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RESUMES

RESUME

L’objectif de ce travail est 1’étude de la présence et la caractérisation phénotypique et
moléculaire des salmonelles dans les abattoirs d’Hussein Dey et ceux d’El-Harrach. Pour
cela, 826 échantillons ont été prélevés a partir des carcasses et des matieres fécales ovines et
bovines. Les sérovars et les profils d’antibiorésistance des isolats ont été déterminés, les
génes de virulence invA et spy ont été recherchés par la technique PCR pour la confirmation
du genre Salmonella et du sérovar Typhimurium, respectivement. Enfin, les liens génétiques
entre les souches ont été demontrés par la PFGE. Un total de 84 échantillons (10,2%) a été
révélé positif a la présence de Salmonella spp, avec une fréquence plus élevée dans les
carcasses par rapport aux matieres fécales. Les échantillons bovins étaient plus contaminés
que les échantillons ovins. Les isolats récupérés étaient répartis en 10 sérovars différents
identifiés dont S. Muenster étaient le prédominant. Un ensemble de 68 (80,9%) souches était
résistant au moins a un antibiotique testé. La résistance a la streptomycine était la plus
fréquente en enregistrant un taux de 69,1%. Une résistance a plus de 5 antibiotiques a été
enregistrée chez 15 souches. Un ensemble de 17 profils de résistance a été enregistrés dont 14
profils de multirésistance, incluant le profil d’une pentarésistance de type «ACSSuT» montré
par deux souches du sérovar S. Typhimurium. La résistance aux fluorogquinolones a
caractérisé 92,3 % des isolats du sérovar S. Kentucky. En paralléle, le gene invA a été détecté
dans 96,43% des souches, alors que le gene spy était présent dans toutes les souches
appartenant au sérovar Typhimurium. D’autre part, ’analyse de 1’ensemble des souches par la
PFGE a permis de détecter 22 génotypes démontrant la clonalité de certains sérotypes et
confirmant la diffusion et la persistance du méme clone dans les établissements étudiés, d’une
part, et d’autre part, I’hétérogénéiteé des profils d’autres sérovars laissant ainsi supposer une

possible diversité des sources de contamination dans ces deux abattoirs.

Mots clés : Salmonella, Ovins, Bovins, Carcasses, Féces, Antibio-résistance, PCR, PFGE.
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SUMMARY

The objective of this work is the study of the presence, the phenotypic and molecular
characterization of Salmonella in Hussein Dey and El-Harrach slaughterhouses. For this, 826
samples were taken from ovine and bovine carcasses and feces. Serovars and antimicrobial
resistance profiles of the isolates were determined; virulence genes invA and spy were
searched using PCR technique in order to confirm the genus Salmonella and of the serovar
Typhimurium, respectively. Finally, the genetic links between strains were demonstrated by
PFGE technique. A total of 84 samples (10.2%) were found positive for the presence of
Salmonella spp, with a higher frequency in carcasses compared to feces. Bovine samples were
more contaminated than ovine ones. Recovered isolates were distributed among 10 different
identified serovars, of which S. Muenster was the predominant. A total of 68 (80.9%) were
resistant to at least one tested antibiotic. Streptomycin resistance was most prevalent at
69.1%. Resistance to more than 5 antibiotics was recorded in 15 strains. A set of 17 resistance
profiles was recorded including 14 multi-resistance profiles; including the pentarésistance
profile  "ACSSuT" shown by two strains from S. Typhimurium serovar. Resistance to
fluoroquinolones characterized 92.3% of isolates from S. Kentucky serovar In parallel, invA
gene was detected in 96.43% of strains, while spy gene were present in in all strains belonging
to Typhimurium serovar. On the other hand, the analysis of all the strains by the PFGE
detected 22 genotypes demonstrating the clonality of some serotypes and confirming the
diffusion and persistence of the same clone in the studied establishments, and on the other
hand, the heterogeneity of the profiles of other serotypes thus suggesting a possible diversity

of sources of contamination in these two slaughterhouses.

Keywords: Salmonella, Ovine, Bovine, Carcasses, Feces, Antibiotic resistance, PCR, PFGE.
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INTRODUCTION

Les toxi-infections alimentaires (TIA) ont été un probleme majeur pour toutes les
sociétés depuis le début de I'humanité. Les types, la gravité et I’impact de ces maladies ont
changé a travers les ages et sont encore différents selon les régions, les pays et les
communautés. Les TIA représentent une cause importante de morbidité et de mortalité
dans le monde entier (Hald et al., 2016). L'Organisation mondiale de la santé (OMS) a
estimé que a travers le monde entier, 31 maladies d'origine alimentaire ont causé plus de
600 millions de malades et 420 000 déces (OMS, 2015 ; Hoffmann et al., 2017).

Les TIA peuvent se manifester sous forme d'épidémies difficiles a contréler, et figurer au
rang des maladies émergentes. Les actuelles endémies et flambées épidémiques d'origine
alimentaire sont un exemple de I'évolution des technologies (Doyle et al., 2015). En effet,
le changement du comportement du consommateur moderne au cours de ces derniéres
décennies (son mode de vie, ses besoins et son recours fréquent a 1’alimentation moderne)
multiplie les facteurs qui favorisent 1’expansion de tels accidents (Schirone et al., 2019).
Parmi les germes retrouvés représentant un risque, on peut citer Salmonella spp.,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni, et Escherichia coli
O175:H7, qui proviennent tous d'un réservoir animal (Narvaez- Bravo et al.,
2013; Hurtado et al., 2017; Heredia & Garcia, 2018).

L'investigation épidémiologique et microbiologique des infections alimentaires met en
évidence que certains aliments sont associés a une contamination plus fréquente que
d'autres, et par conséquent avec un risque accru de survenue de pathologie (Schirone et al.,
2019). Ces aliments dits «a risque» sont les denrées animales et d’origine
animale contaminées: le lait et les produits laitiers, la volaille et les ovo-produits, ainsi que
la viande qui, par sa forte teneur en nutriments et son activité d’eau (aw) élevée constitue
un milieu favorable a la croissance des microorganismes (Beuchat et al., 2013; Heredia &
Garcia, 2018). La contamination de ces aliments pourrait étre liée a la présence de germes
pathogenes dans la matiere premiere et a la contamination par le matériel, I'environnement,
I'nomme ou par une autre denrée alimentaire (contamination croisée). Par conséquent, il
convient de rester vigilant car le risque de contamination des aliments pourrait survenir a
n’importe quelle étape du processus alimentaire, de la fourche a la fourchette (Djossou et

al., 2010).

Dans cette panoplie de toxi-infections alimentaires, les salmonelloses occupent une

place prépondérante par le nombre élevé de sérovars et le nombre d’épidémies massives
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provoquées dans le monde causant le plus de déces, soit 59.000 cas sur 420.000 (OMS,
2015; Petrovska et al., 2016). Cependant, il est généralement difficile d'évaluer I'incidence
réelle des salmonelloses dans les pays en voie de développement en raison du manque de
systémes coordonnés de surveillance épidemiologique (Prakash et al., 2012 ; Favier et al.,
2013; Ibrahim et al.,, 2014). L’infection a Salmonella provoque divers syndromes de
maladie allant d’une simple colonisation asymptomatique a une maladie intestinale grave
engageant le pronostic vital (Henry et al., 2015; Acar et al., 2017). De plus, I'émergence de
multiples souches de Salmonella résistantes aux antibiotiques a aggravé le probleme
(Singh & Mustapha, 2014 ; Nair et al., 2018). Selon des études récentes, il y a une
augmentation de la résistance aux antimicrobiens chez les isolats de Salmonella, en raison
de I'utilisation abusive de medicaments antimicrobiens en médecine humaine et vétérinaire,
provoquant une pression sélective pour la prolifération des bactéries résistantes (Prakash et
al., 2012; Acar et al., 2017). Le profil de résistance pourrait changer en fonction du temps,
du sérovar, du sous-type et de la source du micro-organisme ainsi que de la région

géographique de l'isolat.

Dans le genre Salmonella, plus de 2600 serovars ont été décrits. Bien que tous les sérovars
puissent étre potentiellement pathogenes (Eng et al., 2015), la majorité des infections
salmonelliques sont causées par un nombre trés limité de sérovars. Salmonella Enteritidis
et Salmonella Typhimurium ont été les deux sérovars les plus fréguemment signalés depuis
1993 par le CDC et I’OMS (Andino & Hanning, 2015).

Comme ces agents pathogenes sont transmis principalement par les aliments ou I'eau
contaminée, la présence de souches chez les animaux destinés a I'alimentation et,
finalement, dans les produits carnés crus a d'importantes implications pour la santé
publique (Mughini-Gras et al., 2018). La plupart des études, en particulier dans les pays
industrialisés, ont impliqué des animaux de boucherie comme principaux réservoirs des
salmonelles non typhiques. Cependant, les sources et la dynamique de transmission des

salmonelles non typhiques en Afrique restent inconnues.

Par ailleurs, 1’introduction des salmonelles dans la chaine de la production des viandes
rouges commence par [D’abattoir (Kemal, 2014). Le manque d’hygiéne et les
contaminations croisées par l’intermédiaire de I'équipement et le personnel sont les
principales causes de la propagation de Salmonella (Singh & Mustapha, 2014).

L’¢éviscération et le dépouillement représentent les étapes qui contribuent le plus dans la
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contamination des carcasses par les salmonelles durant le processus de la préparation des

viandes dans les abattoirs (Tesson et al., 2020).

Les méthodes conventionnelles de détection et de caractérisation de Salmonella comme le
biotypage, le sérotypage et les tests de sensibilité aux antimicrobiens manquent souvent de
rapidité et de discrimination et parfois les phénotypes ne sont pas stables (Karatug et al.,
2018). Ainsi, au cours des derniéres années, d'autres techniques plus rapides, plus précises
ou plus discriminatoires liées a I'ADN, telle que la PCR (Polymerase Chain Réaction) et
I'électrophorése en champ pulsé (PFGE) ont souvent été utilisées (Acar et al., 2017; Tang
etal., 2019).

Des données sur la propagation et la distribution des sérovars, et de la résistance aux
antimicrobiens des salmonelles non typhiques en Algérie ont été rapportées par quelques
études (Elgroud et al., 2009 et 2015; Ayachi et al., 2010; Bounar-Kechih et al., 2012;
Bouzidi et al., 2012; Mezali & Hamdi, 2012; Djeffal et al., 2017), qui ont ciblé dans leur
majorité, le statut salmonellique dans la filiere avicole. Cependant, les travaux nationaux
concernant la contamination a Salmonella spp. des viandes rouges restent rares. C’est ainsi
que ce travail a été initieé pour contribuer a enrichir la banque de données scientifiques
relative a ce probléeme de santé publique. Dans ce sens, le travail a été subdivisé en une
partie bibliographique consacrée a des généralités sur les salmonelles et les salmonelloses,
les principales techniques de détection et de caractérisation du genre Salmonella ainsi que
la résistance des salmonelles aux antibiotiques, suivie d’une partie pratique qui comporte

un travail expérimental consistant a :

- Etudier la présence des salmonelles dans les échantillons prélevés des deux grands

abattoirs de la wilaya d’Alger, et les confirmer par la technique PCR.

- Déterminer les sérovars predominants et leurs profils de résistance aux
antibiotiques, ainsi que leurs profils génotypiques qui seront étudiés par la
technique PFGE.
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1. Généralités sur le genre Salmonella
1.1. Historique

Les salmonelloses sont des anthropo-zoonoses qui ont sévi depuis longtemps dans le
monde. En effet, le premier bacille de Salmonella agent de la fiévre typhoide fut observé
en 1880 par Eberth dans des coupes de rate et de ganglions lymphatiques d’un malade mort
de fievre typhoide (Marineli et al., 2013; Nuccio et al., 2013; Nwabor et al., 2015). La
culture in vitro de ce bacille fut mise au point par Gaffky en 1884 (Tessari et al., 2012;
Jajere, 2019). Le nom Salmonella vient du célebre bactériologiste et vétérinaire americain
Daniel Elmer Salmon, qui en 1886, isola en collaboration avec Theobald Smith
I’organisme connu actuellement comme Salmonella Chloeraesuis a partir des porcs
(Agbaje et al., 2011, Sterzenbach et al., 2013; Kemal, 2014; Crump & Wain, 2017
Graziani et al., 2017; Ryan et al., 2017). En 1896 Widal mis en évidence la diversité
antigénique des souches de Salmonella a I’aide d’un nouveau test qu’il a appelé
sérodiagnostic de Widal (Nuccio et al., 2013; Gunn et al., 2014). La contamination de
I’animal a I’homme fut décrite en 1925, d’autre part, White proposa, durant la méme
année, une classification des salmonelles sur la base des caractéres antigéniques, ce travail

fut poursuivi par Kauffmann (Tessari et al., 2012).
1.2. Taxonomie et nomenclature

Salmonella représente certainement le genre le plus complexe et le plus vaste de la
famille des Enterobacteriaceae, et sa nomenclature se montre plutét compliquée et évolue
continuellement. L’avénement de la taxonomie moléculaire allait donner une base

objective a la classification.

Avant que la taxonomie des salmonelles ne soit établie sur des bases moléculaires,
I’analyse des antigénes O et H initiée par White en 1925 et approfondie par Kauffmann en
1941, a permis [’élaboration d’une classification d’un grand nombre de sérotypes
considérés a I’époque comme des especes, et les sous—especes connues actuellement
étaient considérées comme des sous-genres désignés par des chiffres romains (Nuccio et
al., 2013; Sanderson & Nair, 2013; Graziani et al., 2017; Ryan et al., 2017; Chlebicz &
Slizewska, 2018; Jajere, 2019).

Aux alentours des années 1970, les hybridations ADN-ADN ont montré que le genre

Salmonella n’était constitué que d’une seule espéce pour laquelle ces auteurs ont proposé

4
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le nom de Salmonella choleraesuis qui est ensuite remplacée par Salmonella enterica a
cause de la confusion due au fait que Salmonella Choleraesuis est aussi le nom d’un
sérotype (Millemann, 1998 ; Humbert, 2005; D’ Aoust & Maurer, 2007; Sanderson & Nair,
2013; Graziani et al., 2017; Ryan et al., 2017). Cette espece, se subdivisait en 7 sous-
espéces qui furent individualisées, dont Salmonella bongori qui fut ensuite élevée au rang
d’espéce. Ainsi, le genre Salmonella comporte deux espéces, 1’espece Salmonella bongori,
et ’espece Salmonella enterica, au sein de laquelle six sous-espéces correspondant aux
anciens sous-genres de la classification de Kauffmann-White furent individualisées: la sous
espéce enterica (1), salamae (I1), arizonae (l11a), diarizonae (I11b), houtenae (IV) et indica
(VI) (Delarras, 2007; Dromigny, 2011; Chen et al., 2013; Liu et al., 2014; Andino &
Hanning, 2015; Dekker & Frank, 2015; Nwabor et al., 2015; Crump & Wain, 2017; Lamas
et al., 2018; Wang et al., 2020).

La sérologie, basée sur la caractérisation des antigénes somatiques (O) et flagellaires (H),
permet de classer les sous-espéeces en sérovars. Selon le dernier supplément du schéma
White-Kauffmann-Le Minor (n° 48) établi par Issenhuth-Jeanjean et al. (2014), on compte
présentement, plus de 2600 sérovars de Salmonella, dont la majorité (1586) fait partie de la

sous-espéce enterica (figure 1).

Autrefois, les bactériologistes avaient choisi pour désigner les souches de Salmonella des
noms évoquant le lieu géographique ou la souche a été découverte pour la premiére fois:
Panama, London, Marmande, Indiana, ou la maladie qu’elle était suspectée provoquer lors
de son isolement : Typhi, Abortus ovis, ... (Grimont & Weill, 2007; Weill, 2008a; Agbaje
et al., 2011; Sanderson & Nair, 2013). On compte 1 475 géo-sérovars (Gossner et al.,
2016). Actuellement, et conformément au code international de la nomenclature
bactérienne, les sérovars s’écrivent en caractéres romains (et non en italique) avec la
premiére lettre en majuscule (Issenhuth-Jeanjean et al., 2014; Graziani et al., 2017). Ainsi,
le sérotype Typhimurium par exemple, devrait s’écrire Salmonella enterica subsp. enterica
sérovar Typhimurium. Cependant, 1’usage courant préconise une forme de nomenclature
abrégée pour les seuls sérovars de la sous-espéce I ; le sérovar Typhimurium s’écrit
Salmonella Typhimurium ou S. Typhimurium (Agbaje et al., 2011; Dromigny, 2011; Pui et
al., 2011; Ryan et al., 2017). Les sérovars classés dans les autres sous-especes de I’espéce
enterica ainsi que ceux appartenant a I’espece bongori, sont désignés par leurs formules

antigéniques (Issenhuth-Jeanjean et al., 2014; Ryan et al., 2017).
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Salmonella
(2659)
1
| |
Sc;)!mone!?a Salmonella enterica
0ngori
|
| | | | |
subsp. T subsp. 1T subsp. Illa subsp. 1IIb subsp. IV subsp. VI
(enterica) (salamae) (arizonae) (diarizonae) (hautenae) (indica)
(1586) (522) 102) (338) (76) 13)
Salmonelles Salmonelles non
typhiques typhiques
(Homme) (Homme/Animaux)
Fiévres
typhoide ~ Extra- »
t 11:_|test11_:|ales Gastro-entérites
parat;phoi de (invasives)
S. Choleraesuis
S.Typhisuis
S.Dublin o
S.Typhi S. Abortus Ovis S. Typh1.rr?uf1um
. . S. Enteritidis
S. Paratyphi A S. Gallinarum
. . . et 1500 autres
S.Paratyphi B S. Typhimurium
S. Paratyphi C S. Enteritidis

Figure 1 : Schéma de la classification actuelle du genre Salmonella (adaptée de Hurley et
al., 2014)
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1.3. Caractéristiques biologiques

1.3.1. Caractéres généraux

Selon Bergey’s Manuel of systematic bacteriology (Whitman, 2015), le genre
Salmonella se définit ainsi : ce sont des bacilles de 0,7-1,5 x 2,0-5,0 um, a Gram négatif,
aero-anaérobies facultatifs habituellement mobiles grace a une ciliature péritriche, mais des
mutants immobiles peuvent exister et S. Gallinarum est toujours immobile. Les Salmonella
cultivent bien sur les milieux nutritifs ordinaires et donnent en 18 a 20 heures des colonies
de 2-3 mm de diamétre, a ’exception de certains serovars donnant toujours des colonies

naines (Abortusovis, Abortusequi, Typhisuis).
1.3.2. Caracteres biochimiques

Le genre Salmonella est I’'un des 32 genres de la famille des Enterobacteriaceae,

elles ont en commun 7 caractéres (Humbert, 2005; Kemal, 2014; Jajere, 2019) :

e Bacilles a coloration de Gram négatif

¢ Aéro-anaérobies facultatifs.

e Cultivant sur les milieux ordinaires.

e Fermentant le glucose avec ou sans production de gaz.
e Réduisant les nitrates en nitrites.

e Donnant une réaction d’oxydase négative.

¢ Et possédant une catalase.

Au sein de la famille des Enterobacteriaceae, les caractéres permettant 1’identification
biochimique du genre Salmonella sont (Korsak, 2004; Romane et al., 2012; Andino &
Hanning, 2015; Chlebicz & Slizewska, 2018; Jajere, 2019) :

e [ ’absence d’uréase et de tryptophane (ou phénylalanine) désaminase,

e ’absence de production d’indole et d’acétoine (test de Voges-Proskauer négatif),

e [ ’absence de fermentation du lactose, du saccharose, de I’inositol, de I’amygdaline,
de I’adonitol et du 2-cétogluconate,

e La production d’H>S a partir du thiosulfate (présence d’une thiosulfate réductase),

e La décarboxylation fréquente de la lysine et de I’ornithine,

elLa capacité fréquente de croitre sur le milieu au citrate de Simmons en

I’alcalinisant (caractére citrate positif).
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Les deux especes du genre Salmonella peuvent étre différenciées par leurs caractéres

biochimiques : Salmonella bongori ne fermente pas le sorbitol, contrairement a Salmonella

enterica, et a I’exception de la plupart des souches de cette derniere, S. bongori se cultive

sur un milieu contenant du bouillon Moeller KCn.

Les six sous-especes de I’espéce Salmonella enterica peuvent également étre identifiées

par leurs caractéres biochimiques (tableau 1).

Tableau 1 : Identification biochimique des espéces et des sous-espéces de Salmonella spp.
(Graziani et al., 2017; Lamas et al., 2018).

Caracteres Salmonella enterica Salmonella
biochimiques enterica  salamae arizonae diarizonae houtenae indica bongori
Dulcitol + + - - - d +
ONPG (2h) - - + + - d +
Malonate - + + + - - -
Gélatinase - + + + + + -
Sorbitol + + + + + - +
Culture avec KCN - - - - + - +
L(+)- tartrate ou d- + - - - - - -
tartrate

Galacturonate - + - + + + +
v-glutamyl-transférase + + - + + + +
B-glucuronidase d d - + - d -
Mucate + + + - - + +
Salicine - - - - + - -
Lactose - - - + - d -
Lyse par le phage 0 :1 + + - + - + d

Symboles: +: 90% ou plus de réactions positives; - : 90% ou plus de réactions négatives;

d : réactions variables suivants les sérovars.

Les caracteres biochimiques ne permettent malheureusement pas une identification plus

précise.
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1.3.3. Caracteres antigéniques

Comme toutes les entérobactéries, Salmonella peut posséder 3 types d’antigeénes

présentant un intérét diagnostique.
1.3.3.1. Antigenes somatiques O

Les antigenes O sont portés par les chaines spécifiques du lipopolysaccharide (LPS)
qui est le composant majoritaire de la paroi représentant 1’endotoxine des Salmonella
(D’Aoust & Maurer, 2007; Graziani et al., 2017; Jajere, 2019). Ainsi, la délétion par
mutation de l'antigéne O entraine une perte partielle ou totale du pouvoir virulent (Ballesté-
Delpierre et al., 2017; Zhao et al., 2017). Il est constitué de plusieurs éléments (Kong et
al., 2011):

v Le lipide A : responsable du pouvoir pathogene, est vraisemblablement
identique chez toutes les entérobactéries.

v Le «Core» ou noyau polysaccharidique de base dont la structure est
semblable chez toutes les salmonelles.

v Une chaine polysaccharidique support de la spécificité antigénique «O»,
cette chaine est constituée des oligosaccharides dont la composition et [’ordre
d’enchainement sont responsables de la spécificité des antigénes O (Reeves et al., 2013).

Il existe 67 facteurs O selon la nature des sucres entrant dans la constitution des unités
oligosaccharidiques du polysaccharide (Fabrega & Vila, 2013; Singh et al., 2018), on
distingue :

- Les antigenes O majeurs caractérisant un groupe de Salmonella, toutes les souches
possédant en commun un facteur O majeur sont placées dans le méme groupe (Liu et al.,
2014). Ainsi toutes les souches possédant le facteur O: 2 appartiennent au groupe A, celles
possédant le facteur O: 4 appartiennent au groupe B, celles possédant le facteur O: 9
appartiennent au groupe D dans lequel on retrouve les sérovars Enteritidis et Dublin.

- Les antigénes O mineurs qui sont accessoires peuvent différer selon les souches
appartenant a un méme groupe (Grimont & Weill, 2007). Dans le tableau de Kauffmann-
White les facteurs O liés a la présence d’un phage ou d’un plasmide sont soulignés,
exemple : O:1, et ceux liés a la présence d’une acétylase sont placés entre crochets,

exemple : O:[5].
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Les anticorps anti-O agglutinent les bactéries par leurs parois en donnant un

agglutinat fin et difficile a dissocier (Tessari et al., 2012).
1.3.3.2.  Antigenes flagellaires H

Ce sont des protéines constituées d’une seule sous-unité polymeérisée, la flagélline
(Weill, 2008a), dont la composition en acides aminés détermine la spécificité antigéenique
(Humbert, 2005; Nwabor et al., 2015). Cet antigene est présent chez les bactéries mobiles,
il est thermolabile, détruit par la chaleur a 100°C, par I'action de I'alcool et par les ferments

protéolytiques.

L’antigéne flagellaire est présent sous deux formes différentes de maniere simultanée ou
non sur le méme individu (Jay et al., 2005; Carip, 2008; Jajere, 2019). La majorité des
salmonelles sont diphasiques. L’aptitude a exprimer leur antigéne flagellaire sous deux
specifiés différentes est particuliere aux sous-espéces enterica, salamae, diarizonae et
indica. Par contre, I’antigéne H des sous espéces arizonae et houtenae, de 1’espéce
bongori, ainsi qu’une minorité des sérovars de la sous espéce enterica est toujours

monophasique (D’Aoust & Maurer, 2007; Dromigny, 2011; Kemal, 2014).

La phase 1 est exprimée par des petites lettres, et la phase 2 par des chiffres (Tessari et al.,
2012).

L’agglutination H est rapide, floconneuse est facilement dissociable par agitation, qui casse
les flagelles (Humbert, 2005; Nwabor et al., 2015).

1.3.3.3.  Antigénes d’enveloppe (antigénes capsulaires Vi)

Ce sont des polysaccharides capsulaires exprimés par la trés grande majorité des
souches de Salmonella Typhi, plus rarement par des souches de Salmonella Paratyphi C, et
exceptionnellement, par des souches de Salmonella Dublin (Weill, 2008a; Romane et al.,
2012; Gunn et al., 2014; Nwabor et al., 2015; Graziani et al., 2017 ).

Chez le genre Salmonella, une seule spécificité antigénique est connue pour ces genes qui
est la virulence, d’ou le nom Vi (Humbert, 2005; D’Aoust & Maurer, 2007; Jajere, 2019).
La présence de cet antigene peut rendre les bactéries « O-inagglutinables » en masquant
I’antigéne O. Pour démasquer 1’antigéne O, il suffit de chauffer les suspensions
bactériennes pendant 10 minutes a 100°C (D’ Aoust & Maurer, 2007; Romane et al., 2012;
Nwabor et al., 2015).
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1.3.4. Caractéres culturaux

Les salmonelles sont des germes mésophiles aéro-anaérobies et hygrophiles. Aprés
24 h d’incubation a 37°C sur un milieu ordinaire, les colonies obtenues ont un diamétre de
3 a 4 mm. Elles sont généralement lisses (smooth : S), rarement rugueuses (rough : R).
Elles sont difficiles a distinguer des E. coli sous le microscope, ou sur un milieu nutritif
ordinaire (Jay et al., 2005). Les salmonelles ne sont jamais sporulées, et parfois
encapsulées. Elles sont peu exigeantes et peuvent pousser facilement dans un milieu
ordinaire a base d’extrait de viande. Par contre dans le cas de prélévements poly-
microbiens (maticres fécales par exemple), 1’utilisation de milieux sélectifs est
indispensable (Yue et al., 2014). Les salmonelles peuvent en outre résister aux conditions
environnementales externes : 9 mois dans les sols, quelques mois dans les aliments secs
non acidifiés et sur les tiges et les feuilles des végétaux ensilés, et plusieurs années dans

les poussieres, le duvet et les matiéres fécales bovines (Korsak et al., 2004).

La persistance des salmonelles dans I’environnement apparait comme un facteur
épidémiologique important. Il est donc indispensable d’étudier les moyens d’affecter leur
survie, en tenant compte des variations notables pouvant exister entre les différents

sérovars.

o Température : les salmonelles sont des bactéries mésophiles, leur optimum de
croissance est de 35°C a 37°C (Humbert, 2005; Romane et al., 2012; Ryan et al., 2017).
Elles parviennent aussi a se développer, mais plus lentement, dans des conditions moins
favorables de température (de 5 a 47°C) avec une croissance nettement ralentie pour des
températures inférieures a 10°C (Carip, 2008; Pui et al., 2011 ; Tessari et al., 2012). Ces
bactéries constituent une grande menace pour l'industrie alimentaire car elles sont capables
de s'adapter a des conditions environnementales qui sont significativement différentes de
leur plage de croissance normale. Certaines souches peuvent croitre a 54°C, et d'autres
méme & 2-4°C (Nwabor et al., 2015; Ryan et al., 2017 ; Chlebicz & Slizewska, 2018).
N’étant pas sporogeéne, elle est facilement détruite par le processus de pasteurisation
habituellement appliqué dans les entreprises agro-alimentaires (Humbert, 2005). Il est
toutefois généralement admis que la thermorésistance des micro-organismes dépend
habituellement de plusieurs facteurs : le micro-organisme, le milieu ou I’aliment dans
lequel la bactérie se trouve, la durée d’exposition, le pH, le sérotype et I’activité¢ de 1’eau

(Korsak et al., 2004; D’ Aoust & Maurer, 2007; Kemal, 2014).
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e L’activité de 1’eau (ay) : les salmonelles se développent bien pour des valeurs
d’activité de 1’eau (ay) oscillant entre 0,945 et 0,999 (Bell & Kyriakides, 2009). Dans les
aliments, elles peuvent se multiplier jusqu’a des valeurs d’a, de 0,93 (Pui et al., 2011;
Kemal, 2014 ; Nwabor et al., 2015). La survie des salmonelles a été rapportée dans des
produits a a,, trés faibles (0,35) (tableau 2).

epH : les salmonelles sont capables de se multiplier dans une large plage de pH
allant de 4 a 9,5 avec un optimum de 6,5 a 7,5 (Pui et al., 2011; Romane et al., 2012;
Kemal, 2014; Nwabor et al., 2015; Ryan et al., 2017). La sensibilité¢ a I’acidité du milieu
dépend de I’acide en cause : des épidémies alimentaires ont été¢ rapportées a partir de
produits acides comme les jus d’orange ou les mayonnaises (D’Aoust & Maurer, 2007,
Carip, 2008; Bell & Kyriakides, 2009).

e Autres facteurs: I’ionisation des denrées alimentaires est un autre traitement qui
peut avoir une influence sur la survie des salmonelles qui sont sensibles a un traitement de
5 a 10 KGray de rayonnements ionisants (Korsak et al., 2004). Elles sont résistantes a la
salaison habituelle, la concentration tolérée est de 5,5% NaCl (D’Aoust & Maurer, 2007;
Carip, 2008). En revanche, les salmonelles sont sensibles aux biocides usuels: hypochlorite
de sodium, dérivés iodés, ammoniums quaternaires. Leur développement est également

limité par les compétitions consécutives a la croissance d’autres flores (Humbert, 2005).

Tableau 2 : Quelques données de survie de certains sérovars de Salmonella dans les
produits alimentaires (Bell & Kyriakides, 2009)

Condition Sérotype Aliment Température  Durée de
(°C) survie
Température  Enteritidis Poulet de chair -18 4 mois
de Cholerae-suis Beeuf haché -18 4 mois
congélation  Typhimurium Chow-mein -25 9 mois
Enteritidis et Typhimurium Cremes glacées -23 7 ans
a,, faible Typhimurium PT10 Fromage cheddar 5 8 mois
Typhimurium, Java et Blockley  Poudre du lait Jusqu’a 10
mois
Infantis et Typhimurium Pates Jusqu’a 12
mois
Eastbourne Chocolat au lait > 9 mois
(aw0,41)
Culture de 5 sérotypes Beurre de 5 Jusqu’a 24
Agona, Enteritidis, Michigan, cacahuétes semaines
Montevideo, Typhimurium (aw 0,2- 0,33) 21 Jusqu’a 6
semaines
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1.4. Schéma de Kauffmann-White : classification des sérovars

Ce schéma, publié pour la premiere fois en 1934 (Wang et al., 2020), présente sous
forme d’un tableau, les facteurs antigéniques identifiables par agglutination des différents
sérovars de Salmonella (tableau 3). Il se base sur des facteurs nécessaires a une

identification pratique et peu de facteurs accessoires (Delarras, 2007).

En premier, sont indiqués les facteurs O, ensuite éventuellement I’antigéne Vi et enfin les
deux phases de I’antigéne H. On obtient pour S. Typhimurium : O1, 4, [5],12Hi:1, 2. Le
facteur O: 1 est souligné pour montrer que sa présence est liée a la lysogénisation par un
phage convertisseur; O: 4 est le facteur O majeur ; O: 5 entre crochets signifie qu’il peut
étre absent ; O:12 est un facteur accessoire. L’antigéne Vi est indiqué entre crochets car il
peut étre présent ou absent. L’antigéne H a deux spécificités : la premiére i, la seconde 1,2.
Le signe « - » indique que la phase considérée est absente (I’antigéne H est

monophasique).

Tableau 3: Formules antigéniques de quelques sérovars de salmonelles (Extrait du

schéma de Kauffmann- White)

Sérovars Antigéne O Antigene H

Phase 1 Phase 2
Groupe B (0:4)
Salmonella Typhimurium 1,4,[5],12 i 1,2
Salmonella Saintpaul 1,4,15], 12, 27 e, h 1,2
Groupe C1 (0:6,7)
Salmonella Infantis 6,7, 14 r 1,5
Salmonella Montevideo 6,7,14 g,m,s -
Salmonella Paratyphi C 6, 7 [Vi] c
Groupe C2 (0:6,8)
Salmonella Hadar 6,8 z10 e, n, X
Salmonella Newport 6, 8, 20 e, h 1,2
Groupe D2 (0:9,12)
Salmonella Enteritidis 1,9,12 g,m -
Salmonella Dublin 1,912 g, p -
Groupe E1 (0:3,10)
Salmonella Anatum 3,10 e h 1,5
Salmonella Muenster 3,10 e h 1,6
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1.5. Habitat, réservoir et mode de transmission

Le réservoir des salmonelles est tres large (figure 2). L’homme et la plupart des
animaux (mammiferes domestiques ou sauvages, reptiles, poissons, oiseaux) peuvent
I’héberger au niveau de leurs intestins (Hoelzer et al., 2011 ; Singh, 2013; Eng et al., 2015;
Antunes et al., 2016; Graziani et al., 2017), et la dissémination dans 1’environnement (sol,
boues, et eau) provient essentiellement des contaminations fécales (Korsak et al., 2004;
Romane et al., 2012; Andino & Hanning, 2015 ; Cosby et al., 2015).

Le role des porteurs sains dans la diffusion des salmonelles est déterminant, ceci est dd a

I’excrétion fécale intermittente ou continuelle (Hoelzer et al., 2011; Gunn et al., 2014).
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Figure 2: Sources d’infection et de transmission des salmonelles (Jones et al., 2007)
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Certaines salmonelles sont strictement adaptées a des especes hotes spécifiques, parmi
celles-ci citons: S. Typhi, S. Sendali, S. Paratyphi A, B et certaines populations de Paratyphi
B chez I’homme, S. Abortus ovis chez les ovins, S. Abortus equi chez le cheval, S.
Pullorum et S. Gallinarum spécifiques de la volaille, mais la plupart des sérotypes peuvent
traverser la barriére d’espece et se retrouver chez beaucoup d’espéces animales et sont
considérées comme ubiquistes (Weill, 2008a; Hoelzer et al., 2011; Chen et al.,,
2013; Singh, 2013; Gal-Mor et al., 2014; Pal et al., 2015; Andino & Hanning, 2015;
Crump & Wain, 2017; Bhunia, 2018; Jajere, 2019).
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2. Pathologies associées a Salmonella
Nous étudierons successivement les salmonelloses humaines puis animales.
2.1. Salmonelloses humaines
Parmi les maladies associées a Salmonella spp., deux revétent une importance
majeure et constituent des gros problemes de santé publique dans le monde: la gastro-
entérite due a des toxi-infections alimentaires, et la fievre typhoide (fievre entérique).
2.1.1. Fiévre entérique
Les fiévres typhoide et paratyphoide sont des infections bactériennes systémiques a
point de départ digestif, qui sont dues, respectivement, a S. Typhi, sérovar strictement
humain et S. Paratyphi (A, B ou C), sérovar principalement humain et rarement animal
(Weill, 2010; de Jong et al., 2012; Ruby et al., 2012; Hurley et al., 2014; Crump & Wain,
2017; Palmer & Slauch, 2017; Chlebicz & Slizewska, 2018; Wang et al., 2020).
2.1.1.1.  Incidence et répartition
La fievre typhoide touche selon 1’Organisation Mondiale de la Santé, 11 a 21
millions de personnes chaque année dont environ 128.000 a 161.000 déces (OMS, 2018),
tandis que S. Paratyphi provoque une fiévre paratyphoide avec des symptémes plus légers
et un taux de mortalité moins elevé (Pui et al., 2011; Waddington et al., 2014; Eng et al.,
2015; Obaro et al., 2017; Kurtz et al., 2017; Gibani et al., 2018; Johnson et al., 2018;
Jajere, 2019).

Les pays industrialisés sont peu concernés et les cas enregistrés sont genéralement
importés, via les voyageurs, les immigrants ou la nourriture, alors que la fiévre typhoide
est endémique dans les pays en voie de développement (I’Asie du Sud, I’Asie du Sud-Est
et ’Afrique subsaharienne) et particulicrement dans les régions ou les individus n’ont pas
acces a une eau potable propre et a des installations sanitaires élémentaires, ce qui facilite
la propagation de ces agents pathogénes par voie oro-fécale (Ruby et al., 2012; Dougan &
Baker, 2014; Gal-Mor et al., 2014; Gunn et al., 2014; Obaro et al., 2017; Crump & Wain,
2017; Johnson et al., 2018). Une étude récente menée par Marks et al. (2017) a montré que
les salmonelles typhiques représentaient 24% des agents pathogenes bactériens
responsables de 13 431 cas de maladies infectieuses enregistrées entre le ler mars 2010 et

le 31 janvier 2014 dans neuf pays de I’ Afrique subsaharienne.
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2.1.1.2.  Modes de transmission

La contamination peut étre interhumaine directe par I’intermédiaire des porteurs des
germes, ou, dans la majorité des cas sporadiques et des épidémies, indirectes, par
I'ingestion d'aliments ou d'eau contaminés par des excréments des individus infectés
(Weill, 2010; Marathe et al., 2012 ; Nuccio et al., 2013; Eng et al., 2015; Obaro et al.,
2017; Awofisayo-Okuyelu et al., 2018; Johnson et al., 2018).

2.1.1.3.  Etude clinique

Des doses orales de 10° a 10° bactéries viables sont nécessaires pour le
développement d’une fievre typhoide (Barceloux, 2008; Dougan & Baker, 2014; Andino &
Hanning, 2015).
La période d’incubation de la maladie se situe habituellement entre 7 et 21 jours (Marathe
et al., 2012; Eng et al., 2015; Awofisayo-Okuyelu et al., 2018), mais peut varier
considérablement vers des extrémes allant de 3 a 60 jours en fonction de I’inoculum et de
I’état du systéme immunitaire de 1’h6te (Gibani et al., 2018).
Les symptomes de la maladie incluent une forte fievre, des frissons, des malaises
abdominaux, des maux de téte, une perte d’appétit, des nausées, des éruptions cutanées,
des douleurs musculaires, une toux séche et de la Iéthargie (Dougan & Baker, 2014; Gal-
Mor et al., 2014; Dekker & Frank, 2015; Awofisayo-Okuyelu et al., 2018; Chlebicz &
Slizewska, 2018; Gibani et al., 2018). Des complications peuvent se produire dans 10 a
15% des cas. Il s’agit principalement d’hémorragies gastro-intestinales, de perforations
intestinales, de myocardites et d’encéphalopathies (Pui et al., 2011 ; de Jong et al., 2012;
Eng et al., 2015; Obaro et al., 2017). La gravité de la maladie peut étre augmentée par
I’émergence croissante de souches multi résistantes du sérovar Typhi ce qui rend la gestion
des épidémies de plus en plus complexe et difficile.
Il est intéressant de noter que 1 a 5% des personnes infectées par S. Typhi deviennent des
porteurs chroniques asymptomatiques qui continuent d'excréter 10° & 10 bactéries S.
Typhi par gramme de matiéres fécales pendant plus de 12 mois (Dougan & Baker, 2014;
Gal-Mor et al., 2014; Gunn et al., 2014; Waddington et al., 2014; Obaro et al., 2017; Kurtz
et al., 2017; Gibani et al., 2018). Ceux-ci ont un réle important dans la transmission de la
maladie comme en témoignent les exemples célébres du laitier N. the milker, qui infecta
entre 1893 et 1909 plus de 200 personnes en Angleterre (Weill, 2010), et celui de la
premiére porteuse asymptomatique diagnostiquée aux Etats-Unis, Typhoid Mary (de son
vrai nom Mary Mallon (1869-1938): elle aura été responsable de 26 a 54 cas de fiévre
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typhoide (dont 3 déces) au courant de sa carriere comme cuisiniére dans la ville de New
York (Marineli et al., 2013; Gal-Mor et al., 2014; Waddington et al., 2014).
2.1.2. Gastro-entérites et TIAC a Salmonella
Les salmonelles non typhiques sont responsables chez I’Homme dans certaines
conditions d’une infection principalement d’origine alimentaire, la salmonellose,
caractérisee par des manifestations cliniques de type gastroenteritique (Kurtz et al., 2017).
Les gastroentérites a Salmonella surviennent sous forme de cas isolés (sporadigques) ou
regroupés, responsables des «Toxi-infections Alimentaires Collectives» (TIAC) (Weill,
2008b), qui se définissent par la survenue au méme moment, d'au moins deux cas groupés
d'une symptomatologie similaire.
2.1.2.1.  Incidence et répartition
Le schéma épidémiologique de la prévalence, et de l'incidence des TIAC a
Salmonella spp difféere considérablement entre les zones géographiques en fonction du
climat, de la densité de population, des migrations humaines, des pratiques agricoles, du
commerce du bétail, des technologies de transformation des aliments et des habitudes de

consommation.

Contrairement & la fievre typhoide, les salmonelloses non typhiques ou NTS (None
Typhoidal Salmonellosis) sont des infections tres courantes et se produisent dans le monde
entier (Gal-Mor et al., 2014). Malgré I'amélioration de I'nygiene et de I'assainissement,
I'incidence des salmonelloses non typhiques continue d'augmenter, créant un fardeau dans
les pays industrialisés et en voie de développement (Majowicz et al., 2010).

En outre, I’incidence réelle des salmonelloses est difficile a évaluer par manque de
systemes de surveillance épidémiologique mis en place, qui sont particulierement valables
dans les pays développés. Cependant, la majorité des épidémiologistes s’accordent pour

dire que les chiffres officiels ne représentent qu’une faible part de la réalité.

A T’échelle mondiale, Salmonella est responsable de 93,8 millions de cas de gastroentérites
humaines et de plus de 59 000 déces par an (Gal-Mor et al., 2014; Crump & Heyderman,
2015; Antunes et al., 2016; Acar et al., 2017; Arya et al., 2017).

Aux Etats-Unis, Kemal (2014), Andino et Hanning (2015) et Pal et al. (2015) ont rapporté
que le genre Salmonella est estimé étre responsable annuellement d’environ deux millions

de cas de toxi-infections alimentaires, et approximativement 1000 morts; avec un impact
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économique annuel d’environ 2,71 milliards de dollars couvrant essentiellement les frais

de 50.000 personnes hospitalisées.

A D’échelle européenne, I’incidence des maladies associées aux salmonelles non typhiques
est estimée a 690 cas pour 100.000 habitants par an (Eng et al., 2015). Selon le rapport
annuel du Centre Européen de la prévention et du contrble des maladies (ECDC, 2016),
91.408 cas de salmonelloses ont été signalés dans 30 pays de I'Union Européenne (EU), ce

qui représente une augmentation de 19% par rapport a 2013.

Dans certaines régions du monde, essentiellement, celles présentant une forte proportion de
la population mondiale (39%), telles que 1’Asie du Sud et du Sud-Est, I’Amérique du Sud
et ’Afrique, les données concernant les toxi-infections d’origine alimentaire sont rares, et
les réservoirs de Salmonella et leurs voies de transmission ne sont pas bien compris a cause
du manque de systémes de surveillance épidémiologique (Majowicz et al. 2010; Crump &
Heyderman, 2015; Arya et al., 2017). Ainsi, les chiffres déclarés ne représentent qu’un
faible pourcentage des cas réels. Il est donc difficile de connaitre 1’évolution des maladies
ou d’établir des comparaisons. Les données disponibles ont montré que les chiffres sont
extrémement élevés en Asie, avec 83,4 millions de cas et 137.700 décés chaque année
(Chen et al., 2013).

En Afrique, les SNT invasifs sont endémiques avec des taux d'occurrence élevés chez les
enfants de moins de 3 ans et chez les patients infectés par le virus de I'immunodéficience
humaine (VIH) conférant un taux de mortalité allant jusqu'a 25% (MacLennan & Levine,
2013; Eng et al., 2015; Pal et al., 2015). L’étude de Marks et al. (2017) a montré que les
salmonelles non typhiques représentaient 17% des agents pathogénes bactériens impliqués
dans les gastro-entérites enregistrées entre le 1er mars 2010 et le 31 janvier 2014 dans neuf

pays africains.

En Algérie, a I’instar des pays en voie de développement, une faible capacité de diagnostic
est observée en matiere de salmonelloses humaines d’origine alimentaire, ceci contribue au
manque de données disponibles. Les chiffres communiqués par le Ministére de la santé, de
la population et de la réforme hospitaliére représentée par 1’Institut national de santé
publigue (INSP) ne représentent que les taux globaux des cas de TIAC enregistrés sans
identifier le germe incriminé. L’évolution de ces taux entre 2006 et 2015 est rapportée dans

la figure 3.
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D’autre part, les données publi¢es dans les rapports annuels de I’Institut Pasteur d’Algérie
ne refletent pas la réalité de la situation, car, les chiffres ne concernent souvent que la
wilaya d’Alger ou le genre Salmonella représentait 54,66% des germes isolées des selles
de patients souffrants de gastro-entérites durant I’année 2015. Sur le plan hygiénique, six
(6) souches de salmonelles ont été isolées des 3566 analyses de différentes matrices
alimentaires. Sur 1564 lots de prélevements vivants provenant de diverses especes
animales dont 90% représentés par la filiere avicole, 67 souches de Salmonella ont été
isolées par les services de I’IPA durant I’année 2015 (IPA, 2015).

Taux de morbidite / 100.000 habitants

o, 13,75% 15.43% o 15.45% 15.67%

13.899%

2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

Figure 3 : Evolution des cas de TIAC en Algérie entre 2006 et 2015
(Source : Institut national de santé publique).
2.1.2.2.  Sérovars incriminés

Bien que différents sérovars aient été associés aux salmonelloses, un nombre limité
d'entre eux, en moyenne 200, sont isolés chaque année. Certains ont une présence
permanente et dominante, tel S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Newport, et S. Heidelberg
(figure 4), alors que d’autres émergent et disparaissent sans explication valable (Andino &

Hanning., 2015 ; Chlebicz & Slizewska, 2018). S. Enteritidis était le sérovar le plus
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fréquent dans I'UE (39,5% en 2013) et aux Etats-Unis (14,5% en 2012), suivi de
S.Typhimurium (28,8% dans I'UE, 2013; 11,6% aux Etats-Unis) (Antunes et al., 2016).
S. Enteritidis était, le sérovar le plus répandu en Asie et en Amérique latine représentant
respectivement 38% et 31% des isolats cliniques (Eng et al., 2015). S. Typhimurium et S.
Enteritidis suivis par S. Kentucky étaient les sérovars les plus isolés des denrées
alimentaires dans la méta-étude récente menée par Al-Rifai et al. (2020) et qui a concerné
I’Afrique du Nord et le Moyen Orient. En Afrique, Arya et al. (2017) et Marks et al.
(2017) ont montré que S. Typhimurium et S. Enteritidis sont les sérovars les plus
incriminés dans les salmonelloses non typhiques enregistrées. Selon les données rapportées
par Eng et al. (2015), S. Enteritidis et S. Typhimurium étaient également les deux sérotypes
les plus fréquents, observés respectivement dans 26% et 25% des isolats responsables des
infections salmonelliques non typhiques en Afrique. D’'autres sérovars, tels que S. Dublin
et S. Stanleyville, étaient isolés de a partir de plusieurs cas enregistrés dans d’autres pays

africains (MacLennan & Levine et al., 2013).

Néanmoins, il est considéré que tous les sérovars de Salmonella sont potentiellement

pathogenes et peuvent déterminer chez le consommateur un syndrome de gastro-entérite

fébrile.
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Figure 4: Répartition mondiale des 5 principaux sérovars de Salmonella non typhiques

associés a une maladie clinique humaine de 2004 a 2016 (Cheng et al., 2019)
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2.1.2.3. Transmission et facteurs de risque

La transmission des salmonelles non typhiques a I’Homme se fait essentiellement par
I’ingestion d’aliments contaminés, crus ou peu cuits ou recontaminés apres |’étape de
cuisson, et dans lesquels la bactérie a eu la possibilité de se multiplier (figure 5). La part de
la transmission de ’infection, par la voie alimentaire, est estimée a 85 % (Hung et al.,
2017; Chlebicz & Slizewska, 2018). Les autres voies de transmission peuvent étre directes,
interhumaines ou par contact avec des animaux infectés par Salmonella dans les maisons,
les cliniques vétérinaires, les jardins zoologiques ou 1’environnement contaminé (Wei et
al., 2014; Eng et al., 2015; Mughini-Gras et al., 2018; Heredia & Garcia, 2018).

Les denrées alimentaires d’origine animale, comme les viandes de boucherie, les produits
laitiers, la dinde, la volaille, les ceufs et les ovoproduits sont les aliments incriminés en
premier lieu (de Freitas Neto et al., 2010; Hoelzer et al., 2011; Pui et al., 2011; Kemal,
2014; Loftus, 2014; Chen et al., 2016; Crump & Wain, 2017; Chlebicz & Slizewska, 2018;
Heredia & Garcia, 2018), mais aussi a un degré moindre, les cremes glacées et patisseries,
et les fruits de mer crus ou insuffisamment cuits (Nyachuba, 2010; Painter et al., 2013).
Récemment, de plus en plus de rapports établissent un lien entre les Iégumes crus et les
fruits contaminés par Salmonella et les toxi-infections alimentaires (de Freitas Neto et al.,
2010; Wiedemann et al., 2015; Chlebicz & Slizewska, 2018; Cheng et al., 2019).

La consommation de viande crue ou insuffisamment cuite reste un facteur de risque de la
salmonellose attribuable aux différentes productions principales de viande (Kemal, 2014;
Mughini-Gras et al.,, 2018). Le processus d'abattage des animaux destinés a la
consommation humaine dans les abattoirs est considéré comme l'une des principales
sources de contamination des carcasses et des abats par Salmonella (Eng et al., 2015). Les
pratiques de cuisine comme par exemple la fréquence de nettoyage des surfaces ou le fait
de ne pas utiliser une planche a découper pour la viande crue sont des facteurs de risque
spécifiques de D’infection par les salmonelles (Nyachuba, 2010; Mughini-Gras et al.,
2018). Le contact avec les animaux est responsable d'un certain nombre de cas de
salmonelloses humaines chaque annee (de Freitas Neto et al., 2010), et le risque pour la
santé publique varie selon les especes animales, le groupe d'age, la pratique de I'élevage et
I'état de santé. Certaines sous-populations humaines sont considérées plus a risque suite a
des facteurs de risque biologiques ou comportementaux (Jajere, 2019).

De nombreuses infections humaines causees par contact direct avec des animaux tels que
le bétail, les chevaux, les chats, les chiens etc. sont attribuées a des causes professionnelles,
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a I'environnement agricole et a la contamination au niveau familial (de Freitas Neto et al.,
2010; Hoelzer et al., 2011). L'utilisation d'antibiotiques est un facteur de risque de
salmonellose associée aux bovins ainsi que I’utilisation de certains médicaments pour
usage humain qui réduisent la barriére acide de I’estomac (inhibiteurs de la pompe a
protons) augmentant ainsi le risque de contracter la salmonellose (Kemal, 2014; Chen et
al., 2016; Crump & Heyderman , 2015; Mughini-Gras et al., 2018).
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Figure 5 : Exemple schématique des facteurs de risque spécifiques de la salmonellose
humaine (Mughini-Gras et al., 2018)

2.1.2.4.  Etude clinique
La maladie se présente sous deux aspects : épidémie dans les collectivités (TIAC),
ou, cas sporadiques isolés. Les premiers signes surviennent 4 a 72 h aprés 1’ingestion de
I’aliment contaminé (Chen et al., 2013; Kemal, 2014; Dekker & Frank, 2015; Kurtz et al.,
2017; Wang et al., 2020). La durée d’incubation est fonction de la souche et de la dose
infectante ingérée (Barceloux, 2008; Wei et al., 2014; Palmer & Slauch, 2017 ; Chlebicz &
Slizewska, 2018). La symptomatologie débute par des maux de téte, des vomissements, de

la fievre (39 a 40°C), suivis par des douleurs abdominales pouvant irradier vers les cuisses,

22



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

des diarrhées nauséabondes parfois sanguinolentes, avec des frissons, faiblesse et
prostration (Barceloux, 2008 ; Gal-Mor et al., 2014; Andino & Hanning., 2015; Hung et
al., 2017; Kurtz et al., 2017; Heredia & Garcia, 2018). Une déshydratation sévere et une
septicémie peuvent se manifester chez les enfants, les vieillards et les immunodéprimés
(Kemal, 2014; Hung et al., 2017; Palmer & Slauch, 2017).

Généralement, tout rentre dans I’ordre en 2 a 3 jours a une semaine (Gal-Mor et al., 2014;
Dekker & Frank, 2015), alors que 1’excrétion intermittente des salmonelles pourrait durer
plusieurs mois a quelques annees (Loftus, 2014; Kurtz et al., 2017). Les enfants sont
porteurs plus longtemps que les adultes (Gunn et al., 2014; Chlebicz & Slizewska, 2018).
Une étude de Yeung et al. (2004) suggére que 1’administration d’antibiotiques prolonge
I’excrétion fécale des salmonelles.
Exceptionnellement, dans les cas les plus sévéres, les salmonelles pourraient envahir tout
I’organisme, et déclencher une septicémie avec leucopénie, et des complications
chroniques possibles d’ostéomyélites, endocardites, méningites, glomérulonéphrites,
cholécystites, atteintes pulmonaires et artérielles (Biswas et al., 2011 ; Loftus, 2014; Eng et
al., 2015; Hung et al., 2017; Chlebicz & Slizewska, 2018; Wang et al., 2020).
Une petite proportion (2%) des cas pourrait évoluer vers le syndrome de Reiter caractérisé
par des douleurs articulaires, irritations oculaires, urination douloureuse, et ulcéres cutanés,
la guérison survient généralement dans 3 a 4 mois, mais des cas chroniques sont parfois
enregistrés (Barceloux, 2008; Andino & Hanning., 2015; Heredia & Garcia, 2018).
2.2. Salmonelloses animales

Les animaux se contaminent par 1’intermédiaire d’eau ou d’aliments souillés par de
la terre et surtout par des déjections d’autres animaux, de leurs congéneres ou des étres
humains (Cummings et al., 2010a). Dans un troupeau dans lesquels des animaux sont
infectés, D’excrétion fécale, généralement intermittente de la bactérie, pourrait se
poursuivre pendant plusieurs années avec des pics d’excrétion en particulier autour des
vélages (Nielsen et al., 2012), ces animaux sont dits animaux porteurs. Les infections a
Salmonella provoquent le plus souvent une entérite et une diarrhée. La bactérie peut

également envahir le corps pour provoquer une septicémie.

La prévalence et la distribution des sérovars de Salmonella parmi les animaux varie
considérablement dans le temps, I’espéce, les réegions geographiques, les groupes d'age, les

manifestations cliniques et les types d’élevage (Hoelzer et al., 2011; Arya et al., 2017).
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Chlebicz et Slizewska (2018) récapitulent dans le tableau 4 les principaux sérovars isolés

des animaux dans les pays de I’EU.

Tableau 4 : Sérovars de Salmonella spp. les plus souvent isolés des réservoirs d’animaux

dans les pays de 1’Union européenne (Chlebicz & Slizewska, 2018)

Animal
Année Poulet Bovins Dinde
Sérovars de Salmonella
S. Typhimurium S. Typhimurium S. Typhimurium
S. Infantis S. Enteritidis S. Infantis
S. Enteritidis S. Dublin S. Derby
S. Mbandaka S. Mbandaka S. Enteritidis
S. Livingstone S. Coeln S. Newport
2014
S. Kedougou S. Give S. Hadar
S. Senftenberg S. Montevideo S. Stanley
S. Kentucky S. Anatum S. Saintpaul
S. Typhimurium Copenhagen S. Bredeney S. Virchow
S. Brandenburg S. Typhimurium Copenhagen S. Kottbus
S. Typhimurium .
i S. Typhimurium o
S. Infantis S. Typhimurium
S. Infantis
S. Enteritidis S. Infantis
S. Enteritidis .
S. Derby ) S. Enteritids
- ~ S.Dublin
2015  S. Typhimurium monophasic o ~ S. Derby
o S. Typhimurium monophasic - )
S. Livingstone S. Typhimurium monophasic
S. Mbandaka
S. Mbandaka S. Newport
S. Newport
S. Cerro S. Kedougou
S. Goldcoast
S. Thompson S. Branderburg
S. Brandenburg
S. Kedougou
S. Enteritidis S. Enteritidis S. Enteritidis
S. Typhimurium S. Typhimurium S. Typhimurium
2016  S. Typhimurium monophasic  S. Typhimurium monophasic  S. Typhimurium monophasic
S. Infantis S. Infantis S. Infantis
S. Derby S. Derby S. Derby
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2.2.1. Salmonelloses bovines

Les infections a Salmonella sont une cause importante de mortalité et de morbidité
chez les bovins et on trouve fréquemment des bovins infectés de maniere subclinique
(Chlebicz & Slizewska, 2018). La salmonellose bovine est présente dans le monde entier et
a été associée principalement aux sérovars Dublin et Typhimurium (Mohler et al., 2009;
Costa et al., 2012; Kemal, 2014; Langridge et al., 2015; Arya et al., 2017; Demirbilek,
2017). D'autres sérovars sont associés sporadiquement aux infections bovines (Cummings
et al., 2010b; La Ragione et al., 2013).

La maladie touche les animaux de facon isolée mais pourrait parfois prendre une forme
épidémique. Les symptdmes de la salmonellose chez les bovins peuvent inclure des
diarrhées parfois hémorragiques accompagnées de fievre, anorexie, déshydratation, et
diminution de la production laitiere (Mohler et al., 2009; Cummings et al., 2010a ; Costa
et al., 2012; Arya et al., 2017; Chlebicz & Slizewska, 2018), bien que de nombreuses
infections restent asymptomatiques (Cummings et al., 2010b). Des avortements peuvent
également survenir, indépendamment ou non des cas de diarrhées (Costa et al., 2012; La
Ragione et al., 2013; Andino & Hanning, 2015). Les bovins infectés par des sérovars
spécifiques a I'hote tels que S. Dublin continuent a excréter Salmonella de maniére
intermittente, sur des durées variables plus ou moins longues par rapport a ceux
contaminés par les autres sérovars a large spectre d'hétes (Hoelzer et al., 2011; Kemal,
2014). Les bovins infectés pourraient excréter jusqu'a 10 CFU de Salmonella/ g de féces
(Barrow et al., 2010; Demirbilek, 2017).

Le bétail constitue donc un important réservoir d’infections humaines. Les bovins jouent
un réle primordial en tant que source des infections d'origine alimentaire, et un nombre
considérable de sérovars frequemment isolés chez I'nomme, souvent résistants aux
antibiotiques, ont été isolés chez des bovins malades ou apparemment sains (Hoelzer et al.,
2011; Kemal, 2014). Les denrées alimentaires a base de viande bovine figurent parmi les
cing principaux produits liés aux TIAC a Salmonella spp. (Andino & Hanning, 2015). La
contamination fécale des carcasses de bovins au moment de I'abattage serait la principale

source de transmission (Cummings et al., 2010a; Chlebicz & Slizewska, 2018).
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2.2.2. Salmonelloses ovines

Comparée a la salmonellose bovine, I'incidence générale de la maladie chez les ovins

est faible dans la plupart des pays (Uzzau, 2013; Demirbilek, 2017).

La gravité et la manifestation clinique de I'infection a Salmonella chez les petits ruminants
different selon le groupe d'age et le sérovar en cause. La salmonellose entérique aigué est
fréquente chez les ovins adultes, entrainant une fiévre, une anorexie et des diarrhées, tandis
que la septicémie est fréquente chez les jeunes animaux (Martin-Atance et al., 2012;
Chirila et al., 2017). Le portage asymptomatique et la gastro-entérite chronique ont
également ¢été décrits (Uzzau, 2013). Des cas d’avortements dus a une infection par des
sérovars tels que S. Typhimurium ou S. Dublin ont été enregistrés (Hoelzer et al., 2011;
Martin-Atance et al. 2012), mais l'avortement est le plus souvent causé par Salmonella
Abortusovis, un sérovar adapté aux ovins qui infecte aussi occasionnellement les chevres
(Valdezate et al., 2007; Belloy et al., 2009; Wirz-Dittus et al. 2010). D’autres sérovars, tels
que S. Typhimurium, S. Dublin et S. Montevideo peuvent également provoquer des

infections chez les ovins (Barrow et al., 2010; Duncanson, 2012; Chirila et al., 2017).

Durant les derniéres années, I'examen des ovins en bonne santé, en age d'abattage a permis
I'identification et le signalement de plusieurs espéces de Salmonella, en raison de
problemes de santé publique liés a I'introduction de ces sérovars dans la chaine alimentaire
humaine (Demirbilek, 2017). Ainsi, la salmonellose ovine pourrait constituer un important
réservoir zoonotique d'infection humaine, et plusieurs études ont rapporté une transmission
de salmonelles par le biais des aliments d’origine ovine a I'nomme (Baker et al., 2007;
Vanselow et al., 2007; Hess et al., 2008; Belloy et al., 2009; Uzzau, 2013) .

2.2.3. Salmonelloses aviaires

Les volailles sont en général des porteurs sains (Hoelzer et al., 2011; Tessari et al.,
2012), et l'incidence technico-économique du portage du poulet de chair semble étre
minime, en fait, c'est le rdle des salmonelles dans les toxi-infections alimentaires
collectives qui explique leur importance dans la filiere (Antunes et al., 2016). 1l est a noter
que les pertes directes par des salmonelles en élevage aviaire sont en général mineures
alors que les conséquences hygiéniques pour I’alimentation humaine et les pertes indirectes
liées aux limitations commerciales qui en découlent, par leur fréquence et leur gravité, en

font une zoonose majeure.
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Chez la volaille, les sérovars S. Gallinarum et S. Pullorum exclusivement associes a cette
filiere induisent souvent une pathologie sévere, voire létale (Elgroud, 2008; de Freitas Neto
et al., 2010; Lutful Kabir, 2010; Langridge et al., 2015; Nwabor et al., 2015; Demirbilek,
2017; Chlebicz & Slizewska, 2018; Jajere, 2019). Cependant, la plupart des sérovars
peuvent infecter toute une série d’hotes différents et causent en général des infections
asymptomatiques. S’il existe de nombreux sérovars de salmonelles ubiquistes connus chez
le poulet (plus de 200 ont été identifiés chez les volailles), S. Enteritidis, S.Typhimurium,
S. Senftenberg, S. Infantis, S. Kentucky, S. Hadar et S. Heidelberg prédominent dans les
problémes liés a la santé publique (Barrow et al., 2010; Lutful Kabir, 2010; Andino &
Hanning, 2015; Antunes et al., 2016; Demirbilek, 2017; Chlebicz & Slizewska, 2018).
3. Pouvoir pathogene

Les salmonelles ne créent en général des réactions cliniques que si elles sont ingérées
en quantité suffisante. Chez I'homme en bonne santé, la dose infectieuse est généralement
de 10* & 10° bactéries/g d’aliment (Bell & Kyriakides, 2009; Chen et al., 2013). Cependant,
cette notion de charge microbienne n’est pas toujours vérifiée, des toxi-infections causées
par I’ingestion de trés faibles doses (d’environ 10 cellules) ont été signalées (Bell &
Kyriakides, 2009; Nwabor et al., 2015; Antunes et al., 2016), ceci est di a plusieurs

facteurs:
v Tenant a I’homme : la sensibilité varie avec :
o L’Age : outre les gastroentérites, des cas de septicémies sévéres parfois fatales sont

souvent enregistrés chez les nourrissons, les enfants en bas age ainsi que les personnes
ageées (Scallan et al., 2011; Chen et al., 2013; Eng et al., 2015; Kurtz et al., 2017; Palmer
& Slauch, 2017).

Le rapport de ’ECDC (2016) montre que le taux le plus élevé de cas de salmonelloses
enregistrés durant I’année 2014 a été observé chez les jeunes enfants agés de 0 a 4 ans. Ce
taux était presque trois fois plus élevé que chez les enfants plus agés et au moins six fois

plus élevé que dans les autres groupes d’age.

e L’¢tat de santé : les malades, les convalescents, les gastrectomisés, les
immunodéprimes sont les plus predisposés (Bell & Kyriakides, 2009; Nwabor et al., 2015 ;
Palmer & Slauch, 2017).
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Dans ces deux cas, 1’acidité gastrique est réduite, ce qui permet aux germes de franchir la
barriere stomacale plus facilement et en plus grande quantité (D’Aoust & Maurer, 2007),

ou de se multiplier massivement a partir d’une quantité initiale faible (Humbert., 2005).

v Tenant a I’aliment : il a été noté que la maladie pourrait étre dle a
I’ingestion d’un nombre beaucoup plus faible de germes s’ils sont ingérés comme une part
d’un aliment contaminé (Waterman & Small., 1998). D’autre part, de faibles doses
infectieuses de 10 a 100 cellules de S. enterica ont été signalées lors de TIAC impliquant
des aliments riches en lipides comme le chocolat, le beurre d'arachide et le salami
(Barceloux, 2008; Bell & Kyriakides, 2009; Trinetta et al., 2019). On pense que ce genre
d’aliments joue un role protecteur pour le germe vis-a-vis de I’acidité gastrique, des

enzymes digestives et des sels biliaires (Aviles et al., 2013).

Les doses infectantes sont aussi moins €levées lorsqu’elles sont ingérées dans les liquides a

cause du passage rapide par le milieu acide dans 1’estomac (D’Aoust & Maurer, 2007).

v Tenant au germe : pour les fievres typhoides et paratyphoides, quelques
cellules suffisent pour déclencher I’infection, alors que la dose infectante est généralement
élevée pour les toxi-infections alimentaires et varie selon le sérovar en cause (Barceloux,
2008). Les sérotypes S. Pullorum et S. Gallinarum sont considérés parmi les moins
pathogénes pour I’homme, alors que le S. Choleraesuis, S. Dublin, et S. Enteritidis sont les
plus pathogénes (Jay et al., 2005; D’ Aoust & Maurer, 2007).

3.1 Pathogénie

La pathogénie des infections a Salmonella a été particulierement étudiée, et si des
zones d’ombres subsistent encore, les grandes étapes sont désormais assez bien connues.
Ces infections résultent d’une interaction complexe entre les déterminants de la virulence

bactérienne et les mécanismes de défense de 1’héte (figure 6).
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Figure 6: Attachement, colonisation, invasion, propriétés de virulence et mécanisme de

défense de I'h6te contre Salmonella (Kemal, 2014)

Les caractéristiques essentielles de la pathogénie des salmonelles sont leur capacité a entrer
dans les cellules-hotes et a y demeurer comme parasite intracellulaire facultatif (Gog et al.,
2012). Dans les conditions naturelles, les salmonelles typhiques et non typhiques sont
typiquement acquises par I’ingestion orale (Akyala & Alsam, 2015; Eng et al., 2015; Pham
& McSorley, 2015; Graziani et al., 2017).

Avant de pouvoir infecter 1’hote, les cellules de Salmonella ingérées doivent réussir a
survivre a D’action bactéricide des lactoperoxydases dans la salive et le pH acide de
I’environnement gastrique, afin de pénétrer dans 1’intestin gréle ou se trouve ¢galement des

agents enzymatiques (Singh et al., 2018).

Une fois dans I’intestin gréle (figure 7), les salmonelles peuvent, le plus rapidement
possible, adhérer et traverser la mugueuse intestinale au niveau des récepteurs cellulaires
spécifiques, déclenchant ainsi une série de réactions aboutissant a un remaniement du
cytosquelette (Hallstrom & McCormick, 2011; Velge et al., 2012; Boumart et al., 2014).

L’invasion de 1’épithélium intestinal provoque une gastro-entérite par multiplication dans
le tissu lymphoide associée (plaques de Peyer), et la destruction de la bordure en brosse des
entérocytes (D’Aoust & Maurer, 2007; La Ragione et al., 2013 ; Eng et al., 2015; Pham &
McSorley, 2015). Ceci est réalisé grace au systéme de sécrétion de type Il (T3SS1), et
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aussi aux fimbriae et/ou les adhésines non fimbriales a la surface de Salmonella qui
peuvent également induire une fixation et une internalisation via un processus indépendant
de T3SS1 (Ibarra & Steele-Mortimer, 2009; Hurley et al., 2014).

La progression de la maladie vers une infection disséminée résulte de I’envahissement des
ganglions mésenteriques suivi par une phase de multiplication dans les macrophages et les
cellules réticulo-endothéliales, induisant une réponse inflammatoire et la sécrétion d’une
entérotoxine diarrhéique (Ibarra & Steele-Mortimer, 2009; Hallstrom & McCormick, 2011;
Boumart, et al., 2014; Akyala & Alsam, 2015; Pham & McSorley, 2015; Graziani et al.,
2017).

Les salmonelles, ayant la propriété de survivre dans les phagocytes, accederont a la
circulation sanguine, puis infecteront les organes secondaires du systeme réticulo-
endothélial tels que le foie, la rate, la vésicule biliaire et la moelle osseuse (Hurley et al.,
2014; Singh et al., 2018; Wang et al., 2020).
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g Les bactéries sont internalisées dans les phagocytes, puis a nouveau localisées dans le VSC

Figure 7 : Pathogenése d’une infection a Salmonella (Dos Santos et al., 2018)
3.2. Facteurs de virulence chez Salmonella

Afin de surmonter les défenses immunitaires de 1’hote et causer une infection,
Salmonella dispose d’un arsenal de facteurs de virulence communs a la plupart des
sérovars (figure 8). Une grande portion des génes encodant ces facteurs se trouvent au
niveau des SPI (Salmonella pathogenicity islands), alors que d’autres se trouvent au niveau
des plasmides ou ailleurs dans le chromosome bactérien (de Jong et al., 2012; Singh et al.,
2018). A ce jour, plus de 300 génes de virulence et une vingtaine de SPI ont été décrits
(Graziani et al., 2017).
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Figure 8 : Facteurs de Virulence de S. Typhimurium et S. Typhi (de Jong et al., 2012)
3.2.1. Salmonella Pathogenicity Islands (SPI)

Les SPI sont de grandes régions d’ADN génomique (de 10 a 100 kb) caractérisées
par leur absence du chromosome chez E. coli et un contenu en G et C qui différe de la
composition moyenne de I’ensemble du génome (qui est d’environ 52% chez Salmonella)
(Dos Santos et al., 2018). Ces SPIs, dont les variations structurales, fonctionnelles et la
prévalence peuvent varier d’un sérovar a I’autre, jouent un role dans la spécificité de I’hote

et leur degré d’invasivité.

Les génomes des sérovars Typhimurium et Typhi possédent 11 SPI en commun (SPI-1 a 6,
9, 11, 12, 13 et 16). Les SPI-8 et SPI-10 ont été identifiés chez S. Typhi. Par ailleurs, un
seul SPI est retrouvé uniguement chez S. Typhimurium, le SPI-14, et six SPI sont présents
uniquement chez S. Typhi (SPI-7, 8, 10, 15, 17 et 18). Récemment, le SPI1-19 fut identifié
chez les sérovars Dublin, Weltevreden, Agona, Gallinarum et Enteritidis (Sabbagh et al.,
2010), les SPI-20 et SPI-21 furent détectés chez la sous-espéce arizonae sérovar
62:z4,223:- (Blondel et al., 2009), le SPI-22 chez la sous-espéce bongori (Cheng et al.,
2019) et le SP1-23 chez S. Derby (Sévellec et al., 2018).

Parmi 5 ilots majeurs (figure 9), SPI-1 et SPI-2 qui a eux deux contiennent plus de 75

genes de virulence, demeurent les plus grandement étudiés.
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o SPI-1 représente un Tlot de 43 kb acquis par le transfert génétique horizontal,
portant les éléments du premier systeme de sécrétion T3SS-1 (Boumart et al., 2014;
Jennings et al., 2017; Yoo et al., 2017; Bernal-Bayard & Ramos-Morales, 2018; dos Santos
et al., 2018; Cheng et al., 2019; Khajanchi et al., 2019; Lou et al., 2019). Ce systéeme
sécréte au moins une quinzaine d’effecteurs dans le cytosol eucaryote et déclenche une
réorganisation du cytosquelette de la cellule épithéliale hote et joue ainsi un role primordial
dans la pénétration de Salmonella dans les cellules non phagocytaires (Ibarra & Steele-
Mortimer, 2009; Lahiri et al., 2010; Ramos-Morales, 2012; Anderson & Kendall, 2017;
Viala et al., 2017; Herhaus & Dikic, 2018). Par ailleurs, plusieurs effecteurs du SST3-1
participent a des événements suivant 1’invasion de la cellule, dont la formation et le
positionnement de la SCV (Salmonella-containing vacuoles) (Gog et al., 2012; Ruby et al.,
2012; Hurley et al., 2014; Arya et al., 2017; llyas et al., 2017; Dos Santos et al., 2018;
Singh et al., 2018 ; Roland et al., 2020). Le SPI-1 encode aussi pour les chaperons, ainsi
que pour un systéme de captation du fer encodé par 1’opéron SitABCD, (Song et al., 2017;
Lopez & Skaar, 2018; Khajanchi et al., 2019; Wang et al., 2020). L’ilot SPI-1 comprend
plus de 35 genes (Viala et al., 2017; Yoo et al., 2017) qui peuvent étre divisés en 3 opérons
majeurs: les opérons prg/org et inv/spa codent pour les composants structuraux de
I’appareil de sécrétion et I'opéron sic/sip code pour les protéines effectrices et le translocon
(SipBCD), une structure formant des pores qui s’incruste dans la membrane de la cellule
hote permettant le passage des effecteurs vers le cytoplasme (Fabrega & Vila, 2013; Song
et al., 2017; Viala et al., 2017). Salmonella bongori et tous les sérovars de Salmonella
enterica possedent cet Tlot de pathogénicité (Lahiri et al., 2010; Ramos-Morales, 2012).

e L’ilot SPI-2 : est une séquence chromosomique de 40 kb, qui contient environ 40
geénes, regroupés en quatre opérons (Hurley et al., 2014; Dos Santos et al., 2018; Wang et
al., 2020):

v Le ssa code pour le systeme de sécrétion de type 3, le T3SS-2 est
structuralement proche du ler systéme de sécrétion, et ressemble également a un
«injectisome », traverse les membranes internes et externes de la bactérie ainsi que la
membrane plasmique de la cellule hote et garantit a la bactérie sa survie et sa prolifération
dans le macrophage (Ibarra & Steele-Mortimer, 2009; Lahiri et al., 2010 ; Ramos-Morales,
2012; Anderson & Kendall, 2017; llyas et al., 2017; Jennings et al., 2017; Bernal-Bayard
& Ramos-Morales, 2018; Herhaus & Dikic, 2018; Cheng et al., 2019; Khajanchi et al.,
2019 ; Roland et al., 2020),
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v le ssr code pour la régulation et la biosynthese du systeme de sécrétion,
v le ssc code pour la sécrétion du chaperon,
v le sse est un codeur pour les effecteurs.

(Dos Santos et al., 2018; Wang et al., 2020).

Le SPI-2 se retrouve chez tous les serovars de Salmonella enterica et est absent de ceux de
Salmonella bongori (Ramos-Morales, 2012; Bernal-Bayard & Ramos-Morales, 2018;
Cheng et al., 2019).

eLe SPI-3 est un locus de 17 kb qui porte 10 génes importants qui encodent pour
des protéines sans relation fonctionnelle évidente les unes avec les autres, car elles
interviennent a la fois pour la survie dans les macrophages et la croissance dans des
conditions pauvres en ions Mg*? (Hurley et al., 2014; Bhunia, 2018), Parmi ces génes, le
mgtCB, codant pour les protéines nécessaires a la survie dans les macrophages (Wang et
al., 2020). D'autre part, MisL, une protéine codée dans SPI-3, contribue a la colonisation
intestinale et est nécessaire a la persistance intestinale a long terme et participe aux
interactions Salmonella-hote lors de I'infection (Fabrega & Vila, 2013; Wiedemann et al.,
2015; llyas et al., 2017; Dos Santos et al., 2018).

Bien que le degré de variation séquentielle de SPI-3 soit élevé parmi les différents sérovars
de Salmonella, la structure de SPI-3 est conservée entre S. Typhi et S. Typhimurium
(Singh et al., 2018)

e L’ilot SPI-4 est un locus d'environ 27 Kb de taille (Hurley et al., 2014; Singh et
al., 2018; Wang et al., 2020). Il ne contient que six génes organisés en un seul opéron
appelé siiABCDEF, il joue un réle lors de l'interaction initiale avec I'épithélium intestinal
et contribue éventuellement a la persistance de la bactérie dans les cellules hétes (Fabrega
& Vila, 2013; Wiedemann et al., 2015; Yoo et al., 2017; Dos Santos et al., 2018; Cheng et
al., 2019; Kirchweger et al., 2019)

¢ SPI-5 est d'environ 7,6 Kb de taille (Singh et al., 2018), et est composé de cing
genes (pipD, sigD/sopB, sigE/pipC, pipB et pipA) (Dos Santos et al., 2018; Cheng et al.,
2019; Wang et al., 2020). Le SPI-5 code également pour les protéines effectrices du T3SS
codé par SPI-1 et SPI-2 (Hurley et al., 2014; Singh et al., 2018). Parmi les cing protéines
codees, SopB (SigD chez S.Typhimurium) est la mieux décrite et connue pour étre
transloquée par le T3SS-1 dans le cytoplasme de la cellule hote (Dos Santos et al., 2018),

alors que la pipB codée au sein de SPI-5, aurait initialement contribué a
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I'entéropathogenese de S. Dublin chez les bovins (Fabrega & Vila, 2013; Hurley et al.,
2014).

SPI-1
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Figure 9: Représentation schématique des principaux genes portés par les SPI 1 a5 et

leurs fonctions putatives (Fabrega & Vila, 2013).
3.2.2. Fimbriae ou pili

Ce sont des structures a poils courts, de 2-8 nm de large et 0,5-10 um de long,
principalement composés de protéines hélicoidales nommées fimbrines (Wiedemann et al.,
2015; Almeida, 2018). IIs assurent la médiation de 1’adhésion des salmonelles aux cellules
hétes, aux aliments, a I’acier inoxydable, etc., et ont été impliqués dans divers autres réles,
notamment la formation de biofilms, la séroconversion, 1’hémagglutination, 1’invasion

cellulaire et les interactions de macrophages (Jones, 2013; Jajere, 2019).

Divers types de fimbriae ont été décrits chez S. Typhimurium et interviennent dans
I’adhésion et la formation des biofilms : Fimbriae type 1, Fimbriae en boucle (curly
fimbriae), Fimbriae Pef, Fimbriae Std (Fabrega & Vila, 2013 ; Wiedemann et al.,
2015; Johnson, 2017). Les Fimbriae Type IV ont été décrits chez S. Heindelberg, S. Typhi
et S. Paratyphi (Sabbagh et al., 2010; Karuppiah et al., 2013; Dufresne & Daigle, 2017).
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Les opérons putatifs qui codent pour les protéines impliquées dans la biosynthése, la
structure et 1’assemblement des fimbriae sont: agf (csg), stc, bcf, fim, Ipf, saf, stb, std, stf,
sth, sti et stj placés dans le chromosome et le gene pef qui est localisé sur un plasmide
(Jones, 2013; Wiedemann et al., 2015; Dufresne & Daigle, 2017; Almeida, 2018; Dos
Santos et al., 2018).

Ces opérons ne sont pas tous exprimés dans chaque souche de S. enterica, la plupart ne
sont pas exprimés in vitro, et il est difficile de savoir lesquels sont exprimés chez les hotes
humains (Johnson, 2017).

3.2.3. Flagelles

Les flagelles constituent I'un des facteurs de virulence impliqués dans la phase
initiale du processus d'infection, spécialement dans la chimiotaxie et 1’attachement a la
cellule (Das et al., 2018). Les flagelles sont de longs appendices rotatifs, hélicoidaux,
situés a la surface des cellules bactériennes et permettent aux espéces de Salmonella de
nager dans un milieu liquide et d’essaimer sur des surfaces solides (de Jong et al., 2012;

Dos Santos et al., 2018).

La synthese et les fonctions des flagelles nécessitent 1’expression de plus de 50 genes
répartis sur plusieurs opérons (flh, flg, fli, flj, mot, che, tar, tsr, et aer) qui constituent les
régulons flagellaires (Jones, 2013; Das et al., 2018; Cheng et al., 2019).

S. enterica exprime alternativement deux protéines filamentaires flagellaires différentes
FIjB et FIiC, dans un processus connu sous le nom de variation de phase flagellaire
(Sabbagh et al., 2010; De Maayer & Cowan, 2016; Horstmann et al., 2017; Cheng et al.,
2019; Jajere, 2019). En fonction du gene de flagelline exprimé, Salmonella présente des
propriétés antigéniques complétement différentes qui pourraient étre avantageuses pour
que ce pathogene échappe au systéme de défense de I’hote (Choi et al., 2017; Almeida,
2018).

3.2.4. Lipopolysaccharides (LPS)

Le lipopolysaccharide composant majeur de la membrane externe des bactéries Gram
négatif, joue un réle important dans la virulence chez les bactéries pathogenes. Le LPS

permet aux salmonelles de coloniser I’intestin, et contribue a 1’invasion et a la survie dans

36



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

les macrophages, ainsi, il les protege des composeés toxiques tels que les antibiotiques, les

sels biliaires, et les détergents (Rycroft, 2013;Wiedemann et al., 2015).

Le LPS est composé de trois domaines : la région lipidique A hydrophobe interne, le noyau
oligosaccharidique et la chaine externe O polysaccharide (Rycroft, 2013; Tan & Kagan,
2014). L’antigéne O est constitué de chaines répétées de polysaccharides, de galactose, de

rhamnose et de mannose.

Les études ont montré que les mutations qui causent des modifications dans la structure du
LPS, en particulier le composant lipide A, représentent une stratégie de virulence
commune adoptée par les bactéries pathogenes pour échapper au systéme immunitaire de
I’hote (Kong et al., 2011; Tan & Kagan, 2014; Bernal-Bayard & Ramos-Morales, 2018).

3.2.5. Plasmides de virulence

Les plasmides virulents de Salmonella sont importants pour la multiplication
bactérienne dans le systeme réticulo-endothélial de I’homme et des animaux a sang chaud
(Dos Santos et al., 2018).

Plusieurs sérovars appartenant a Salmonella enterica sont porteurs de plasmides de
virulence, notamment S. Enteritidis, S. Abortusovis, S. Dublin, S. Choleraesuis, S.
Paratyphi C, S. Gallinarum/Pullorum, S. Sendai et S. Typhimurium (Feng et al., 2012,
Fabrega & Vila, 2013; de Moraes & Teplitski, 2015 ; Silva et al., 2017; Dos Santos et al.,
2018; Singh et al., 2018; Wang et al., 2020). Ces plasmides se différencient d’un sérotype
a lautre en fonction de leur taille (Silva et al., 2017) allant du plus grand plasmide de S.
Sendai (285 kb) au plus petit (50 kb) chez S. Choleraesuis (Feng et al., 2012; De Moraes &
Teplitski, 2015).

Chez S. Typhimurium, le plasmide de virulence nommé le pSLT, d’une taille de 95 kb,
est impliqué dans D’invasion des plaques de Peyer, des ganglions lymphatiques

mésentériques et de la rate (Silva et al., 2017 ; Cheng et al., 2019).

Les isolats porteurs du plasmide présentent toutefois généralement une virulence accrue.
Le médiateur de cette virulence accrue est I'opéron spv (Salmonella plasmid virulence)
déterminant de la virulence, de 7,8 kb, composé des genes spv A, B, C, D et le géne
régulateur spvR, désignés ensemble spv RABCD (Fabrega & Vila, 2013; Nwabor et al.,
2015; Crump & Wain, 2017; Singh et al., 2018), dont I'expression modifie le cytosquelette
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de la cellule hote et supprime la fonction des neutrophiles et des macrophages et par

conséquent I’inactivation de la réponse immunitaire innée de 1’hdte (De Moraes &

Teplitski, 2015; Wu et al., 2016; Cheng et al., 2019; Gao et al., 2019; Wang et al., 2019).

Le plasmide pSLT possede également un second opéron, le pef, qui code pour les

composants des fimbriaes (Gao et al., 2019).

Bien que le spv soit commun a tous les plasmides de virulence de Salmonella, des facteurs
de virulence supplémentaires ou des genes de résistance aux antimicrobiens peuvent

également étre codés (Cheng et al., 2019).
3.2.6. Antigene Capsulaire (Vi)

L'antigene Vi est un polysaccharide capsulaire trouvé principalement chez S. Typhi
et S. Paratyphi C qui ne participe pas a la colonisation bactérienne, mais il diminue la
réponse inflammatoire locale et améliore la virulence systémique (Marshall & Gunn, 2015;
Gibani et al., 2018; Johnson et al., 2018; Wang et al., 2020).

En outre, Salmonella posséde deux systemes de régulation appelés TCS (two-component
system) qui sont des capteurs capables de détecter les variations du pH, la disponibilité des
nutriments, le stress oxydatif et la présence de molécules toxiques, permettant ainsi, a la
bactérie de s’adapter et de survivre dans certaines conditions drastiques (pH gastrique et
I’environnement intracellulaire) (Lahiri et al., 2010 ; Anderson & Kendall, 2017 ; Tiwari et
al., 2017).

4. Méthodes de détection et de caractérisation des salmonelles

La détection et la caractérisation des salmonelles s’inscrit dans la démarche globale
de collecte de données descriptives et analytiques pour comprendre et anticiper la diffusion
de ce pathogéne tout au long de la chaine alimentaire. De ce fait de nombreuses méthodes
ont été développées au cours des derniéres années (figure 10), se divisant en deux grands
types. Les méthodes phénotypiques étudient les propriétés exprimées par les bactéries :
formule antigénique, résistance aux antibiotiques, biotypie, lysotypie, profils protéiques,
etc. Alors que, les méthodes moléculaires ciblent partiellement ou totalement le génome
bactérien : plasmides, intégrons, Tlots génomiques, chromosome, motifs nucléotidiques
répétés, courtes sequences spécifiques, etc. Ces méthodes apportent des informations

complémentaires sur les souches isolées. Une multitude de marqueurs génétiques conferant
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un caractére particulier (virulence, résistance, réponse a un stress) ont été décrits. Nous

développerons ci-dessous, les techniques phénotypiques et moléculaires les plus connues :

© =)

La PFGE a été décrite pour la La MLVA a commencé a étre La WGS a été utilisée pour la premiére fois
premiére fois en 1984, développée appliquée aux études scientifiques pour retracer une épidémie multi-étatique
comme méthode de typage des sur les procaryotes (y compris de Salmonella aux Etats-Unis en 2009,
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depuis plus de 80 ans automatisée par DiversiLab dans de 100 sérotypes de Salmonella
les années 2000 jusqu'a présent
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Figure 10: Chronologie du développement de certaines méthodes de caractérisation de

Salmonella spp. (Tang et al., 2019)
4.1. Méthodes conventionnelles

Les micro-organismes pathogénes dans les aliments, dans I’environnement ou bien
dans les matieres fécales sont généralement présents en petit nombre et peuvent entrer en
concurrence avec une flore saprophyte, abondante dans certaines matrices alimentaires.
L’amplification biologique classique par la culture bactérienne est toujours la seule
méthode permettant la mise en évidence en un a plusieurs jours d’une vaste gamme de
bactéries en monoflore ou multiflore dans un échantillon. Elles ont néanmoins profité

d’une certaine automatisation dans la mise en ceuvre ou la lecture des résultats.

Pour permettre de comparer I'analyse des parameétres microbiologiques, par exemple les
données de surveillance de Salmonella dans différents pays, des méthodes standards
internationales ont été développées. A cette fin, 1’Organisation Internationale de
Standardisation (ISO) et le Comité Européen de Normalisation (CEN) jouent un réle
important. Cependant, chaque zone de travail peut toujours avoir sa propre méthode

standard pour le méme paramétre.
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Quoique les normes dites de routine soient relativement lentes, lourdes et colteuses (durent
plusieurs jours et exigent un personnel qualifié et beaucoup de matériel), elles demeurent
toujours nécessaires pour isoler 1’agent pathogéne en cause (Kemal, 2014; Lee et al., 2015;
Bell etal., 2016; Rajapaksha et al., 2019).
4.1.1. Norme ISO 6579

Il s’agit d’une norme internationale qui donne les directives genérales concernant les
méthodes de recherche des Salmonella a partir des produits destinés a la consommation
humaine ou a I’alimentation animale (Arya et al., 2017; Demirbilek, 2017; Mooijman,
2018; Mooijman et al., 2019; Paniel & Noguer, 2019).
Jusqu'au 2016, il existait trois normes standards internationales pour la détection de
Salmonella spp. :

- ISO 6785:2001 [IDF 93:2001] : pour les laits et produits laitiers — Recherche de
Salmonella spp.

- ISO 6579:2002 : relative a la microbiologie des aliments — Méthode horizontale
pour la recherche des Salmonella spp.

- ISO 6579:2002/AMD 1:2007 : relative également a la microbiologie des aliments
— Méthode horizontale pour la recherche des Salmonella spp. — Amendement 1: Annexe
D: Recherche des Salmonella spp. dans les matieres fécales des animaux et dans des
échantillons environnementaux au stade de la production primaire
Des révisions périodiques systématiques de I'ISO 6579: 2002 ont eu lieu chaque cing ans et
il a été décidé non seulement d'essayer de fusionner les trois normes susmentionnées dans
un seul document, mais également de réviser I'lSO 6579 sur plusieurs points techniques
(Mooijman, 2018; Mooijman et al., 2019). La derniére version de I'!SO 6579 a été publiée
en 2017. Cette edition (ISO 6579-1: 2017) reste donc d’actualité.
Cette norme concrétement inapplicable en routine (du fait qu'elle exige deux isolements,
apres 24h mais aussi apres 48h d’incubation; chaque prélevement correspondra a 8 boites
d’isolement ; 5 colonies caractéristiques sont prélevées de chaque boite de milieu gélosé
sélectif, un prélevement correspondra donc a 40 galeries biochimiques), sera réservée aux
situations de litige.

4.1.2. Norme AFNOR V08-052
C’est une copie simplifiée de la norme ISO 6579. Elle a été longtemps utilisée mais

elle n’est plus valide depuis 2006.
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4.2. Meéthodes altératives et complémentaires
4.2.1. Méthodes phénotypiques
Elles se basent sur les caracteres exprimes par les microorganismes.
42.1.1. Biotypie
La biotypie repose sur la mise en évidence des caracteres biochimiques différentiels
qui permettent de classer les souches selon leur activité métabolique (Tessari et al., 2011;
Krzysciak et al., 2014; Ferrari et al., 2017). Les tests biochimiques peuvent étre réalisés en
macrogalerie et en micro-galerie commercialisées tel le systtme miniaturisé APl 20E
(Analytical Profile Index, BioMérieux). Plusieurs schémas de biotypie ont été publiés pour
certains serovars, le plus connu est celui de S. Paratyphi B qui se distingue en 2 biotypes
« d-tartrate négatif » et « d-tartrate positif » dit biotype « Java » impliqué dans des cas de
TIAC (Hernéndez et al., 2012; Toboldt et al., 2013; Nwabor et al., 2015; Gand et al.,
2019).
La biotypie est un marqueur a faible pouvoir discriminant, cependant, elle a souvent été
utilisée dans les études épidémiologiques car elle est souvent stable, facile a utiliser et
d’interprétation facile.
42.1.2. Sérotypage par la méthode d’agglutination sur lame
Cette méthode de caractérisation phénotypique est la méthode de référence mise en
ceuvre par les laboratoires en premicre intention depuis plusieurs décennies pour la
différenciation des souches (Ricke et al., 2018; Tegegne, 2019). Le schéma de sérotypage
défini par Kauffmann et White puis revu par Le Minor, tient compte de la structure
antigénique des Salmonella et repose essentiellement sur la mise en évidence de facteurs
antigéniques et permet ainsi une classification des sérotypes en groupes antigéniques
«O»: A, B, C, et au sein de chacun d’entre eux, selon les antigénes flagellaires « H » qui
sont présents sous deux formes différentes (phases) (Tessari et al., 2012 ; Barco et al.,
2013; Nwabor et al., 2015; Arya et al., 2017; Ferrari et al., 2017; Crump & Wain, 2017;
Demirbilek, 2017 ; Yachison et al., 2017; Gand et al., 2019). Il existe 67 antigénes O et
114 antigénes H chez le genre Salmonella (Wattiau et al., 2011; Liu et al., 2014).
L'expression des antigénes flagellaires H1 et H2 est coordonnée via un meécanisme de
variation de phase; par conséquent, les sérovars exprimant deux types de flagelline sont
appelés diphasiques; ceux avec un seul type dantigéne flagellaire sont désignés

monophasiques (Shi et al., 2013). La plupart des isolats sont donc qualifiés de diphasiques.
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Les salmonelles monophasiques ne sont pas rares; les sous-types triphasiques et
quadriphasiques sont exceptionnels (Wattiau et al., 2011; Shi et al., 2013).
Pour pouvoir réaliser completement le sérotypage sur l'ensemble des souches de
Salmonella, environ 150 a 200 antisérums sont nécessaires (Tegegne, 2019). Sur les deux
espéces de Salmonella, enterica et bongori, environ 99% des sérotypes appartiennent a
I’espéce enterica et presque 60% d’entre eux sont regroupés dans la sous-espece enterica
(Abatcha et al., 2014a; Issenhuth-Jeanjean et al., 2014; Liu et al., 2014).
Le sérotypage est rapide, facile et simple d’utilisation. Toutefois, au quotidien, toutes les
souches ne sont pas sérotypables. Les antisera sont couteux et cette technique demeure
réservee aux laboratoires de références.
4.2.1.3. Antibiotypie

Cette technique est basée sur 1’étude de la sensibilité des souches a un panel
d’antibiotiques et parfois aux antiseptiques (Barco et al., 2013; Tegegne, 2019). Elle est
fréguemment réalisée dans un but thérapeutique, mais également utilisée dans le cadre
d’études épidémiologiques pour la différenciation des souches au sein de certains sérovars
particuliers de Salmonella notamment S.Typhimurium et S. Enteritidis (Abatcha et al.,
2014a; Crump & Wain, 2017). Ce marqueur a tres souvent eté utilisé car il est vite
disponible, moins couteux, reproductible et simple a interpréter (Barco et al., 2013).
Cependant, son inconvénient majeur réside dans le fait que ce profil est moins stable car la
résistance aux antimicrobiens est soumise a une pression sélective et est souvent associée a
des éléments génétiques mobiles (Crump et Wain, 2017; Tegegne, 2019). Les souches
épidémiologiquement liées peuvent avoir des profils de sensibilité antimicrobienne
différents en raison de la perte de plasmides ou de l'acquisition de nouveau matériel
génétique (Abatcha et al., 2014a; Ferrari et al., 2017). Toutefois, 1’émergence des
nouveaux phénotypes multi-résistants constitue fréquemment un signal d’alerte suggérant
la dissémination épidémique d’un clone (Durand, 2009).

4.2.1.4. Lysotypie

Parmi les méthodes classiques de caractérisation, la lysotypie consiste en 1’étude de
la sensibilité ou de la résistance d’une souche a une série de bactériophages sélectionnés
(Wattiau et al., 2011; Barco et al., 2013; Abatcha et al., 2014a; Crump & Wain, 2017;
Ferrari et al., 2017; Tegegne, 2019). Cette méthode de typage s'est avérée étre utile sur le
plan épidémiologique pour la différenciation des souches bactériennes lysables par une
série de phages au sein de certains sérovars de Salmonella (Abatcha et al., 2014a).
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Plusieurs systemes de lysotypie ont été élaborés, ils visaient a étudier de fagon plus précise
des souches appartenant a des sérotypes revétant des caractéristiques particulieres de la
pathogénicité tel S. Typhi (Crump & Wain, 2017), de la fréquence d’isolement
(Typhimurium, Enteritidis) (Barco et al., 2013; Abatcha et al., 2014a), ou de la résistance
aux antibiotiques exemple de Salmonella Typhimurium lysotype DT104 multirésistant
(Barco et al., 2012; Nair et al., 2018). Le nombre de bactériophages utilisés ainsi que le
nombre des lysotypes identifiés sont trés variables d’un sérotype a I’autre, avec 34 phages
et plus de 300 lysotypes différents, S. Typhimurium est un sérovar polymorphe (Pang et
al., 2012; Ferrari et al., 2017; Fu et al., 2017), alors qu’environ 70 lysotypes différents ont
pu étre identifiés chez Enteritidis (Crump & Wain, 2017).

Bien que la lysotypie des Salmonella utilise un matériel peu colteux, elle nécessite une
main d’ceuvre bien formée et est généralement réservée aux laboratoires de références
(Barco et al., 2013; Abatcha et al., 2014a). En outre, et en raison de 1’indisponibilité de la
gamme complete des phages au niveau des laboratoires, cette technique reste d’utilisation
limitée (Wattiau et al., 2011; Ferrari et al., 2017). La conversion du phage due a plusieurs
mécanismes, tels que la perte ou l'acquisition de plasmides et la mutation de genes codant
pour le lipopolysaccharide, est un autre inconvénient de la méthode observé chez des
isolats de Salmonella (Barco et al., 2012).

Enfin, ces méthodes phénotypiques ne peuvent donc servir que de signal d’alerte, leur
manque de pouvoir discriminant conduit, le plus souvent, a les utiliser en association. Dans
la majorité des cas, les résultats obtenus doivent étre complétés par la réalisation d’un
typage moléculaire.

4.2.2. Méthodes immunologiques et moléculaires

Différentes méthodes rapides avec une sensibilité et une spécificité élevées ont été
développées pour surmonter les difficultés et les limites des méthodes conventionnelles de
détection et d'identification d'agents pathogénes d'origine alimentaire. Les chercheurs
développent encore de nouvelles méthodes avec des améliorations en terme de rapidité, de
sensibilité, de spécificité et de pertinence pour I'analyse in situ (Zhao et al., 2014). Les
principales méthodes rapides actuellement appliquées a Salmonella sont :

4.2.2.1. Méthodes immunologiques

Des méthodes immunologiques ont été aussi mises en ceuvre pour la détection de

Salmonella, tel que ’ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), qui est le test a

base d'anticorps le plus répandu pour la détection des agents pathogénes dans les aliments
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(Zhao et al., 2014; Law et al., 2015; Wu & Zeng, 2017). L’ELISA est une technique
sensible qui requiert 1’'usage d’un anticorps spécifique de Salmonella spp. sur lequel est
greffée une enzyme (Park et al., 2014). Apres la formation du complexe anticorps-
antigene, la concentration de I'antigéne et la présence de Salmonella peuvent étre mesurées
par le changement de couleur provoqué par le clivage enzymatique d'un substrat
chromogene (Zhang, 2013; Lee et al., 2015). De nombreux systemes automatiques (Kits)
sont proposés par différentes sociétés, le plus connu est le test BIOLINE Salmonella
ELISA pour la détection de Salmonella dans les denrées alimentaires et les aliments pour
animaux, dont la limite de détection est de 1 UFC / 25 g d'échantillon (Zhao et al., 2014;
Law et al., 2015). Néanmoins, I’ELISA reste une technique a utiliser uniqguement dans les
pays a faible prévalence d'infection a Salmonella spp (Arya et al., 2017).
4.2.2.2. PCR (Polymerase Chain Reaction)

Inventée en 1983 par Kary Mullis et brevetée en 1985 (Williams, 2010; Clark et

Pazdernik, 2013; Mohammed et al., 2015), la PCR est une technique non-culturale,
performante qui consiste en la synthese sélective et répétée in vitro d'une petite séquence
de I’acide nucléique (ADN) a partir d’une paire d’oligonucléotides synthétiques, ou
amorces, chacune s hybridant a un brin de la cible d’ADN double brin, encadrant ainsi une
séquence qui va étre reproduite exponentiellement (Gupta et al., 2012; Hedman &
Radstrom, 2013; Law et al., 2015). Ceci est assuré par I’action cyclique d’une ADN
polymérase thermostable (Taq polymérase) isolée d’une bactéric thermophile
(Thermophilus aquaticus) (Clark & Pazdernik, 2013; Mohammed et al., 2015).
La PCR (réaction de polymérase en chaine) est basée sur une répétition de cycles de
changement de température. En théorie, la quantité d’ADN obtenue par PCR est de 2", oU
n représente le nombre de cycle. Trente cycles suffisent généralement pour obtenir une
concentration d’ADN permettant sa visualisation sur le gel d’agarose, son clonage et son
séquencage. Chaque cycle de PCR se compose de 3 étapes (Clark & Pazdernik, 2013; Zhao
et al., 2014; Law et al., 2015; Mohammed et al., 2015) :

- La dénaturation ou les brins d’ADN sont séparés grace a une augmentation de
la température.

- L’hybridation ou, suite a une baisse de la température, les amorces
spécifiques s’hybrident sur les molécules simple brin d’ADN.

- L’¢longation ou les polymérases synthétisent le brin complémentaire de leur

ADN. Ce brin est fabriqué a partir de dNTPs libres présents dans le milieu réactionnel.

44



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Les produits d’amplification par PCR sont visualisés sous forme de bandes sur gel
d’électrophorése par coloration au bromure d’éthidium (Zhao et al., 2014).

Différentes techniques de PCR ont été développées, validées et standardisées selon les
orientations générales et les exigences de I’ISO (ISO 20838:2006, 1ISO/DIS 22119, ISO
16140:2003, ISO 6579:2002, ISO 22174) (Lee et al., 2015).

Parmi les nombreux genes cibles étudiés pour la détection spécifique et sensible de toutes
les souches appartenant au genre Salmonella dans des échantillons alimentaires et
environnementaux, le gene invA reste la cible la plus connue (Chen et al., 2010; Postollec
etal., 2011; Cheng et al., 2015).

Plusieurs méthodes variantes de la PCR ont été développées. Ainsi, les souches de
Salmonella ont été détectées par la PCR classique, la PCR quantitative (en temps réel)
PCR (gPCR), la reverse transcriptase PCR (RT-PCR), et la multiplex PCR (mPCR) (De
Boer et al., 2010; Miller et al., 2011; Hosseinzadeh et al., 2014; Kemal, 2014; Yu et al.,
2016; Heymans et al., 2018; Xiong et al., 2018) et parfois en association avec d'autres
techniques telles que la séparation immuno-magnétique (Girones et al. 2010; Velusamy et
al., 2010). La multiplex PCR est largement utilisée en agro-alimentaire pour augmenter la
précision et réduire le temps d'analyse, permettant I'identification simultanée de plusieurs
agents pathogénes dans un échantillon alimentaire au cours d'une seule réaction (De Boer
et al., 2010 ; de Freitas et al., 2010; Wu & Zeng, 2017). Yu et al. (2016) ont développé une
PCR multiplex (m-PCR) pour la détection simultanée de Salmonella spp., S. aureus et L.
monocytogenes.

Comparées a d'autres méthodes, les méthodes basées sur la PCR ont montré une meilleure
spécificité, une plus grande sensibilité, un temps d'analyse plus court ainsi qu’une
meilleure précision (Wu & Zeng, 2017; Paniel & Noguer, 2019).

La limitation possible de certaines techniques basées sur la PCR réside dans la difficulté de
faire la distinction entre les cellules viables et non viables, car elles contiennent toutes
deux de I'ADN (Paniel & Noguer, 2019; Rajapaksha et al., 2019). De plus, les méthodes
basées sur la PCR conduisent souvent a des résultats faussement positifs ou faussement
négatifs, induits dans certains cas par l'inhibition de la réaction d'amplification par certains
composés de matrices alimentaires (lipides et protéines dans la viande et les produits
laitiers, polysaccharides et polyphénols dans les légumes et les fruits), ou par la
dégradation des séquences d'acide nucléique cibles dans I'échantillon (Schrader et al.,
2012; Hedman & Radstrom, 2013; Elizaquivel et al., 2014; Bell et al., 2016; Rajapaksha et
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al., 2019). Une contamination croisée entre les échantillons pourrait également se produire
(Wu & Zeng, 2017; Paniel & Noguer, 2019).

4.2.2.3. PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis)

Décrite en 1984 par les généticiens Charles Cantor et David Schwartz, la technique
PFGE (électrophorése en champ pulsé) est devenue l'outil de typage moléculaire le plus
utilisé en épidémiologie moléculaire en raison de la stabilité des profils générés et de son
pouvoir discriminatoire tres élevé (Barco et al., 2013; Abatcha et al., 2014a; Wright et al.,
2015 ; Nsofor, 2016; Ferrari et al., 2017; Tang et al., 2019). La PFGE a été adoptée pour
les surveillances des salmonelles dans les années 1990 (Wattiau et al., 2011; Zou et al.,
2013 ; Arya et al., 2017; Almeida, 2018). Elle est considérée comme le “gold standard”
des méthodes utilisées dans les investigations épidéemiologiques pour le typage
moléculaire des isolats notamment les sérotypes de Salmonella provenant de patients
humains, des animaux et des denrées alimentaires d’origine animale (Zou et al., 2013;
Wright et al., 2015). Elle est largement utilisée par le CDC (Centers for Disease Control),
qui par le biais de son réseau PulseNet International, a établi les protocoles standardisés de
PFGE (PulseNet, 2017) pour les principaux pathogénes responsables des TIAC. Ce réseau
maintient une base de données de profils PFGE de Salmonella contenant plus de 350 000

profils représentant plus de 500 sérovars (Tang et al., 2019).

Le principe de la PFGE repose sur une migration, par électrophorese dans un gel d’agarose
soumis & un champ pulsé, des fragments d’ADN génomique digéré par une endonucléase
de restriction (Nsofor, 2016). L’utilisation d’une enzyme reconnaissant seulement de rares
sites de restriction permet d’obtenir un nombre plus limité¢ de fragments (20-30), qui
peuvent étre séparés en fonction de leur taille par la technique d’électrophorése dite CHEF
(Clamped Homogenous Electric Field) (Goering, 2010; Barco et al., 2013; Tang et al.,
2019). Le résultat est un profil de restriction définissant un pulsotype caractérisant 1’isolat

bactérien étudié.

Les enzymes de restriction Xbal, BlInl, Notl, Pacl, Spel et Sfil ont été généralement
utilisées pour les bactéries a Gram négatif, y compris Salmonella (Goering, 2010; Ferrari et
al., 2017). L'enzyme de restriction principalement utilisée pour Salmonella PFGE est Xbal
qui génere habituellement entre 11 et 17 fragments d'ADN, chacun d’une taille variant de

40 a 800 Kb (Wright et al., 2015; Tang et al., 2019). La combinaison de profils générés en
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utilisant des enzymes de restriction supplémentaires comme Blinl et Ceul pourrait accroitre
le pouvoir discriminant de cette méthode pour différencier les souches de Salmonella trés

fortement apparentées (Zheng et al., 2011).

Des lignes directrices genérales pour déterminer la parenté génétique, et donc
épidémiologique, entre les isolats analysés ont été proposées selon les critéres
d’interprétation publiés par Tenover et al. (1995). Quatre catégories de relation possible
entre les souches sont ainsi définies en fonction du nombre d’événements génétiques
(mutation ponctuelle, insertion ou suppression d’/ADN) se traduisant par un nombre de
bandes:

v" souches “ indiscernables ™ : pas de différence entre les bandes observées ;

v' souches étroitement apparentées : deux ou trois bandes de différence ;

v' souches éventuellement apparentées : quatre a six bandes de différence ;
v

souches non reliées ou différentes : sept bandes différentes ou plus.

La représentation sous forme de dendrogramme permet de schématiser les liens existants
entre les souches. Des coefficients permettent le calcul des pourcentages de similarités
entre les souches. Quel que soit le coefficient utilisé, il est généralement admis que deux
isolats peuvent étre considérés comme apparentés si leur degré de similarité est supérieur a
80 %.

Les principaux avantages de cette technique sont sa reproductibilité par rapport aux autres
méthodes de génotypage, et son pouvoir discriminant élevé, qui reste néanmoins, variable
d’un sérovar a ’autre (Wattiau et al., 2011; Deng et al., 2014). C’est ainsi qu’il existe un
bon polymorphisme par PFGE chez S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Newport, S.
Mississippi, S. Saintpaul et S. Kentucky (Shi et al., 2013; Zou et al., 2013; Tang et al.,
2019). En revanche, la difficulté a normaliser les résultats afin de permettre la comparaison
intra et inter-laboratoires, et la charge de travail associée a la réalisation de cette approche
sont les inconvénients majeurs de la PFGE (Wattiau et al., 2011; Abatcha et al., 2014a;
Tegegne, 2019).

4.2.2.4. MLST (Multi Locus Sequence Typing)

La méthode de typage MLST décrite pour la premiére fois en 1998 (Achtman et al.,
2012) est utilisée dans beaucoup de domaines pour discriminer différentes souches entre

elles. Elle est basee sur le séquencage de génes de ménage (house keeping genes) ou de
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virulence choisis au préalable en vue de mettre en évidence des mutations sur ces géenes
(Barco et al., 2013; Shi et al., 2013 ; Almeida, 2018; Ricke et al., 2018). Ensuite, une
analyse de la variabilité allélique de ces géenes ou fragments de génes est réalisée (Ben
Salem et al., 2012). Les polymorphismes de chacun des genes sont répertoriés et
représentés par un codage pour chaque souche, décrivant ainsi le génotype (Ferrari et al.,
2017).

Le schéma le plus utilisé pour le typage des isolats de Salmonella par MLST, ciblant sept
genes de ménages (aroC, dnaN, hemD, hisD, thrA, sucA et purE) (Wattiau et al., 2011;
Yun et al., 2015; Ho et al., 2017) a été introduit pour la premiére fois pour Salmonella
Typhi en 2002 (Kidgell et al., 2002), et étendu a tous les sérotypes de Salmonella en 2012
(Achtman et al., 2012)

Les données MLST ainsi recueillies sont disponibles sur des bases de données librement
accessibles via internet. Ces bases permettent la comparaison des souches entre
laboratoires (Shi et al., 2013; Ferrari et al., 2017 ; Almeida, 2018). Actuellement, plus de
222.000 profils alléliques issus de 65.973 souches de Salmonella ont été établis et
rapportés dans la base de données MLST publiée en ligne (Ho et al., 2017). Certaines
recherches suggérent que la MLST est une excellente méthode pour devenir une référence
en matiére de classification de Salmonella et pourrait remplacer le sérotypage classique
(Achtman et al., 2012, Pethplerdprao et al., 2017).

L’approche par MLST est souvent comparée a celle de la PFGE. Bien qu’elle posséde un
temps d'analyse plus court, son pouvoir discriminant est nettement moindre que celui de la
PFGE (Barco et al., 2013; Arya et al., 2017; Tang et al., 2019). De plus, le codt de typage
des isolats par MLST est deux fois plus élevé que celui de la PFGE (Achtman et al., 2012).

4.2.25. MLVA (Multilocus Variable-Number Tandem-Repeat Analysis)

Le génotypage par MLVA repose sur I’amplification par PCR de plusieurs VNTRs
(Variable Number of Tandem Repeat) dispersés a de nombreux endroits différents, dits
loci, dans le génome de nombreuses bactéries (Liu et al., 2016; Tang et al., 2019). Les
tailles des amplicons sont déterminées par électrophorése capillaire, ce qui permet ensuite
d’évaluer le nombre de répétitions a un locus donné (Kerouanton et al., 2013; Ferrari et al.,

2017). Ceci conduit au développement des empreintes génétiques permettant
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I’identification des bactéries (Tang et al., 2019). Le résultat du typage est un code

numérique incluant le nombre de motifs a chaque locus (Dimovski et al., 2014).

La MLVA est une méthode de typage moléculaire a haute résolution qui a été développée
pour le diagnostic de S. Typhimurium en 2003 par Lindstedt et ses collaborateurs, et qui
s'est étendue a d'autres sérovars et pathogénes alimentaires (Dimovski et al., 2014). La
MLVA est le deuxiéme outil de génotypage majeur (apres PFGE) utilisé par le réseau
PulseNet dans les enquétes sur les flambées épidémiques de Salmonella, en particulier en
Europe (Tang et al., 2019).

Le principal avantage de la MLVA est son pouvoir discriminant qui a été prouvé et verifié
dans plusieurs études comparatives entre la MLVA et d’autres techniques moléculaires
telle que la PFGE (Barco et al., 2013; Kerouanton et al., 2013; Kjeldsen et al., 2015; Liu et
al., 2016; Ricke et al., 2018). De plus, la MLVA peut étre complétement automatisée et les
données générées sont plus facilement analysées et partagées et comparées entre les

laboratoires (Ferrari et al., 2017)

Néanmoins, le typage des salmonelles par la MLVA a été entravé par la grande variabilité
des sérovars de Salmonella. Malgré I'élaboration de certains protocoles MLVA
caractérisant plusieurs sérovars de Salmonella, il a été démontré qu'un schéma MLVA
efficace pour un sérovar n'est généralement pas aussi discriminant pour les autres (Wattiau
etal., 2011; Barco et al., 2013).

5. Résistance aux antibiotiques dans le genre Salmonella

Compte tenu de la gravité des infections a Salmonella tant sur le plan vétérinaire que
sur le plan hygiénique, ainsi que 1’acquisition par les salmonelles de nombreuses
résistances aux antibiotiques, la mise en place d’un plan de surveillance de 1’émergence
des souches résistantes est importante. En raison de la pression de sélection continuelle
imposee par l'utilisation d’agents antimicrobiens, les bactéries ont développé et/ou acquis
une variété tres importante de génes, de complexes de génes ou de mutations qui leurs
conferent une résistance aux antibiotiques (Michael et al., 2006; Prakash et al., 2012;
Michael & Schwarz, 2016).

Il a été démontré que les souches de Salmonella isolées a partir des denrées alimentaires
animales et d’origine animale, telle que la viande, la volaille, les ceufs, le lait, et les fruits

de mer présentent des taux €élevés de résistance aux antibiotiques, comme la streptomycine,
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la tétracycline et les sulfamides (Singh & Mustapha, 2014). Ces denrées alimentaires
peuvent contenir et transmettre des souches de Salmonella présentant des génes de
résistance et des eléments génétiques mobiles, possiblement transférables par voie
alimentaire a des bactéries de la flore gastro-intestinale humaine (Alexander et al., 2009;
Hur et al., 2012 ; Marrero-Ortiz et al., 2012 ; Maka et al., 2015). Ceci a été prouvé par
I’analyse génétique des souches bactériennes et des génes de résistance isolés des animaux
de ferme, des aliments et des sujets humains, et qui ont montré de fortes similitudes
(Leverstein-Van Hall et al., 2011).

L’utilisation abusive des antibiotiques dans I’alimentation des animaux destinés a la
consommation humaine pour I’amélioration de la croissance ainsi que pour des raisons
thérapeutiques ou prophylactiques serait a 1’origine d’une nette augmentation des cas de
salmonelloses humaines causées par les salmonelles multirésistantes d'origine alimentaire
(Chuanchuen & Padungtod, 2009; Marshall & Levy, 2011; Pui et al., 2011; Hur et al.,
2012; Fair & Tor, 2014). Une étude menée au Canada par Dutil et al. (2010) a montré
qu’apres le retrait volontaire des céphalosporines par 1’industrie québécoise du poulet de
chair en 2005, les taux de résistance de S. Heidelberg au ceftiofur ont considérablement
diminué chez les animaux et les humains, comparativement aux taux élevés de résistance
aux céphalosporines observés en 2003. Ceci justifie les réflexions conduites au niveau
international (I’Organisation mondiale de la santé — OMS et 1’Organisation mondiale de la
santé animale - OIE), sur les actions a entreprendre concernant les problemes de
résistances, qui s’accordent sur la nécessité d’imposer les mémes restrictions sur
I'utilisation d'antibiotiques importants en médecine humaine qu’en médecine vétérinaire, et
de mettre en place des systemes de surveillance de I’antibio-résistance des salmonelles,
notamment celles isolées des denrées alimentaires commercialisées, et des animaux sains
destinés a la consommation humaine (Chuanchuen & Padungtod, 2009; Frye & Jackson,
2013).

Les premiéres études crédibles sur 1’étude de la sensibilité aux antibiotiques de Salmonella,
datent des années 1940 aux Etats-Unis ; elles ne concernaient que les cyclines et les
phénicolés qui ont été testés sur des souches appartenant au sérovar dominant,

Typhimurium, collectées a travers tout le pays (Weill, 2008b).

La résistance aux antibiotiques dans le genre Salmonella a d’abord été identifiée chez le

sérotype Typhi vis-a-vis d’un seul antibiotique (le chloramphénicol) depuis, les années 50,
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sous la forme de cas sporadiques en Angleterre puis en Inde (Weill, 2008a; Pui et al.,
2011). Les chercheurs ont proposé I'ampicilline et 1’association triméthoprime-
sulfaméthoxazole comme antibiotiques alternatifs (Harish & Menezes, 2015). Cependant,
des souches multirésistantes a I’ampicilline, au chloramphénicol et aux tétracyclines ont
été identifiées, mais toujours a partir de cas sporadiques (Weill, 2010). Ultérieurement, la
résistance a I'ampicilline, au triméthoprime- sulfaméthoxazole, aux aminoglycosides, au
chloramphenicol et aux sulfamides s'est répandue dans le monde entier, liée généralement,
au potentiel de ces agents pathogénes bactériens pour le transfert horizontal de la résistance
induite par des plasmides, des transposons ou des cassettes de génes dans les intégrons
(Frye & Jackson, 2013). La résistance a ces antibiotiques traditionnels de premiere ligne

définit la multirésistance aux medicaments chez Salmonella enterica (Pui et al., 2011).

A la fin des années 1980, la prévalence des souches résistantes aux antibiotiques allait
connaitre un essor considérable avec I’émergence et la dissémination internationale rapide
d’un clone de S. enterica sérovar Typhimurium, individualisé sur la base de la lysotypie
(lysotype DT104) isolées initialement de mouettes et d’oiseaux exotiques au Royaume-Uni
(Weill, 2008b; Ibrahim et al., 2014; Economou & Gousia, 2015; Nair et al., 2018). Une
étude menée en 1996 par le CDC sur le Systeme de surveillance de la résistance de
Salmonella aux antibiotiques, a rapporté que jusqu'a 28% des S. Typhimurium isolés
présentaient un profil de résistance de type ACSSuUT comparativement a seulement 7% en
1990 (Deekshit et al., 2013). Ce clone a intégré dans son chromosome un ilot génomique
de 43 kb, le Salmonella Genomic Island (SGI1) dont une partie porte les différents génes
impliqués dans la résistance a I’ampicilline, blapsg.;, a la streptomycine et a la
spectinomycine, aadAl, au chloramphénicol, floR, aux sulfamides, sull, et aux
tetracyclines tetG, d’ou son nom de clone « pentarésistant » caractérisé par le phénotype
ACSSuTe (Weill, 2008a; Bugarel et al., 2011; de Toro et al., 2011; Hur et al., 2012; Frye
& Jackson, 2013). La source et le mécanisme par lequel S. Typhimurium DT104 a acquis
le SGI1 pour la premiére fois est méconnue. Cependant, le géne floR (responsable de
I’antibiorésistance au chloramphénicol) est apparent¢ au géne de résistance au
chloramphénicol (cmlA) localisé sur un plasmide conjugatif de Pseudomonas aeruginosa
(Hur et al., 2012).

Actuellement, et en plus de la résistance aux antibiotiques couramment utilisés, comme
I'ampicilline, la streptomycine, les sulfamides, le triméthoprime et la tétracycline, plusieurs
cas de résistance accrue chez Salmonella aux béta-lactamines, principalement causée par la
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production de béta-lactamases a spectre étendu (BLSE), y compris les céphalosporines de
quatrieme génération ont été signalés (Mijovic et al., 2012; Prakash et al., 2012; Singh &
Mustapha, 2014). Ces antibiotiques ont été récemment introduits dans le traitement des cas
invasifs d'infection a Salmonella chez les humains (Sjoélund-Karlsson et al., 2010). Comme
pour la résistance aux céphalosporines, la résistance a la ciprofloxacine chez Salmonella
spp. est une préoccupation croissante. Récemment, des isolats du serovar Kentucky décrits
en Europe et en Afrique ont présenté une résistance de haut niveau aux fluoroguinolones
(S. Kentucky CIPR) (Mulvey et al., 2013). La souche S. Kentucky sequence type (ST) 198,
probablement isolée pour la premiére fois en Egypte au début des années 1990, y a acquis
étape par étape tous les déterminants de multirésistance dont la résistance a la
ciprofloxacine au début des années 2000, et a ensuite rapidement diffusé dans I’ensemble
du continent africain, au Moyen-Orient, dans le sous-continent indien, et enfin en Europe
(Le Hello et al., 2011), au Canada (Mulvey et al., 2013) et aux Etats Unis (Rickert-
Hartman & Folster, 2014). En Algérie 8% de ce sérotype isolé des viandes de poulet
représente la cause des TIAC enregistrées en 2011 (Mouffok, 2011). Les études ont montré
que la volaille était la denrée alimentaire la plus impliquée dans la transmission de la
souche S. Kentucky ST 198 (Le Hello et al., 2011 et 2013; Beutlich et al., 2012; Wasyl &
Hoszowski, 2012; Rickert-Hartman & Folster, 2014).

L'incidence croissante de la multirésistance chez les isolats de Salmonella vis-a-vis des
antibiotiques nouvellement introduits constitue une menace sérieuse pour la santé humaine

en limitant les possibilités de traitement.

Les études récentes ont montré que les sérovars enregistrant les taux les plus élevés de
multirésistance sont Agona, Anatum, Choleraesuis, Derby, Dublin, Heidelberg, Kentucky,
Newport, Pullorum, Schwarzengrund, Senftenberg et Typhimurium (Zhao et al., 2008; Pan
et al., 2009; Mihaiu et al., 2014).

Il existe de nombreuses familles de médicaments antimicrobiens, nous exposerons les
antibiotiques les plus couramment utilisés pour lesquels Salmonella a développé une
résistance jusqu’a ce jour, a savoir: les aminoglycosides, les Péta-lactamines, les

phénicolés, les quinolones, les tétracyclines et les sulfamides.

5.1. Résistance aux aminosides
Connus ¢également sous le nom d’aminoglycosides, ce sont des molécules

antibiotiques majoritairement naturelles de la famille des actinomyceétes, a large spectre
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actifs et efficaces contre les bactéries Gram-négatives et certaines bactéries a Gram positif
(Garneau-Tsodikovaa & Labby, 2016). Leur utilisation dans le traitement des infections
chez les animaux destinés a I'alimentation est limitée en raison de leur nature toxique et de
la persistance des résidus d'antibiotiques dans la viande (Frye & Jackson, 2013).
La majorité des aminosides ont une action bactéricide, tandis que d'autres comme la
spectinomycine inhibent la croissance bactérienne (bactériostatique).
Ces molécules antibiotiques, en se fixant sur le ribosome 30S, organite cytoplasmique
permettent de déchiffrer le code inscrit dans les seéquences d'ARN messager, elles
perturbent la traduction des codes de protéines par les ribosomes. Les erreurs de
déchiffrage provoquent la production de protéines anormales, qui, en s’accumulant,
provoquent de la destruction des cellules (Alexander, 2009; Abatcha et al., 2014b).
Chez Salmonella, comme chez la plupart des autres bactéries, les enzymes modificateurs
d'aminoglycosides (EMA), qui catalysent l'inactivation par acétylation (aminoglycoside
acetyltransférases, AACs), la phosphorylation (aminoglycoside phosphotransférases,
APHS) ou l'adénylylation (aminoglycoside nucléotidyl-transférases, ANTS) de la molécule,
sont la principale cause de l'augmentation et de la dissémination rapide de la résistance
(Michael et al., 2006; Michael et al., 2013; Ramirez & Tolmasky, 2017).
Les genes codant pour ces enzymes sont généralement désignés selon deux systemes de
nomenclature différents. Les désignations d'origine sont aadA, aadB, aacA, aacC et aphA,
B, C etc., ou A, B, C etc. indiquent la position modifiée et les nombres indiquent le géne
spécifique (Frye & Jackson, 2013; Michael & Schwarz, 2016).
5.2. Résistance aux quinolones / fluoroquinolones

Les quinolones sont des agents bactéricides a large spectre actifs contre de
nombreuses bactéries Gram-positives et Gram-négatives qui ciblent les enzymes
bactériennes essentielles ADN gyrase et ADN topoisomérase IV, impliquées dans la
réplication et la réparation de I'ADN. En présence d'une quinolone, un complexe ternaire
intermédiaire constitué d'un médicament, d'une enzyme et d'un brin d/ADN rompu est
formé. Ces complexes bloquent la réplication de I'ADN menant a la mort cellulaire
(Alexander et al., 2009; Moudgal & Kaatz, 2009).
Les quinolones comptent parmi les agents antimicrobiens les plus couramment prescrits au
monde. Ces agents ont subi plusieurs itérations, ou «générations», qui ont consisté en des
modifications structurelles pour améliorer la puissance et le spectre d'activité (Moudgal &
Kaatz, 2009; Li et al., 2018).
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Chez les salmonelles, des altérations mutationnelles des génes a médiation plasmidique
codant pour I'ADN gyrase (gyrA et gyrB) et/ou la topoisomérase IV (gnr et d'aac(6 *)-1b-
cr) dans la région déterminant la résistance aux quinolones, (QRDR), et entrainant des
substitutions d'acides aminés critiques réduisent l'interaction des quinolones avec chaque
enzyme (Michael et al., 2006; Hur et al., 2102; Rushdy et al., 2013; Wong & Chen, 2013;
Harish & Menezes, 2015; Michael & Schwarz, 2016).
Un autre mécanisme important de la résistance aux quinolones est la surexpression de
diverses pompes a efflux (Akyala & Alsam, 2015; Li et al., 2018; Nair et al., 2018). De
telles pompes d'efflux réduisent la concentration efficace du medicament intracellulaire a
un niveau d'inhibition tres bas, favorisant I'émergence de mutations basées sur la cible et
une résistance de haut niveau (Alexander et al., 2009; Moudgal & Kaatz, 2009 ; Rushdy et
al., 2013).
5.3. Résistance aux béta-lactamines

Les béta-lactamines sont une classe d’antibiotiques a majorité bactéricides c'est-a-
dire qu'elles ont la capacité de détruire les bactéries. lls comprennent des derives de
pénicilline, des céphalosporines, des carbapénemes et des monobactams (Queenan & Bush,
2007, Abatcha et al., 2014b).
Leur mode d'action repose sur l'inhibition de la synthése de la paroi cellulaire de certaines
bactéries (Akyala & Alsam, 2015). Une fois a l'intérieur d'une bactérie, les antibiotiques se
lient & des enzymes appelées protéines de liaison aux pénicillines (PLP) (Sun et al., 2014).
Ils stoppent ainsi les activités de transpeptidases et les réactions de transglycosylation
nécessaires a la synthése de la paroi de la bactérie (Abatcha et al., 2014b).
La résistance aux différents béta-lactamines y compris les cépahalosporines est causée
principalement par ’hyperproduction de pénicillinases, et béta-lactamases a spectre étendu
(BLSE) capables de dégrader la structure chimique des agents antimicrobiens (Foley et
Lynne, 2008; Nair et al., 2018). Les BLSE rapportés chez Salmonella spp. incluent des
dérivés de types TEM, SHV et CTX-M (Hur et al., 2012), qui sont associées a des génes
portés par le chromosome ou des plasmides, parfois par des transposons ou des intégrons
capables de disséminer la résistance aux antimicrobiens par transfert horizontal chez les
salmonelles (Zhao et al., 2009; de Toro et al., 2011).
Le nombre de cas signalés dans divers sérovars de Salmonella productrices de BLSE a
augmenté dans le monde ces dernieres années, non seulement chez des isolats cliniques de

Salmonella, mais également dans des isolats d'animaux et d'aliments (de Toro et al., 2011;
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Prakash et al., 2012). La présence et la diffusion des génes blargm codant pour la résistance
des salmonelles aux béta-lactamines constituent un grave probleme de santé publique et
pourraient étre responsables des échecs thérapeutiques (Bugarel et al., 2011).

5.4. Résistance aux tétracyclines

Les tétracyclines ou cyclines sont des antibiotiques a large spectre, efficaces contre
de nombreuses bactéries Gram positives, mais aussi contre certains autres micro-
organismes : Chlamydia, Mycoplasma et Rickettsia (Abatcha et al., 2014b). Elles agissent
par I’inhibition de la synthése des protéines en se liant a la sous-unité ribosomale 30S et
inhibant la fixation de I'aminoacyl-ARNt au complexe ARNm-ribosome (Alexander et al.,
2009 ; Dean et al., 2018).

Bien que plus de 35 génes de résistance a la tétracycline aient été décrits, des séquences de
seulement six d'entre eux tet(A), tet(B), tet(C), tet(D), tet(G) et tet(L) ont été rapportées
pour les souches de Salmonella (Roberts et Schwarz, 2016; Dean et al., 2018). Ces génes
codent pour une protéine d'efflux actif associée a la membrane constituée de 12 segments
transmembranaires qui peuvent exporter la tétracycline, I'oxytétracycline, la
chlortétracycline et la doxycycline (Alexander et al., 2009; Roberts & Schwarz, 2016). Le
géne tet(G) a été détecté exclusivement en tant que composant de I’ilot génomique
Salmonella Genomic Island 1 (SGI1) qui a été détecté initialement dans S. Typhimurium
DT104, mais plus tard également dans d'autres sérovars, comme S. Agona, S. Albany, S.
Paratyphi B et S. Newport (Michael et al., 2006).

5.5. Résistance aux sulfamides (sulfonamides et triméthoprime)

Les sulfamides sont une classe d'antibiotiques bactériostatiques dont le mode
d'action est l'inhibition compétitive des enzymes impliquées dans la synthése de l'acide
tétrahydrofolique. Les sulfonamides inhibent la dihydroptéroate synthase (DHPS), tandis
que le triméthoprime inhibe la dihydrofolate réductase (DHFR) (Alexander et al., 2009;
Abatcha et al., 2014b).

Trois genes de résistance aux sulfonamides, sull, sul2 et sul3, qui codent tous pour des
dihydroptéroate synthases résistantes aux sulfonamidés, ont été identifiés et tous ont été
retrouvés chez Salmonella sur des plasmides transférables portant d'autres génes de
résistance (Maka et al., 2015).

Le gene sull fait partie du segment 3'-conservé (3'-CS) des intégrons de classe 1 (Cain et
al., 2010). Il a eté hebergé par un large éventail de serovars de Salmonella tels que
Enteritidis, Hadar, Heidelberg, Orion, Rissen, Agona, Albany, Derby, Djugu et
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Typhimurium (Abatcha et al., 2014b). Bien que parfois discerné dans les isolats
hébergeant aussi sull, sul2 semble se rapporter aux plasmides, mais pas aux intégrons de
classe I. De nombreux sérovars de Salmonella (Enteritidis, Agona et Typhimurium) ont été
trouvés porteurs du géne sul2 (Cain et al., 2010; Yau et al., 2010; Abatcha et al., 2014b).
Le géne sul3 décrit plus récemment est associé a des plasmides et des intégrons de classe |
chez Salmonella, et est largement répandu dans les sérovars Anatum, Bradenburg,
Heidelberg, Rissen, Agona et Typhimurium (Michael et al., 2013; Abatcha et al., 2014b).
D’autre part, un total de 16 genes dfrA différents médiant la résistance au triméthoprime,
principalement portés par des intégrons de classe 1 ou de classe 2, ont été séquencés a
partir de divers sérovars de Salmonella. Ceux-ci comprennent: dfrAl, dfrA3, dfrA5, dfrA7,
dfrA10, dfrAl12, dfrAl3, dfrAl4, dfrAl5b, dfrA16, dfrAl7, dfrAl9, dfrA21, dfrA23, dfrA25
et dfrA32 (Michael et al., 2006; Krauland et al., 2010; Michael et al., 2013).
5.6. Résistance aux phénicolés

Le chloramphénicol est un antibiotique a large spectre utilisé contre les bactéries a
Gram négatif et a Gram positif, c'est I'efficacité et la capacité a traverser la barriere
hémato-encéphalique qui en fait le médicament de choix pour le traitement systématique
des infections (Abatcha et al., 2014Db).
Le chloramphénicol est un inhibiteur spécifique et puissant de la synthese des protéines en
se liant au centre peptidyltransférase de l'unité ribosomale 50S, empéchant ainsi la
formation de liaisons peptidiques (Alexander et al., 2009; Akyala & Alsam, 2015).
Chez Salmonella, I'inactivation enzymatique par les chloramphénicol-acétyltransférases de
type A ou de type B (CAT), ainsi que I'élimination de chloramphénicol ou de
chloramphénicol/florfénicol par des protéines d'efflux spécifiques, sont les deux
mécanismes de résistance dominants chez les salmonelles. Deux genes codant
I’inactivation enzymatique, le catAl et le catA2, souvent associés a des plasmides, des
transposons ou des cassettes de génes, ont jusqu'a présent été détectés dans des isolats de
Salmonella (Michael et al., 2013; Roberts & Schwarz, 2016). D’autre part, les deux genes
floR et cmlA sont étroitement apparentés et codés dans des pompes d’efflux au
chloramphenicol. Les genes floR sont tres répandus chez Salmonella, ils sont portés par des
flots génomiques ainsi que dans de nombreux plasmides de divers sérovars tels que
Typhimurium, Agona, Kiambo, Albany (Michael et al., 2006; Abatcha et al., 2014b).
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1. CONTEXTE ET OBJECTIFS DE L’ETUDE

Les salmonelles sont parmi les principales bactéries pathogeénes responsables des toxi-
infections alimentaires. Elles représentent un probléme majeur de santé publique a travers
le monde. Un grand nombre des animaux et des aliments d’origine animale constituent le
réservoir principal des salmonelles (Crump & Wain, 2017; Chlebicz & Slizewska, 2018;
Heredia & Garcia, 2018; Mughini-Gras et al., 2018). Quoique plus de 2600 sérotypes ont
été identifies, la plupart des infections humaines sont causées par un nombre limité des
sérovars, a I’exemple de Salmonella Typhimurium et Salmonella Enteritidis qui sont les
sérovars les plus incriminés dans les toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) a
travers le monde (MacLennan & Levine, 2013; Antunes et al., 2016). Cependant, d’autres
sérovars ont été déclarés plus prévalent dans quelques régions. Les fluctuations de la
prévalence des souches et des sérovars peuvent refléter I’influence des circuits de
déplacements des animaux et des aliments, et peuvent servir par conséquent de marqueurs
épidémiologiques utilisables dans les investigations des infections a Salmonella spp (Xia et
al., 2009). Pour réaliser ces investigations, plusieurs techniques de caractérisation ont été
développées. Le sérotypage, est 1’'une des approches phénotypiques les plus connues
(Crump & Wain, 2017; Ricke et al., 2018), ainsi que le lysotypage, le biotypage, et 1’étude
de la sensibilité aux antibiotiques (Barco et al., 2013; Tegegne, 2019). Cependant, la
sensibilité, la rapidité et le pouvoir discriminatoire de ces méthodes ne sont pas toujours
optimaux. L’introduction de nouvelles techniques telles que la PCR, la PFGE, et la MLST

a relativement résolu ce probleme.
C’est dans ce cadre précis que se situe ce travail dont les objectifs sont les suivants:

- Estimer le taux de la contamination a Salmonella spp. des carcasses et des matiéres
fecales issues des ovins et des bovins abattus aux abattoirs d’Hussein Dey et ceux
d’El-Harrach, wilaya d’Alger.

- Décrire les sérovars rencontrés et comparer la fréquence de leur isolement dans les
matrices étudiées.

- Apporter des informations relatives a la sensibilité des souches de salmonelles
isolées vis-a-vis d’un ou de plusieurs antibiotiques testés, dont certains sont
communément utilisés en médecine humaine, et contribuer ainsi a cerner la notion
de multirésistance et a sensibiliser les autorités sur les dangers encourus pour la

santé publique.
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2.

Evaluer la sensibilité et la spécificité du gene invA pour la détection et la
confirmation des salmonelles.

Discriminer les isolats entre eux et démontrer les éventuels liens génétiques entre
les souches de salmonelles provenant de différentes sources (carcasses ovines,

carcasses bovines, matiéres fécales ovines, et matieres fécales bovines).

MATERIELS ET METHODES

Notre étude est sectionnee en plusieurs étapes :

[EEN
[

La premiére étape effectuée dans le laboratoire d’H.I.D.A.O.A a I’Ecole Nationale
Supérieure Vétérinaire d’Alger, a 6été réservée a I’isolement ainsi qu’a
I’identification biochimique du genre Salmonella & partir de carcasses et de
matiéres fécales de bovins et d’ovins abattus aux abattoirs d’El-Harrach et
d’Hussein Dey.

La deuxieme étape realisée au sein du laboratoire des entérobactéries et autres
bactéries apparentées de 1’Institut Pasteur d’Algérie, a concerné la confirmation
sérologique des souches isolées.

La troisieme étape réalisée également au sein du laboratoire des entérobactéries et
autres bactéries apparentées de I’Institut Pasteur d’Algérie, s’est penchée sur
I’étude du profil d’antibiorésistance de chaque souche de Salmonella spp. isolée et
sérotypée.

La quatrieme étape réalisée au laboratoire d’Hygiéne et Technologie Alimentaire
de la Faculté de Médecine Vétérinaire- Université Mustafa Kemal, Hatay, Turquie,
a concerné la confirmation des souches par PCR.

Et enfin, le pulsotypage par PFGE des souches de Salmonella isolées, a été réalisé
au laboratoire d'Hygiéne et de Technologie de la Faculté de Médecine Vétérinaire-

Université de Gand, Belgique.
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2.1.Matériel
2.1.1. Matériel utilisé

e Matériel biologique

Notre étude a été réalisée sur des animaux des espéces ovines et bovines abattues dans les
abattoirs d’El-Harrach et d’Hussein Dey, sans distinction de race, de sexe ou d'dge. Par
mangue d'information et de tracabilité, l'origine exacte des animaux eétait difficile a
déterminer, ils appartiennent généralement a différents éleveurs provenant de la région

centre d’Algérie (Alger, Blida, Bouira, Médéa,...).

e Matériel de prélévement

- Caisson isotherme bien étanche, muni de plaques eutectigues.

- Sachets Stomacher stériles préalablement numérotés et identifiés.

- Boites de prélevements stériles préalablement numérotées et identifiées.

- Chiffonnettes imbibées d'E.P.T. (Eau Peptonée Tamponnée) pour le prélévement
sur carcasses.

- Gants.

e Matériel d'analyses microbiologiques

Nous avons utilisé des équipements classiques d'un laboratoire de microbiologie. Les

milieux de culture utilisés sont décrits dans la partie « analyses microbiologiques».
e Matériel utilisé dans la PCR
Le matériel et les réactifs utilisés dans la PCR sont développés dans I’annexe 1.
e Matériel utilisé dans la PFGE
Le matériel et les réactifs utilisés dans la PFGE sont développés dans I’annexe 1.
2.1.2. Echantillonnage

Pour des raisons techniques, les prélevements se sont déroulés durant une période de 10

mois divisée en deux périodes bien distinctes :
- 1% période : Elle s’est étalée du mois de février au mois de juin 2013.

- 2°™ nériode: du mois de décembre 2013 au mois de mai 2014,
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Chacun des deux abattoirs a été visité alternativement deux fois par mois (un abattoir par

semaine). Au départ, nous avons souhaité répartir nos prélévements selon les critéres
adoptés par Darrété¢ interministériel du 24 juillet 1998 relatif aux spécifications
microbiologiques de certaines denrées alimentaires paru le 27 mai 1998 dans le N°035 du
Journal Officiel de la Reépublique Algérienne en prélevant durant chaque visite 5
échantillons a partir des carcasses ovines et bovines, et bien évidemment le méme nombre
d’échantillons de matiéres fécales. Cependant, et pour des raisons dépendant
exclusivement du planning du travail propre a chaque abattoir, nous avons été contraints
d’opérer quelques modifications concernant essentiellement le nombre d’échantillons a

prélever durant chaque visite.

Nous avons prélevé un total de 826 échantillons a partir des ovins et de bovins au cours de
nos visites aux abattoirs d’El-Harrach et ceux d’Hussein Dey, a raison d’une visite par
semaine (nous alternions les abattoirs chaque semaine). Pour des raisons techniques, les
prélevements effectués aux abattoirs d’Hussein Dey se déroulaient les matinées (de 7h-
9h), alors que ceux réalises a El-Harrach se sont déroulés durant les apres —midis (13h-
15h).

Les prélevements des carcasses sont effectués apres la fin des opérations abattage-
habillage et de I’inspection vétérinaire. Nous avons choisi 4 sites anatomiques différents
par carcasse (figure 11) recommandés par la Norme ISO 17604 (Prélevement

d’¢échantillons sur des carcasses en vue de leur analyse microbiologique).
La surface d’échantillonnage est de :

- 400 cm? par site de prélévement (20 cm x 20 cm), pour les bovins.

- 100 cm? par site de prélévement (10 cm x 10 cm), pour les ovins.
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A: Zone postéro externe
de la cuisse

B: Flanc

C: Gros bout de la poitrine

D: Collier

Figure 11 : Sites de prélévements sur les carcasses des ovins et des bovins

Chaque site est préleve séparément, puis I’ensemble des 4 prélévements représentés par les
écouvillons des 4 sites est réuni dans un échantillon composite d’une seule et méme

carcasse et sont regroupés dans un méme sachet Stomacher.

Les échantillons de matiéres fécales ont été réalisés au cours de 1’éviscération en les
récupérant directement du rectum dans la boite de prélévement a raison d’un prélévement

par animal.
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Les échantillons étaient répartis comme suit :

- 381 echantillons prélevés de 1’abattoir d’El-Harrach:
v' Carcasses:
e Bovins : 85 prélévements.
e Ovins: 112 prélevements.
v Matiéres fécales :
e Bovins: 78 prélevements.
e Ovins: 106 prélevements.
- 445 échantillons prélevés de I’abattoir d’Hussein Dey :
v' Carcasses:
e Bovins:105 prélévements
e Ovins : 139 prélevements
v Matiéres fécales :
e Bovins : 82 prélévements

e Ovins: 119 prélevements
2.2. Méthodes
2.2.1. Méthode de prélévement

Bien que la meilleure technique de prélevement pour évaluer le niveau des contaminations
microbiennes des surfaces des viandes soit le prélevement des lambeaux, considérée
comme étant la méthode la plus reproductible permettant de récupérer la majorité des
germes; elle présente néanmoins un grand inconvénient résidant dans le fait qu'elle
détériore l'aspect de la carcasse, ce qui est commercialement inacceptable (Pearce &
Bolton, 2005). Pour cette raison principale et pour des raisons de simplicité et de rapidité,
nous avons utilisé la technique non destructive du double écouvillonnage validée par la
Norme ISO 17604 concernant le prélevement d’échantillons sur des carcasses en vue de
leur analyse microbiologique. Cette technique est également considérée comme la
meilleure pour détecter les germes pathogénes (exemple de E. coli: O157: H7 et
Salmonella spp) qui peuvent avoir une incidence basse et une distribution irréguliére sur la
surface de la carcasse, ceci est dd au fait que cette technique peut couvrir des larges zones
de la carcasse contrairement a la méthode destructive (Ghafir & Daube, 2008; McEvoy et
al., 2005).
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Les sites choisis sur les carcasses ont été frottés par un premier écouvillon humidifié avec

une solution stérile d’eau peptonée tamponnée EPT (IPA, Algérie). La méme procédure est

répétée avec le deuxiéme écouvillon sec.

Les huit écouvillons des quatre sites ont été mis dans un méme sac stomacher qui sera

identifié.
2.2.2. Méthodes d’analyses
2.2.2.1. Méthode bactériologique

Les analyses bactériologiques pour la recherche de Salmonella ont été réalisées dans le

respect de la norme 1SO 6579 (2002) en plusieurs étapes.

e Pré-enrichissement

Un volume de 100 mL d’EPT a été ajouté aux 8 écouvillons regroupés dans un méme sachet.
Alors que 25 g de chaque boite de matiéres fécales ont été rajoutés a 225 mL d’EPT a
raison de 1/10. Aprés homogénéisation au moyen d’un appareil péristaltique de type
Stomacher pendant 2 minutes, tous les échantillons ont été ensuite incubés a 37°C pendant
18h+2h.

e Enrichissement

Un mL et 100 pL (0,1 mL) du bouillon pré-enrichi ont été ensuite transférés
respectivement dans 10 mL du bouillon Muller-Kauffmann tétrathionate novobiocine
MKTTn (IPA, Algérie) et 10 mL du bouillon Rappaport- Vassiliadis Soja RVS (IPA,
Algérie), et incubés respectivement a 37°C et 42°C pendant 24 h.

Pour les matiéres fécales 1’enrichissement a été fait par une inoculation sur une boite
contenant de la gélose modifiée semi-solide Rappaport Vassiliadis MSRV (IPA, Algérie)
avec un supplément sélectif de Novobiocine a 20 mg/L. La Novobiocine est un
antibiotique qui permet d’inhiber les microorganismes contaminants a Gram positif, ainsi
que les Proteus et Pseudomonas et permet donc un enrichissement sélectif des salmonelles.
Environ 50 uL (3 gouttes) ont été déposés au milieu d’une boite de pétri contenant environ
15 ml du MSRV. La culture était incubée a une température de 42°C pendant 24h a 48h.
Ce test se base sur la caractéristique de mobilité des salmonelles. Le milieu ne permet donc

pas de détecter les salmonelles immobiles (S. Gallinarum spécifique des volailles).
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L’échantillon testé¢ est considéré comme positif en observant un halo de croissance

blanc/gris, opaque, diffus autour du point d"inoculation, aux bords bien définis, pouvant

potentiellement contenir des souches de Salmonella spp mobiles.
e Isolement sélectif :

Un peu de la zone de croissance a été prélevé a I’extrémité du halo dans la gélose MSRYV et
strié sur une boite du milieu gélosé XLD (IPA, Algérie) ainsi qu’une boite supplémentaire
de gélose Hektoen (IPA, Algérie). Une boite de gélose Hektoen et une boite de gélose
XLD ont été également ensemencées a partir de chacun des deux bouillons
d’enrichissement MKTTN et RVS. Toutes les boites étaient ensuite incubées pendant 24h
a37°C.

e Confirmation biochimique

Elle consiste en la sélection de 3 a 5 colonies suspectes sur Hektoen et XLD pour étre
ensemencées en profondeur et en surface du milieu triple sugar iron TSI (IPA, Algérie).
Aprés 24h d’incubation, les tubes TSI caractéristiques suspects ont été identifiés par la
recherche de 1'uréase et de I’indole réalisés en galerie classique. L'identification
biochimique s’est poursuivie par I'ensemencement d'une galerie APl 20E (BioMeérieux,

France).

Un seul isolat par échantillon positif confirmé biochimiquement Salmonella spp a été
considéré pour le sérotypage et le calcul du taux de contamination des carcasses et de

matieres fécales.
2.2.2.2. Identification sérologique

Le sérotypage des souches ovines et bovines de Salmonella spp est réalisé par
agglutination sur lame avec une culture fraiche (24 h) des salmonelles. Pour chaque
souche, la formule antigénique est obtenue en recherchant ses antigénes "O” et "H” suivant

les étapes définies par la norme internationale I1SO 6579 (2002).

En premier lieu, il est vérifié que les isolats ne sont pas en phase rugueuse (Rough : R.) ou
auto-agglutinables, en observant gu'aucune agglutination n'apparaisse en les mélangeant a
une goutte d'eau physiologique. Ainsi, les souches ont été sérotypées, en utilisant des
antiserums polyvalents (mélanges anti O) (OMA) et (OMB) spécifiques de groupe et
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monovalents spécifiques d’espéce dirigés contre les antigenes de la paroi (O) et flagellaires

(H) des salmonelles.

La lecture et la détermination de la souche a été faite selon le tableau de Kauffmann-
White- Le Minor (Grimont & Weill, 2007).

2.2.2.3. Etude de la sensibilité des souches de Salmonella aux antibiotiques

Toutes les souches de Salmonella spp. identifiées biochimiquement et confirmées
sérologiquement ont fait I’objet de 1’étude de la sensibilité vis-a-vis d’un panel
d’antibiotiques représentatifs des principales familles en utilisant la méthode de la
diffusion en gélose telle que spécifiée par le « Clinical and Laboratory Standards Institute »
(CLSI, 2008), recommandée par I’OMS et adoptée par le réseau national de surveillance
des résistances bactériennes aux antibiotiques. La technique consiste a déposer des disques
imprégnés d'antibiotiques sur de la gélose Muller Hinton (IPA, Algérie), précédemment

ensemencée par inondation avec une suspension a tester d'opacité égale a 0,5 McF.

Les disques d’antibiotiques (Oxoid, Hampshire, Royaume Unie) suivants sont utilisés:
ampicilline (AMP, 10 pg), ticarcilline (TIC, 75 pg), piperacilline (PRL, 100 pg),
amoxicilline (AML, 25 pg), mecillinam (MEL,10 pg), cefazoline (KZ, 30 ug), cefoxitine
(FOX, 30 ug), ceftazidine (CAZ, 30 ug), ceftriaxone (CRO, 30 ug), cefepime (FEP, 30
ug), I’association amoxicilline/clavulanate (AMC, 20 ug/10 ug), aztreonam (ATM, 30 ug),
imipenéme (IPM, 10 pg), kanamycine (K, 30 ug), gentamicine (CN, 10 pg), netilmicine
(NET, 30 pg), streptomycine (S, 10 pg), acide nalidixique (NA, 30 pg), norfloxacine
(NOR, 10 pg), ciprofloxacine (CIP, 5 pg), sulphonamides (SSS, 300 ug), triméthoprime
(W, 5 ng), ’association triméthoprime/sulfaméthoxazole (SXT, 1.25 pg/23.75 pg), furanes
(F, 300 pg), chloramphenicol (C, 30 ug), tétracycline (Te, 30 ug), colistine (CT, 10 ug), et
fosfomycine (FOS, 50 pg). Les résultats sont enregistrés apres 24h d’incubation a 35°C par
la mesure des diamétres des halos d’inhibition, et interprétés selon les criteres du CLSI. La
bactérie est classée dans I'une des catégories: Sensible, Intermédiaire ou Reésistante

(annexe 2).
2.2.2.4. Confirmation moléculaire par PCR

Les 84 souches de Salmonella spp isolées des 4 types de prélevement ont été analysées par

la réaction de polymeérisation en chaine (PCR) pour :
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- Confirmer dans un premier temps le genre Salmonella en utilisant le géne

d’invasion invA,

- Confirmer le sérovar S. Typhimurium en utilisant le géne spécifique du sérovar spy.

La souche S. Typhimurium ATCC 14028 est utilisée comme témoin positif dans cette

étude.

Des isolats appartenant aux genres Citrobacter et Proteus ont été testés également pour

apprécier la spécifié du gene invA.
2.2.2.4.1. Extraction de ’ADN

L’ADN des souches bactériennes a été isolé et purifié selon la technique d’ébullition
« Boiling method » adoptée par le laboratoire d’Hygiéne Alimentaire de la Faculté de

Médecine Vétérinaire de Hatay, selon le protocole suivant :

Dans un tube Eppendorf de 1,5 mL, une ou deux colonies prélevées a la surface d’une
culture préalablement incubée pendant 24h ont été mises en suspension dans 500 uL d'eau
ultra pure, et lysées par action thermique dans une eau bouillante (bain marie) a 95°C

pendant 10 min.

- 100 uL de NaCl (5M) ont été ajoutés, et 1’ensemble a été bien homogénéisé par
agitation des tubes.

- Le mélange a été centrifugé pendant 5 min a 12000 rpm (rotations par minute), le
surnageant (environ 400uL) est récupéré dans un nouveau tube.

- Un volume équivalent d’environ 500 uL d’éthanol 100% a été ajouté.

- Une centrifugation a 14.000 rpm pendant 10 min a été réalisée.

- Le surnageant a été ensuite pipeté soigneusement en faisant attention a ne pas toucher la
pelote d’ADN.

- L’ADN a été rince avec 500 uL avec de 1’éthanol 70%.

- Aprés avoir versé 1’éthanol, les échantillons ont été centrifugés pendant 10 min & 12.000
rpm.

- La phase supérieure a été éliminée (utiliser le culot), et les tubes ont été séchés en
ouvrant leurs couvercles dans une étuve a 37°C pendant 30 min.

- L’ADN a été ensuite conservé a -20°C jusqu’a utilisation.
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2.2.2.4.2. Principe de la PCR

Elle consiste en I'amplification génique in vitro, qui permet de dupliquer de maniere
importante, cyclique et spécifique une séquence d’ADN disponible en trés faible quantité.
La technique se fonde sur les propriétés d’hybridation et de déshybridation des brins
complémentaires d’ADN en fonction de la température et l'utilisation d’une ADN
polymérase (Taq polymérase) thermostable, en présence d'amorces spécifiques et de
nucléotides.

2.2.2.4.3. Réalisation de la PCR

Nous avons utilisé la PCR pour confirmer les souches de Salmonella spp et le sérovar
Typhimurium en amplifiant respectivement un fragment d’ADN du gene invA spécifique
du genre et du géne Spy spécifique du sérovar S. Typhimurium. Les caractéristiques des

amorces utilisées sont détaillées dans le tableau 5.

Tableau 5: Propriétés des amorces utilisées pour la confirmation des souches de

Salmonella spp et du sérotype Typhimurium.

Nom de Séquence d’oligonucléotide Gene cible Taille  Référence
I’amorce (5'—3") (bp)

S139 GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA Géne InvA pour le 284 Rahn et
5141 TCATCGCACCGTCAAAGGAACC genre Salmonella al., 1992
TyphF  TTGTTCACTTTTTACCCCTGAA Gene Spy pour 401 Olsen et
Typh R  CCCTGACAGCCGTTAGATATT S.Typhimurium al., 1995

F : forward (sens); R : reverse (anti-sens)
e Mélange réactionnel (PCR mix)

Le volume et la concentration finale de chaque réactif a utiliser ont été déterminés en
fonction de la concentration initiale de la solution utilisée. Le mélange réactionnel, appelé
communément mix, a été calculé pour 1’ensemble des isolats a tester. Tout en manipulant
dans la glace, ce mélange a été préparé en ajoutant les réactifs les uns apreés les autres : les
dNTPs (Dr. Zeydanli Life Sciences Ltd., Ankara, Turkey), le couple d’amorces sens/anti-
sens, le tampon de la réaction (Sigma- Aldrich, St-Louis, USA), I’eau pure, le chlorure de
magnésium MgCl, (Sigma- Aldrich, St-Louis, USA) et I’enzyme Tag polymérase (Sigma-
Aldrich, St-Louis, USA) qui a été introduite en dernier dans le mix. Le mélange

réactionnel a été ensuite redistribué entre le témoin positif, les échantillons et le témoin
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négatif. L’ADN a amplifier est ajouté par la suite au mélange réactionnel. La réaction PCR

a été réalisée dans des microtubes de 0,1 mL, pour un volume réactionnel de 25 pL dont la
composition est donnée dans le tableau 6.

Tableau 6 : Composition du mélange réactionnel de la PCR

Réactif Concentration initiale Volume par puits (uL)
Tampon de la réaction 10 X 2,5

MgCl, 25 mM 3

Amorce sens 10 pmol 1

Amorce anti-sens 10 pmol 1

dNTPs 10 mM 0,5

H.O ultra-pure / 14,8

Tag polymérase 1 U/uL 0,2
Répartition du mix 23

Ajout d’ADN matrice 2

¢ Conditions d’amplification

La réaction d’amplification proprement dite a été effectuée grace a différents cycles de

température réaliseés sur un thermocycleur (Boeco, Hamburg, Germany) comme suit (figure
12) :

- Une phase de dénaturation initiale de I’ADN a 94°C pendant 3 min.
- Ensuite, 30 cycles de chacune de ces étapes :

v Dénaturation a 94°C pendant 30 secondes.

v Hybridation a 58°C pendant 45 secondes.

v" Elongation a 72°C pendant 60 secondes.

- Etenfin, une phase d’extension finale & 72°C pendant 5 minutes.
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Figure 12 : Parametres de programmation du thermocycleur a PCR

Nous avons utilisé le méme protocole de réaction de I’amplification pour la confirmation
du serovar S. Typhimurium par PCR en changeant la température de 1’hybridation a 55°C
(Can et al., 2014).

2.2.2.4.4. Electrophorése d’ADN sur gel d’agarose
v Préparation du gel

L’agarose en poudre (Axygen Biosciences, USA) a été pesée et mise dans la quantité
adéquate de tampon 0,5X Tris Acétate EDTA (TAE). Le mélange était fondu au four a
micro-ondes jusqu’a ce qu’il devienne limpide; puis il était refroidi et coloré avec 3 uL/g
de bromure d’Ethidium (Dr. Zeydanh Life Sciences Ltd., Ankara, Turkey), puis coulé
dans une petite porte gel ou un peigne a été soigneusement placé. Il a été laissé jusqu’a

polymeérisation compléte. Le peigne était soigneusement 6té.

Le gel solidifié est déposé dans un appareil a électrophorese puis recouvert par le tampon
TAE (0,5X). Le premier puit était réservé a un marqueur de poids moléculaire d'’ADN de
100 pb de taille (Axygen Biosciences, USA) mélangé avec du tampon de charge coloré de
couleur orange, comportant plusieurs fragments d'ADN de taille connue et servant
d'échelle de reperes.
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La migration des produits amplifiés de 1’¢lectrode négative (cathode) vers 1’¢lectrode

positive (anode) permet la séparation des acides nucléiques chargés négativement a
cause de D’ionisation de leurs groupements phosphates sous 1’effet d’un champ
électrique. La séparation se fait a travers le gel d’agarose. La vitesse de déplacement
des molécules a travers le gel est limitée par la dimension des pores: les acides nucléiques
ayant le méme rapport charge/masse seront séparés d’apres leur longueur car les molécules
plus longues migrent plus difficilement a travers les pores du gel, alors que les plus
petites molécules se déplacent plus vite et migreront donc plus loin. Des marqueurs de
taille sont utilisés pour pouvoir déterminer la taille (en pb) des acides nucléiques. La
migration de I’ADN a été réalisée a 120 volts pendant 40 minutes.

v Visualisation des produits de PCR

Le Bromure d’éthidium étant un cation qui s’intercale entre les bases de I’ADN, le
complexe ion éthidium/ ADN est fluorescent sous ultraviolets. Ainsi les fragments d’ADN
ont été visualisés dans le gel en utilisant le systeme de transillumination ultraviolette (UVP

Biolmaging Systems, Upland, USA), et des photos du gel ont été ensuite imprimées.
2.2.2.5. Caractérisation génotypique par PFGE

2.2.2.5.1. Principe de la PFGE

Dans 1’électrophorése en champ pulsé (Pulsed Field Gel Electrophresis PFGE), ’ADN
bactérien extrait et purifi¢ est d’abord digéré par une enzyme de restriction permettant
I’obtention d’un certain nombre de fragments. Ces derniers sont ensuite séparés grace a un
pulseur, par une technique d’électrophorese au cours de laquelle deux champs électriques
différents sont appliqués, pendant des temps définis, permettant aux molécules d’ADN de
se réorienter du fait de la variation périodique de la direction du champ électrique (champs
pulsés). Cette technologie permet de séparer des molécules d’ADN variant de quelques Kb

a environ 10 Mb.

2.3.2.5.2. Réalisation de la PFGE
Le protocole utilisé pour cette étude a été adapté a partir de celui défini par le CDC (2013).

Il comporte plusieurs étapes :
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v Extraction de ’ADN et préparation des plugs (blocs d’agarose)

Au préalable, il est nécessaire de mettre en culture les bactéries. Un premier
ensemencement a été réalisé sur XLD (Difco, BD, Sparks, MD) afin de vérifier la pureté
des souches. Une colonie de cette gélose a été ensuite repiquée sur la gélose Plate Count
Agar PCA (Difco). A partir de ces boites, une suspension bactérienne a été realisée dans un
tampon CSB (Tris-Hcl 1M, EDTA 0,5M) (Sigma-Aldrich, Irvine, Ayrshire, UK). Apres
avoir ajusté sa densité optique a 1’aide d’un bio-spectrophotométre (Eppendorf AG,
Hamburg, Allemagne), cette suspension a été ensuite incubée quelques minutes avec de la
protéinase K (Invitrogen, Carlsbad, California 92008 USA), pour améliorer 1’étape de lyse

en dégradant les protéines.

Afin de protéger I’ADN total de toute agression physique ou enzymatique, la suspension
bactérienne a été reprise avec de 1’agarose Seakem Gold (Lonza, Rockland, ME, USA), et
versée dans des moules adaptés (plugs mould well), ensuite laissée a se solidifier a

température ambiante.

Les plugs ont été ensuite incubés a 55°C pendant 2h dans une solution de lyse contenant
20uL de protéinase K. L’ajout d’un détergent, le sodium dodecyl sulfate SDS a 20%
(Sigma-Aldrich, Irvine, Ayrshire, UK) au moment de I’inclusion du matériel génétique
dans 1’agarose permet de délipider la membrane bactérienne et de renforcer 1’étape de la
lyse. Les plugs ont été enfin rincés deux fois a I’eau stérile puis 4 fois au TE (Tris-ED TA)

puis stockés a 4°C jusqu’a utilisation.
v" Digestion enzymatique

Le choix des enzymes de restrictions est important et il se porte sur celles ayant des sites
de restriction rares sur le chromosome bactérien. Elles permettent de couper le
chromosome en 10 a 20 fragments de grandes tailles, qui seront alors séparés par
’¢électrophorese en champ pulsé. Pour la digestion de I’ADN des souches isolées durant
cette étude, nous avons utilis¢é I’enzyme Xbal, (Promega, Madison, WI, USA)
majoritairement utilisée en PFGE chez les salmonelles. Ainsi, les plugs ont été plongés
dans une solution contenant 1’enzyme choisie au bain-marie, a la température optimale

d’action de I’enzyme (37°C pendant 4 h pour I’enzyme Xbal).
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v’ Séparation électrophorétique et révélation des profils de macrorestrition

Une fois la digestion est terminée, des petites sections de plugs ont été déposées a I’aide
d’une spatule a I’extrémité du peigne de la plateforme de coulage qui est ensuite remplie
par un gel d’agarose Seakem. Apres solidification, le peigne a été retiré, et le gel est
ensuite déposé dans une cuve a électrophorese en champ pulsé (CHEF Mapper, Bio-Rad,
Marnes La Coquette, France) dont le générateur est programmé pour la séparation des

fragments d’ADN selon les paramétres montrés par la figure 13.

Différents facteurs interviennent dans la séparation des fragments d’ADN lors de
I’électrophorése. La concentration en agarose est notamment un paramétre essentiel,
classiqguement, les gels sont a 1% pour permettre une bonne vitesse de migration ainsi
qu’une bonne résolution tout en limitant I’éventuelle fragilité du gel. La température du
tampon d’¢électrophorése a également des effets importants sur la mobilité de ’ADN. Le
maintien d’une température entre 12 et 16 °C est nécessaire pendant toute la durée de
I’électrophorése pour obtenir un bon compromis entre durée et résolution. Il faut donc

adjoindre un dispositif de refroidissement réglé a +14 °C (figure 13).

Enfin, les cinétiques de pulsation doivent étre optimisées pour chaque espéce et pour
chaque enzyme afin d’obtenir une séparation adéquate. Pour ce faire la durée des phases de
pulsation (correspondant aux inversions alternatives d’orientation du champ électrique)

augmente au cours de 1’électrophorése.
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Figure 13 : Paramétres de programmation du systéme d’électrophorése en champ pulsé
CHEF Mapper

A la fin de la migration, le gel a été enlevé de la cuve et mis a colorer dans un bain de BET
(Bromure d’ethidium), pendant 30 minutes puis rincé sous agitation a I’eau distillée avant
la lecture. Le gel est décoloré est placé dans I’'UV box et photographié pour disposer d’un

document archivable.

Les marqueurs de taille sont essentiels pour interpréter les profils. Salmonella Braenderup
souche H9812 (ATCC BAA- 664) dont la taille des fragments est connue, a été utilisée

comme marqueur moléculaire de référence.
2.2.2.5. 3. Lecture du gel et interprétation des résultats

L’analyse de I’ensemble des souches a été effectuée a 1’aide du logiciel GelCompar II v.6.6
(Applied-Maths, Sint-Martens-Latem, Belgique). L’interprétation des profils ou des
fragments obtenus se base sur les distances de migration ou sur le calcul des poids
moléculaires de chacun des fragments. Aprés une comparaison deux a deux de tous les
profils, une matrice de similitude est alors obtenue permettant de construire une
représentation graphique sous forme de dendrogramme, celui-ci est obtenu par la méthode
UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Averages). L’interprétation
des résultats se fait par le calcul de I’indice de similarité¢ de Dice avec 1,4% de tolérance

d’erreur. Un profil génotypique PFGE a été attribué en se basant sur la différence dans la
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présence d’au moins une bande dans le profil Xbal. Nous avons identifié les pulsotypes

(génotypes PFGE) par des suffixes numériques aprés une lettre majuscule indiquant le

sérovar (ex : 11 veut dire le premier pulsotype enregistré dans le sérovar S. Infantis).

L’indice de Simpson D proposé par Hunter et Gaston (1988) a été ensuite calculé afin
d’évaluer le pouvoir de discrimination de la technique PFGE pour les souches étudiées

selon la formule suivante :

S

1
D=1- n(n;—1)
N(N~1),§1 ’

N est le nombre total de souches dans la population étudiée,

S est le nombre total de profils décrits.

Plus la valeur obtenue est élevée, plus la technique est discriminante.

L’indice devrait idéalement étre de 1,00 mais, en pratique, une valeur de 1’ordre de 0,95 est
suffisante pour qu’une technique de typage soit considéré plus ou moins «idéale» (Van
Belkum et al., 2007).

2.3.3. Analyse statistique des données

L’analyse des résultats a été effectuée par des méthodes statistiques classiques en utilisant
le test khi-deux a 5% a I’aide du logiciel d'analyse et de traitements statistiques des
données, package XL-Stat version 2014 (Addinsoft, 2014).
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3. RESULTATS
3.1.Taux de contamination a Salmonella spp.

Les taux de contamination par espece animale, type de prélevement, et abattoir sont
présentés dans les tableaux 7, 8 et 9. Notre étude a montré que sur 1’ensemble des 826
échantillons prélevés, 84 étaient positifs pour la présence de Salmonella, soit une
prévalence globale de 10,2%. La répartition de la prévalence dans les deux abattoirs était
de 14,7% (56/381) pour El-Harrach et de 6,3% (28/445) pour Hussein Dey. Le genre
Salmonella a été détecté dans tous les types d'échantillons avec des taux différents: 20,5%
(39/190) dans les carcasses de bovins, 12,8% (32/251) dans les carcasses d'ovins, 6,9%
(11/160) dans les matiéres fécales de bovins et 0,9% (2 / 225) dans les matieres fécales
ovines. Les echantillons d’origine bovine étaient plus contaminés a Salmonella (14,3%)
que les échantillons ovins (7,1%). Le taux de contamination était plus élevé dans les

carcasses (16,1%) que dans les féces (3,4%).

Tableau 7 : Répartition des taux de contamination a Salmonella dans les échantillons en

fonction de 1’abattoir

El- Harrach H. Dey Total
Type de Prévalence et IC Prévalence et IC Prévalence et 1C
prélevement N n 95 N n 95 N n 95
[0)
(%) (%) (%0)
9,8 16,1
Carcasses 197 47 23,9 244 24 441 71
(17,9- 29,8) (6,1- 13,6) (12,7-19,5)
4, 9 2 314
Féces 184 9 (18-8) 201 4 (0.1-3.9) 385 13 (16-5.2)
14,7 6,3 10,2
Total 381 56 (11,1-18,3) 445 28 (4-8.5) 826 84 (8.1-12.2)

N : nombre total d’échantillons, n : nombre d’échantillons positifs, IC : Intervalle de confiance
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Tableau 8 : Répartition des taux de contamination a Salmonella dans les échantillons en

fonction du type de prélévement

Carcasses Feces Total

Prévalence et IC

Espéce animale Prévalence et IC Prévalence et IC 95
n 95 N n 95 N n

o) %) o
0 6.9 143

Bovins 190 39 s 269 160 11 35 108 35050 (106180)
12,7 0,9 71

Ovins 251 82 g yog 225 2 002 Y53 Lgas
16,1 34 102

Total 441 7L 1p7.195 B qes2 ¥ 51129

N : nombre total d’échantillons, n : nombre d’échantillons positifs, IC : Intervalle de confiance

Tableau 9: Répartition des taux de contamination & Salmonella dans les échantillons en

fonction de I’espéce animale

Bovins Ovins Total
Prévalence et IC Prévalence et IC Prévalence et IC
Abattoirs 95 95 95
N n N n N n
(%) (%) (%)
23,3 8,3 147
El-Harrach 163 38 218 18 381 56
(16,8- 29,8) (4,6- 11,9) (11,1- 18,3)
6,4 6,2 6,3
Hussein Dey 187 12 258 16 445 28
(2,9-9,9) (3,3-9,1) (4- 8,5)
14,3 7.1 10,2
Total 350 50 476 34 826 84
(10,6- 18,0) (4,8-9,5) (8,1-12,2)

N : nombre total d’échantillons, n : nombre d’échantillons positifs, IC : Intervalle de confiance
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Le taux de contamination des échantillons par Salmonella variait nettement entre les

visites. Un ensemble de 16 visites sur 42 (38,1%) n’ont présenté aucun isolat de
Salmonella, alors que les autres visites ont montré des taux de contamination de

Salmonella allant a 55,5%.

Les tableaux 10 et 11, et les figures 14 et 15 ont montré une variabilité entre les saisons.
Les taux les plus élevés étaient enregistrés en période de printemps avec des pics quasi
similaires pour les carcasses. L’étude statistique a montré que les différences entre les

moyennes étaient significatives (la valeur de p est inferieure a 0,05 pour les deux périodes).

Tableau 10 : Taux de contamination a Salmonella enregistrés durant la premiére période et

analysés par mois.

Type de Moyenne = écart type .
prélévement Février Mars Avril Mai Juin i
Carcasses bovines 20+0,2 16,7+0,2 316+0,2 368+02 8,7+0,1
Carcasses ovines 0 63+01 522+02 115+01 94+0,1
Féces bovins 0 0 6,3+01 118+02 21,1+02 0,002
Féces ovins 0 0 0 0 0
Total 49+0,1 59+01 25+01 141+0,1 8,7+01

* La comparaison des prévalences de contamination totale par mois a été faite en utilisant le test de

khi-deux d’indépendance

Bl
S50
40
== Carcasses bovines
30 == Carcasses ovines
Feces bovins
20 _
=== Faces ovins
10 _-'A
0
Fevrier Mars Avril Mai Juin

Figure 14: Evolution des taux de contamination a Salmonella durant la premiere période
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Tableau 11 : Taux de contamination a Salmonella enregistrés durant la deuxiéme période

et analysés par mois.

Type de Moyenne + écart type -
prélévement Décembre Janvier Février Mars Auvril Mai
Carcasses bovines  9,1+0,1 0 31,6+0,2 50+0,3 176+0,2 125%0,2
Carcasses ovines 0 0 18,2+0,2 118+02 8+01 192%0.2
Féces bovins 0 0 11,1+0,1 16,7+0,2 0 0 0,0001
Féces ovins 0 0 105+0,2 0 0 0
Total 21+0,1 0 17,7+0,1 193+0,1 6,3+01 9,3+0,1

* La comparaison des prévalences de contamination totale par mois a été faite en utilisant le test de

khi-deux d’indépendance

60
50
a0
30 —#—Carcasses bovines
== (arcasses ovines
20
Feces bovins
10 \ \ == Feces ovins
0 e —
& oy & & P a
3] Xy N 2 4 o
gé“éo ¢ @ v T

Figure 15: Evolution des taux de contamination a Salmonella durant la deuxiéme période
3.2. Distribution des sérogroupes et des sérovars

Les 84 souches de Salmonella spp. isolées dont 1’identification sérologique a révélé 10
sérovars distincts, sont réparties sur 5 groupes appartenant au schéma de Kauffmann-White
(tableau 12). Avec une prévalence de 52,4%, on note la prépondérance du groupe E1
auquel appartiennent 44 souches de Salmonella spp. isolées lors de notre étude
représentant 2 sérovars; 20 souches sont classées dans le groupe C1 avec une prévalence
de 23,8% représenté par 4 serovars; 14 dans le serogroupe (C2, C3) représentant 16,7% des

souches; et enfin les sérogroupes B et G comptent chacun 3 souches avec un taux de 3,6%.

78



ETUDE FEXPERIMENTALE

Tableau 12 : Répartition des souches de Salmonella spp. isolées selon les sérogroupes du

schéma de Kauffmann-White.

Groupes Carcasses bovines Carcasses ovines Feéces bovins Fecesovins TOTAL

0: 3,10 (E1) 18 18 6 2 44 (52,4%)
0:7 (C1) 9 6 5 0 20 (23,8%)
(C2,C3)(0,8) 9 5 0 0 14 (16,7%)
0:13 (G) 3 0 0 0 3 (3,6%)
0: 4 (B) 0 3 0 0 3 (3,6%)
Total 39 32 11 2 84

Dix (10) serovars différents ont été identifiés parmi les 84 souches de Salmonella isolées
des 4 sources éetudiées. Les 4 sérovars les plus fréiguemment retrouvés étaient S. Muenster
(39,3%), S. Kentucky (15,5%), S. Infantis (14,3%) et S. Anatum (13,1%). Le sérovar S.
Muenster a été identifié dans 48,5% des prélévements de carcasses bovines et 33,3% des
carcasses ovines, alors qu’il représentait 15,2% et 3,03% des isolats récupérés des matiéres

fecales bovines et des matiéres fécales ovines respectivement (tableau 13 et figure 16).

La distribution des sérovars en fonction des abattoirs, de ’espéce animale, et le type de
prélevement est rapportée par la figure 17 et le tableau 14, la figure 18 et le tableau 15,

ainsi que la figure 19 et le tableau 16, respectivement.
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Tableau 13 : Distribution globales des sérovars

Abattoirs
Sérovar El-Harrach Hussein Dey Total (%)
CBv COv Total MFBv MFOv  Total CBv COv Total MFBv MFOv Total
S. Muenster 14 7 21 5 0 5 2 4 6 0 1 1 33 (39,3)
S. Kentucky 3 2 5 0 0 0 6 2 8 0 0 0 13 (15,5)
S. Infantis 4 6 10 2 0 2 0 0 0 0 0 0 12 (14,3)
S. Anatum 1 0 1 0 0 0 1 7 8 1 1 2 11 (13,1)
S. Richmond 4 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 (4,8)
S. Havana 2 0 2 0 0 0 1 0 1 0 0 0 3(3,6)
S. Typhimurium 0 2 2 0 0 0 0 1 1 0 0 0 3(3,6)
S. Montevideo 1 0 1 2 0 2 0 0 0 0 0 0 3(3,6)
S. Virginia 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1(1,2)
S. Braenderup 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1(1,2)
Total (%) 29 47 9 0 9 10 14 24 2 2 4
(55,9) (10,7) (28,6) (4,8)

C Bv = carcasses bovines; C Ov = carcasses ovines; MF Bv = matiére fécale bovine; MF Ov = matiére fécale ovine
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B 5. Muenster

m 5, Kentucky

m 5. Infantis

B 5. Anatum
5. Richmond

B 5. Havana

W 5. Typhimurium
5. Montevideo

m 5. Virginia

B 5. Braenderup

15,5%

Figure 16 : Pourcentage des différents sérovars de Salmonella isolés
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Tableau 14: Distribution des sérovars en fonction des abattoirs

S. S. S. S. S. S. S. S. S. S.

Abattoirs Muenster  Kentucky Infantis Anatum Richmond Havana Typhimurium Montevideo Virginia Braenderup n*/N*
El-Harrach 26 5 12 1 4 2 2 3 1 0 9/56
Hussein Dey 7 8 0 10 0 1 1 0 0 1 6/28

Total 33 13 12 11 4 3 3 3 1 1 10/84

*n= nombre de sérovars / N= nombre de souches isolées

30 +
25 -
20 -
15 A
M El-Harrach
10 - | ’ Hussein Dey
|
- Lesl ..
0 T T T T T T )I7
< 3\ ) Q> Q o

Q‘;@ @C{' @a\ 'S&@ & & (\\,@ & @o\ Q}\}Q

@ N v .0 & &
S o o & o & & o I

5% S

Figure 17 : Distribution des sérovars en fonction des abattoirs
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Tableau 15 : Distribution des sérovars en fonction de 1’espéce animale

S. S. S. S. S. S. S. S. S. S.

Espéce animale  Muenster  Kentucky Infantis Anatum Richmond Havana Typhimurium Montevideo Virginia Braenderup n*/N*
Bovins 21 9 6 3 4 3 0 3 0 1 8/50
Ovins 12 4 6 8 0 0 3 0 1 0 6/34
Total 33 13 12 11 4 3 3 3 1 1 10/84

*n= nombre de sérovars / N= nombre de souches isolées

25 A
20 A
15 +
10 - H Bovins
| ‘ Ovins
|
0 T T T T T T T T T 1
X A\ Q) Q> Q o -2
g ¢ & & & & & & & &
N < @ 2 & » ) K & I
F e & N & RS & & | S
NI Y < o & & o L8
o S

Figure 18 : Distribution des sérovars en fonction de I’espéce animale
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Tableau 16 : Distribution des sérovars en fonction du type de prélévement

Type de S. S. S. S. S. S. S. S. S. S.
prélévement Muenster  Kentucky Infantis Anatum Richmond Havana Typhimurium Montevideo Virginia Braenderup n*/N*
Carcasses 27 13 10 9 4 3 3 1 1 0 9/71
M. fécales 6 0 2 2 0 0 0 2 0 1 5/13
Total 33 13 12 11 4 3 3 3 1 1 10/84

*n= nombre de sérovars / N= nombre de souches isolées

30
25 -+
20 -+
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M Carcasses

10 - Féces
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Figure 19 : Distribution des sérovars en fonction du type de prélévement
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3.3.Confirmation du genre Salmonella et du sérovar Typhimurium par PCR

En utilisant les amorces S139 et S141 appartenant au géne invA qui amplifie une séquence
d’une taille de 284 pb, les résultats de la PCR ont montré que 96,4% (81/84) des souches
récupérées par la méthode de culture conventionnelle ont généré un seul fragment d’ADN

amplifi¢ de la taille prévue sur le gel d’agarose.

Aucun fragment d'’ADN amplifié n'a été obtenu a partir des isolats appartenant aux genres

Citrobacter et Proteus testés durant cette étude.

Le sérotypage a révélé la présence de 3 isolats de S. Typhimurium d'origine ovine dont
'analyse par PCR a montr¢ la présence d'un produit amplifié spécifique d’une taille de 410

bp obtenu avec des amorces de S. Typhimurium choisies & partir du géne Spy.

La figure 20 est un exemple de la photo du gel d’électrophorése présentant des bandes de
taille 284 pb correspondantes aux amorces spécifiques du gene invA montrées par 7
souches de Salmonella (3 souches isolées des abattoirs d’Hussein-Dey, et 4 souches issues
d’El-Harrach); ainsi que des bandes de taille 401 pb représentant les amorces du gene spy

specifique au sérovar S. Typhimurium révélées par deux souches du sérovar recherché.

$16 813 N P41 M H4 H3 H2 H1 R45 R4IR42 N P M

401bp 400 bp
284 bp

Figure 20: Visualisation de I’ADN et interprétation des résultats de confirmation du
genre Salmonella par le géne invA et du sérovar S. Typhimurium par le géne spy.

M : Marqueur de poids moléculaire 100 bp ; P: contr6le positif (Salmonella spp) ; N : contrdle négatif
(mélange de PCR sans I’ADN); R42, R43, R45, H1, H2, H3, et H4 : Fragments d’ADN de 284 bp

caractéristiques du genre Salmonella spp, P1 : contréle positif (Salmonella Typhimurium), S13, et S16 :
Fragments d’ADN de 410 bp caractéristiques du sérovar Salmonella Typhimurium.
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3.4. Etude de la sensibilité des souches de Salmonella aux antibiotiques

Les résultats obtenus sont rapportés dans le tableau 17 et illustrés par la figure 21. Sur les
84 isolats testés, 68 (80,9%) étaient résistants a au moins un antibiotique. Tous les isolats
de Salmonella étaient sensibles a 1’effet antimicrobien de la céfoxitine, de la ceftazidine, de
la ceftriaxone, du céfépime, de l'aztréonam, de l'imipéneme, de la kanamicine, de la
nétilmicine, de la colistine et de la fosfomicine. La résistance aux 18 autres antibiotiques
variait entre 1,2% et 69,1%. La résistance a la streptomycine était la plus fréquente avec un
taux de 69,1%, suivie des sulfamides (32,1%), puis de I'ampicilline, de la ticarcilline, de la

pipéracilline, de I'amoxicilline, de I'acide nalidixique et de la tétracycline (17,9%).

Toutes les souches de S. Havana étaient sensibles vis-a-vis de ’ensemble des antibiotiques
testés. Alors que la totalité des souches appartenant aux sérovars S. Infantis, S. Kentucky,
S. Richmond, S. Typhimurium, S. Montevideo, S. Virginia et S. Braenderup étaient
résistantes a au moins un antibiotique.

La multirésistance a caractérisé 19 (22,6%) souches, dont 15 étaient résistantes a plus de 5
antibiotiques. Douze parmi les 13 souches (92,3%) de S. Kentucky isolées présentaient une
résistance a 10 antibiotiques ou plus, y compris les fluoroquinolones. Les trois souches de
S. Typhimurium ont manifesté une résistance a plus de 9 antibiotiques testés, incluant le
profil d’une pentarésistance de type «ACSSuT» montrée par deux souches. Sur les 10
sérotypes identifiés, la résistance aux antibiotiques a été enregistrée dans 9 d'entre eux.
Quatre sérovars ont montré une multirésistance, dont deux sérovars (S. Typhimurium et S.
Kentucky) étaient résistants a plus de 5 antibiotiques. Un ensemble de 17 profils de
résistance a été enregistré dont 14 profils de multirésistance. La répartition des profils de
résistance en fonction de la source de prélévement est détaillée dans le tableau 18.

Un taux de résistance tres élevé [54/56= (96,4%)] a été enregistré parmi les souches isolées
de I’abattoir d’El-Harrach. La multirésistance a caractérisé 8 souches issues de 1’abattoir
d’El-Harrach dont 6 ont montré une résistance a plus de 9 antibiotiques. Par contre, les
isolats récupérés des abattoirs d’Hussein Dey étaient moins résistants dans leur ensemble
avec un taux de 50%, représentant 14/28 des souches, dont 11 ont montre une
multirésistance et 9 étaient résistantes a 9 antibiotiques ou plus.

La résistance aux antibiotiques était tres répandue dans les souches isolées des échantillons
de bovins avec un taux de 90% (45/50) avec 11 souches multirésistantes parmi elles 9

¢taient résistantes a au moins 10 antibiotiques. Alors que les souches d’origine ovine ont
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montré un taux de résistance de 67,6% (23/34), et la multirésistance a caractérisé 8 souches
dont 6 étaient résistantes a au moins 9 antibiotiques.

Le taux de résistance dans les souches isolées des carcasses était de 80,3% (57/71) ce qui
est relativement similaire au taux enregistré dans les souches issues des feces [11/13=
(84,6%)]. A part un seul profil de bi-résistance (S, SSS) enregistré dans une souche isolée
des matieres fécales, les profils multirésistants ont été isolés particulierement des souches
récupérées des carcasses avec 18 souches multirésistantes dont 15 présentaient une

résistance a au moins 9 antibiotiques.
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Figure 21: Sensibilité des souches de Salmonella spp. aux antibiotiques en fonction de la catégorie clinique.
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Tableau 17 : Phénotypes de résistances aux antibiotiques des souches de Salmonella isolées

Sérovars n/N Nombre de souches Phénotypes

0ATB 1ATB 2ATBs 4ATBs O9ATBs 10ATBs 11ATBs 12ATBs 13ATBs 14ATBs

S. Muenster 27/33 6 19 S

8 SSS

S. Anatum 4/11 7 2 S
1 S, SSS

1 SSS, TE

S. Infantis 12/12 12 S

S. Kentucky 13/13 1 S, SSS, W, SXT
1 AMP,TIC,PRL,AML,KZ,S,SSS,NA,CIP,TE
1 AMP,TIC,PRL,AML,KZ,S,SSS,NA,NOR,CIP
1 AMP,TIC,PRL,AML,KZ,S,SSS,NA,NOR,CIP,TE
1 AMP,TIC,PRL,AML,CN,S,SSS,NA,NOR,CIP,TE
1 AMP,TIC,PRL,AML,KZ,CN,S,SSS,NA,NOR,CIP,TE
1 AMP,TIC,PRL,AML,MEL,CN,S,SSS,NA,NOR,CIP,TE
3 AMP,TIC,PRL,AML,AMC,KZ,CN,S,SSS,NA,NOR,CIP,TE

3 AMP,TIC,PRL,AML,AMC,MEL,KZ,CN,S,SSS,NA,NOR,CIP,TE
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Tableau 17 : Phénotypes de résistances aux antibiotiques des souches de Salmonella isolées (suite)

S. Havana 0/3 3 Sensible
S. Richmond 4/4 4 S
S. Typhimurium  3/3 1 AMP, TIC,PRL,AML,S,SSS,W,SXT,TE

1 AMP,TIC,PRL,AML,AMC,S,SSS,NA,C, TE

1 AMP,TIC,PRL,AML,AMC,S,SSS,NA,C, TE,FU

S. Montevideo  3/3 3 S
S. Virginia 1/1 1 NA
S. Braenderup  1/1 1 S, SSS
Total 68/84 16 49 3 1 1 3 3 2 3 3

n= nombre d’isolats résistants ; N= nombre total d’isolats, ; AMP= ampicilline; TIC= ticarcilline; PRL= piperacilline; AML= amoxicilline; AMC=
amoxicilline/clavulanate; MEL= mecillinam; KZ= cefazoline; CN= gentamicine; S= streptomycine; SSS=sulphonamides; W= trimethoprime; SXT=
trimethoprime/sulfamethoxazole; NA= acide nalidixique; NOR= norfloxacine; CIP= ciprofloxacine; C= chloramphenicol; Te= tetracycline; F= furanes.
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Tableau 18 : Sources et profils de résistance aux antibiotiques

Nombre de souches

Sérovars Sources Types de profils
Testées Résistantes Multi-résistantes
S. Muenster Carcasses bovines 16 15 0 1 sensible, 8 S, 7 SSS
Carcasses ovines 11 7 0 4 sensibles, 7 S
Féces bovins 5 5 0 1SSS,4S
Féces ovins 1 0 0 1 sensible
S. Kentucky Carcasses bovines 9 9 9 3 AMP, TIC,PRL,AML,AMC,KZ,CN,S,SSS,NA,NOR,CIP,TE
1AMP, TIC,PRL,AML,AMC,MEL,KZ,CN,S,SSS,NA,NOR,CIP,TE
1 AMP,TIC,PRL,AML,CN,S,SSS,NA,NOR,CIP,TE
1 AMP,TIC,PRL,AML,KZ,CN,S,SSS,NANOR,CIP,TE
1 AMP,TIC,PRL,AML,KZ,S,SSS,NA,CIP,TE
1 AMP,TIC,PRL,AML,KZ,S,SSS,NA,NOR,CIP,TE
1AMP, TIC,PRL,AML,MEL,CN,S,SSS,NA,NOR,CIP,TE
Carcasses ovines 4 4 4 1S, SSS, W, SXT
1AMP, TIC,PRL,AML,KZ,S,SSS,NA,NOR,CIP
2 AMP,TIC,PRL,AML,AMC,MEL,KZ,CN,S,SSS,NA,NOR,CIP,TE
Féces bovins 0
Féces ovins 0
S. Infantis Carcasses bovines 4 4 0 4S
Carcasses ovines 6 6 0 6S
Féces bovins 2 2 0 2S
Féces ovins 0
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Tableau 18 : Sources et profils de résistance aux antibiotiques (suite)

S. Anatum Carcasses bovines 2 1 1 1 sensible, 1 S, SSS
Carcasses ovines 7 2 1 5 sensibles, 1 S, 1 SSS, TE
Féces bovins 1 1 0 1S
Féces ovins 1 0 0 1 sensible
S. Richmond Carcasses bovines 4 4 0 4S
Carcasses ovines 0
Féces bovins 0
Féces ovins 0
S. Typhimurium Carcasses bovines 0
Carcasses ovines 3 3 3 1 AMP,TIC,PRL,AML,S,SSS,W,SXT,TE
1 AMP,TIC,PRL,AML,AMC,S,SSS,NA,C, TE
1 AMP, TIC,PRL,AML,AMC,S,SSS,NA,C, TE,FU
Féces bovins 0
Féces ovins 0
S. Montevideo Carcasses bovines 1 1 0 1S
Carcasses ovines 0
Féces bovins 2 2 0 2S
Féces ovins 0
S. Virginia Carcasses bovines 0
Carcasses ovines 1 1 0 1NA
Féces bovins 0
Féces ovins 0

92



ETUDE EXPERIMENTALE

Tableau 18 : Sources et profils de résistance aux antibiotiques (suite)

S. Braenderup Carcasses bovines

Carcasses ovines

Féces bovins 1 1 1S, SSS

S. Havana Carcasses bovines 0 0 3 sensibles

Carcasses ovines

0
0
1
Féces ovins 0
3
0
0

Feces bovins

Féeces ovins 0

AMP= ampicilline; TIC= ticarcilline; PRL= piperacilline; AML= amoxicilline; AMC= amoxicilline/clavulanate; MEL= mecillinam; KZ= cefazoline; CN=
gentamicine; S= streptomycine; SSS=sulphonamides; W= trimethoprime; SXT= trimethoprime/sulfamethoxazole; NA= acide nalidixique; NOR=
norfloxacine; CIP= ciprofloxacine; C= chloramphenicol; Te= tetracycline; F= furane
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3.5. Analyse génotypique des isolats par PFGE

L’analyse comparative en champ pulsé des 84 souches de Salmonella bovines et ovines
isolées et étudiees, et appartenant aux 10 sérovars dont 4 sérovars communs entre les deux
especes animales étudiées a généré 22 profils différents répartis en 10 clusters
correspondant chacun a un sérovar. Le degré d’homogénéité et de similarité entre les 10
clusters est assez élevé (> 80%). Les taux de similarité par sérovar sont rapportés dans le
tableau 19. La figure 22 présente en exemple une photo du gel d’électrophorése en champ
pulsé pour 8 souches de salmonelles avec des profils représentatifs et des isolats marqueurs
(indiquées L). Les souches 50, 56, 57 et 58 présentent des bandes communes de mémes
tailles, elles partagent donc le méme profil génotypique Mul. Par contre, les souches 66,
67, 68, et 69 présentent deux profils différents (R1 et R2) bien que trés proches, elles

appartiennent donc a deux lignées clonales distinctes.

La figure 23 résume les résultats obtenus pour I’ensemble des isolats analysés. La
répartition des différents pulsotypes en fonction de la source de prélevement dans chacun

des deux abattoirs est détaillée dans le tableau 21.
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Figure 22 : Photo du gel d’électrophorése en champ pulsé (PFGE).
L : Marqueur (S. Braenderup H9812)
50, 56, 57, 58 : 4 souches de S. Muenster de méme profil PFGE (Mul).
67, 69 : 2 souches de S. Richmond de profil PFGE: R1.

66, 68 : 2 souches de S. Richmond de profil PFGE : R2.
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Figure 23 : Résultats du génotypage par PFGE de I’ensemble des isolats testés

Tableau 19: Profils génotypiques des souches de Salmonella obtenus par I’analyse PFGE

Sérovar Nombre de souches Nombre de Taux de similarité
pulsotypes (%)
S. Muenster 31 5 93,5
S. Kentucky 13 2 95,2
S. Infantis 12 2 96,3
S. Anatum 11 3 86,7
S. Richmond 4 2 92,3
S. Typhimurium 3 2 83,3
S. Havana 3 1 97
S. Montevideo 3 3 90,3
S. Virginia 1 1 /
S. Braenderup 1 1 /
Total 82 22 94,0
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Nous exposerons ci-dessous les profils génotypiques des sérovars dont le nombre des

souches est égale ou supérieur a 2.

S. Muenster : Parmi les 33 isolats de S. Muenster analysées par PFGE, 2 souches
n’ont pas été décelées sur gel d’agarose. L’analyse PFGE des autres 31 souches
digérées par I’enzyme Xbal a identifié 5 profils différents appartenant a un seul
cluster (taux de similarité > 80%) et constitués de 13 a 18 fragments d’ADN. Les
liens genétiques des différents profils PFGE sont représentés par le dendrogramme
ci-dessous (figure 24). Le profil génétique Mul est le profil dominant avec 18
souches isolées de différentes sources. Le profil dominant d’antibiorésistance pour
le pulsotype Mul est la résistance a la streptomycine. Une seule souche de ce
groupe est récupérée des prélevements venant des abattoirs d’Hussein-Dey et est
également la seule sensible & la totalité des antibiotiques testés.

Le pulsotype Mu2 regroupe 6 souches isolées uniquement des carcasses, 04 parmi
elles sont sensibles a la totalité des antibiotiques. Alors que les deux génotypes
Mu3 et Mu5 regroupent chacun une souche résistante aux sulfamides isolées des
carcasses bovines dans les abattoirs d’El-Harrach. Enfin, le profil Mu4 est
représenté par 5 souches résistantes uniquement a la streptomycine et isolées de

différents types de prélévements a 1’abattoir d’El-Harrach.
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Figure 24 : Dendrogramme issu de I’analyse PFGE avec 1’enzyme Xbal des
souches de S. Muenster

e S. Anatum : La macro restriction avec I’enzyme Xbal des 11 souches testées de S.
Anatum a identifié 3 profils différents appartenant a un seul cluster (figure 25). Le
profil génotypique Al est représenté par 3 souches dont la source est différente et
sont résistantes a un ou deux antibiotiques. Le profil A2 contient une seule souche
bi-résistante. Alors que le Bémeprofil génotypique qui est majoritaire regroupe 7
souches isolées de différentes sources venant des abattoirs d’Hussein-Dey et sont

toutes sensibles vis-a-vis aux antibiotiques.
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Figure 25 : Dendrogramme issu de I’analyse PFGE avec 1’enzyme Xbal des
souches de S. Anatum
e S. Typhimurium : I’analyse PFGE des 3 souches de S. Typhimurium isolées
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durant cette étude a partir des carcasses ovines a permis de les répartir en deux
pulsotypes appartenant a un seul cluster (figure 26). Le génotype T1 regroupe les
deux souches isolées de I’abattoir d’El-Harrach, dont les profils de multirésistance
aux antibiotiques sont presque identiques. D’un autre coté, le génotype T2 est
représenté par la souche isolée des abattoirs d’Hussein-Dey, qui se caractérise par
un profil de multirésistance différent aux premieres (sensible a I’acide nalidixique
et au chloramphénicol mais résistante a la triméthoprime et a I’association

triméthoprime/sulfaméthoxazole).
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Figure 26: Dendrogramme issu de I’analyse PFGE avec 1’enzyme Xbal des
souches de S. Typhimurium

¢S. Kentucky : La digestion enzymatique avec I’Xbal de I’ADN chromosomal des 13
souches de S. Kentucky a montré 2 profils PFGE différents appartenant au méme cluster
(figure 27). Les 5 souches du pulsotype K1 présentant des profils de multirésistance
quasi identiques caractérises plus particulierement par la résistance aux fluoro-
quinolones sont récupérées des échantillons prélevés a El-Harrach. Concernant les 8

souches formant le pulsotype K2, bien qu’elles aient des profils de multirésistance
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presque similaires a ceux des souches du génotype K1, elles sont toutes isolées des

abattoirs d’Hussein-Dey.
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Figure 27 : Dendrogramme issu de I’analyse PFGE avec 1’enzyme Xbal des
souches de S. Kentucky

e S. Infantis: Les 12 souches de S. Infantis isolées seulement des échantillons
prélevés des carcasses a I’abattoir d’El-Harrach ont présenté deux profils
appartenant au méme cluster (figure 28). Notons que ces 12 souches présentaient le
méme profil de résistance (uni-résistance a la streptomycine).

e Bien qu’elles fussent isolées séparément des deux abattoirs étudiées, les 3 souches
de S. Havana ont été représentées par un seul profil génétique (figure
29) enregistrant ainsi un taux de similarité trés élevé. Ces trois souches
partageaient entre elles le méme profil de résistance (sensibilité a tous les

antibiotiques testés).
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Figure 29 : Dendrogramme issu de I’analyse PFGE avec 1’enzyme Xbal des
souches de S. Havana

e S. Montevideo: Bien qu’elles soient toutes isolées des échantillons d’origine
bovine prélevés de I’abattoir d’El-Harrach durant la méme période, et avaient le
méme profil de résistance (uni-résistantes a la streptomycine), les 3 souches de S.
Montevideo ont montré 3 pulsotypes différents appartenant au méme cluster (figure
30). La méme remarque a été enregistrée pour les 4 souches de S. Richmond, qui
malgré leur provenance commune (isolées des carcasses bovines a I’abattoir d’El-
Harrach durant la méme période) et leurs profils de résistance identiques (uni-
résistance a la streptomycine), elles appartiennent a deux génotypes différents R1 et
R2 (figure 31).
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Figure 30 : Dendrogramme issu de I’analyse PFGE avec I’enzyme Xbal des
souches de S. Montevideo
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Figure 31 : Dendrogramme issu de I’analyse PFGE avec I’enzyme Xbal des
souches de S. Richmond

=

Evaluation de la discrimination obtenue par PFGE a I’aide de I’indice de Simpson
(D):

Les valeurs de I’indice D obtenues pour les sérovars étudiés pendant ce travail sont
présentées dans le tableau 20.

Tableau 20: Evaluation de I’indice de discrimination de Simpson (D) pour les sérovars

obtenus durant cette étude.

Sérovar Nombre de souches Nombre de profils ID
S. Muenster 31 5 0, 62
S. Kentucky 13 2 0,51
S. Anatum 11 3 0, 56
S. Infantis 12 2 0,31
S. Richmond 4 2 0, 67
S. Typhimurium 3 2 0, 67
S. Havana 3 1 0

S. Montevideo 3 3 1

Le calcul de I'ID ne se fait pas pour les sérovars représentés par une seule souche
(Virginia, Braenderup).

Un indice supérieur a 0,95 est considéré comme tres bon.

Un indice entre 0,8 et 0,9 est bon.

Un indice entre 0,7 et 0,8 est intermédiaire.

Un indice inférieur a 0,7 est bas.

Un indice inférieur a 0,6 est trés bas.
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Tableau 21: Résultats du génotypage des souches de Salmonella par PFGE en fonction de la source des prélevements

Sérovar Pulsotype Nombre de souches
Abattoir d’El Harrach Abattoir d’Hussein Dey Total
Bovins Ovins Bovins Ovins
Carcasses Féeces Carcasses Féeces Carcasses Féeces Carcasses Feces

Muenster Mul 9 2 6 1 18
Mu2 1 2 3 6
Mu3 1 1
Mu4 1 3 1 5
Mu5 1 1
Kentucky K1 3 2 5
K2 6 2 8
Infantis 11 1 1 2
12 4 1 5 10
Anatum Al 1 2 3
A2 1 1
A3 1 5 1 7
Richmond R1 2 2
R2 2 2
Havana H1 2 1 3
Typhimurium T1 2 2
T2 1 1
Montevideo Mol 1 1
Mo2 1 1
Mo3 1 1
Virginia V1 1 1
Braenderup Bl 1 1
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4. DISCUSSION

La prévalence de Salmonella et la distribution de ses sérotypes dans le bétail et les aliments
d'origine animale different grandement selon le pays et la zone geographique, I'age des
animaux, les groupes et le systeme de production, les types de prélévements et les
méthodes de détection mises en ceuvre. Les objectifs de cette étude consistent a évaluer le
degré de contamination a Salmonella des carcasses issues d’ovins et de bovins abattus aux
abattoirs d’El-Harrach et d’Hussein-Dey, de connaitre le statut salmonellique de ces
animaux et son influence sur la contamination des carcasses, identifier les sérovars
circulants ainsi que leur degré de sensibilité vis-a-vis des antibiotiques couramment utilises

et déterminer les liens génétiques entre les souches isolées.

Les taux de contamination a Salmonella enregistrés durant cette étude doivent étre
interprétés avec prudence en raison du nombre relativement faible d’abattoirs concernés
par I’échantillonnage, le nombre de prélévements effectués, les techniques utilisées, le type
d’élevage des animaux et le statut hygiénique général des fermes et des abattoirs ; par
conséquent, il est impératif d’étre réservé en faisant des comparaisons directes des taux de
contamination des carcasses enregistrés durant ce travail avec ceux obtenus dans d’autres
pays. Néanmoins, il convient de souligner que notre étude est assez représentative; en
tenant compte des similarités des méthodes de travail et des conditions hygiéniques dans la
quasi-totalité des abattoirs et tueries a 1’échelle nationale, cela nous conforte et nous
permet de croire que notre estimation pourrait approcher la situation réelle des abattoirs
algériens vis-a-vis de Salmonella spp.

Nous avons choisi de travailler sur les carcasses de bovins et des ovins car elles sont les
plus largement consommeées en Algérie. De plus, trés peu de recherches ont été menées sur

la prévalence de Salmonella dans les viandes bovines et ovines en Algérie.
4.1.Taux de contamination a Salmonella spp

Dans la présente étude, sur 826 échantillons testés, 84 (10,2%) étaient positifs a la présence
de Salmonella. Les taux de contamination étaient plus élevés dans les carcasses (16,1%).
Bien que les voies d'accés de Salmonella a la viande des animaux de boucherie différent
selon I'étape du processus, le principal facteur est I'approvisionnement en animaux porteurs
de Salmonella, ce qui méne a la contamination des carcasses et de la viande (Kirchner et
al., 2011).

104



ETUDE EXPERIMENTALE

La réglementation algérienne relative aux spécifications microbiologiques des denrées
alimentaires (Norme algérienne du 23 juillet 1994) ainsi que la majorité des normes
internationales imposent 1’absence totale des salmonelles dans les carcasses ovines et
bovines, ceci reflete le risque potentiel que constitue ce germe pour la santé du

consommateur.

Les résultats obtenus (tableau 8) montrent que les échantillons de bovins étaient
significativement (p <0,05) plus contaminés (14,3%) que les échantillons d'ovins (7,1%).
Ces résultats sont en accord avec les données nationales antérieures (Nouichi & Hamdi,
2009 ; Mezali & Hamdi, 2012) et les données internationales (Dabassa & Bacha, 2012;
Ahmad et al., 2013; et Ni et al., 2018) qui ont rapporté des charges de salmonelles plus
élevées chez les bovins que chez les ovins. Cependant, ils vont a I’encontre des travaux de
Stipetic et al. (2016) qui ont noté que les échantillons ovins étaient plus contaminés.
D’autre part, d'autres études n'ont signalé aucune différence entre les deux espéces

animales (Jimenez et al., 2011; Bolton et al., 2012).

Nos résultats pourraient étre dus a la susceptibilité particuliére des bovins a l'infection a
Salmonella (Nouichi & Hamdi, 2009). En outre, les réservoirs gastriques chez cette espéce
sont tellement importants qu’il est trés difficile voire impossible (vu les mauvaises
conditions techniques et humaines caractérisant les deux abattoirs étudiés et la majorité de
nos abattoirs) d’éviter la contamination des carcasses par le contenu des sacs gastriques qui
constituent le réservoir principal de cette bactérie. C’est ainsi que plusieurs auteurs ont
constaté que les viandes bovines sont classées parmi les aliments les plus impliqués dans

les cas de toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) (Laufer et al., 2015).

Les carcasses de bovins sont les plus contaminées par les salmonelles avec un taux de
20,5%. Auparavant, nous avions enregistré un taux de contamination plus faible (10%)
dans le méme type d'échantillons (Nouichi & Hamdi, 2009). Le taux de contamination des
carcasses bovines enregistré durant cette étude est identique a celui (21 %) enregistré par
Hammoudi et al. (2013) dans un abattoir situé a 1’Ouest algérien. A [1’échelle
internationale, les rapports précédents indiquaient des taux de contamination a Salmonella
dans la viande bovine et les carcasses, variables et inférieurs a notre résultat, allant
généralement, de 0,9% a 13,3% (Dabassa & Bacha, 2012; Tafida et al., 2013 ; Ahmed &
Shimamoto, 2014; Ateba & Mochaiwa, 2014; Cossi et al., 2014; Dong et al., 2014;
Muluneh & Kibret, 2015; Kore et al.,2017; Moawad et al., 2017; Wabeto et al., 2017,
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Matchawe et al., 2019 ; Okafor et al., 2020). L’étude récente de Das et al. (2019) menée
sur 200 carcasses bovines a montré un taux de contamination a Salmonella trés élevé
(64,5%).

Dans les carcasses ovines, la prévalence était de 12,7%. Bien que Teklu et Negussie
(2011), et Ahmad et al. (2013), aient enregistré des résultats relativement similaires
(14,1%), d'autres études ont rapporté des taux de contamination plus faibles: 0% (Cetin et
al., 2020), 1,1% (Nouichi & Hamdi, 2009), 3,3% (Dabassa & Bacha, 2012) et 6,3
(Makwana et al., 2015).

Dans notre étude, le taux de présence de Salmonella dans les féces de bovins était de 6,9%.
Ce résultat corrobore les travaux d’Hurtado et al. (2017), Addis et al. (2011), Bahnass et
al. (2015), et Abunna et al. (2017) qui ont enregistré des prévalences respectives de 5,8%,
7,7%, 8,5%, et 7,7%.

Nos résultats sont légérement inférieurs a ceux de Zare et al. (2014) et Barlow et al. (2015)
qui ont enregistre des valeurs de 10% et 11,5% respectivement. Ils sont largement
inférieurs aux résultats enregistrés par Kagambeéga et al. (2013), Oloya et al. (2007) et
Alam et al. (2009), qui ont rapporté des taux de contamination de 52%, 64,7% et de 73,7%
respectivement. D’autres auteurs, tels que, Mohamed (2011), Dabassa et Bacha (2012),
Bordonaro et al. (2015), Kore et al. (2017) et Nyabundi et al. (2017) ont signalé des taux

de contamination des féces allant de 1,7% a 3,3%.

Dans cette étude, la prévalence de Salmonella dans les échantillons fécaux ovins reste
assez faible (0,9%), comparée a celle enregistrée dans les féces de bovins (6,9%), et celles
rapportées dans différentes études précédentes: 2% (Cetin et al., 2020), 3,3% (Dabassa &
Bacha, 2012), 6,1% (Hurtado et al., 2017), 6,4% (Bahnass et al., 2015), 7% (Edrington et
al., 2009), 7,2% (Mohammed Saleh, 2012), 12% (Oloya et al., 2007) et16% (Zare et al.,
2014). Ce résultat pourrait s’expliquer selon certains auteurs, par le fait que les infections a
Salmonella chez les ovins sont généralement plus rares que chez les bovins (Wray &
Linklater, 2000; Barrow et al., 2010).

Le taux relativement élevé de salmonelles dans les feces de bovins par rapport aux feces
ovins est inquiétant compte tenu de la forme naturelle des excréments bovins qui collent

facilement et souillent de larges surfaces des carcasses, du milieu et du matériel utilisé.
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Le présent travail a montré un taux de contamination & Salmonella significativement (p<
0,05) plus elevé dans les échantillons prélevés des carcasses (16,1%) que dans les
échantillons fécaux (3,4%), ce qui est cohérent avec les résultats de 1’étude de Teklu et
Negussie (2011) menée sur les carcasses et matiéres fécales ovines en enregistrant des taux
de contamination de 12,4% et 4% respectivement, et celle de Dabassa et Bacha (2012) qui
ont enregistré un taux de contamination de 13,3% dans les carcasses de bovins contre un
taux de contamination de 3,3% dans leurs féces. Cependant, nos résultats vont a 1’encontre
de ceux obtenus dans les travaux de Dong et al. (2014), qui indiquaient une prévalence

plus élevée de Salmonella dans les féces (18,6%) que dans les carcasses (1,4%).

Selon Duggan et al. (2010), et Bordonaro et al. (2015), les échantillons fécaux sont plus
contaminés par plusieurs genres bactériens que les échantillons de carcasses et autres
produits alimentaires, ce qui rendrait plus difficile la détection des salmonelles dans ces
échantillons a cause de la compétitivité entre les différents germes saprophytes qui
inhiberaient ainsi la multiplication des germes pathogenes, et ce par modification du milieu
car ces derniers sont plus exigeants que les germes saprophytes.

Quoique les résultats de la recherche des salmonelles dans les féces semblent cohérents
avec ceux des carcasses entre les deux abattoirs, néanmoins, il n’est pas correct de
supposer une relation directe entre le taux de contamination a Salmonella des carcasses et
celui des feces a cause du faible taux de contamination enregistré dans les matieres fécales.
Ceci rejoint les travaux de Wonderling et al. (2003) et d’Arguello et al. (2012) qui n’ont
trouvé aucune relation entre le résultat positif a Salmonella dans les feces et la
contamination de la carcasse d’un méme animal. Ces mémes auteurs ont signalé que la
contamination croisée serait responsable de 50% des contaminations des carcasses
étudiées, et qu’aucune différence du taux de contamination par Salmonella de la carcasse
n'a été constatée entre les animaux infectés. Bien qu’ils aient enregistré un taux élevé de
salmonelles dans les matieres fécales (30%), Piras et al. (2011) n’ont pas trouvé de
corrélation directe entre le statut salmonellique des animaux porteurs et les taux de
contamination des carcasses. Arthur et al. (2008) et Narvaez-Bravo et al. (2013) suggerent
que le statut fécal et de la peau en agents pathogénes, des animaux envoyés a l'abattoir est
peu pertinent pour déterminer le risque de contamination de la carcasse. Cependant,
Berends et al. (1997) estiment qu’un animal vivant porteur digestif des salmonelles aurait 3

a 4 fois plus de chances qu’un animal indemne de donner une carcasse contaminée. En
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outre, le risque de contamination des carcasses & Salmonella a partir des matieres fécales
n’est pas exclu, car une bactériologie négative ne signifie pas une absence de salmonelles.
L’excrétion par les animaux porteurs sains, en particulier les bovins se fait de maniére
intermittente, a moins qu'ils ne subissent un stress (Wray & Davies, 2000; Teklu &
Negussie, 2011), de méme que les préléevements ne sont pas réalisés de maniere répétée
sur une longue période. Enfin, au cours de cette étude, I’ensemble des animaux présents
dans la salle d’abattage n’a pas été¢ concerné dans sa totalité par 1’échantillonnage durant
chacune de nos visites. D’autant plus, qu’un bref contact avec les matieres fécales pourrait
produire une contamination de plus de 10° bactéries/cm?, ce qui est suffisant pour une
contamination croisée avec plus de 10 carcasses successives a des niveaux significatifs
(Roberts, 1980). Ces animaux porteurs peuvent transmettre I’infection aux autres animaux
qui peuvent devenir a leur tour des porteurs, et constituer une source potentielle de
contamination des carcasses, du personnel, du matériel et de I'environnement, en excrétant
jusqu'a 10® UFC de salmonelles par gramme de matiéres fécales (Woldemariam et al.,
2005, Barrow et al., 2010), sachant que les salmonelles sont des bactéries résistantes qui,
en 1’absence de programme de nettoyage-désinfection approprié peuvent survivre trés
longtemps dans 1’environnement ; a titre d’exemple, plusieurs années dans des excréments
desséchés, un an dans le sol et 120 jours dans 1’eau douce (La Ragione et al., 2013). Piras
et al. (2012) et Arguello et al. (2013) ont indiqué que les souches de Salmonella une fois
présentes dans I'environnement survivent dans certaines niches de I'abattoir et peuvent faire
partie de la flore résidente (souches domestiques) qui constitue une source de
contamination pour les carcasses abattues ultérieurement. Small et al. (2006), ont rapporté
également que les salmonelles peuvent persister dans I'environnement de 1’abattoir d'un

jour a l'autre méme apres les opérations routiniéres de nettoyage et de désinfection.

En outre, la présence méme d'un petit nombre d'espéces de Salmonella dans la carcasse
peut entrainer une forte contamination du produit de détail fini (Dabassa & Bacha, 2012,
Ateba & Mochaiwa, 2014). Ainsi, Aftab et al. (2012) ont confirmé que la prévalence de
Salmonella a augmenté de 52% du stade de I'abattage a la phase du produit prét a la vente.

Les charges élevées en salmonelles enregistrées dans les carcasses étudiées au cours de ce
travail pourraient s'expliquer alors par le fait que les abattoirs d’El-Harrach et ceux
d’Hussein Dey sont des abattoirs ou toutes les étapes de la transformation de I'animal en

carcasse et en cinquieme quartier (saignée, dépouillement, éviscération,...) se font a postes
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fixes, ce qui augmente le risque de contaminations croisées entre les carcasses et les peaux,
le sang, les viscéres, et le contenu gastrique du méme ou des autres animaux.
Indépendamment de 1’approvisionnement en animaux porteurs de Salmonella, ces résultats
sont également révélateurs de plusieurs anomalies enregistrées au niveau des deux
établissements. Ces anomalies concernent 1’état hygiénique des peaux des animaux, le
personnel, le matériel utilisé et les méthodes. Plusieurs études ont évoqué auparavant les
différentes sources de contamination des carcasses a Salmonella aux abattoirs. Différents
auteurs s’accordent a dire que I’homme représente le principal agent responsable des
contaminations par son état sanitaire (Kidanemariam et al., 2010), son hygiene corporelle
(Muluneh & Kibret, 2015) et son hygiéne vestimentaire (Adetunde et al., 2011; Bersisa et
al., 2019). Le transfert des germes pathogénes a partir des peaux des animaux a été étudié
par Aftab et al. (2012), Serraino et al. (2012) et Buncic et al. (2014). Alors que Biswas et
al. (2011), Teklu et Negussie (2011), Muluneh et Kibret (2015) et Okafor et al. (2020) ont
démontré la contribution de 1’état hygiénique du matériel dans la contamination des
carcasses. L’apport des salmonelles par le milieu environnant a été rapporté par Pearce et
al. (2006). Tandis que Costa et al. (2020) ont étudié I’influence des méthodes utilisées aux

abattoirs sur le taux de contamination aux salmonelles dans les carcasses et les viscéres.

Le tableau 7 indique que le taux de portage fécal en Salmonella est significativement (p<
0,05) supérieur chez les animaux abattus a El-Harrach que chez ceux abattus aux abattoirs
d’Hussein Dey (4,9% et 2%, respectivement). Il est probable que les animaux abattus dans
chacun des deux abattoirs représentaient des groupes d’origines différentes des autres. Ces
résultats pourraient également s’expliquer par le fait que les animaux ramenés a I’abattage
a Hussein Dey étaient toujours mis au repos dans les enclos de stabulation pour une durée
moyenne de 8 a 12 h, alors que cette étape est souvent négligée a El-Harrach et I’abattage
se déroule dans la plupart des cas dés I’arrivée a 1’abattoir. De plus, ces animaux subissent
une manipulation violente durant leur débarquement, ce qui constitue une source de stress
et favorise 1’excrétion fécale des salmonelles. Duggan et al. (2010), Pullinger et al. (2010),
Rostagno et al. (2011), Verbrugghe et al. (2011), Arguello et al. (2013) et Atsbha et al.
(2018) s’accordent pour affirmer que le stress favorise I’excrétion fécale des salmonelles

chez les animaux porteurs.

Le non-respect de la mise au repos des animaux aux abattoirs d’El-Harrach s’accompagne

certainement du non-respect des délais réguliers de la diéte hydrique avant ’abattage.
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Cette étape indispensable ayant pour objectif la réduction de la bactériémie d’abattage qui
favorise la contamination endogene du muscle et la contamination superficielle a partir des
réservoirs gastriques pourrait influer sur les charges de Salmonella dans les matieres
fécales. En effet, les auteurs ne s’accordent pas et proposent des hypothéses différentes.
Isaacson et al. (1999) Morrow et al. (2002) et Reid et al. (2002) ont signalé une diminution
de la proportion des animaux porteurs de germes pathogénes y compris Salmonella
lorsqu'un retrait de 24 h des aliments était appliqué. Alors que Beach et al. (2002) ont
rapporté que la prévalence de Salmonella chez les animaux présentés a I’abattage aux USA
n’était pas significativement associée a la di¢te hydrique. En revanche, Martin-Pelaez et al.
(2008), Rostagno et al. (2009) et Eicher et al. (2017), ont montré que le retrait de
I’alimentation pendant des heures avant 1’abattage favorise, paradoxalement, le portage
fecal a Salmonella chez les animaux présentés a l’abattage. Ces mémes auteurs ont
expliqué ce constat par le fait que la diete hydrique pourrait en elle-méme représenter un
facteur de stress contribuant par conséquent a 1’augmentation du portage a Salmonella.
D’autres auteurs pensent que 1’effet de la diéte hydrique est li¢ a la durée appliquée. Ainsi,
Lewis et McGlone (2008) et Faucitano et al. (2010) ont proposé une association entre 1’état
de fatigue et la durée de jeGne pour ne pas aggraver la baisse de la glycémie chez les
animaux & jeun en raison de la restriction de l'alimentation. Toutefois, des recherches
supplémentaires sont nécessaires pour valider cette hypothese et ne pas mettre le bien-étre

des animaux en conflit avec les objectifs de la sécurité alimentaire.

Ce taux €élevé de contamination aux salmonelles des échantillons fécaux issus des animaux
abattus a El-Harrach pourrait expliquer partiellement, 1’élévation parall¢le du taux de
contamination des carcasses dans cet abattoir (23,9%) par rapport a celui des carcasses des
abattoirs d’Hussein Dey (9,8%).

En outre, cette différence significative (p < 0,05) entre les taux de contamination des
carcasses entre les deux abattoirs pourrait probablement étre liée au fait que la séparation
entre le secteur des animaux vivants (secteur sale) et celui des viandes (secteur propre) est
partiellement respectée dans I’espace et dans le temps dans les abattoirs d’Hussein- Dey,
tandis qu’a I’El-Harrach, 1’aire de stabulation des animaux, de par sa localisation tres
proche de la porte principale de la salle d’abattage et de par sa conception trés modeste (un
simple enclos sans porte), représente une source de contamination tres importante.

Plusieurs auteurs (Duggan et al., 2010; Arguello et al., 2013; Bolton et al., 2013) ont
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montré le role de I’état hygiénique des zones de stabulation dans la contamination a

Salmonella des animaux et de I’environnement d’abattage.

Nous pourrions également expliquer la différence entre les taux de contamination des
carcasses dans les deux établissements par le fait que les salles d’abattage sont plus
grandes a Hussein-Dey, ce qui minimiserait le contact des carcasses avec 1’équipement

contaminé présent sur place.

La différence entre le temps de prélevement entre les deux abattoirs (les matinées pour les
abattoirs d’Hussein Dey et les aprés-midis pour ceux d’El-Harrach) est un autre facteur qui
pourrait encore jouer un role dans la différence des taux de contamination des carcasses
entre les deux établissements. Ce constat a été également rapporté par I’étude d’ Arguello et
al. (2012) qui ont observé une tendance a l'augmentation de la contamination des carcasses
tout au long de la journée de travail, et qu’ils I’ont justifiée par 1’accumulation de

Salmonella sur les mains des opérateurs et le matériel utilisé.

Par conséquent, nous pouvons déduire que I’influence des conditions d’hygiéne sur le taux
de contamination des carcasses est plus importante que celle du transfert fécal, et que

certains abattoirs peuvent contréler la contamination par Salmonella micux que d’autres.

Lors des visites individuelles aux abattoirs pour faire I'échantillonnage, le taux d'isolement
de Salmonella a partir des prélevements variait de 0 a 55,5% par visite. Le tiers (30,1%)
des visites a donné des résultats négatifs pour Salmonella, alors que 24% des visites ont
donné des taux d’isolement de 20% ou plus, les carcasses positives se regroupent souvent
dans le temps. Ce constat qui rejoint les travaux de Small et al. (2006), Arguello et al.
(2012) et Piras et al. (2012), est plus probablement le résultat d'une contamination croisée
directe ou indirecte lors de I’abattage. Ce regroupement des résultats positifs pourrait
également dépendre de I'application non homogéne des pratiques d'abattage et des
procédés de nettoyage et de désinfection dans les deux abattoirs (température, temps et

mode d’application, concentration et types de produits utilisés).

La distribution des niveaux de contaminations d’un mois a 1’autre a montré des variations
saisonnieres allant dans le sens d’un pic durant le printemps pour les deux périodes avec un
décalage d’environ un mois. Ces différences enregistrées étaient statistiquement

significatives (la valeur de p est inférieure a 0,05 pour les deux périodes).
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Les variations saisonnieres de la prévalence de Salmonella dans les viandes et chez les
animaux de boucherie ont été confirmées par d’autres auteurs dans des études antérieures;
ou Webb et al. (2017) et Nickelson et al. (2019) ont rapporté que les charges des
salmonelles dans les nceuds lymphatiques des bovins présentés a 1’abattage étaient tres
élevées pendant les saisons chaudes. Nos resultats sont également cohérents avec ceux
d’Oloya et al. (2007) qui ont enregistré une influence significative de la saison sur les taux
des salmonelles chez les bovins et les ovins présentés a 1’abattage sur une période de 5 ans.
D’autre part, des tendances saisonnicres ont été¢ identifiées pour les campylobactérioses et
les salmonelloses, dont il a ét¢ démontré qu’elles atteignaient des pics pendant les mois

d’été dans les pays tempérés a travers le monde (Semenza et al., 2012)

En revanche, nos résultats vont a I’encontre des observations de Hurtado et al. (2017) qui
ont rapporté que la saisonnalité ne semble pas avoir une influence sur la prévalence de
Salmonella dans les matieres fécales des bovins et des ovins et ce, quel que soit le type
d’élevage. Brichta-Harhay et al. (2008) n’ont pas observé aucun effet saisonnier dans les
taux des salmonelles sur les peaux et les carcasses de bovins. Pareillement, aucun schéma
saisonnier n'a été détecté dans la contamination a Salmonella et a E. coli des produits

carnés par Smith et al. (2019).

Les études confirmant I’influence de la saison sur les variations des prévalences de
Salmonella n’arrivent pas toujours a expliquer quels facteurs engagent 1’effet de la saison.
En effet, les mécanismes qui sous-tendent la saisonnalité des contaminations des viandes
par les germes pathogénes ne sont pas entierement compris, mais il s'agit probablement
d'une interaction complexe de différents facteurs représentés notamment par la prévalence
des agents pathogénes dans le réservoir animal et les modes de survie des agents

pathogénes dans I'environnement (Smith et al., 2019).

La diversité et la complexité des voies de contamination dans les deux établissements
d’abattage ainsi que le climat méditerranéen sévissant dans la wilaya d’Alger en tant que
ville cbtiere se caractérisant par des hivers doux et des faibles écarts de températures entre
les périodes entre I’hiver et 1’été justifient ainsi, une enquéte plus approfondie par le biais

d'un échantillonnage plus important et plus ciblé.
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4.2. Distribution des sérogroupes et des sérovars

Les grandes variations des sérovars de Salmonella dans leurs propriétés biologiques, leurs
réservoirs naturels, leur capacité a provoquer des infections et leur résistance aux
antibiotiques constitue un defi particulier pour contrdler la présence de Salmonella dans les
productions animales (Wagenaar et al., 2013, Ceyssens et al., 2015). Ces sérovars varient
géographiquement, certains conservent leur rang dominant durant de nombreuses années
tel Typhimurium, alors que d'autres émergent, re-émergent ou diminuent sans explication
valable (Mezali & Hamdi, 2012). Des changements dans la prévalence des sérovars
spécifiques dans les populations humaines et animales peuvent découler de l'introduction
de la souche par le biais des voyages internationaux, des migrations humaines, des
aliments, des aliments pour animaux et du commerce du bétail (Hendriksen et al., 2011).
Tous les isolats de Salmonella spp. obtenus dans cette étude (N=84) ont été sérogroupés
comme une étape préliminaire pour leur classification. Les résultats ont montré que
I’ensemble des souches isolées appartiennent aux 5 groupes suivants : E1, C1, G, B, et (C2,
C3).

Les résultats montrent que le groupe E1 est le groupe prédominant dans les isolats des 4
sources de prélevements, ce qui prouve que les souches du groupe E1 circulent dans les
populations des animaux abattus dans les deux abattoirs. Les sérogroupes E1 et C1 étaient
des groupes communs car ils étaient présents dans les échantillons des ovins et des bovins.
D'autre part, les sérogroupes G, B et le (C2, C3) ont été sélectivement distribués dans les
isolats récupérés des carcasses.

Il n’y a pratiquement pas de données dans la littérature qui traitent de la prévalence des
sérogroupes de Salmonella dans les denrées alimentaires en Algérie hormis 1’étude réalisée
en 2009 par Mezali qui a isolé a partir de plusieurs produits alimentaires 67 souches de
Salmonella réparties sur 7 groupes dont le (C2, C3) était le plus dominant avec une
prévalence de 26,9%. Nos résultats corroborent ceux rapportés par 1’étude de Van (2007)
en Australie ou le groupe E a atteint 75% dans les échantillons de viande bovine. Small et
al. (2006) ont trouvé que le sérogroupe C1 était le plus répandu parmi les souches de
salmonelles issues des carcasses bovines et ovines ainsi que de I’environnement de
I’abattoir.

Dans notre étude, dix sérovars ont eté identifiés parmi les 84 isolats de Salmonella. S.
Muenster était le sérovar prédominant en termes de nombre total dans toutes les catégories
d’échantillons confondues (39,3%, n= 33), puis S. Kentucky (15,5%, n= 13), S. Infantis
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(14,3%, n= 12), S. Anatum (13,1%, n= 11), S. Richmond (4,8%, n= 4), S.
Typhimurium, S. Havana, et S. Montevideo (3,6%, n= 3 pour chacun), S. Braenderup et
S. Virginia (1,2%) avec un isolat chacun.

Curieusement, nos résultats montrent une distribution des sérovars de Salmonella qui
differe de de la majorité des distributions dans des isolats d'aliments, d'animaux ou
d'humains observées par les études menées en Algérie ou a 1’échelle mondiale.

S. Muenster était également le sérovar le plus répandu dans chacun des quatre types
d'échantillons étudiés. Au Maroc, Karraouan et al. (2010) ont isolé S. Muenster dans
12,8% des échantillons de viande hachée crue. Dans une méta-analyse récente de 71 études
traitant la prévalence et la diversité des sérovars de salmonelles chez des bovins
apparemment sains, Gutema et al. (2019) ont indiqué que S. Muenster était classé parmi les
8 sérovars les plus fréquemment isolés. Oloya et al. (2007) ont également remarqué que ce
sérotype était le péme parmi les plus isolés a partir de bovins présentés a 1’abattage pendant
une étude qui a duré 5 ans. Van Cauteren et al. (2009) ont décrit une épidémie d'infection a
Salmonella survenue en France entre février et avril 2008, dont 1’agent causal était S.
Muenster impliquant 25 cas associés a la consommation de fromage de chevre. Bien que
cité également en Algérie par le rapport d’activit¢ de I’'IPA de I’année 2014 parmi les
sérotypes isolés de viande transformée (Merguez/ pate), et récupéré des selles d’un patient
atteint de gastro-entérite durant la méme année, ce sérotype est rarement identifié chez
I'nomme, les aliments ou les animaux a I’échelle nationale et internationale (Van Cauteren
et al., 2009).

Les résultats obtenus montrent qu’il y a une différence dans les types de sérovars de
Salmonella provenant des différentes sources: S. Muenster et S. Anatum ont été isolés dans
les quatre catégories d'échantillons. Cela refléterait probablement une contamination
croisée provenant de sources multiples et de mauvaises conditions d'hygiéne dans les
abattoirs. Berends et al. (1997) ont également rapporté qu’une fois la chaine d’abattage est
contaminée avec Salmonella spp, ce microorganisme va s’installer sur la machinerie,
I’équipement, et les mains des opérateurs et causer une contamination croisée. Néanmoins,
d’autres sérovars ont été exclusivement récupérés a partir d'une seule source, comme S.
Richmond et S. Typhimurium, qui n’ont été isolés que des carcasses de bovins et d’ovins,
respectivement. L'identification de S. Kentucky dans les échantillons de carcasses
seulement, pourrait s’expliquer par le fait que les carcasses ont €té contaminées par

différentes sources autres que les matiéres fécales.
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Nos résultats indiquent que les sérovars de Salmonella et leurs prévalences different d'une
visite a l'autre au sein d'un méme abattoir, et que plusieurs sérovars peuvent étre impliqués
dans la contamination des carcasses au cours de la méme journée d'échantillonnage, ce qui
corrobore les résultats de Duggan et al. (2010), Arguello et al. (2012), Piras et al. (2012) et
Van Hoek et al. (2012). Etant donné que nous nous sommes limités au sérotypage d'un seul
isolat par échantillon, la présence de multiples sérovars dans une seule visite, en particulier
dans les prélévements issus des carcasses, suggere une sous-estimation des sérovars de
Salmonella chez les bovins et les ovins et dans I’environnement de 1’abattage.

Deux sérovars, a savoir S. Braenderup et S. Virginia, ont été détectés, chacun d’eux, dans
un seul prélévement. Ceci pourrait s’expliquer, d’aprés Van Hoek et al. (2012), par leurs
charges bactériennes tres faibles ce qui aboutit a leur disparition au cours de I'abattage.
D’un autre c6té, nos résultats ont montré que certains sérovars n’ont été retrouvés que
durant une seule période, en effet, S. Infantis, S. Richmond et S. Montevideo ont été isolés
uniquement durant la premiére partie de notre étude et uniqguement dans les abattoirs d’El-
Harrach, alors que S. Kentucky a été isolé seulement durant la deuxiéme partie du travail.
Elgroud et al. (2009) ont indiqué que certains serovars peuvent apparaitre ou disparaitre
inexplicablement d’une année a une autre.

Certains sérovars identifiés durant cette étude, dont S. Kentucky, S. Infantis, S. Anatum, S.
Typhimurium et S. Montevideo, font partie des 10 sérotypes les plus fréquemment
rencontrés en Afrique (Hendriksen et al., 2011), en Europe (EFSA & ECDC, 2018) et aux
Etats-Unis (CDC, 2014).

Le sérovar S. Kentucky a été isolé a partir de 15,5% de nos échantillons. D'aprés les
résultats enregistrés au cours de cette étude et les études nationales précédentes en Algérie
(Bouzidi et al., 2012, Elgroud et al., 2015; Djeffal et al., 2017), au Maroc (Karraouan et
al., 2010; El Allaoui et al., 20144, EI Allaoui et al., 2014b), en Tunisie (Abbassi- Ghozzi et
al., 2012), en Egypte (Osman et al., 2014; Abdel-Maksoud et al., 2015); au Nigeria (Tafida
et al., 2013), en France (Guillon et al., 2013), et méme aux USA (Andino & Hanning,
2015) ce résultat est trés alarmant du fait de I'émergence soudaine et inquiétante de S.
Kentucky qui a montré une insensibilité croissante a la quasi-totalité des familles
d'antibiotiques.

Notons que, d’apres les données du rapport d’activités de I’IPA de ’année 2014, la totalité
(10/10) des sérovars isolés durant cette étude, étaient également parmi les sérovars les plus

isolées des viandes vendues au détail et des viandes transformées (merguez, paté, etc.) dans
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la wilaya d’Alger, ce qui montre que, en dépit des contaminations survenant durant le
transport et la mise en vente, les germes pathogenes originaires des abattoirs pourraient
persister jusqu’au produit fini livré au consommateur.

Des études nationales antérieures ont démontré que S. Anatum était le sérotype le plus
fréquemment isolé des carcasses bovines et ovines (Nouichi & Hamdi, 2009) et des
viandes rouges et de leurs produits (Mezali & Hamdi, 2012) a Alger. Par ailleurs, S.
Typhimurium, S. Heidelberg, S. Enteritidis, S. Hadar et S. Kentucky, ont été
principalement isolés a partir de poulets de chair par Ayachi et al. (2010), Bounar-Kechih
et al. (2012), Bouzidi et al. (2012), Elgroud et al. (2015) et Djeffal et al. (2017)
respectivement. Il découle de ces résultats que plusieurs sérovars de Salmonella pouvant
étre a I’origine des infections animales et humaines circulent en Algérie.

Plusieurs données récoltées a 1’échelle internationale ont montré que les deux sérovars S.
Enteritidis et S. Typhimurium sont les plus fréquemment isolés.

Hendriksen et al. (2011), aprés avoir analysé les rapports présentés par les laboratoires
reconnus par une capacité de sérotypage de haute qualité dans 37 pays participant au
Réseau mondial de surveillance des infections d'origine alimentaire de I'Organisation
Mondiale de la Santé, ont conclu que les sérovars Enteritidis et Typhimurium sont les
sérovars les plus couramment récuperés. Ces deux sérovars étaient également les plus
fréguemment isolés en Europe (Graziani et al., 2013; Hugas & Beloeil, 2014 ; Maraki &
Papadakis, 2014; Figueiredo et al., 2015; Maria et al., 2015 ; EFSA & ECDC, 2018) et aux
Etats-Unis (CDC, 2014; Pulido- Landinez et al., 2014, Andino & Hanning, 2015).

Au Maroc, S. Kentucky était le sérovar plus isolé a partir d’échantillons de viande hachée
crue (Karraouan et al., 2010), alors que Shilangale et al. (2015) ont trouvé que S. Chester
était le sérovar prédominant dans les échantillons de beeuf en Namibie.

Ces différences observées dans la prévalence de Salmonella et la distribution des sérovars
entre les études pourraient dépendre de la méthode d'isolement, de la zone géographique et
des conditions d’élevage.

4.3.Confirmation du genre Salmonella et du sérovar Typhimurium par PCR

Plusieurs méthodes moléculaires basées sur I'amplification de I'ADN ont été développées
pour la détection des serovars de Salmonella (Mirzaie et al., 2010). Les méthodes de
détection basées sur la PCR présentent un grand intérét en raison de leur grande sensibilité,
du temps réduit des analyses et de leur facilité a manipuler un grand nombre d'échantillons

dans les laboratoires d'analyse (Fakruddin et al., 2013). De nombreuses paires d'amorces
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utilisées pour I'amplification in vitro de I'ADN de Salmonella par PCR différent par leurs
seuils de détection et leur précision (Malorny et al., 2003).

En 2003, dans le cadre d’un grand projet international de recherche pour la validation et la
standardisation de la PCR pour la détection de cing principaux agents pathogénes d'origine
alimentaire, y compris le genre Salmonella, I'amorce 139-141 ciblant le géne invA a été
considérée comme étant la plus sélective (Jamshidi et al., 2009, Ohud et al., 2012), cette
paire d'amorces a été étudiée et publiée par Rahn et al. en 1992. Cette réaction spécifique
de PCR, validée dans ce projet, a montré une sélectivité élevée sur 242 souches de
Salmonella (sensibilité 99,6%) et 122 souches autres que Salmonella (spécificité 100%)
(Jamshidi et al, 2009). de Oliveira et al. (2003) ont rapporté que 1’utilisation de la PCR
avec amorces du gene invA spécifique au genre Salmonella spp. diminue
considérablement le nombre de résultats faux-négatifs enregistrés couramment dans les
laboratoires. Ainsi, I'amplification du géne invA en particulier est largement utilisée et est
actuellement reconnue comme une méthode standard internationale pour la détection
moléculaire et la confirmation du genre Salmonella dans de nombreux échantillons
cliniques (Ohud et al., 2012). La PCR basée sur la recherche du gene invA a été également
considérée comme une technique de haute sensibilité a utiliser pour la recherche des
salmonelles dans les échantillons fécaux (Malorny et al., 2003; Mainar-Jaime et al., 2008).

Le gene invA est une séquence chromosomique responsable de la virulence de Salmonella,
qui code pour la production de protéines liées a I'invasion des cellules épithéliales hotes
par les bactéries (Oladapo et al., 2013, Rowlands et al., 2014).

La présente étude soutient la capacité des amorces S139 et S141 ciblant le gene invA
spéecifique de Salmonella spp. pour confirmer les colonies isolées. Sur les 84 isolats de
Salmonella testés, 81 ont donné des bandes nettes correspondant aux amplicons recherchés
d'environ 284 pb de longueur, similaires a celles de la souche de référence de Salmonella
utilisée. L'efficacité de la technique était de 96,4% (et 96,5% en considérant les deux
souches de S. arizonae éliminées pour leur intérét hygiénique faible). Nos résultats
corroborent ceux rapportés par de nombreuses études récentes menées en Egypte (Maysa
& Abd-Elall, 2015), au Nigéria (Smith et al., 2015), en Corée (Tamang et al., 2014) et en
Turquie (Karatug et al., 2018) sur des souches de Salmonella spp. isolées a partir des
échantillons humains, animaux, alimentaires et aquatiques dans lesquels le taux du

présence du gene invA (284 pb) était entre 94% et 96%. Karmi (2013) a signalé que tous

117



ETUDE EXPERIMENTALE

les isolats de Salmonella positifs a la présence du géne invA ont la capacité d'envahir et de

survivre dans les macrophages.

Aucun fragment d'’ADN amplifié n'a été obtenu a partir des isolats testés durant cette étude
appartenant a deux genres bactériens autres que Salmonella (Citrobacter et Proteus), ce
qui donne une spécificité de 100% au geéne invA. En revanche, Ohud et al. (2012), Karmi
(2013), Tafida et al. (2013), Osman et al. (2014), Rowlands et al. (2014), Dong et al.
(2014), Abd-Elghany et al. (2015) et Zishiri et al. (2016) ont détecté et signalé la présence

du géne invA dans tous les isolats (100%) de Salmonella testés.

Dans cette étude, I'ADN de trois isolats de Salmonella confirmés biochimiquement et
sérotypés (1 S. Muenster, 1 S. Anatum et 1 S. Infantis) n'a pas été amplifié par la technique
PCR.

Rahn et al. (1992) ont également échoué a détecter S. Litchfield et S. Senftenberg en
utilisant les amorces S139 et S141, alors que Malorny et al. (2003) ont reussi a le faire
avec les mémes amorces aprés modifications dans les conditions du cycle thermique de la
PCR.

L'absence d'amplification des séquences homologues aux géne invA était trés probablement
due a I'absence du gene invA dans ces souches (Rahn et al., 1992). Ginocchio et al. (1997)
ont déterminé que IMlot de pathogénicité associé a l'invasion, dont on a déja montré qu'il
était lié au locus inv, reste instable dans certains sérotypes de Salmonella. Cela suggére
également que ces organismes ne seraient pas invasifs ou, en variante, qu'ils pourraient
posséder d'autres voies d'invasion indépendantes du géne invA (Rahn et al., 1992;
Ginocchio et al., 1997).

Les souches qui manquaient de séquences invA dans les deux études de Rahn et al. (1992)
et de Ginocchio et al. (1997) ont été récupérées a partir d'échantillons environnementaux et
non pas des échantillons cliniques (origine humaine ou animale). Au cours de notre étude,
méme si les trois isolats trouvés négatifs pour le gene invA ont été isolés des carcasses; il

est possible qu’ils proviennent de 1'environnement.

Aprés avoir identifié le géne invA comme spécifique de Salmonella, la PCR a également
été utilisée pour distinguer les sérovars de Salmonella. Plusieurs séquences de génes ont

été sélectionnées pour le sérotypage a PCR des souches de Salmonella. A titre d’exemple,
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les genes sdfl, viaB, et spy ont été utilisés pour identifier les sérovars S. Enteritidis, S.
Typhi, et S. Typhimurium, respectivement (Alvarez et al., 2004; de Freitas et al., 2010 ;
Canetal., 2014).

Les sequences plasmidiques spy utilisés pour la recherche des S. Typhimurium agissent
comme des chaperons moléculaires nécessaires pour une infection systémique et viennent
s’ajouter aux geénes responsables du pouvoir virulent de ce sérovar (Olsen et al., 1995;

Nickerson & Curtiss, 1997).

Nos résultats ont montré que toutes les souches de S. Typhimurium préalablement
sérotypées par la méthode conventionnelle ont été trouvées positives pour la présence du
gene spy. La sensibilité de I'amorce utilisée durant cette étude a également été démontrée
en utilisant des essais de PCR simplex ou multiplex (Ahmed & Shimamoto, 2014; Can et
al., 2014; Manoj et al., 2015; Moawad et al., 2017) en ciblant plusieurs sérovars

simultanément.
4.4. Etude de la sensibilité des souches de Salmonella aux antibiotiques

La détermination du phénotype de résistance a été obtenue par la méthode de diffusion de
disques sur milieu gélosé selon les recommandations du Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI), et a concerné chacune des 84 souches de Salmonella spp. isolées,

confirmées et sérotypées.

Il importe de rappeler qu’il existe plusieurs études menées en Algérie portant sur la
résistance aux antibiotiques des salmonelles isolées des denrées alimentaires d’origine
animale. Cependant, les résultats varient en raison de différents parameétres tels que

I’espece animale, les techniques utilisées ainsi que la période d’étude.

Nous notons que sur les 28 antibiotiques testés, les souches de Salmonella spp. exprimaient
globalement une résistance vis-a-vis de 18 d’entre eux représentant un taux de resistance
de 64,3% des antibiotiques, et que sur les 84 souches isolées, 68 d’entre elles étaient au
moins résistantes a un antibiotique, soit un taux de résistance de 80,1%. De plus, la
multirésistance a caractérise 19 souches atteignant ainsi une prévalence de ’ordre de
22,6%. Sachant que le phénotype sauvage des souches de Salmonella spp. est caractérisé
par une sensibilité a la totalité des antibiotiques actifs sur les Enterobacteriaceae, il est de

plus en plus fréquent de retrouver des souches ayant acquis des caracteres de résistance a
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une ou plusieurs familles d’antibiotiques, s’exprimant majoritairement par une inactivation
enzymatique. Ceci pourrait s'expliquer par l'utilisation généralisée et abusive des
antibiotiques dans les secteurs de la santé humaine et vétérinaire a des fins thérapeutiques
et prophylactiques, ainsi qu’a leur incorporation systématique dans 1’alimentation des
animaux d’élevage, dans le but de stimuler la croissance et d’améliorer le rendement, bien
qu’elle soit interdite depuis avril 2007 par la décision interministérielle du 24 Décembre

2006.

Nos résultats sont en accord avec ceux enregistrés précédemment en Algérie sur des
souches de Salmonella isolées du poulet de chair (80% [Elgroud et al., 2009]), des poules
pondeuses (68,4% [Bouzidi et al., 2012]) et des produits carnés divers (90,3% [Mezali &
Hamdi, 2012]), en Egypte (100% [Sallam et al., 2014]) et au Maroc (93,5% [EI Allaoui et
al., 2014a] et 100% [Ed-Dra et al., 2019]) sur des salmonelles récupérées de la viande

bovine et de la dinde.

La résistance enregistrée vis-a-vis de la streptomycine était assez commune (69,1%, n =
58), ce résultat corrobore les travaux d'Elgroud et al. (58% en 2009) et Aouf et al. (68,8%
en 2011) en Algérie, et celle de Wabeto et al. en Ethiopie (2017: 66%). Alors que 17,9%
(n = 15) des isolats ont été trouvés résistants aux tétracyclines, ce qui est inférieur au taux
noté par Bouzidi et al. (2012: 36,9%) et Aouf et al. (2011: 100%). La résistance a ces
molécules est assez connue et serait généralement due a un gene plasmidique qui peut étre
acquis assez facilement par les bactéries (Elgroud et al., 2009). Quant aux sulfamides,
notre résultat (32,1%) était supérieur a celui rapporté en Algérie par Bounar-Kechih et al.
(2012) et Mezali et Hamdi (2012) qui ont enregistré 13% et 16,1% respectivement. La
streptomycine, les sulfamides et la tétracycline sont des molécules de premiére intention
largement utilisées dans les élevages. Elles constituent les classes d’antibiotiques les plus
accessibles, ce qui les rend attrayantes pour les pays en voie de développement avec des
budgets de soins de santé limités.

En plus de la streptomycine, la résistance a la famille des aminosides implique également
la gentamicine (10,7%) bien qu’elle soit interdite en Algérie; tous les isolats résistants a cet
antibiotique appartiennent au sérovar S. Kentucky. Des résultats similaires ont été
enregistrés par Bouzidi et al. (2012) et Le Hello et al. (2013).
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Seuls 2 isolats ont montré une résistance a l'association triméthoprime / sulfaméthoxazole,
ce qui est inférieur au résultat noté par Aouf et al. (2011). Dans la présente étude, 15
isolats (17,9%) étaient résistants a lI'acide nalidixique, corroborant le résultat de Aouf et al.
(2011) qui ont enregistré un taux de 18,8%. La résistance accrue a cet antimicrobien
n’est pas surprenante, et a également été rapportée par d’autres études nationales (Elgroud

et al., 2009, Bounar-Kechih et al., 2012 et Mezali & Hamdi, 2012).

D’un autre c6té, tous les isolats de S. Kentucky se sont révelés résistants aux
fluoroquinolones (norfloxacine et / ou ciprofloxacine). A notre connaissance, il s'agit de la
premiére étude nationale faisant état d'une résistance a ces médicaments chez des souches
de Salmonella isolées de viandes rouges, vu que les études précédentes en Algérie
(Elgroud et al., 2009; Bouzidi et al., 2012, Djeffal et al., 2017) ont été réalisées sur les
volailles.  Cette observation est dautant plus inquiétante que les fluoroquinolones
devraient étre reservées au traitement des infections gastro-intestinales graves chez
I’homme. Ceci pourrait étre lié a une utilisation anarchique et non contrblée de ces

molécules en élevage, quoique tres colteuses en Algérie (Elgroud et al., 2009).

La résistance complete aux quinolones est obtenue uniquement lorsque deux mutations ou
plus dans le gene gyrA codant pour les cibles de ces médicaments sont présentes
simultanément (Singh et al., 2012 ; Le Hello et al., 2013). Il semble que les isolats testés
dans cette étude aient subi ce type de mutation du fait qu’ils sont résistants a l'acide
nalidixique et a d'autres molécules de quinolones telles que la norfloxacine et la

ciprofloxacine.

En ce qui concerne les furanes et le chloramphénicol, des taux de résistance de 1,2% et
2,4% ont été enregistrés respectivement. Ces résultats corroborent ceux de Mezali et
Hamdi (2012) et pourraient s'expliquer par l'usage modéré de ces médicaments en raison

de leur retrait de la nomenclature algérienne.

La résistance aux B-lactamines ne comportait que les pénicillines (ampicilline, ticarcilline,
pipéracilline, amoxicilline, mécillinam et I'association amoxicilline / acide clavulanique) et
les céphalosporines de premiere génération (céfazoline). D’autre part, l'absence de
résistance aux céphalosporines de troisieme génération est une observation rassurante
puisquelles sont cliniqguement indispensables dans le traitement de la salmonellose

invasive chez I'homme.
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La résistance multiple (multirésistance) des Salmonella aux antibiotiques pourrait résulter
du transfert de genes de résistance et de mutations chromosomiques aléatoires (Abbassi-
Ghozzi et al., 2012). Il a été demontré que les sérovars multiresistants de Salmonella sont

plus virulents que ceux qui ne le sont pas (Sallam et al., 2014).

Dans cette étude, 14 profils distincts de multirésistance ont été enregistrés. Les deux
sérovars couramment impliqués dans les toxi-infections alimentaires collectives, S.
Kentucky et S. Typhimurium présentaient le plus grand nombre de phénotypes
multirésistants. La transmission des souches multirésistantes de Salmonella a I'homme par
la chaine alimentaire pourrait représenter un risque élevé pour la santé publique en
augmentant le nombre d'infections d’origines alimentaires et en compromettant I'efficacité
du traitement médical. Deux isolats appartenant au sérovar S. Typhimurium présentent un
phénotype qui inclut celui d’une pentarésistance de type «ACSSuT». Ceci est un autre
phénotype antimicrobien redoutable mis en évidence au cours de cette étude et qui a été
déja rapporté par Mezali et Hamdi en 2012. La résistance a «<ACSSuT» était le profil
multirésistant le plus enregistré parmi les multirésistances de Salmonella Typhimurium

d’origine humaine et alimentaire isolée en en Europe (EFSA & ECDC, 2015).

Toutes les souches présentant une multirésistance aux antibiotiques ont été isolées
uniquement des carcasses ovines et bovines. En revanche, toutes les Salmonella isolées des
féces étaient résistantes uniquement a la streptomycine ou aux sulfamides. Ce constat
indigque que le taux élevé de salmonelles isolées des carcasses au cours de cette étude

n'était pas principalement associé au portage fécal.
4.5.Analyse génotypique des souches de Salmonella par PFGE

Dans le but de démontrer la diversité génétique et les relations de clonalité des souches de
Salmonella, nous avons utilisé la technique PFGE qui a révélé des clusters déterminés par
des coefficients de similarité de Dice. Ainsi, le pulsotypage des isolats de Salmonella avec
I’enzyme Xbal, a permis a un degré variable une certaine discrimination entre les souches

du méme sérovar.

Parmi les 84 souches de Salmonella isolées durant cette étude et analysées par PFGE, un
nombre faible d’isolats (2) n’a cependant pas pu étre typé avec I’enzyme de restriction
Xbal, s’agissant de deux souches appartenant au sérovar S. Muenster. La présence de
souches non typables par PFGE- Xbal a également été rapportée par différents auteurs pour
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différents sérovars (Chiu et al., 2010; Andoh et al., 2017; Gad et al., 2018) et a été
attribuée dans la plupart des cas a la dégradation de I'ADN lors de I'ajout de tampon
d'endonucléase (Turki et al., 2014).

Les bandes ont des poids moléculaires compris entre 40 Kb et 1100 Kb. Les isolats étaient
regroupés en 10 clusters en fonction des sérovars, ce qui était cohérent avec les résultats
rapportés par Yang et al. (2016) et Chen et al. (2020). Ainsi, Le typage par PFGE a été
considéré comme une alternative possible pour I'identification de certains sérotypes de
Salmonella (Zou et al., 2013; Gad et al., 2018).

Cependant, la méthode de pulsotypage par PFGE s’est montrée beaucoup plus
discriminante que le sérotypage, puisque 22 pulsotypes ont été identifiés contre 10 pour la
sérotypie. Cing pulsotypes différents ont été identifiés au sein du sérovar Muenster, 3 pour
les sérovars Anatum et Montevideo, et 2 pour chacun des sérovars Kentucky, Richmond,
Infantis et Typhimurium. Un seul pulsotype a été identifié parmi les souches de S. Havana.

Les génotypes obtenus sont généralement en accord avec les profils d’antibio- résistance
retrouvés, et sont trés proches, ne différant que par 1 ou 2, voire seulement 3 antibiotiques
testés. Une autre information apportée par le dendrogramme obtenu dans cette étude
(annexe 3) est la forte clonalité des isolats. En effet, on peut constater que les profils
obtenus ne se différencient que par un petit nombre de bandes, révélant ainsi une parenté
génétique importante (supérieure a 80%) se caractérisant par peu de mutations séparant un
pulsotype d’un autre. Ces donneées indiquent que ces isolats de Salmonella résistants aux
antibiotiques des deux abattoirs ont des relations génétiques similaires, avec un potentiel
de clonage et de transmission transversale, représentant ainsi un risque pour la santé

publique.

Lors de cette étude, nous avons remarqué la prépondérance du pulsotype Mul regroupant
21,4% du total des souches isolées. Un nombre de 17/18 souches représentant ce génotype
ont été récupérés de I’abattoir d’El-Harrach et ont en commun des profils d’antibio-
résistance relativement similaires (résistance a la streptomycine ou aux sulfamides). Le
profil génotypique 12 a représenté 10 (11,9%) souches récupérées toutes de 1’abattoir d’El-
Harrach également. Ces deux clones ont été isolés au cours de plusieurs séances de
prélevement pendant les deux périodes de I’étude et sont devenus persistants, constituant,

ainsi, une source probable de contamination croisée de I'environnement et des carcasses.
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Cette persistance était probablement due a deux facteurs interagissant. Premiérement, les
opérations de nettoyage et de désinfection n’étaient probablement pas suffisamment
efficaces. En effet, les produits désinfectants doivent impérativement atteindre les sites de
contamination a des concentrations donnees et ce, pendant des durées suffisantes pour étre
efficaces. Ceci n’est pas toujours le cas lorsque les opérations de nettoyage désinfection
sont menées par un personnel non formé en matiére d’hygicéne, et sur des surfaces
détériorées présentant de nombreuses zones non atteintes par les produits. Le second
facteur pourrait étre la nature elle-méme des souches qui seraient particulierement adaptees
a I’environnement des viandes de boucherie. Ce résultat corrobore celui de Pruni¢ et al.
(2016) qui ont prouvé par PFGE la persistance clonale des souches de S. Infantis et S.
Montevideo identifiées de maniére répétée dans des échantillons d'aliments pour animaux

provenant de trois usines sur une période de deux ans.

S. Muenster s'est révélé tres diversifié dans cette étude. Les 31 isolats typables ont donné 5
pulsotypes distincts avec un niveau de similarité de 93,5%. Ces résultats sont similaires a
ceux notés par Stevens et al. (2008) dans une étude visant a analyser les relations clonales
entre les isolats de Salmonella et les voies de transmission possibles de Salmonella dans les
carcasses de beeuf dans un abattoir de Dakar, au Sénégal; la macro-restriction avec
I’enzyme Xbal de 21 isolats de S. Muenster a donné 6 profils PFGE différents. Cependant
le taux de similarité enregistré par Stevens et al. (2008) était différent du notre (44%). La
variabilité génétique entre certaines souches de salmonelles pourrait étre due a
I'nébergement de plasmides linéaires et de transposons, qui peuvent étre intégrés dans le
chromosome par transfert horizontal de genes entre les souches dans le méme

environnement (Karatug et al., 2018).

Le clone K1 était présent uniquement a ’abattoir d’El-Harrach, alors que le K2 était le
pulsotype prédominant aux abattoirs d’Hussein-Dey, suivi par le profil A3 et le profil Mu6.
Ceci pourrait s’expliquer par le fait que chaque abattoir posséde des clones persistants, ou
par la présence des sources de contamination propres a chaque établissement. D’autre part,
nous avons noté la présence simultanée de certains profils (Mul et Mu2) dans les deux
abattoirs (geographiquement éloignés) avec des proportions différentes. La grande
ubiquité de certains profils génétiques pourrait étre permise par une adaptation de souches

a des conditions extrémement variées, ou par le mouvement incontr6lé des animaux a
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travers les circuits commerciaux. Ces résultats devront étre confirmés par I’analyse d’un

panel plus important de prélevements.

Bien que la plupart des sérovars représentés par deux ou plus de deux isolats aient été
distingués dans plus d'un profil PFGE, il existait des isolats clonaux exceptionnels
représentés par les trois souches de S. Havana qui ne partageaient qu'un seul profil de
pulsotypage bien que isolées séparément des deux abattoirs durant deux visites espacées de
deux mois, ceci pourrait s’expliquer par une origine commune probable des animaux

abattus dans les deux établissements pendant cette période.

Parmi les 12 souches de S. Infantis, deux profils avec un taux de similitude élevé (96,3%)
ont été trouvés pour une digestion avec I’enzyme de restriction Xbal, ce qui semble
démontrer le caractére clonal des souches de ce sérotype, issues des carcasses ovines et
bovines du méme abattoir et ayant le méme profil de résistance aux antibiotiques. Ces liens
génétiques peuvent suggérer fortement la persistance de ces clones dans I’environnement
de I’abattoir d’El-Harrach. Ceci est en accord avec I’¢tude d’Ed-Dra et al. (2018) qui ont
montré que la totalité des 21 souches de S. Infantis isolées de viandes bovines
appartenaient a un seul génotype. D'autres études ont rapporté également une forte
similitude de S. Infantis dans les isolats d’animaux et d'humains (Hauser et al., 2012;
Rahmani et al., 2013; Velhner et al., 2014; Franco et al., 2015; Pruni¢ et al., 2016).

Les trois souches de S. Montevideo ont été les plus diversifiees génétiqguement en révélant
trois pulsotypes différents. Bien qu’isolées toutes dans les abattoirs d’El-Harrach a partir
de carcasses et de féces, ces souches pourraient étre introduites, dans la chaine d’abattage,
séparément dans les féces des animaux et sur leurs peaux, et en charge bactérienne faible

expliquant la non apparition d’une contamination croisée.

L'hétérogénéité des souches de Salmonella isolée durant chaque jour d'échantillonnage
était évidente. Parmi les 26 visites d’échantillonnage donnant des résultats positifs,
différentes combinaisons de types clonaux de Salmonella ont été récupérées au cours de 15
visites. En outre, parmi les 9 visites, ou les salmonelles étaient présentes dans les matiéres
fécales, les clones ont changé toujours d’une visite a 1’autre. Ces données indiquent que
chaque groupe d'animaux introduit de nouveaux types clonaux de Salmonella dans
I'environnement de 1’abattage et que chaque lot d'animaux est, par conséquent, une source

potentielle de contamination d'autres carcasses. Ces résultats concordent avec les études
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menées par Hurd et al. (2001) et Wonderling et al. (2003), ou les types clonaux de
Salmonella isolés des animaux présentés a 1’abattage ont montré un changement
hebdomadaire. Ceci est du probablement a des infections rapides résultant du transport, de

la stabulation et/ou du retrait des aliments.

Denis et al. (2009) ont évoqué la possibilité d’observer un effet saison pour certains

génotypes de salmonelles. Ceci n’a pas été confirmé par nos résultats.

La technique PFGE a pu clarifier les liens génétiques entre les souches isolées des
carcasses ovines et/ou bovines et celles retrouvées dans les féces des deux especes
animales. La distribution des différents profils génotypiques enregistrés en fonction du
type de prélevement a montré une omniprésence de certains profils sur les carcasses et les
matiéres fécales des deux espéces animales. Ce qui confirme la survenue de
contaminations croisées entre les carcasses elles-mémes et entre carcasses et feces par le
biais du matériel et les mains des opérateurs contaminés, et I’environnement. D’autre part,
les résultats de la PFGE ont montré que certains sérovars récupérés simultanément des
carcasses et des féces n’ont pas eu la méme origine et que la contamination croisée n’a pas
été mise en cause, c’est le cas par exemple du sérovar Anatum dont certaines souches
étaient isolées le méme jour des feces et des carcasses des ovins, néanmoins, aprées
I’analyse par PFGE, il s’est avéré qu’il s’agissait de deux génotypes différents (Al et A3).
De ce fait, la technique PFGE a montré qu’il y avait une correspondance imparfaite entre

les génotypes trouvés dans les matieres fécales et celles détectées sur les carcasses.

Compte tenu de ces informations, nous pouvons conclure que méme si la présence de
salmonelles dans les féces des animaux présentés a 1’abattage pourrait étre responsable
d'une certaine proportion de la contamination a Salmonella spp des carcasses, elle n'est pas

en soi le facteur déterminant de la variabilité des taux de cette contamination.

Malheureusement, nous n'avons pas été en mesure de comparer nos isolats a des isolats
cliniques d’origine humaine pour confirmer si ces souches étaient impliquées dans des cas
de salmonelloses humaines dans notre pays, d’autant plus, qu’il n’existe pas de base de

données contenant des informations sur les génotypes d'isolats d’origine humaine.

Le génotypage par PFGE apparait &tre un outil tres efficace pour déterminer les liens de
clonalité entre les isolats, elle est désormais utilisée comme méthode de référence dans les

réseaux de surveillance moléculaire des germes pathogenes (Elgroud et al., 2009).
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L'utilisation de la PFGE avec I'endonucléase Xbal a été reconnue comme un moyen précis
pour démontrer les liens génétiques entre les sérovars de Salmonella (Ozdemir & Acar,
2014).

Bien qu’expliquée de fagon globale par la persistance des clones, la raison pour laquelle les
souches isolées durant cette étude présentaient une similitude genétique élevée n'est pas
claire et nécessite des recherches plus poussees a des fins de clarification. Dans un premier
temps, la collecte d'échantillons a partir des abattoirs et des élevages au niveau de
I'ensemble du territoire national pourrait donner une vision large et beaucoup plus claire
sur les sérovars de Salmonella présents dans les élevages ovins et bovins au niveau

national.

Bien qu'il soit difficile de comparer définitivement les profils de PFGE entre les études,
I’analyse visuelle des profils génétiques permettrait d’identifier les similitudes probables et
par conséquent préedire des origines communes des souches isolées dans le secteur
alimentaire. Nous n'avons pas pu trouver de données publiées en Algérie sur les isolats de
Salmonella présentant des profils similaires aux notres; ceci est plus probablement di au
manque de données disponibles qu'au caractére unique de nos profils. Le manque de
données disponibles pour comparer les isolats entre les études souligne I'importance pour
les chercheurs de publier des données standardisées concernant la diversité génétique des
bactéries pathogenes isolées des denrées alimentaires pour pouvoir étudier leur

comportement et leur écologie.

L’évaluation de la discrimination de la technique PFGE a I’aide de I’indice de Simpson (D)
a montré qu’hormis les souches de S. Montevideo, le pouvoir discriminatoire de cette
technique n’était pas bon pour les autres sérovars, ceci est expliqué selon Elgroud (2009)
par le faible nombre de souches au sein de chaque sérovar.

Le pouvoir discriminant d’une technique de typage représente sa faculté a différencier les
souches n’appartenant pas au méme groupe, exprimé par le nombre de profils obtenus par

la méthode testée, ainsi que par leur fréquence relative (Van Belkum et al., 2007).
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5. Conclusion générale

Cette etude a été menée sur un ensemble d’échantillons prélevés durant les opérations

d’abattage-habillage, maillon central entre 1’animal producteur et ’homme consommateur.

Les objectifs de ce projet de thése étaient d’étudier les taux de contamination des carcasses
et des féces de bovins et d’ovins par Salmonella dans les deux grands abattoirs d’Alger, de
déterminer les sérovars existants, d’estimer leur sensibilité vis-a-vis des principales
familles d’antibiotiques, et d’étudier leur clonalité par le typage moléculaire. Il s’agit donc,
d’une étude phénotypique et génotypique des souches issues des animaux de boucherie en
Algérie.

Les résultats de cette étude ont montré que 10, 2% des échantillons étaient contaminés par
des salmonelles. Les taux de contamination les plus élevés ont été enregistrés dans les
carcasses. Ce qui, sans surprise, reflete les défaillances dans les pratiques d’hygi¢ne au
cours des opérations d’abattage-habillage, et pourrait constituer un réel probleme de santé
publique pour le consommateur. D’autant plus, que d’autres contaminations postérieures a
I’abattage pourraient se produire, notamment lors du transport, du stockage, ou de la
préparation des viandes a la suite d’erreurs de manipulations, et de non-respect de la chaine
du froid. Les échantillons de bovins étaient plus contaminés que ceux des ovins et

corroborent les données retrouvées dans la littérature.

I1 a ensuite été montré 1’hétérogénéité des sérovars identifiés durant cette enquéte, a savoir
10 sérovars dont la majorité fait partie des plus isolés dans le monde, responsables des

infections humaines, ainsi qu’a partir de différentes denrées alimentaires d’origine animale.

Globalement, les souches de salmonelles étaient souvent résistantes & au moins un
antibiotique, mais essentiellement a des molécules anciennes, telles que les tétracyclines,
ou assez communes telles la streptomycine et les sulfamides. Cependant, les souches du
sérovar S. Kentucky étaient résistantes a la majorité des familles d’antibiotiques testées y
compris les fluoroquinolones. Cet isolement coincidait avec 1’émergence de ce clone
résistant a la ciprofloxacine dans d’autres pays d’Afrique, notamment ceux d’Afrique du
nord. D’autre part, les souches de S. Typhimurium étaient également résistantes a
plusieurs antibiotiques de familles différentes; elles présentaient un phénotype
d’antibiorésistance qui inclue une pentarésistance de type "ASCTSu". Cette situation était

similaire a celle observée dans plusieurs études nationales, ou les salmonelles multi-
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résistantes isolées des différentes denrées alimentaires d’origine animale y étaient bien plus
fréquentes, et reflete une situation alarmante et inquiétante suite a ’'usage permanent,
anarchique et incontrolé¢ d’une large gamme d’antibiotiques au sein de nos élevages a des
fins souvent non thérapeutiques, sous prétexte de répondre a une demande en protéines
animales en constante augmentation relative a une démographie croissante. La
transmission de la salmonelle multi-résistante & I'nomme via la chaine alimentaire pourrait
impliquer un risque élevé pour la santé publique en compromettant I'efficacité du

traitement meédical et en augmentant le nombre d'infections invasives.

Le typage moléculaire des souches de Salmonella spp. isolées des carcasses et des matieres
fécales dans les deux abattoirs pour démontrer des liens génétiques entre les différentes
souches au sein des sérovars a éte realisé en utilisant la méthode PFGE. Le caractére clonal
de la majorité de nos souches démontré autour d’un nombre important d’isolats, laisse
suggerer un caractere épidémique de ces clones dans la région étudiée tout particuliérement
dans les abattoirs. La clonalité de la majorité des sérovars laisse supposer d’éventuelles
hypotheses de diffusion de certaines souches de Salmonella au sein des élevages des
animaux de boucheries et des abattoirs. Cependant, 1’impossibilité de nous procurer des
isolats d’origine humaine afin de pouvoir les comparer avec les souches isolées des
animaux pour faire une comparaison, ne nous permet pas d’étayer des liens
épidémiologiques entre ces derniéres et celles incriminées dans les TIAC survenues dans la
méme région. A D’avenir, il serait intéressant de réaliser une étude épidémiologique a
I’échelle nationale impliquant la majorité des régions du pays, et sur une banque de
souches assez importante en médecine humaine et vétérinaire, ce qui permettrait ainsi
d’estimer I’importance de certains clones animaux isolés et leur impact dans les infections

humaines & Salmonella.

Les résultats de cette étude mettent en évidence les menaces potentielles pour la santé
publique que représentent les viandes rouges et soulignent I'importance de la coordination
entre les professionnels de l'industrie agro-alimentaire et les pouvoirs publiques pour
I’actualisation et la mise en ceuvre des mécanismes d’application de la réglementation en
premier lieu, puis des mesures préventives pour réduire la contamination par Salmonella
qui pourrait affecter I’homme, d’autant plus que les habitudes culinaires algériennes

ancestrales ont tendance a disparaitre au profit du développement de la restauration rapide
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ou les pratiques des restaurateurs associées aux mauvaises conditions hygiéniques

favorisent la croissance des microorganismes pathogenes.

L'utilisation des antibiotiques devrait également étre bien réglementée et autorisée
seulement lorsqu'elle est absolument indiquée. En Algérie, les lois ne sont pas
rigoureusement respectées en ce qui concerne l'usage et I'achat de médicaments, et a ce
titre, certaines substances ont fait l'objet d'abus, en particulier dans nos élevages. La
nécessité d'une surveillance continue est soulignée afin de déterminer les données locales
sur la sensibilité aux antimicrobiens vis-a-vis des salmonelles zoonotiques et invasives afin

d'identifier les tendances changeantes de la résistance.
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Perspectives

Les résultats de la présente étude pavent la voie a de futures études sur 1’épidémiologie de
Salmonella dans la filiére viande rouge et I’identification des points critiques pour
I’introduction et la dissémination de la bactérie dans la chaine de production. De ce fait,

nous envisageons que cette étude soit approfondie sur les divers points suivants :

- Premiérement, il serait intéressant d’¢largir 1’étendue de cette étude pour couvrir le
maximum du territoire national.

- Ensuite, si nous avons traité les profils de résistance aux antibiotiques des souches
isolées, il reste a identifier les supports génétiques de cette résistance.

- Par ailleurs, les résultats obtenus constituent une source d’informations pour la
comparaison entre les salmonelles d’origine animale et celles d’origine humaine
isolées durant la méme période.

- Aussi, il serait judicieux de regarder si les sérovars émergents comme S. Muenster
observés sur les carcasses échantillonnées lors de la présente étude seront reliés, au
cours des années a venir, a des cas de salmonelloses humaines.

- D’autre part, il est important d’explorer d’autres techniques génotypiques telles que
la MLST (multilocus sequence typing), pour renforcer la démonstration des liens
épidémiologiques entre les souches de Salmonella provenant des différentes
sources.

- Et pour finir, d’autres études sur les mécanismes de persistance de certains profils

génotypiques sont a envisager.
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ANNEXES

Annexe 1

Materiel et milieux utilisés
1. Analyses bactériologiques, sérotypage et antibiogramme
v' Matériel
Le matériel utilisé est constitué essentiellement par le matériel usuel dun

laboratoire de microbiologie.

v Milieux de culture et réactifs
= Bouillon Muller-Kauffmann tétrathionate novobiocine MKTTn (IPA, Algérie)
» Bouillon Rappaport-Vassiliadis Soja RVS (IPA, Algérie)
= Disques d’antibiotiques des principales familles (Oxoid)
= Eau distillée stérile
= Eau peptonnée tamponnée (IPA, Algérie)
= Eau physiologique (IPA, Algérie)
= Galerie API 20E (Biomeérieux) et réactifs nécessaires (IPA, Algérie)
= Gélose modifiée semi-solide Rappaport Vassiliadis MSRV (IPA, Algérie)
= Gélose Muller Hinton (IPA, Algérie)
= Gelose nutritive (IPA, Algeérie)
=  Gélose Sven Gard (IPA, Algérie)
»  Huile de vaseline stérile.
=  Milieu de conservation (IPA, Algérie)
=  Milieu gélosé Hektoen (IPA, Algérie)
= Milieu gélosé XLD (IPA, Algérie)
=  Milieu TSI (IPA, Algérie)
= Milieu Urée- Indole (IPA, Algérie)
= Réactif de Kovacs (IPA, Algérie)
= Réactif TDA(IPA, Algérie)
= Réactif VP I (IPA, Algérie)
= Réactif VP Il (IPA, Algérie)

= Sérums anti- antigéenes polyvalents et monovalents (Biorad).
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2. Matériels et milieux d'analyses utilisés dans la PCR
v' Matériel
Bain-marie (Memmert)
Balance électronique de précision (Dikomsan)
Centrifugeuse (Wisespin, CF-10)
Cones jaunes et cones bleus.
Four a micro-ondes (Arcelik)
Gants a usage unique.
Hotte d'aspiration chimique
Incubateurs préréglés a 30°C et 37°C (Selecta).
Micropipettes de 20 ul, 200 p, et 1000 pl.
Microtubes a PCR.
Microtubes avec lit de glace.
Portoirs de tubes Eppendorf.
Systeme de transillumination ultraviolette (UVP Bio Imaging Systems)
Systeme d'électrophorese pour PCR (Cleaver- Scientific)
Thermocycleur (Boeco, Hamburg, Germany)
Tubes Eppendorf de 1,5 ml.
Vortex (Velp-scientifica)
v Réactifs
Eau ultra pure stérile.
NaCl (5M)
Ethanol a 70% et 100%
Protéinase K
dNTP Nucléotides (Dr. Zeydanli Life Sciences Ltd)
Tampon 10X (Sigma- Aldrich)
Amorces
Taq DNA Polymeérase (Sigma- Aldrich)
MgCl, (Sigma- Aldrich)
Tris Acétate EDTA (TAE)
Bromure d’Ethidium (Dr. Zeydanli Life Sciences Ltd)
Agarose (Axygen)

Marquer moléculaire (Axygen)
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3. Matériels et milieux d'analyses utilisés dans la PFGE

v Matériel
Hotte d'aspiration chimique
Tubes Falcon en polypropyléne de 50 ml.
Bio-spectrophotomeétre (Eppendorf)
Tubes Eppendorf de 1,5 ml.
Bain -marie agitateur préréglé a 37°C et a 55°C (GFL)
Moules pour fabrication de blugs
Moules pour couler le gel de migration (cuve et peigne)
Appareil de lecture des gels relié a un systeme informatique (LCD).
Micropipettes.
Bouchons tamisés pour tubes flacons de 50 ml.
Incubateur a 37°C.
Dispositif de refroidissement (Bio Rad)
Appareil pour électrophorese en champ pulsé CHEF Mapper (Bio Rad)
Peigne
Logiciel d'analyse GelCompar Il v.6.6 (Applied-Maths, Sint-Martens-Latem).
Micro-onde.
Petites spatules métallique
Vortex (VWR)
v Réactifs
Milieux gélosés XLD et PCA (Difco)
Tris- Hel 1 M pH.8 (Sigma- Aldrich)
EDTA 0,5 M pH.8 (Sigma- Aldrich)
Proteinase K (Invitrogen)
Agarose Seakem Gold (Lonza)
SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) a 20 % (Sigma- Aldrich)
Eau Ultra Pure stérile.
Enzyme de restriction Xbal et son tampon (Promega)
Bromure d'Etidium10 mg/ml

163



ANNEXES

Annexe 2
Résultats détaillés de I’antibiogramme des 84 souches de Salmonella
Source
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Résultats détaillés de I’antibiogramme des 84 souches de Salmonella (suite)

26 Hussein- Dey OV-CC S.Anatum

S

27 Hussein- Dey BV-FC  S.Braenderup

28 Hussein- Dey BV-FC  S.Anatum

29 Hussein- Dey OV-FC  S.Muenster

30 Hussein- Dey OV-FC S.Anatum

BV-CC S.Havana

33 El-Harrach

BV-CC S.Havana

34 El-Harrach

OV-CC S.Virginia

35 El-Harrach

R

OV-CC S.Kentucky

36 El-Harrach

R

BV-CC S.Kentucky

37 El-Harrach

R

BV-CC S.Kentucky

38 El-Harrach

BVCC  S.Kentucky R

39 El-Harrach

S

OV-CC S.Kentucky

40 El-Harrach

OV-CC S.Muenster

41 El-Harrach

S

OV-CC S.Muenster

42 El-Harrach

OV-CC S.Infantis

43 El-Harrach

OV-CC S.Muenster

44 El-Harrach

S

OV-CC S.Muenster

45 El-Harrach

S

OV-CC S.Muenster

46 El-Harrach

OV-CC S.Infantis

47 El-Harrach

OV-CC S.Infantis

48 El-Harrach

S

OV-CC S.Muenster

49 El-Harrach

OV-CC S.Muenster

50 El-Harrach

OV-CC S.Infantis

51 El-Harrach

R

OV-CC S.Typhimurium

52 El-Harrach

165



Résultats détaillés de I’antibiogramme des 84 souches de Salmonella (suite)

OV-CC S.Infantis

53 El-Harrach

OV-CC S.Infantis

54  El-Harrach

R R S

R

R

OV-CC S.Typhimurium

55 El-Harrach

BV-CC S.Muenster

56 El-Harrach

BV-CC S.Muenster

57 El-Harrach

S

BV-CC S.Muenster

58 El-Harrach

BV-CC S.Infantis

59 El-Harrach

BV-CC S.Infantis

60 El-Harrach

S

BV-CC S.Muenster

61 El-Harrach

S

BV-CC S.Muenster

62 El-Harrach

BV-CC S.Infantis

63 El-Harrach

BV-CC S.Montevideo

64 El-Harrach

BV-CC S.Infantis

65 El-Harrach

BV-CC S.Richmond

66 El-Harrach

BV-CC S.Richmond

67 El-Harrach

BV-CC S.Richmond

68 El-Harrach

BV-CC S.Richmond

69 El-Harrach

BV-CC S.Muenster

70 El-Harrach

S

BV-CC S.Muenster

71 El-Harrach

S

BV-CC S.Muenster

72 El-Harrach

BV-FC  S.Muenster

73 El-Harrach

BV-FC S.Montevideo

74 El-Harrach

BV-FC S.Infantis

75 El-Harrach

BV-FC S.Montevideo

76 El-Harrach

BV-FC S.Infantis

77 El-Harrach

S

BV-FC S.Muenster

78 El-Harrach
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Résultats détaillés de I’antibiogramme des 84 souches de Salmonella (suite)

79 El-Harrach BV-FC  S.Muenster S S S S S S S S S S S S S S S S R S S S S S S § S S S S
82 El-Harrach BV-CC S.Muenster S S S S S S S S S S S S S S S S S R S S S S S § S § S S
83 El-Harrach BV-CC S.Muenster S S S S S S S S S S S S S S S S S R S S S S S § S § S S
84 El-Harrach BV-FC  S.Muenster S S S S S S S S S S S S S S S S § R S S S S S § S S S S
85 El-Harrach BV-CC S.Anatum S S S S S S S S S S S S S S S S R R S S S S S § S S S S
86 El-Harrach BV-CC S.Muenster S S S S S S S S S S S S S § S S S R S S S S S § S § S S
87 El-Harrach BV-CC S.Muenster S S S S S S S S S S S S S § S S S R S S S S S § S S S S
88 El-Harrach BV-CC S.Muenster S S S S S S S S S S S S S S S S § R S S S S S S S S S S
89 El-Harrach BV-CC S.Muenster S S S S S S S S S S S S S § S S S R S S S S S § S S S S
90 El-Harrach BV-FC  S.Muenster S S S S S S S S S S S S S S S S R S S S S S S § S S S S

BV-CC: carcasses bovines; OV-CC: carcasses ovines; BV-FC: Féces bovins; OV- FC: Féces ovins; R: résistante; S: sensible.
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Annexe 3

Dendrogramme complet de I’ensemble des souches étudiées

Key Serotype Genotype

Anatum AL
Anatum AL
Anatum ALl
Anatum A2
Anatum A3
Anatum A3
Anatum A3
Anatum A3
Anatum A3
Anatum A3
Anatum A3
Montevideo Mol
Montevideo Mo2
Montevideo Mo3
Muenster Mul
Muenster Mul
Muenster Mul
Muenster Mul
Muenster Mul
Muenster Mul
Muenster Mul
Muenster Mul
Muenster Mul
Muenster Mul
Muenster Mul
Muenster Mul
Muenster Mul
Muenster Mul
Muenster Mul
Muenster Mul
Muenster Mul
Muenster Mul
Muenster Mu2
Muenster Mu2
Muenster Mu2
Muenster Mu2
Muenster Mu2
Muenster Mu2
Muenster Mu3
Muenster Mu4
Muenster Mu4
Muenster Mu4
Muenster Mu4
Muenster Mu4
Muenster Mus
Infantis 1
Infantis 1
Infantis 12
Infantis 12
Infantis 12
Infantis 12
Infantis 12
Infantis 12
Infantis 12
Infantis 12
Infantis 12
Infantis 12
Braenderup B1
Virginia V1
Kentucky K1
Kentucky K1
Kentucky K1
Kentucky K1
Kentucky K1
Kentucky K2
Kentucky K2
Kentucky K2
Kentucky K2
Kentucky K2
Kentucky K2
Kentucky K2
Kentucky K2
Typhimurium T1
Typhimurium Tl
Typhimurium T2
Havana HL
Havana HL
Havana H1
Richmond R1
Richmond R1
Richmond R2
Richmond R2
s1
S1
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Similarity coefficient
Dice

Optimization: 0 %
Tolerance: 1 %
Tolerance change: 0 %
Minimum height: 0 %
Minimum surface: 0 %
Uncertain bands: Ignore
Relaxed doublet matching: No
Fuzzy logic: No

Area sensitive: No

Cluster analysis

Clustering method: UPGMA
Use advanced clustering: No
Branch quality: Cophenetic correlation
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B Prevalence and antimicrobial resistance of Salmonella isolated from bovine

and ovine samples in slaughterhouses of Algiers, Algeria

Nouichi S.!, Ouatouat R.!, Can H.Y.2, Mezali L.}, Belkader C.%, Ouar- Korichi M.4,
Bertrand S.5, Cantekin Z.5, Hamdi T.M.!

'Food Hygiene and Quality Assurance System Laboratory,
High National Veterinary School of Algiers, Oued Smar, Algiers, Algeria
2 Department of Food Hygiene and Technology, Faculty of Veterinary Medicine,
Mustafa Kemal University, Antakya/ Hatay, Turkey
* High National Veterinary School of Algiers, Oued Smar, Algiers, Algeria.
* Pasteur Institute of Algeria, Dely Ibrahim, Algiers, Algeria.
’ National Reference Centre for Salmonella and Shigella, Bacterial Diseases Division, Communicable and
Infectious Diseases, Scientific Institute of Public Health (WIV-ISP), Brussels, Belgium.

¢ Department of Microbiology, Faculty of Veterinary Medicine, Mustafa Kemal University, Antakya/ Hatay, Turkey

ABSTRACT. The aims of our work are to estimate the prevalence of Salmonella isolated from carcasses and feces
of cattle and sheep in the two biggest slaughterhouses in Algiers, Algeria, and to characterize the obtained strains by
serotyping and antimicrobial resistance testing. The detection of Sa/monella was performed by the conventional culture
method and isolates were confirmed by PCR. Susceptibility to antibiotics was carried out by agar disc diffusion meth-
od. The results showed that 10.17% of samples were Salmonella positive. Carcass samples were more contaminated
than fecal samples. Serotyping of the 84 Salmonella isolates has enabled to identify 10 different serovars; the most
predominant was S. Muenster. The invA gene was detected in 96.43% of isolates whereas all S. Typhimurium strains
were positive for spy gene. Sixty-eight (80.95%) isolates were resistant to at least one of the 28 antibiotics tested and
exhibited 17 different antimicrobial resistance patterns. The most frequently observed resistance was to streptomycin
(69.05%). While 22.62 % of the isolates were MDR, two S. Typhimurium showed an““ACSSuT” pentaresistance pat-
tern. Considering the importance of this group of bacteria for public health, Salmonella control is necessary at several
steps of food production to ensure safe products for consumers.
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INTRODUCTION

he genus Salmonella is a Gram negative rod-

shaped bacteria belonged to the family of
Enterobacteriaceae. It includes more than 2500 sero-
vars that inhabit the gastrointestinal tracts of vari-
ous domestic and wild animal species (Bahnass et al.,
2015). It is estimated that salmonellosis represents
93.8 (16%) million cases of human gastroenteritis
among an estimated 582 million cases of 22 different
food borne enteric diseases, and it is responsible for
155 000 deaths worldwide each year (Elgroud et al.,
2015; Manoj et al., 2015). Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium)
is the causative agent of 46% of outbreaks (Ahmed
and Shimamoto, 2014). The most common contam-
inated foods associated with human salmonellosis
are poultry, beef, eggs, seafood, and dairy prod-
ucts (Abbassi-Ghozzi et al., 2012). At the produc-
tion level, inadequate sanitation in slaughterhouses,
improper handling of meat, and cross- contamination
through processing equipment are some of the most
frequent causes of the spread of Sa/monella (Singh
and Mustapha, 2014).

Conventional bacterial culture methods are still
used most often to detect and identify Salmonella
and require at least 3-11 days including selective
enrichment and plating followed by biochemical tests
(Karmi, 2013). Recently, PCR-based techniques are
used effectively for rapid detection of Salmonella
serovars (Can et al., 2014).

The purposes of this study are to monitor the prev-
alence of Salmonella in bovine and ovine carcass-
es and feces in Algiers, by using conventional culture
method and PCR assay, and to determine the antimi-
crobial resistance profiles of the isolates. Bovine and
ovine carcasses were used as test items because they
are widely consumed in Algeria. Additionally, a few
national studies have been conducted on the preva-
lence of Salmonella in red meats.

MATERIAL AND METHODS

Samples collection

Cattle and sheep were brought to El-Harrach and
Hussein Dey slaughterhouses from different regions

of the country. During two periods, from February to
June 2013, and from December 2013 to May 2014,

826 ovine and bovine samples were collected among
which 190 from bovine carcasses, 251 from ovine
carcasses, 160 bovine feces and 225 from ovine
feces. Samples were obtained immediately after evis-
ceration. Carcass samples were obtained using the
wet and dry swabbing method with 2 sponges for
each of the four sites chosen in accordance with
Annex A of the ISO standard 176048. The four wet-
dry swabs pairs from each carcass were pooled, and
processed as one sample. Fresh fecal samples were
collected directly from rectum at the time of slaugh-
tering and packed into separate sterile polyethylene
bags. Then, all samples were transported on ice to the
laboratory for immediate processing and analysis.

Isolation and identification of Salmonella spp. by
conventional method

Isolation of Salmonella spp. from all samples was
performed according to the ISO norm 6579:2002
(Annex D010705). Briefly, fecal samples were dilut-
ed at 10-1 with buffered peptone water (Institut
Pasteur d’Algérie [IPA], Algiers, Algeria). Carcass
swabs were put into 100 mL BPW.

After incubation, 1 and 0.ImL of pre-enriched
broth were, respectively, transferred to Miiller
Kauffmann Tetrathionate- novobiocin broth (IPA,
Algiers, Algeria) and to Rappaport-Vassiliadis with
soya (IPA, Algiers, Algeria), then incubated for 24 h
at 37 °C and 42°C, respectively. A loopful from each
selective enrichment broth was streaked onto selec-
tive xylose-lysine-deoxycholate and Hektoen agar
plates (IPA, Algiers, Algeria), and incubated at 37°C
for 24 h. Presumptive Salmonella colonies were char-
acterized using classical biochemical tests with Triple
Sugar Iron (TSI; IPA) agar slant, indole urea reagent
(IPA), Lysine Decarboxylase (LDC; IPA) reagent and
ortho-NitroPhenyl-f-galactoside (ONPG; IPA) , as
well as Api 20E gallery (Biomérieux, SA, France).

Serotyping was carried out using slide agglutination
with commercial poly O (OMA, OMB), and poly H anti-
gen specific antisera (Difco, Sparks, MD. USA). Once
the antigenic formulae were obtained, the Kauffmann-
White scheme was used to name the serovars.

Molecular confirmation

Molecular confirmation of isolated Salmonella
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strains was carried out using the PCR technique. S.
Typhimurium ATCC 14028 was used as positive con-
trol in this study.

DNA extraction

The genomic DNA was extracted from a cul-
ture incubated overnight. One or two colonies
were suspended in 500 pL of molecular biology
water (AccuGENE®, Lonza Group Ltd., Basel,
Switzerland), and boiled 10 minutes at 95°C. After
adding 100 pL of 5 M NaCl, and centrifuging, the
supernatant was removed to a new tube, and 500 pL
of cold 100% ethanol were added. A second cen-
trifugation was performed and the supernatant was
poured and the DNA pellet was washed in 500 pL of
70% ethanol, and centrifuged, then dried for 30 min
at 37°C. Finally, the DNA was re-suspended in 100
pL of DEPC water (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), and stored at - 20°C until use.

Primers sets and PCR amplification

Specific primers for Salmonella spp. and S.
Typhimurium have been published previously (Rahn
et al., 1992; Olsen et al., 1995).

Individual PCR assays were performed accord-
ing to the original published protocols (Rahn et al.,
1992; Can et al., 2014). The PCR mixture was con-
sisted of 25 pL final volume containing 1X PCR buf-
fer (Sigma- Aldrich, St-Louis, USA), 200uM of each
dNTPs (Dr. Zeydanh Life Sciences Ltd., Ankara,
Turkey), 3mM of MgCl2 (Sigma- Aldrich, St-Louis,
USA), 1U Taq polymerase (Sigma- Aldrich,
St-Louis, USA), 0.4 uM of each primer, and 2 uL
template DNA.

The following amplification conditions were used:
an initial denaturation step for 3 min at 94°C. Then,
30 cycles, each one consisting of denaturation at
94°C for 30 seconds, 58°C as annealing temperature
for 45 seconds, and elongation at 72°C for 60 sec-
onds. Finally, a terminal elongation step of 5 min at
72°C was performed.

For Salmonella serovar Typhimurium, PCR proto-
col was the same, except the annealing temperature,
which was established at 55°C (Can et al., 2014).

Electrophoresis of PCR products

The PCR amplified products were electrophoresed
in 1.5% agarose gel (AXYGEN Bioscience), stained

with 3 pL/g of Ethidium Bromide (Dr. Zeydanli
Life Sciences Ltd., Ankara, Turkey). A 100 pb lad-
der (AXYGEN Bioscience) was served as a molecu-
lar weight marker. In each PCR run, a non-template
control (negative control) was included to detect pos-
sible external DNA contamination. DNA bands were
visualized under UV transillumination (UVP, Upland,
USA) and photographed.

Antimicrobial susceptibility test

Antimicrobial susceptibility patterns of Salmonella
isolates were determined by the agar disk diffusion
method according to the guidelines of the Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) using
Mueller- Hinton agar (IPA, Algiers, Algeria). The
plates were incubated at 35°C for 24h. The fol-
lowing antibiotic discs (Oxoid, Hampshire, United
Kingdom) were used: ampicillin (AMP, 10 pg),
ticarcillin (TIC, 75 pg), piperacillin (PRL, 100 pg),
amoxicillin (AML, 25 pg), mecillinam (MEL,10
ng), cefazolin (KZ, 30 pg), cefoxitin (FOX, 30 pg),
ceftazidine (CAZ, 30 pg), ceftriaxone (CRO, 30
ng), cefepime (FEP, 30 ug), amoxicillin/clavulanate
(AMC, 20 ug/10 ng), aztreonam (ATM, 30 pg), imi-
penem (IPM, 10 pg), kanamycin (K, 30 pg), genta-
micin (GM, 10 pg), netilmicin (NET, 30 ng), strepto-
mycin (S, 10 ng), nalidixic acid (NA, 30 pg), norflox-
acin (NOR, 10 pg), ciprofloxacin (CIP, 5 pg), sul-
phonamides (SSS, 300 pg), trimethoprim (W, 5 pg),
trimethoprim/sulfamethoxazole (SXT, 1.25 ng/23.75
ug), furans (F, 300 pg), chloramphenicol (C, 30 pg),
tetracycline (Te, 30 ug), colistin (CT, 10 pg), and
fosfomycin (FOS, 50 pg). The results were record-
ed by measuring the inhibition zones and scored as
sensitive, intermediate, and resistant according to the
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008)
criteria.

RESULTS
Salmonella prevalence

Out of 826 samples, 84 (10.17%) were Salmonella
positive. The relative prevalence within the slaugh-
terhouses was 14.7% (56/381) for El-Harrach and
6.29% (28/ 445) for Hussein Dey. Salmonella was
detected in all types of samples with different fre-
quencies, 20.52% (39/190) in bovine carcasses,
12.74% (32/251) in ovine carcasses, 6.87% (11/160)
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in bovine feces, and 0.89% (2/225) in ovine feces.  (14.28%) and S. Anatum (13.09%). The highest pro-
Bovine samples were more contaminated (14.28%)  portions of S. Muenster were recovered from bovine
than ovine samples (7.14%). The frequency of isola- and ovine carcasses, with 48.48% and 33.33%,
tion was higher from carcasses (16.10%) than from  respectively, compared to bovine and ovine feces
the feces ones (3.37%) (Table 1). (15.15% and 3.03% respectively) (Table 2).

Table 1. Prevalence of Salmonella in bovine and sheep carcass and fecal samples from the two slaughterhouses

Slaughterhouses
El-Harrach Hussein Dey Total
Animal Carcasses Feces Carcasses Feces
n Positive n Positive n Positive n Positive n Positive
species n n n n n
(%) (%) (%) %) (%)
29 9 10 2 50
Bovine 85 78 105 82 350
(34.12%) (11.54%) (9.52%) (2.44%) (14.28%)
18 00 14 2 34
Ovine 112 106 139 119 476
(16.1%) (0.0%) (10.1%) (3.4%) (7.14%)
47 9 24 4
Total 197 184 244 201 826 84 (10.17%)
(23.86%) (4.89%) (9.84%) (1.99%)
n: number of samples.
Table 2. Distribution of Salmonella serovars.
Slaughterhouses
Serovar El-Harrach Hussein Dey Total (%)
BvC OvC Total BvF OvF Total BvC OvC Total BvF OvF Total
S. Muenster 14 7 21 5 0 5 2 4 6 0 1 1 33 (39.28)
S. Kentucky 3 2 5 0 0 0 6 2 8 0 0 0 13 (15.47)
S. Infantis 4 6 10 2 0 2 0 0 0 0 0 0 12 (14.28)
S. Anatum 1 0 1 0 0 0 1 7 8 1 1 2 11 (13.09)
S. Richmond 4 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 (4.76)
S. Havana 2 0 2 0 0 0 1 0 1 0 0 0 33.57)
S. Typhimurium 0 2 2 0 0 0 0 1 1 0 0 0 33.57)
S. Montevideo 1 0 1 2 0 2 0 0 0 0 0 0 33.57)
S. Virginia 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1(1.19)
S.Braenderup 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1(1.19)
47 9 0 9 10 14 24 2 2 4
Total (%) 29
(55.95) (10.71) (28.57) (4.76)
Bv C: bovine carcasses, Ov C: ovine carcasses, Bv F: bovine feces, Ov F: ovine feces.
Distribution of Salmonella serovars Molecular confirmation
A position ten (10) different serovars were identi- B position in PCR assay, using S139 and S141

fied. The most common was S. Muenster (39.28%)  primers belonging to invA gene that amplifies a 284
followed by S. Kentucky (15.47%), S. Infantis  bp sequence of the invA gene, 96.43% (81/84) of pos-
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Fig. 1 Specific PCR of Sa/monella isolates using primer
sets invA and Spy.

M: 100bp Marker (AXYGEN Bioscience), P: Positive
Control (Salmonella spp.), N: Negative control (PCR
mixture without DNA), R42 R43 R45 H1 H2 H3 and
H4: Analyzed isolates showing positive 284 bp DNA
fragment of invA gene specific for Salmonella spp.,
P1: Positive control (Salmonella Typhimurium), S13and
S16: Analyzed isolates showing positive 410bp DNA of
Spy gene specific for Salmonella Typhimurium.

itive samples in conventional culture method includ-
ing arizona generated a single 284 bp amplified DNA
fragment on agarose gel (Fig. 1).

Serotyping revealed 3 S. Typhimurium isolates of
ovine carcass origin and PCR assay shown the presence
of specific amplified product 410bp obtained with S.
Typhimurium primers chosen from the Spy gene (Fig. 1)

Antimicrobial resistance of isolates
From a total of 84 Salmonella isolates evaluated for

resistance against a panel of 28 selected antimicrobi-
al agents, 68 (80.95%) were resistant to at least one
antimicrobial.

All Salmonella isolates were susceptible to cefox-
itin, ceftazidine, ceftriaxone, cefepime, aztreonam,
imipenem, kanamicin, netilmicin, colistin, and fosfo-
mycin. Resistance to the remaining 18 antimicrobials
varied between 1.19% and 69.05%. The highest resis-
tance rate observed was to streptomycin (69.05%),
followed by sulphonamides (32.14%), then ampicil-
lin, ticarcillin, piperacillin, amoxicillin, nalidixic acid
and tetracycline (each 17.86%) (Table 3).

Out of the 68 resistant Salmonella isolates, 19
(22.62%) were multidrug resistant (MDR) among
which 15 isolates were resistant to more than 5 anti-
microbials. Twelve isolates of S. Kentucky iso-
lated displayed resistance to at least 10 antimi-
crobials including fluoroquinolones. The three S.
Typhimurium strains expressed resistance to more
than 9 antimicrobials, including the ‘‘ACSSuT’’ pen-
taresistance pattern showed by two strains. Among
the 10 serovars identified, resistance was found in
9 of them. Only the 3 isolates of S. Havana did not
show any resistance to all antimicrobials tested.
Table 4 displayed 17 different resistance patterns
including 14 MDR patterns.

DISCUSSION

Salmonella prevalence

Table 3. Antimicrobial resistance of Sa/monella isolates from bovine and ovine samples

Serovars n

AMP  TIC PRL AML AMC MEL KZ GM S
S. Muenster B0 0 0 0 0 0 0 0 19
S. Anatum 1 0 0 0 0 0 0 0 0 3
S. Infantis 2 0 0 0 0 0 0 0 0 12
S. Kentucky 1B 12 2 12 12 6 4 0 9 13
S.Havana 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S.Richmond 4 0 0 0 0 0 0 0 0 4
S. Typhimurium 3 3 3 3 3 2 0 0 0 3
S.Montevideo 3 0 0 0 0 0 0 0 0 3
S. Virginia 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S.Braenderup 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Total 84 15 5 15 15 8 4 0 9 58
(%) 100 1786 1786 1786 1786 952 476 1190 1071  69.05

Antibiotics*

Recapitulatory
S W SXT NA NOR CP C TE F o0 1 25 45
8 0 0 0 0 0 0 0 0 6 210 0
2 0 0 0 0 0 0 1 0 7 2 2 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0
13 1 1 2 1 12 0 1 0 0 0 1 12
0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0
3 1 1 20 0 2 3 10 0 0 3
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 30 0
0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
2 2 2 5 11 12 2 15 1 16 49 4 15
3214 238 238 1786 1309 1428 238 1786 119 19.05 5833 476 17.86

n: number of isolates, AMP: ampicillin, TIC: ticarcillin, PRL: piperacillin, AML: amoxicillin, AMC: amoxicillin/clavulanate, MEL:
mecillinam, KZ: cefazolin, GM: gentamicin, S: streptomycin, SSS: sulphonamides, W: trimethoprim, SXT: trimethoprim/sulfamethoxaz-
ole, NA: nalidixic acid, NOR: norfloxacin, CIP: ciprofloxacin, C: chloramphenicol, Te: tetracycline, F: furans.*All Salmonella isolates
were susceptible to cefoxitin, ceftazidine, ceftriaxone, cefepime, aztreonam, imipenem, kanamicin, netilmicin, colistin, and fosfomycin.
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Table 4. Resistance pattern profiles of isolated Salmonella strains.

Salmonella serovars (n/N) Resistance patterns n
S. Muenster (27/33) S 19
SSS 8
S. Anatum (4/11) S 2
S,SSS 1
SSS,TE 1
S. Infantis (12/12) S 12

S. Kentucky (13/13) S,SSS,W,SXT

AMP,TIC,PRL,AML.KZ,S,SSS,NA,CIP,TE
AMP,TIC,PRL,AML,KZ,S,SSS,NA,NOR,CIP
AMP,TIC,PRL,AML,KZ.S,SSS,NA,NOR,CIP,TE
AMP,TIC,PRL,AML,GM,S,SSS,NA,NOR,CIP,TE
AMP,TIC,PRL,AML,KZ,GM,S,SSS,NA,NOR,CIP,TE
AMP,TIC,PRL,AML,MEL,GM,S,SSS,NA,NOR,CIP,TE
AMP,TIC,PRL,AML,AMC,KZ,GM,S,SSS,NA,NOR,CIP,TE
AMP,TIC,PRL, AML,AMC,MEL.KZ,GM,S,SSS,NA,NOR,CIP,TE

S. Richmond (4/4) S
S. Typhimurium (3/3)

S. Montevideo (3/3) S
S. Virginia (1/1) NA
S. Braenderup (1/1) S,SSS

AMP,TIC,PRL,AML,S,SSS,W,SXT,TE
AMP,TIC,PRL,AML,AMC,S,SSS,NA,C,TE
AMP,TIC,PRL,AML,AMC,S,SSS,NA,C,TE,FU

L S T N O L O S .

N: total of isolates, n: number of resistant isolates, AMP: ampicillin, TIC: ticarcillin, PRL: piperacillin, AML: amoxicillin, AMC: amox-
icillin/clavulanate, MEL: mecillinam, KZ: cefazolin, GM: gentamicin, S: streptomycin, SSS: sulphonamides, W: trimethoprim, SXT:
trimethoprim/sulfamethoxazole, NA: nalidixic acid, NOR: norfloxacin, CIP: ciprofloxacin, C: chloramphenicol, Te: tetracycline, F:

Sfurans.

In the current study, out of 826 tested samples, 84
(10.17%) were positive for Salmonella reflecting the
failure of hygiene practices during the slaughtering.
Furthermore, it is suggested that the presence of even
small numbers of Salmonella species in carcass-
es may lead to heavy contamination of the finished
retail product (Dabassa and Bacha, 2012; Ateba and
Mochaiwa, 2014). According to the results shown
in table 1, bovine samples were more contaminated
(14.28%) than ovine samples (7.14%). This result in
agreement with previous Algerian data (Nouichi and
Hamdi, 2009; Mezali and Hamdi, 2012), could be
due to the particular susceptibility of bovine species
to Salmonella infection (Nouichi and Hamdi, 2009).

Bovine carcasses are most contaminated by
Salmonella (20.52%). Previously, we have reported
a lower rate of contamination (10%) in the same type
of samples (Nouichi and Hamdi, 2009). Worldwide,
previous reports indicated a variable prevalence of
Salmonella in beef meat and carcasses ranged from

1.4% to 13.3% (Dabassa and Bacha, 2012; Tafida et
al., 2013; Ahmed and Shimamoto, 2014; Ateba and
Mochaiwa, 2014; Dong et al., 2014).

In ovine carcasses, the prevalence was 12.74%.
While Teklu and Negussie (2011) registered a similar
result (14.1%), other studies reported lower rates of
contamination: 1.11% (Nouichi and Hamdi, 2009),
and 3.3% (Dabassa and Bacha, 2012).

The prevalence of Salmonella in bovine feces was
6.87%. Compared to other studies that evaluated
Salmonella in cattle fecal samples, our results cor-
roborate relatively the reports of Addis et al. (2011),
and Bahnass et al. (2015), who found 7.69% and
8.5%, respectively. Yet, it is more than 7 times
lower than the 52% found by Kagambéga et al.
(2013). On the other hand, Bordonaro et al. (2015)
reported a very low rate (1.7%).

The prevalence of Salmonella in ovine fecal sam-
ples remains fairly low (0.89%) compared to that
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recorded in feces of cattle (7.5%), and that report-
ed in previous studies: 3.3% (Dabassa and Bacha,
2012), and 6.4% (Bahnass et al., 2015).

The present study showed a considerably high-
er prevalence of Salmonella in carcass sam-
ples (16.10%) than feces (3.38%), which is con-
sistent with the findings from previous reports of
Teklu and Negussie (2011) ), Dabassa and Bacha
(2012) on sheep and cattle samples, respectively.
However, our results contrast with the study’s find-
ing of Dong et al. (2014), which indicated high-
er Salmonella prevalence in feces than in carcass-
es. The relationship between fecal shedding and car-
cass contamination seems weak. It may be relat-
ed to the fact that healthy carrier animals especial-
ly bovines excrete only a few number of Salmonella,
unless they undergo some kind of stress (Teklu and
Negussie, 2011), and the high level of Salmonella
on carcasses might be explained by contamination
from other sources such as animal skins, opera-
tors’ hands and equipment, considering the non-re-
spect of slaughtering hygienic rules observed during
our study. Nevertheless, the presence of even a car-
rier animal can be a potential source of contamina-
tion of carcasses, environment, material and person-
nel. Furthermore, fecal samples tend to be less clean
than carcasses and other food products samples,
and therefore, it is more difficult to grow and detect
Salmonella in these samples because of other organ-
isms and species of competitive bacteria (Bordonaro
etal., 2015).

Distribution of Salmonella serovars

Ten serovars were identified in the current study.
Based on the results obtained, there seemed to be a
difference in the types of Salmonella serovars from
the different sources: S. Muenster and S. Anatum
were isolated from the four categories of samples.
This would likely reflect cross-contamination from
multiple sources and poor hygiene conditions in the
slaughterhouses. While certain serovars were exclu-
sively recovered from only one source, such as, S.
Richmond and S. Typhimurium, which were isolat-
ed from cattle and sheep carcasses, respectively. The
identification of S. Kentucky only in carcass samples
could be explained that the origin of the contamina-
tion wasn’t feces.

S. Muenster found predominant in this study
(39.28%), was also the most prevalent sero-
var in each category of samples. According to Van
Cauteren et al. (2009), this serovar is rarely identified
from humans, foods or animals.

The other serovars recovered, including S.
Kentucky, S. Infantis, S. Anatum, S. Typhimurium
and S. Montevideo are, without respecting the ranked
order, among the top 10 serovars encountered in
Africa (Hendriksen et al., 2011), in Europe (EFSA,
2014), and in USA (CDC, 2014).

S. Kentucky was isolated from 15.47 % of sam-
ples. According to our results during this study and
the international studies pre-established in Algeria
(Bouzidi et al., 2012; Elgroud et al., 2015), Morocco
(El Allaoui et al., 2014), Tunisia (Abbassi-Ghozzi
et al., 2012), and Nigeria (Tafida et al., 2013), this
result is alarming because the sudden emergence and
worrying of S. Kentucky has shown an increasingly
insensitive to almost all families of antibiotics.

Previous national studies demonstrated that
S. Anatum was found to be the most prevalent
serovar isolated from bovine and ovine carcass-
es (Nouichi and Hamdi, 2009) and from red meat
and their products (Mezali and Hamdi, 2012) in
Algiers. Otherwise, S. Typhimurium, S. Heidelberg,
S. Enteritidis and S. Hadar were mainly isolated from
broilers by Bounar-Kechih et al. (2012), Bouzidi et
al. (2012), Elgroud et al. (2015), respectively. These
findings suggest that several serovars of Salmonella
that may cause significant animal and human illness-
es occur in Algeria.

At the international level, S. Enteritidis and S.
Typhimurium were reported to be the most frequent-
ly isolated (Hendriksen et al., 2011; CDC, 2014;
EFSA, 2015).

These differences in the prevalence of Salmonella
and the distribution of serovars between studies may
depend on the isolation methodology, the geographic
area, and the housing and husbandry conditions.

Molecular confirmation

The present study supports the ability of the S139
and S141 primers targeting the invA gene specific of
Salmonella spp. to confirm the isolated colonies.

Out of the 84 Salmonella isolates tested, 81 yield-
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ed desired amplified products of approximately 284
bp similar to that of reference strain of Salmonella
using the primer pairs for invA. The efficiency was
96.43%. Our report corroborates many recent studies
in Egypt (Maysa and Abd-Elall, 2015) and Nigeria
(Smith et al., 2015) conducted on Salmonella iso-
lated from human, animals, food and water sam-
ples in which invA gene (284 bp) was prevalent at
96%. Karmi (2013) reported that all Salmonella iso-
lates positive for the presence of invA gene, have the
capacity to invade and survive in macrophages.

In contrary, Karmi (2013), Tafida et al. (2013), and
Dong et al. (2014) have detected and reported the
invA gene in all Salmonella isolates tested.

In this study, the DNA of three Salmonella iso-
lates confirmed biochemically and serotyped (one S.
Muenster, one S. Anatum, and one S. Infantis) was
not amplified by PCR. Although, Rahn et al. (1992)
could not detect S. Litchfield and S. Senftenberg by
using S139 and S141 primers. Malorny et al. (2003)
managed to do it with the same primers after modi-
fication in the thermal cycling conditions and using
hot start PCR.

The failure to amplify invA homologues sequenc-
es was most likely due to the absence of the invA
gene in these Salmonella strains (Rahn et al., 1992).
Ginocchio et al. (1997) determined that the inva-
sion-associated pathogenicity island which has pre-
viously been shown to be linked to the inv locus
remains unstable in certain Salmonella serovars.
It would also suggest that these organisms would
not be invasive or, alternatively, that they may pos-
sess other pathways of invasion independent of invA
gene (Rahn et al., 1992; Ginocchio et al., 1997). In
addition some Salmonella species also could not be
detected by other PCR methods (Van Kessel et al.,
2003).

Interestingly, the strains that were shown to lack of
the invA sequences in the two studies of Rahn et al.
(1992) and Ginocchio et al. (1997) had been recov-
ered from environmental samples and were not spe-
cifically associated with disease. Even whether the
three isolates found negative for invA gene during
our study were isolated from carcasses; it is possible
that all of them were originated from environment.

After identifying the invA gene as specific to

Salmonella, PCR has also been used for distinguish-
ing of Salmonella serovars. As for S. Typhimurium,
the Salmonella plasmid virulence spy genes were
used (Olsen et al., 2014). These genes are particu-
larly required for systemic infection (Nickerson and
Curtiss, 1997). In our study, all isolates serotyped S.
Typhimurium were found positive for spy gene. The
sensibility of the primer used in this study has also
been also well demonstrated using simplex or multi-
plex PCR assays (Ahmed and Shimamoto, 2014; Can
et al., 2014; Manoj et al., 2015).

Antimicrobial resistance of isolates strains

In the current study, the rate of resistance to at
least one antimicrobial is high (80.95%) and could
be explained by the widespread and indiscriminate
use of the drugs for therapeutic and prophylactic
purposes both in veterinary and human health sec-
tors. This is in accordance with previous results
recorded in Algeria (80% [Elgroud et al., 2009];
68.42% [Bouzidi et al., 2012]; 90.32% [Mezali
and Hamdi, 2012]), in Egypt (100% [Sallam et al.,
2014]) and in Morocco (93.5% [El Allaoui et al.,
2014]). Resistance to streptomycin was quite com-
mon (69.05%, n=58) and corroborates the finding
of Elgroud et al. (2009; 58%) and Aouf et al. (2011;
68.75%), while 17.86% (n=15) of isolates were
found resistant to tetracyclines, which is lower than
that noted by Bouzidi et al. (2012; 36.9%) and Aouf
et al. (2011; 100%). As for sulphonamides, our result
(32.14%) was higher than that reported in Algeria by
Bounar-Kechih et al. (2012) and Mezali and Hamdi
(2012) who recorded 13% and 16.13%, respective-
ly. Streptomycin, sulphonamides and tetracycline are
old first-intention molecules and have been widely
used in animal husbandry. In addition to streptomy-
cin, resistance to aminoglycosides involved also gen-
tamicin, (10.71%); all of the isolates resistant to this
drug are belonging to S. Kentucky serovar. A simi-
lar result has been registered by Bouzidi et al. (2012)
and Le Hello et al. (2013).

Only 2 isolates displayed resistance to the associa-
tion trimethoprim/sulfamethoxazole, which is lower
than the result of Aouf et al. (2011). In the present
study, 15 (17.86%) isolates were resistant to nalidix-
ic acid; 18.75% were recorded by Aouf et al. (2011).
Increasing resistance to this antimicrobial has been
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also reported by the national studies (Elgroud et
al., 2009; Bounar-Kechih et al., 2012; Mezali and
Hamdi, 2012).

As for furans and chloramphenicol 1.19% and
2.38% were recorded respectively. These findings
corroborate those of Mezali and Hamdi (2012) and
could be explained by the moderate use of these
drugs because of their removing from the Algerian
nomenclature.

Moreover, all of the S. Kentucky isolates were
found to be resistant to fluoroquinolones (norfloxacin
and/or ciprofloxacin). To our knowledge, this is the
first national paper showing resistance to these drugs
in Salmonella strains isolated from red meats since
the other previous studies in Algeria (Elgroud et al.,
2009; Bouzidi et al., 2012) were done on poultry.

This finding is more worrying as fluoroquinolones
should be reserved for the treatment of serious gas-
trointestinal infections in adults. This may be linked
to a non-prudent use of these molecules, although
expensive in animal husbandries in Algeria (Elgroud
et al., 2009).

Full resistance to quinolones is achieved when two
cumulative mutations in genes that encode the targets
of these drugs are present concurrently (Le Hello et
al., 2013; El Allaoui et al., 2014).

It appears that isolates tested in this study under-
went this kind of mutation only because of which
they were resistant to nalidixic acid and to other
quinolones molecules such as norfloxacin and cipro-
floxacin. Resistance to B-lactams involved only pen-
icillins (ampicillin, ticarcillin, piperacillin, amoxi-
cillin, mecillinam and the combination amoxicillin/
clavulanic acid) and first generation cephalosporins
(cefazolin). Conversely, the absence of resistance
to third generation cephalosporins was an important
finding since they are clinically essential in the treat-
ment of invasive salmonellosis in humans. Multiple
drug resistance in Salmonella may result from ran-
dom chromosomal mutations and transfer of resis-
tance genes (Abbassi-Ghozzi et al., 2012). Multidrug
resistant Salmonella serovars have been proposed to
be more virulent than non-multidrug resistant ones
(Sallam et al., 2014).

In our study, 14 different MDR patterns were
found. The two serovars commonly involved in food-

borne outbreaks, S. Kentucky and S. Typhimurium
presented the greatest number of multi-resis-
tance phenotypes. Transmission of multi-resis-
tant Salmonella to humans through food chain may
involve a high risk for public health by compro-
mising the effectiveness of medical treatment and
increasing the number of invasive infections. Two
S. Typhimurium isolates displayed an ‘“ACSSuT”’
pentaresistance pattern. This is another worrying
antimicrobial pattern evidenced during this study
was also found by Mezali and Hamdi in 2012. In
Europe, resistance to ‘‘ACSSuT’’ was the most com-
mon multidrug-resistant pattern recorded among the
multidrug-resistant Salmonella Typhimurium iso-
lated from human and food sources (EFSA, 2015).
All the strains displaying MDR were isolated from
both ovine and bovine carcasses. By contrast, all
Salmonella isolated from feces were resistant only
to streptomycin or sulphonamides. This finding con-
firms that the high number of Salmonella isolated
from carcasses during this study is not mainly associ-
ated with fecal carriage.

CONCLUSIONS

Overall, our findings showed that the bovine
and ovine carcasses are considered as an import-
ant source of multidrug-resistant Sal/monella sero-
vars and can pose a high risk for the consumer; sub-
sequently, hygienic measures should be undertaken
to reduce contamination of meat with virulent strains
of Salmonella, and strict guidelines for the use of
antibiotics should be necessary to prevent the dis-
semination and acquisition of antimicrobial resis-
tance. This study also demonstrated that 96.43% of
Salmonella isolates were positive for the presence of
virulence gene (invA) that responsible for cell inva-
sion. Furthermore, it is important to emphasize that
PCR method based on invA gene should be used for
rapid identification of Salmonella serovars and could
replace the conventional bacteriological and bio-
chemical methods.
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