Les
résultats obtenus sont trés variés. Adésiny et collaborateurs, ont montré un résultat proche a
celui obtenu dans notre étude, avec un taux d’excrétion de 0,9% sur un nombre de
prélevement de 333 wvaches laiticres au cours d’une étude effectuée sur plusieurs
entéropathogeénes en Espagne (Adésiny et al.,, 1996). En Angleterre, un taux de 1,4% a été
obtenu au cours d’une étude effectuée en 2003, sur plusieurs espeéces animales y compris les

bovins (Milnes et al ., 2009).
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En revanche toujours et afin de déterminer le statut des vaches laitieres vis-a-vis des
Salmonelles, d’autres enquétes épidémiologiques réalisées en L’ Algérie ont noté des résultats
légérement supérieurs. C’est le cas de I’étude effectuée par Hezil et collaborateurs dans la
wilaya d’Alger qui ont montré un taux de 7,6% (Hezil et al., 2014). Aux Etats-Unis, une
¢tude effectuée par Huston et collaborateurs (2002) a montré un résultat similaire a cette
derniére étude avec un taux d’excrétion de 6% chez des vaches laiticres et celui la a été
constaté¢ dans I’Etat d’Ohio des USA. Warnick et collaborateurs dans le Michigan, le
Minnesota, le Wisconsin et 1’état de New York ont rapporté un taux de 9,3% (Warnick et al.,
2003). Callaway et collaborateurs ont trouvé un taux d’isolement de 9,96% sur un échantillon
de 960 vaches (Callaway et al., 2005) et Kevin et collaborateurs ont montré une prévalence
de 10,1% (558/5797 vaches) (Kevin et al., 2010). Les prévalences supérieures a celle obtenue
dans notre étude peuvent s’expliquer par le nombre de prélévement qui est beaucoup plus
¢levé dans les autres études ; par I’excrétion intermittente des salmonelles dans les matiéres
fécales. La région peut aussi influencer la fréquence d’isolement d’une étude a une autre. Ou
par des erreurs commises au laboratoire (contamination des milieux de culture, incubation,
conservation et manipulation). En effet, plusieurs chercheurs ont confirmé cette hypothese
(Gallaway et al., 2005). A titre d’exemple, on estime que 27 a 31% des troupeaux laitiers a
travers les Etats-Unis sont colonisés par des Salmonelles, 1’'une des plus graves bactéries
pathogénes, responsable d’infections d’origine alimentaires aux Etats-Unis (Gallaway et al.,

2005).

Une étude réalisée au Nouveau-Mexique et au Texas sur une période de deux années ou 1560

matieres fécales ont été prélevées et analysées, le taux de Salmonelles isolées a atteint 25,19%

(393/1560) (Edrington et al., 2004).

Dans une ¢étude effectuée au Burkina-Faso, Kagambéga et collaborateurs (2013) ont obtenu
une prévalence de 52% sur un échantillon de 383 vaches. Ces résultats sont largement
supérieurs aux notres, cependant, leur prévalence est a mettre en relation avec la méthode de
diagnostic utilisée qui était la PCR. En effet, les méthodes moléculaires sont connues pour
leur trés grandes sensibilité et spécificité pouvant détecter le pathogéne méme dans des

prélevements faiblement contaminés .
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III. CONCLUSION ET RECOMMANDATION

Cette étude est la deuxiéme investigation du statut bactériologique vis-a-vis de Sal/monella

enterica et bovins en Algérie. L’étude a porté essentiellement sur la Wilaya de Khenchela.

Dans ce travail, nous avons mené une étude sur 50 prélévements des matieres fécales.

Tous les résultats obtenus par analyse bactériologiques selon la méthode de référence NF U

47-100 se sont révélés totalement négatifs pour tous les échantillons étudiés (une prévalence

de 0%).

e Recommandations

- Les bovins porteurs asymptomatiques peuvent également excréter des salmonelles

- Au-dela des pertes occasionnées par les salmonelloses en élevage et de leur influence sur
I’hygiene et la santé publique, il serait nécessaire d’avoir une meilleure connaissance de
I’incidence de cette maladie qu’elle soit animale ou humaine.

- Une surveillance constante a travers I’installation de nombreux réseaux de surveillance
doit étre mise en place pour suivre en permanence 1’incidence des salmonelles et son

évolution chez ’homme et dans les élevages bovins.
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ANNEXE I

QOuestionnaire epidemiologie

Questionnaire a I’intention des éleveurs

Espace :

[0 Bovin 1  Ovin 1 Caprin

e Type d’exploitation :
LI Laitiére 0 Viandeuse [0 Mixte

o Type d’élevage :

0  Extensif O Semi-extensif [] Intensif

o Type d’alimentation 2..........oiuiiriitit ittt et ettt

e Condition de stockage des aliments ?2.............cccuervveriverirnieenieeseeie e eeeeeeeens

e Alimentation propres de toute matiere fEcale 7..........ceevvrriircirieiie e
0 Oui O Non

e [’hygiéne

] Bonne ] Moyen 0 Mauvais

e Origine de I’eau de boisson :

0 Réseau O Reserve en surface [ Puits ou forages



Fiche de renseignement sur la vache prélevée

Effectif total des vaches........ooovviiiiiiiii i,

Nombre des vaches prélevées..........ccoovvvriiiiiiiiiiiiiinnenn.n,

1. Identification de I’animal :

Numéro d’identification ........................ Race.......cooviiiiiiiiiiii,
X ettt e Age.nnii

e Origine :

O N¢ a la ferme 0 Importé [0  Acheté

e BCS:.. ..o TOrectale........oovviiiii i,

e (estante ?
0 Oui O Non

e Si gestante :
[0 Primipare [0 Multipare

e Avortement :
[0 Adé&aavorte [ Jamais avorté

e Stade de gestation ou a eu avortement :
[0 Entre 1-3 mois.
[J  Entre 3-6 mois.
O Entre 6-9 mois.
e Al’avortementy ° a eu rétention placentaire :

O Oui O Non

e A lamisebas:

[0 Vélagenormale [J Dystocie ] Métrite

e JLeveauné:

[0  Normale [] immature [0 Autre (précisé).



2. Symptomes présents au moment du prélevement :

0  Hyperthermie ] Abattement [0 Anorexie
[]  Baisse de la production laiti¢re I mammites

] Probleme digestive ] Autre 0 Aucun

e S’il y a des problémes digestifs :
e Nature des matiéres fécales :

0 Molles O diarrhée
o Sidiarrhée :

1 Liquide mucoide [Jliquide mucoide+ sang [ Liquide profuse
O Liquidesanglante [ liquide huileuse.

e [’animal —a- elle eu des antécédent pathologies ?

1 Ou 1 Non
L 010§ B (S |3 15 TP
17301013315
e Pathologie actuelle 7 ........ oo

D<) 10153 115 S



ANNEXE II
Matériel d’analyses microbiologiques, milieux de culture, additifs et réactifs
Matériel :

e Balance ¢électronique

e Becs Bunsen

e Flacons stériles

e Pipettes Pasteur

e Agitateur a tubes ou Vortex
e Portoirs

e Incubateurs réglés a 37°C, 42°C
e Anse de platine

e Boites de Pétri

o Réfrigérateur

e Micropipettes

Milieux de culture, additifs et réactifs
e Eau physiologique.
e Eau distillée stérile.
e Eau péptonée tamponnée
o Gélose XLD.
¢ Bouillon KMTT

e Milieu semi solide MSRV



Quelques compositions des milieux

Eau peptonnée tamponnée

Peptone de viande ou de caséine 1 g
Clorure de sodium 4,3 g
Phosphate iodique 7,2 g
Phosphate monopotassique 3,5 g
Eau disillée stérile 1000 ml
Gélose XLLD

Extrait autolytique de levure 3 g
L-Lysine 5 g
Lactose 7,5 g
Saccharose 7,5 g
Xylose 3,5 g
Désoxycholate de sodium 2,5 g
Chlorure de sodium 5 g
Thiosulfate de sodium 6,8 g
Citrate ferrique ammoniacal 0,8 g
Rouge de phénol 80 mg
Agar agarbéctériologique 13,5 g
Gélose Hektoen

Peptone pepsique de viande 12 g
Extrait autolytique de levure 3 g
Lactose 12 g
Saccharose 12 g
Salicine 2 g
Sels biliaires 9 g
Chlorure de sodium 5 g
Thiosulfate de sodium 5 g
Citrate feriqueammonical 1,5 g
Bleu de bromothymol 65 mg
Fuchsine acide 40 mg
Agar agr bactériologique 13,5 g

Gélose nutritive
Tryptone

Extrait de viande
Extrait de levure
Chlorure de sodium
Agar agar bactériologique 12

N N = N
0@ Ie Ie Qe o0Q



Bouillon au tétrathionate (Miiler-Kauffmann)
Extrait de viande

Digestat enzymatique de caséine
Chlorure de sodium

Cabonate de calcium

Thiosulfate de sodium pentahydraté

Sels biliaires

vert brillant

Eau

4,3
8,6
2,6
38,7
47,8
4,78
9,6
1000



Bovine

Vache

Vache

Vache

Vache

Vache

Bovine

Vache

Vache

Vache

Vache

Vache
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Tableau: Prévalence deSalmonella.spp dans les matiéres fécales des bovins

USA
(Californie)

Espagne

USA

USA

USA

USA

USA

USA

Angleterre

USA

Burkina-Faso

Algérie

Culture

Culture

Culture

Culture

Culture

Culture

Culture

Culture

Culture

culture

PCR

culture

(personnelle).

333

4049

1560

960

5795

304

184

16%

0,9%

5,4%

6%

9,3%

4,8%

393 (25,19 %)

93 (9.96 %)

1,4%

588 (10,1%)

52%

7.6%

Pacer et al., 1989

Adésiny et al., 1996

Wells et al., 2001

Huston et al., 2002

Warnick et al., 2003

Fosseler et al., 2004

Edrington et al., 2004

Callaway et al., 2005

Milnes et al., 2009

Cummings et al., 2010

Kagambega et al., 2013

Hezil et al ., 2014
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