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Résumé

La salmonellose est une maladie infectieuse inbbteillaet contagieuse due a une

entérobactérie ubiquitaire du ger8almonellall s’agit d’'une des causes principales de toxi-

infection d’origine alimentaire chez 'homme daas pays développés.

Chez les bovins, de nombreux seérotypes S&monellaenterica sont responsables de

manifestations cliniques trés variées pouvant gadss pertes économiques considérables.
Certains sérotypes peuvent faire avorter sporadignt les vaches, c’est le cas notamment
du sérotype Dublin

Cette étude a été réalisee dans différentes eaptwis bovines de la région d’Alger, entre
Décembre 2012 et Octobre 2013. La prévalence aetatidie d’'une part aprés analyse
bactériologique de 184 prélevements de matierededgae bovins appartenant a 19 fermes
différentes. Et d’autre part, par analyse immunigjog de 91 prélévements individuels de
lait.

Les résultats bactériologiques selon la méthodeétlgence NF U 47-100 ont montré une
prévalence d&7.60% (IC 95% 3%-10%).Le sérotypage a révélé une prévalence ur
Dublin de 2,70%. L’analyse immunologique du lait par la techniquel&A a mis en
evidence une prévalence t@.18% (IC 95% 5%-20%) pour SalmonellaDublin.

La comparaison entre les méthodes bactériologigtiéstes pour 'isolement des souches de
Salmonellaenterica (méthode classique et méthode de réféfdlic® 47-100)a montré que
les deux méthodes étaient assez divergentes (ka0g) une meilleure sensibilité pour la
méthode de référence (p<0,05).L’étude comparatiteedes résultats immunologiques du
lait et bactériologiques des matieres fécales atm@ame faible concordance entre les deux
tests (k=0,44). Le test immunologique s’est révaddtement plus sensible que le test
bactériologique (p<0,05).

Une étude cas-témoins a été réalisée pour mettievidence un lien entre la positivité a
SalmonellasppSalmonellaDublin dans les matiéres fécales et I'avortement chevalgses.
Les résultats ont montré une association posiiyafgative (OR=24 IC 95% 1,6-341) entre
la présence d&almonellaspp dans la ferme et la présence d’avortement. Balmonella
Dublin, I'étude n’a pas permis d’établir une associatioairel (OR= 8,66 IC 95% 0,58-
130,12).En revanche, I'étude cas-témoin réaliséemetion des résultats immunologiques du
lait (S.Dublin) a montré une association positive signtfia(OR=62,33 IC 95% 2,13-1822)
entre le fait d’avoir une réponse positiveSalmonellaDublin dans le lait et la présence
d’avortements dans la ferme.

Au vu de tous ces résultats obtenus, nous pouvonslure queSalmonelladevrait figurer
systématiqguement dans le diagnostic différentislal®rtements en Algérie.

Mots clés: Vaches, Matieres fécales, LaiSalmonella spp, S. Dublin, Prévalence,
Avortement



Abstract

Salmonellosis is an inoculable contagious infediodisease caused by a ubiquitous
Enterobacteriaceae Salmonella. It is a leading ecaafsfoodborne illness foodborne humans in
developed countries.

In cattle, many serotypes of Salmonella enteriear@sponsible for varied clinical manifestations ca
cause considerable economic losses. Some serotgessporadically aborting cows; this is

particularly the case of serotype Dublin.

This study was conducted in different cattle faimshe region of Algiers, between December 2012
and October 2013.La prevalence was establishat fafter bacteriological analysis of 184 samples
of bovine feces from 19 different farms. And sedgndy immunoassay of 91 individual samples of
milk.

Bacteriological results according to the referemahodNF U 47-100showed a prevalence @f60
% (95% CI 3% -10%). Serotyping revealed a prevalenc&0f0% S Dublin. Analysis immune milk
by ELISA showed a prevalence 18.18 % (95% CI 5 % -20%) for SalmonellaDublin.

The comparison between bacteriological methodgHerisolation of strains dsalmonellaenterica
(classical method and reference method ( NF U 4r-1@howed that both methods were quite
different (k = 0.3) with improved sensitivity fohe reference method (p < 0.05). comparative study
between immunological and bacteriological resultmitk feces showed a low concordance between
the two tests ( k = 0.44) . the immunoassay s' gaosignificantly more sensitive than the

bacteriological test
(p<0.05).

A case-control study was conducted to highlight timk between positiveSalmonella spp.
SalmonellaDublin in feces and abortion in cows. The ressittswed a significant positive association
(OR = 24, 95% CI 1.6 to 34) between the presencatihonella spp in the farm and the presence of
abortion. Salmonella Dublin, the study did not bksh a clear association (OR = 8.66 95% CI 0.58 to
130.12). Conversely, case- control study basedemdsults immunological milk (S. Dublin) showed
a significant positive association (OR = 62.33, 9&8%2.13 to 1822) between having a positive

response t&almonellaDublin in the milk and the presence of abortionghig farm.

In view of all these results, we can conclude Samonella should be included systematically in the
differential diagnosis of abortions in Algeria.

Keywords: Cows, Faeces, Milkalmonellaspp,S Dublin, Prevalence, Abortion
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Introduction

INTRODUCTION

Chez les bovins, la salmonellose est une maladi@atmue causée par plusieurs sérovars de

Salmonella enterica pouvant causer des pertes giques considérables.

De par sa large dissémination dans I'environnemsmtprévalence dans la chaine alimentaire
globale, sa virulence et son adaptabil&@monellaenterica est le germle plus fréequemment
rencontrée en pathologie humaine et aninféiedall et al ., 2005).1l a un impact considérable
en médecine, en santé publique et sur I'’économiedmate (Miller et al ., 2000) Actuellement,

plus de 2600 sérotypes (sérovars) de Salmonekgieatsont décritfNataro et al ., 2007).

La plupart des salmonelles sont localisées danydess gastro-intestinales des mammiferes
domestiques ou sauvages, ainsi que chez les sgplde oiseaux et les insectes. Certains
sérotypes d&. enterica, comme Typhi, sont surtout adaptés a liheret n’ont pas d’autre héte
connu(Allerberger et al ., 2002).

Les bovins sont le principal réservoir 8almonellaentericasubsp enterica sérotype Dublin
(Salmonella Dublin) qui est considérée comme la cause la plus courantdection a
salmonelles chez cette espéce animale, 8vEgphimurium {aillant et al ., 1996 ; Khaschabi

et al., 2002).Le bétail infecté est une source de contamingtimur les humains, généralement
par la consommation de viande de beceuf et de laiadee.

En outre, SalmonellaDublin est certainement le sérotype le plus prépant au niveau
économique, du fait d’abord, de son caractere quaigrement invasif provoquant ainsi des
diarrhées aigiies et mortalités, essentiellementreéss chez les veaux entre 2 semaines a 3
mois, des septicémies et des troubles de la reptioduraduits notamment en avortements chez
le bovin adulte. D’autre part, avec ce sérotypetages animaux demeurent infectés a vie sans
manifester de signes cliniques (porteurs chronijgaesqui va perpétuer l'infection dans leur
environnemen{Richardson et Watson, 1971 ; Radostits et al ., Q@ ; Carrique-Mas et al .,
2010).

Ainsi, les conséquences des infectiorfSadmonellaDublin sont traduites notamment en un sur
plus de travail et des codts en soins vétérinaies élevégHinton ,1974; Peters, 1985)De ce
fait, le contréle de&salmonelladans les troupeaux de bovins contribue de masigreficative a

la protection de la sécurité alimentaire, ce quréduire le risque zoonotique et minimiser aussi
les colts pour les éleveurs en évitant les martaét les avortements.

Les objectifs de notre travail ont été les suivants
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» Déterminer la prévalence des espéces de Salmopellesolement et sérotypage a partir
de matiéres fécales récoltées chez les bovinsldaégion d’Alger.

» Comparer les differentes méthodes d’isolement deshes d&almonellaenterica par la
méthode classique (dite de routine) et la méthedefiérence NF U 47-100

> Déterminer la prévalence dgalmonellaDublin en mettant en évidence les anticorps
dirigés contreSalmonellaDublin par analyse immunologique du lait.

» Déterminer une association possible entre la poésele S. Dublin dans les matieres
fécales et le lait.

» Réaliser une étude épidémiologique de type casiemour mettre en évidence un

possible lien causal entre la présence des sallesrtlez les bovins et les avortements.
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. RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES
CHAPITRE 1 : GENRALITES SUR LE GENRE SALMONELLA

1. Taxonomie et évolution de la nomenclature

La nomenclature du genr@almonellaest complexe et ne cesse d’évoluer, toutefois une
uniformité dans cette nomenclature s'impose afilmg communication s’établisse entre les
scientifiques, les organismes de santé et le p(@Bhescott, 2003; Tortora, 2003)Selon la
seconde édition du Bergey's manual of systematicteb@alogy la classification des
Salmonelles est la suivar(drenner, 2000 ; Deb, 2005) :

Domaine : Bactérie.

Embranchement XlI ou phylum BXII : Proteobacteria.
Classe lll : Gammaproteobacteria.

Ordre XII : Enterobacteriales.

Famille | : Enterobacteriaceae.

Genre XXXII : Salmonella.

La classification des salmonelles a été controeepeidant de nombreuses années. Selon la
derniere nomenclature, basée principalement sumylesdationsADN-ADN qui reflete les
avancees récentes en taxonomie. Le g&uaknonellacomprend seulement 2 especes
(Tableau 1):S. entericaet S.bongori(Le Minor et al ., 1986).Salmonellaentericaest la plus
fréquente, elle est divisée en 6 sous-especesgsajuiistinguent par certains caractéres

biochimiques et certains d'entre elles correspdra@nanciens sous-genres.

Ces sous-espéces sont :

Nomenclature ancienne Nomenclature actuelle

* Sous-genre =enterica I Sous-espéces =enterica.

* Sous-genre = Salamae I Sous-espéces =salamae.

* Sous-genre =arizonae llla Sous-especes= arizonae.

* Sous —genre = diarizonae Illb Sous-espéces = diarizonae.
* Sous —genre =houtenae IV Sous-espéces = houtenae.
* Sous —genre =indica Vi Sous-espéces =indica.
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Salmonella bongori, espece rare qui correspondaxtaaciens sous-genre {Humbert
,2005) et infestant les animaux a sang froid mais raremesithumains, a été pour la
premiéres fois isolée chez un lézard, au Boii@ortora et al ., 2003).

Tableau 1 : Classification des especes et des sous-especesndl almonella, I'habitat de

la majorité des sérovars isolés et leur nombrendal®éme édition des formules antigéniques
(Grimont et Weill, 2007).

b

llla 1\ VI

enterica salamae arizonae Diarizonae  houtenae indica

Homme et

animaux a

sang Environnement et animaux a sang froid

chaud

1531

(60%) 505 99 336 73 13 22

2557 (99 %

257¢

On distingue dans chaque sous espéece, des sémvaserotypes caractérisés par leur
antigéne O, H et éventuellement Vi. Il en exishiespde 2800 décritsBpnneffoy et al .,
2002 ; Korsak et al .,2004Tes sérotypes sont eux-mémes divisés en lysotypes
antibiotypes et colicinotypes( Hasley et Leclers,1993) .
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Par principe, en bactériologie, les sérovars d'esgece ou d’'une sous-espéce bactérienne
donnée sont désignés par leurs formules antigémiqué comportent des lettres et des

chiffres (exemple E. coli O159 : H7).Les sérovaesShlmonelles de la sous-espece | font

exception a cette regle et ils portent un nom. @@ws ont été proposés initialement par

Kauffmann qui pensait que chaque sérovar étaiespece a part entiere.

Dans la pratique, seuls les sérovars de la sospéees | (enterica) ont le droit d'étre
désignes par un nom (qui ne doit pas étre écrititaigues et doit commencer par une
majuscule) et I'on peut utiliser une forme abréggar exempleSalmonellaTyphimurium
(tableau 2).Les sérovar des autres sous especes sont dépamiesir formule antigénique
(le Minor 1992, Pouget, 2006).

Tableau 2: Différentes écritures pour désigner le sérovarhliypirium

Ancienne écriture  selor Ecriture compte tenu de la Ecriture compte tenu de

Kauffmann nomenclature actuelle I'aspect pratique

Salmonella typhimurium Salmonella enterica subsp Salmonellal'yphimurium

enterica sérovar Typhimurium

Actuellement, la désignation des nouveaux sérossreffectuée exclusivement en fonction
de 'origine géographiquéGrimont, 1992).

Au Neuviéme Congres International de Microbiologiie été décidé de condenser les noms
composeés : on doit actuellement écédeortusovis, abortusqui{Bergey et Holt, 1968).En

ce qui concerne le sérov&allinarum Pullorum on peut noter que I'éditiori997 de
'ouvrage « formules antigéniques des sérovarSaleonella » le désigne simplement par
I'appellationGallinarum.

2. Critéres bactériologiques

2.1.Morphologie
Les bactéries du genre Salmonella sont des baailgam négatif, de 04m a 1.5um de
largeur sur 2.Qum a 5.0um de longueur, ne présentent ni spores ni capsulbiles grace a
une ciliature péritriche, a I'exception de certamsatants immobilegSalmonellaPullorum
Gallinarun) et S. Avium (Fasquelle, 1974 ; Avril et Faucher ,2002; Fosset e
Magras ,2004)
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2.2. Culture
Les salmonelles sont des germes mésophiles aéévedies facultatives, qui se cultivent
apres 24h d’incubation et a 37° C sur milieu orilnad_es colonies obtenues sont circulaires

a bord régulier et ont un diamétre de 3-4 mm.

A partir d’'un échantillon monomicrobien une gélasdinaire suffit & leur croissance alors
gue dans les cas de prélevements polymicrobien eolesnselles, des milieux sélectifs sont
indispensablegBlondel et Cadot ,2002).

2.3. Caracteres biochimiques
Les salmonelles ont des caracteres biochimiqguesmetoe fondamentaux. Ceux-ci sont
utilisés pour leur identification. Les méthodeslisges visent a identifier I'expression du
phénotype au niveau du métabolisme de la cellutereBherche ainsi :

- La fermentation du sucre ou d’alcools :en présence d’un indicateur de pH (rouge phénol
ou bleu de bromothymol). On peut ainsi mettre edence la présence d’acides produits par
fermentation d’'un substrat fermentescible. Lordgusont en quantité suffisante, l'indicateur
de pH vire.

- La production de métabolites: recherche de nitrites produits a partir de resat’indole a

partir du tryptophane, recherche des gaz produitoars de la fermentation du glucose...

- Les enzymes bactériennesla décarboxylase de la lysine (LDC), la tétratlait® réductase
(TTR), la désaminase du tryptophane (TDA), l'ur¢dsdétagalactosidase...

- L’aptitude a cultiver en milieu minimal en utilisant une source de carbone définie (par

exemple le citrate de sodium en milieu de Simmons).

.- absence d’'oxydasgGledel et Corbion, 1991 ; Leclerc et al ., 1995Korsak et al .,
2004 ;Humbert, 2005 ).

Néanmoins, des exceptions existent pour certansses :
- S. Seftenberg peut fermenter le lactose oudelsaose.

- les souches appartenant aux deux sous-espécesag et diarizonae possedent une
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béta-galactosidase et peuvent également fermemtirctose(Gledel, 1996 ; Larpent et
Larpent, 1997)

- S. Paratyphi A ne produit pas de H2S, ne pasped de LDC et n'utilise pas le citrate de

Simmons.

- S. Typhi est agazogene, produit peu de H2$)assede pas d’ODC et n'utilise pas le

citrate de Simmons.

- S. Choleraesuis, S. Heidelbdkumbert, 2005) et S. Gallinarum peuvent ne pas produire
de H2S(Korsak et al ., 2004).

3. Pouvoir antigénique :

Les caracteres biochimiques ne permettent malhsemeent pas une identification précise de
la bactérie. Par contre, les caractéristiques amnigies des salmonelles définissent plus de
2500 sérovars dont 1300 au sein de la sous-esp@@entont et al ., 1994) WHITE et
KAUFFMANN ont établi, des 1925, une classificatiaies salmonelles basée sur leur
identification antigénique. Ces antigenes sont esgtiés a l'aide d'immuns-sérums de
lapin(Le Minor et Veron ,1982 ; Silue ,2007)

3.1. Structure antigénique et facteurs de virulence
- Antigéne de la paroi ou antigene somatique ou dhtigene O: est porté par les chaines
spécifiques du lipopolysaccharidique (LPS), conapbsnajoritaire de la membrane externe
de la paroi des bactéries a gram nédatifmbert, 2005).

Il est important de distinguer deux types de fastemtigéniques O :

> Les facteursO majeurs: caractéristiques des sérovars classés ldatableau de
Kauffmann-white dans un méme sérogroupe O, tel$algsurs O : 2 du sérogroupe
A, O : 4 du sérogroupe B, O : 9 du sérogroupe Dfc.. ls sont liés a la présence de
certains sucres (abéquose pour O : 4, tyvélose@ow®...) (Humbert, 2005).

> Les antigenes O accessoires : toujours liés a un antigene majeur, intérét est
mineur et leur présence est liee a la modificatienla structure du LPS par une
enzyme, un bactériophage ou par un plasmide.
Chez les souches R, l'antigéne O n’existe pascols ou ce qu'il en reste est
responsable de spécificités sérologiques R, qui sans intérét pour le typage

antigénique lumbert, 2005)
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L’antigéne O est:

- Thermostable, résiste au chauffage 2h a 100°C.

- Alcoolostable (non détruit par I'alcool a 50%).

- Inhibe par le formol a 5%., sans pour autant erpécson agglutinabilité
(Moustardier, 1968 ; Le Minor, 1972).

- Antigene flagellaire ou H :

lls ne se rencontrent que chez les formes mobiliesnature protéique ; sont thermolabiles,
détruis par l'alcool a 50% et résistent au forn@és antigenes peuvent se présenter sous
deux formes différentes désignées par les termehase 1 » et « phase 2 ».La plupart de
sérovars expriment alternativement les deux phetssent dits diphasiques.

Une inversion de phase est nécessaire pour rdaélame qui n’est pas représentée.
L’agglutination H est rapide, floconneuse, facileméissociablgVillate, 2001 ;

Brisabois ,2006).

-Antigene d’enveloppe ou Vi

L’'antigéne Vi a été découvert par Félix et Pitter®. Typhi, et n'a été identifié que chez
trois sérovars salmonellaDublin salmonellaTyphi, et SalmonellaParatyphi avec une
fréequence décroissante .Toutefois, toutes les ssudbs ces sérovars ne possedent pas cet
antigeng(Rycroft, 2000).

Sa spécificité réside en sa capacité a masquetigéare O, mais un chauffage a 100° C
pendant une dizaine de minutes, permet de Idiiskr et démasquer ainsi I'antigene O qui
devient alors agglutinable les sérums anti-O. tigmme Vi est thermolabile et résiste a

I'alcool et au formol(Monteil et al ., 2000 ).

- Antigenes M (des souches muqueuses)

lls existent chez quelques salmonelles, généralepsenmobiles.

- Antigénes R(pour les souches rugueuses)

lls ne sont mis en évidence que chez les formeaviryll) deSalmonellaChez les formes S,
ceux-ci seraient en profondeur de la paroi, masgaés'antigéne O. Les souches R ne sont
donc pas sérotypables.

3.2.Détermination et classification des sérovars
Le sérotypage permet d’obtenir la formule antigéaicqui désigne un sérovar par une

technique d'agglutination directe sur lame mettant jeu différents antisérums avec la
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bactérie a tester, sa méthodologie est illustrésldafigurel.ll est impératif de vérifier que la
souche n’est pas auto-agglutinable en la testaptarphysiologique, le sérotypage ne pourra
se faire qu’en cas de réaction négative .Une @aqgiositive signerait le caractére auto-

agglutinant de la souche et de ce fait réagixatdous les sérunfBonnefoy et al ., 2002).

Le test se pour suit en utilisant les sérums ngé&aranti-O : d’abord le sérum OMA ensuite
le sérum OMB afin de déterminer les groupes comedants, pour exemple, une
agglutination positive avec le sérum OMA signifigeda souche appartient a un des groupes
A, B, D, E, et L, on recherchera alors I'agglutioa dans les sérums anti-O caractéristiques

de ces groupgsBonnefoy et al., 2002).

Dans le cas d'une réaction négative avec les sé@MA et OMB, il est nécessaire de
vérifier la présence de I'antigéne Vi en testargdeum anti-Vi, s'il est présent, il sera détruit
afin de permettre le sérotypage .Dans le cas domtibsera nécessaire de vérifier qu’il s’agit

bien d’une Salmonelle avant de recommencer le\ggage.
Le sérotypage est ensuite complété par le teddtems anti-H correspondant au groupe. On

détermine ainsi le nom du sérovar en se reportatdtdeau de Kauffmann-white.

| Test d'auto agglutination sur lame (eau + colonie) |

Non Test positif : le sérotypage est impossible, il faut
i reéaliser un nouveau isolement
Test avec mélanges anti O : OMA.OMBet(M\*’
Si OMA + Si OMB + OMA et OMB négatifs
Groupe A, B,D,Eoul Groupe C,F.Gou H Tester le sérum anti Vi
Tester anti O : Tester ant1 O : Négatif : Positif :
» groupe B :anti O 4,5 le plus courant est le Veérifier qu'il s'agit Détruire
#» groupe D:antiO9 groupe C : bien d'une Salmonelle | l'antigéne Vi par
» groupe E : anti O 3,10,15 antiO 6,7, 8 et recommencer le chauffage 10'a
» groupe A:antiO 1,2 sérotypage 100°C et
recommencer le
serotypage.
+
Tester les sérum anti H correspondants au groupe. On
détermine ainsi le nom du sérovar. Attention le nom
de genre et de sérovar nortent iune maiuscule.

Figure 1 : Conduite du sérotypage des salmonella (lhnyme, 2011)

Le schéma de Kauffmann-white est le tableau desulms antigéniques des sérovars de

salmonella ousont indiqués, dans l'ordre, les facteurs O, Igénie Vi éventuellement, les
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antigénes H phase let Re tableau 3, les sérovars les plus importants cheles
mammiféres (NF U47-102 /Janvier 2008).

Par exemplela formule antigénique du sérovesiblin  s’écrit 1, 9,12 [Vi] : g, p, ce qui
signifie qu’il posséde les facteurs O: 9- majeet- 12 accessoire-, qu’il possede

occasionnellement I'antigéne Vi et antigéne H g, p.
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Tableau 3: Sérovars les plus importants chez les mmamiferes NF U 47 -100

Salmonella enterica subsp .enterica

Groupe O : 4

Salmonella Typhimurium

Salmonella Derby
Salmonella Bredeney
Salmonella Indiana
Salmonella Abortusovis
Groupe O:7
Salmonella Infantis
Salmonella Virchow
Salmonella Thompson
Salmonella Montevideo
Groupe O: 8
Salmonella Newport
Salmonella Goldcoast
Salmonella Hadar
Groupe O: 9
Salmonella Enteritdis
Salmonella Dublin
Salmonella Panama
Groupe O : 3, 10
Salmonella Anatum
Salmonella Give
Salmonella London
Groupe O: 1,3, 19

Salmonella Sentfenberg

1,4 5,12 :121,
1,4512 -
1,4,13,271,7
1,4,12:%:

1,12:C:1,6

6,7,141r5
6,7:r:1,2
6,7 :k:15

6,7,14 :g,m, s

6,8,20: e 12
6,8:r:l,w

6,8 :zH)n X

1,9, 12 :g.,m

19,12 Vg, p : -
1,9, 612:1v:1,5

3,10:e,h:1.,6

3,10 :1,y71

3,10 :1,v:1,6

1,3,19:¢g,t:
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4. Physiologie des salmonelles

4.1. Température(T®)
Les salmonelles se multiplient de 7 a 41°C et détruites par des températures de I'ordre de
65/70°C appliqués durant 5 a 15 minutelym-forshell et Ekesbo (1993pnt observé qus.
Typhimurium etS. Dublin survivaient au moins 35 jours dans le faimdes bovins, mais pas
plus de 24 heures dans une cuve a fermentation°@. §posse et Magras ,2004 ; Silue
,2007).

4.2.Potentiel d’hydrogene (pH)
Les salmonelles se multiplient a des pH compriseeh5 et 9.0 avec un optimum entre 6,5 et
7,5, mais peuvent supporter des pH plus acidestallaqu’a 3.8, elles sont détruites a des pH

inférieurs a 3,8 et supérieurs a g¥imont et al ., 2000).

4.3. Activité de I'eau (Aw)
Les valeurs optimales pour leur croissance sonpcises entre 0,945 et 0,999 mais peuvent
survivre dans des produits déshydratés tels quialees, dans les aliments elles peuvent se

multiplier jusqu’ a des valeurs d’Aw de 0,9&rimont et al., 2000).

4.4. Autre facteurs
Les Salmonelles sont inactivées par la lumiéreestrhyons ionisants.et également sont
relativement sensibles au sel (Nacl), elles onéje isolées de saumures a 3,4Péiffer,
1999).
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CHAPITRE 2 : Les salmonelloses bovines

I.  Pathogénie

1. Contamination de I'nGte et la notion de dose infeente

La relation hote-parasite est influencée pana@mbreux facteurs : la virulence du sérovar, la
résistance naturelle ou acquise de I'héte, la daofeetante et la voie d’infection. Les doses
nécessaire pour provoque l'infection varient séldge de I'animal et la souche.
L’excrétion fécale de salmonelles est trés élevi des bovins en phase clinique ° aaL@
bactéries /g fojka, 1974 ; Martel, 198%. Certains auteurs ont montré que des vaches
pouvaient excréter entre &t 10 de SalmonellaDublin par gramme de féces 30 mois aprés un

épisode clinique.

1.1. Facteurs bactériens
Des inoculums d’une souche de S. Dublin de ge 1UFC (Unité Formant Colonie),

administrés per os conduisent généralement a gessscliniques chez les veaux entre O et
196 jours d'age, mais la gravité des symptomessetHangements pathologiques varient avec
'age de l'animal(Nielsen, 2009)et la fréquences sont proportionnelles a la tailée
linoculum (Smith et al ., 1979).

Des differences de pathogénicité, en iqdrr sur le plan qualitatif, existent
entre serovars. En effet, les facteurs de virulamcele toxicité ne sont pas uniformément
distribués entre les sérovars. Par, exempde capsule (antigene Vi) n'est présen
gque chez certains sérovars : Typhi, ParatypBiublin. Cependant, les répercussions sur

les doses infectantes et la clinique restent enoateconnues.

1.2. Facteurs liés a I'h6te
Les veaux dans la période non sérvers (moins de8 G@maines) sont tres sensibles. Des

études chez les bovins plus agés sont rares, maigtude expérimentale dans l'inoculation
par voie intraveineuse de 0,1-1,4 *40FC a été donnée aux génisses agées de 27 mbis a 4
mois de maladie grave déclarée .D'autre part, tadeé sur le terrain de l'avortement
affirment que l'avortement se produit souvent gy@&ge ou pas d'autres signes cliniques que la
fievre transitoire). Cette différence pourrait &iee a des doses plus faibles d'infection dans
des conditions normales de la ferme et ou le faé Knfection pénétre généralement dans
I'h6te par la bouche et le canal gastro-intesehalon par voie intraveineuse. ont constaté que

des doses orales de'du 1d* donnée & neuf génisses gravides ont donné dessepo
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variables de l'absence de signes cliniques de ladmagrave de dysenterie, la fievre et les

avortements.

D’apres Hall et JONES (1978,), I'administration de doses élevées damenelles
directement dans le rumen ne provoque sgmptomes ni infection intestinale.
Certains paramétres du milieu ruminal lent le développement des bactéries,
essentiellement des teneurs élevées enesacgtas volatilies\Chambers et Lysons,
1979). Ainsi, une irrégularité des apports imahtaires, le jelne, via la production
d’AGV (Acides Gras Volatiles), pourraient faismr la survie des salmonelles dans le

rumen.

La période du post-partum s’accompagne d'une gtaade fréquence des cas cliniques et
également de I'excrétion fécal@Morisse et al., 1992) L'immunodépression liée a
la mise bas, les changements alimentairesc ales perturbations digestives qui en
résultent, expliqueraient ce phénomeéne.

Tous les facteurs de dysfonctionnement digestits/pnt étre incriminés : le parasitisme,

les perturbations de la motricité et la flore ruaté{HALL et al ., 1979).

2. Invasion intestinale
2.1.Phase d’adhésion des salmonelles
Les salmonelles pénétrent, puis transitent paemérocytes, envahissant plus profondément
les tissus a travers et entre les cellules épdladlisans destruction de la muqueuse, puis
proliferent dans la lamina propria et les ganglionésentériqgues/an Immerseel et al .,
2005).(La figure 2).

Dr. HEZIL DJ 14



Partie Bibliographique

Salmonella

Luminal capture
Translocation through M cell Trans-epithelial by dendritic cells
migration

Macrophages/Lymphocytes/ '
Dendritic cells

/ \\
SPI-5PI24
A switch Nl Systemic dissemination?

S
2 L-1p

- Growth inside macrophages - Macrophage apoptosis and Inflammation

Figure 2: Les voies d’entrée de Salmonella pour le frissgment de la barriére intestinale.

(Cossart et Sansonetti, 2004).

Trois portes d’entrée sont utilisées par Salmar@dlur traverser I'épithélium intestinal :
I'invasion des cellules M, l'invasion des entérasytt la capture luminale par les cellules
phagocytaires CD18+. Véhiculées par les macrophagédents ou les cellules CD18+, les
salmonelles rejoignent ensuite la voie lymphatigusqu’'au ganglion mésentérique puis la
voie sanguine en cas de dissémination systémique.

2.2.Invasion des entérocytes
L’invasion des cellules épithéliales constitue @ape cruciale dans la pathogénégan

Immerseel et al ., 2005)Elle débute 15 min apres l'infection, ce tempsrestessaire a la
sécrétion des molécules impliquées dans l'invagi®antos et al ., 2002)L’'apparition
d’appendices appelés « invasomes » résulte derkiction entre la bactérie et la face apicale
des cellules épithéliales ; induisant simultanémerd dégénérescence des microvillosités et

de la bordure en brousse avec ondulations memibesnales cellules épithéliales

(Millemann, 1998).
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Au moment ou la bactérie s’attache a la celluld’lfite, elle injecte une série de protéines
bactériennes a l'intérieur de celle ci. Ces prmsgivont interagir avec les protéines de la
cellule hote.

Au niveau intestinal, les salmonelles présentemt aartaine affinité pour les cellules M des
plaques de Peyer, elles sécrétent un ensemble eutes grace a un systeme de sécrétion
particulier appelé TTSS (Type Three Secretion 3yst&Systéme de sécrétion de type 3).
Parmi les protéines codées par ce systéme, lew/asines » se fixeraient a des récepteurs

spécifiques des cellules M et faciliteraient lewrasion Palumbo et Wang, 2006).

La reconnaissance et la liaison aux cellules M s@itaraient la présence des fimbriae
(adhésines) et de résidus de type mannosyl dansadeus, il s’ensuit une rapide
internalisation puis une destruction de la celMI€Korsak et al ., 2004.

2.3. Apoptose des entérocytes

L’Apoptose est un phénomeéne naturel permettant aterebalancer la prolifération des
entérocytes au niveau des cryptes. Hbermet ['élimination des cellules sans
libération des molécules intracellulaires elonc sans inflammation. Or, les
salmonelles semblent induire 'apoptose dedlules intestinales aprés invasion et
réplication des bactéries. Il semblera# quette apoptose constitue un moyen de
défense non spécifique de la part Kete et participerait a [I'élimination des
bactéries. Il apparaitrait également quettec apoptose permettrait aux bactéries de
s’adapter a [I'environnement avant d’envahites tissus plus profondgOlsen,
2005. D’apres des études récentes, il $emmb que ce mécanisme, quiinclue

'activation d'une protéine appelée casphseprovoquerait davantage une nécrose

gu’'une apoptose d'ou le terme« pyroptoseJarfelainen et al ., 2003).Le géne SpvB

conduit a la mort par apoptose des cellules eutasy#&urita et al ., 2003).

3. Dissémination systémique
Apres avoir franchi la barriere épithéliale, lesmsanelles phagocytées par les macrophages
sont transportées jusqu’ aux nceuds lymphatiquesnilblerait que les cellules dendritiques
participent également a ce transpoitild, 2001).

A Tlintérieur des macrophages, les salmonelles astouvent dans une vacuoMCS

(VacuoleContenant desSalmonella) qui peuvent survivre et s’y multiplieteur
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multiplication est sous le contrdle du systéemeed@eétion de type BITSS) codé par l'ilot de
pathogénicité 2 (SPI-2). Ce dernier présente unéctste en aiguille par laquelle des
protéines bactériennes sont injectées a travemselabrane de la vacuo{®an Immerseel,
2005)Certaines souches de S. Dublin ont une virulehe® glevée ce qui signifie qu'ils vont
mieux passer la paroi intestinale, les obstaclass da systeme lymphatique et ont une
meilleure survie intracellulaire que les autrescbas. Cela peut expliqguer en partie les
différences dans les signes cliniques et I'évatuties épidémies dans les troupeaux de bovins
Figure 3 (Nielsen, 2009).

5. Bacteria invades

Lipopolysaccharides, the lymphatic system
endotoxins - {

Saimonelia

Dublin Salmoneila Dublin

bacreria enter macrophages
and are transported
e alymph node

2. Contaminated feed or milk

Intestinal
contents

1. Sources of infection

Intestinal

Carrier animals

mucosa 1 ! P el a = From lymph nodes
Environment Lymph fluid - th - - — il Sahnonetta Dublin
L enters the blood
Lack of 4. Multiplication and colonization & 4
hygiene 6. sal Jia Dublin
3. Passaqge i

Faeces disseminates to the
rest of body wia
circulating blood

Neighbour ‘ L
calves

Pens |IutC|IE‘S

Dirty clothing

Figure 3: Pathogenése de S. Dublin chez les bovins aotptisn de bactéries du lait

contaminé, l'alimentation ou de I'environnem@fielsen, 2009).

3.1.Mécanismes de la survie intracellulaire.

3.1.1. Inhibition de la fusion phagolysosomiale.
Les protéines bactériennes ont un réle dans litibib de la fusion entre I&CS et le
lysosome du macrophage. Le macrophage dispose diume trés efficace dans la lutte anti
bactérienne, la NADPH-oxydase des phagocytes catalg réduction d'oxygéene en
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superoxyde qui a un effet antibactérien puissamits de la stimulation du macrophagéalo
et Salez, 2004).

Les différentes sous unités de ce complexe eniyuest fusionnent et I'activent mais
Salmonellad’'une stratégie pour inhiber la production de laN® oxydase ou bloquer la
migration des vésicules contenant la NADPH oxydass la VCS(Cossard et Trans Van
Nhieu, 2001).

3.1.2. Survie dans le phagolysosome
A lintérieur du phagolysome, les salmonelles daoivessister a des conditions extrémes :

faible pH (4.5 a 5.5), absence de calcium et demants, action délétere des enzymes, des
défensines (peptides cationiques) ainsi que destautes oxydantes. D’ailleurs, la croissance

intracellulaire est ralentie et ne se déclenchepyéas 5 a 6 heurdSansonetti, 1992).

Récemment, d’autres genes essentiels pour la sdegiesalmonelles dans le phagolysosome
ont été découverts : il s’agit de genes situédesuilots de pathogénicité SPI1 et SPI2 qui
codent pour des protéines du systeme TTSS et dorddessaire est régulée par le complexe
SsrA/SsrB. Les produits de ces génes sont nécessawmur la réplication cellulaire,
notamment dans les macrophages, et pour la disagarnirsystémique d8almonellaDublin
chez le vea@Zhang et al ., 2003).

3.2.Facteurs bactériens de dissémination

3.2.1. Flagelles
Constitués principalement d’'une protéine —la fligelpermettent a la bactérie de se déplacer
par chimiotactisme. Celui-ci s’effectue par lintediaire de récepteurs protéiques

membranaires. Les flagelles sont également portgsntigenes KLibby et al ., 2004).

3.2.2. Lipopolysaccharides (LPS)
Est composé de trois parties : le lipide A fixéadriembrane externe (c’est I'endotoxine des
entérobactéries), le cors ou partie basale (olmgdsaide constant chez lssalmonella
cultivant sous forme de colonies lisses S alorsdnez les mutants chez R, il est incomplet
ou n’'est pas lié aux chaines suivants) et les elsapolysaccharidiques latérales appelées
antigénes et sont moins pathogenes. Du fait derda €harge électronégative, le LPS est
thermostable et confere a la bactérie les proprigté/antes : résistance aux sels biliaires, aux

détergents, aux protéases ; aux lipases, au lys@yeroft, 2000).
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3.2.3. Le plasmide de virulence Vi
Plusieurs sérovars dealmonellahébergent des plasmides de virulence importants a0
phase systémique de l'infectiomécessaires pour la propagation de l'infection ela-de la
barriére intestinale, permettant notamment laugateon du taux de croissance des

salmonelles dans le foie et la r@¥&n Asten et Van Dijk, 2005).

3.2.4. Systeme de captation du fer
Le fer est un des facteurs de croissance indispengaur la multiplication des salmonelles
chez I'néte. Le fer est alors en concentration tiaple dans les liquides biologiques pour
permettre cette multiplication. Cet abaissementadeoncentration en fer libre constitue un
moyen de défense non spécifique de I'hbte. Les madtioses synthétisent alors des
sidérophore afin de capter le fer. Il s’agit det@imes appelées entérobactines codées par le

geneentsitué sur le chromosome bactér{@®opoff et Norel, 1992).

3.2.5. Toxines
Différentes toxines sont responsables des martii@ssaclinigues observées chez I'héte,

parmi les toxines produites par les salmonelles :

* L’endotoxine : est constituée du lipide, composant des LPSnjouna réle dans les
diarrhées des formes gastro-entérigi@arre et Pennec ,2003).

» La cytotoxine : se produiin vitro par une inhibition de la synthése des protéinds et
mort cellulaire.

* L’entérotoxine : 55% des souches de salmonelles produisent uneotmidie
thermolabile similaire sur le plan antigénique etmunologique a la toxine
cholérique, les autres salmonelles par contre psedtiune entérotoxine thermolabile
(Baiod, 1997).

3.2.6. llots de pathogénicité
Ces ilots genomiques regroupent de nombreux gam@gjués dans une méme fonction telle
que le métabolisme, l'adaptation a un environnemspécifique, la résistance aux
antibiotiques ou encore la virulence. lls ont étquas par transfert horizontal et de ce fait,
présentent un pourcentage en G+C (Guanine et @godifférent du reste du chromosome.
De plus, ils sont souvent flanqués de structuredile® de type transposons, séquences
répétées inversées ou intégrons et proches d'ue gedant pour un ARNt. Les ilots

regroupant des genes contribuant a la virulence Samonella sont appelés SPI pour
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Salmonella Pathogenicity Islands. Ces filots de quaihicité contiennent des génes qui
participent a un méme phénotype de virulence. Ch&almonella, plus de 20 filots de
pathogénicité ont été identifiés jusqu’a mainteretnieur taille varie de 10 a 100 kb. Parmi
ceux-ci, les Tlots SPI-1 et SPI-2 codent pour desesnes de sécrétion de type Il appelés
T3SS-1 et T3SS-2 respectivement et ils jouent tenm@jeur durant l'infection. L'ilot SPI-4
code pour un systeme de sécrétion de type | implidans I'adhésion aux cellules
épithéliales. D’autres ilots tels que SPI-3 a PJ-8), 11, 13, 14, 18 et 19 sont aussi
impliqués dans la virulence alors que les rélesSe-8, 9, 12, 15 a 17, 20 et 21 restent

inconnus(Hacker et Kaper, 2000).

Un autre ilot génomique important est SGI-1 poum®aella Genomic Island-1. Cette région
de 43 kb a été initialement découverte chez Shihyprium DT104 et regroupe de nombreux
genes codant la résistance a divers antibiotiquaaant 'ampicilline, le chloramphénicol, la
streptomycine, les sulfonamides, et la tétracyclifrilvey et al ., 2006). Autres ilots
génomiques, SGI-1 ainsi que de nombreux autressg@eeaésistance aux antibiotiques sont
flanqués de structures mobiles de type transposonitégrons et ils ont été acquis par
transfert horizontal. Le génome de Salmonellaeastonstante évolution de par sa capacité a
acquérir et intégrer de 'ADN étranger, ce qui khonfere la faculté de s’adapter a son
environnement et notamment a l'utilisation deskaatiques par 'homméMiriagou et al .,
2005).

4. Genese des signes cliniques

4.1.La diarrhée
Les mécanismes par lesquels les salmonelles cadsel# diarrhée n’'ont pas encore éte
completement élucidés. Des étudesvitro montré chez S. Typhimurium la translocation de
protéines du systéeme de sécrétion de type IlI(SSTI8s protéines, dans le modéle
d'entérocolite a S. Typhimurium chez le veau, s@aessaires pour provoquer linfiltration de
neutrophiles, probablement en induisant la pradoaie chémokines dans le tissu iléal. La
réponse inflammatoire aigué qui s’en suit est aésa une augmentation de la perméabilité
vasculaire se traduisant par un cedéme de la mugjuEnsoutre, I'afflux de neutrophiles est
associé a une nécrose de la muqueuse iléale sungéicaugmentation de la perméabilité de
I'épithélium intestinal conduit a des fuites deidks extravasculaires et a la transmigration
massive de neutrophiles dans la lumiere intestifaida suggere que la perte de liquides

observée lors d'entérocolite a S. Typhimurium es du moins en partie a un mécanisme
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inflammatoire, qui pourrait méme jouer un réle piogortant que la production de toxines
(Zhang et al ., 2003).

4.2.Le choc
La pénétration des Salmonelles dans le systenwaili@tndothélial permet leur dissémination
vers les organes tels que le foie et la rate [@$ ae multiplient, s’ensuit alors une phase
bactériémique puis un envahissement de I'ensenddeodjanes. La libération d’endotoxine
apres lyse bactérienne induit un choc toxique.
Le choc est expliqué par I'action du LPS a adkivéndotoxinique. 1l est relayé par une
cascade de médiateurs (cytokines, lipigesdactifs, amines vasoactives, complément,
systeme de la coagulation...). Les effets cardiaMages sont dominan{Schelcher et
Valarcher, 1997).

4.3.L’avortement

Deux hypothéses expliqueraient les avortemesatsnonelliques. La premiére hypothéese
s’appuie sur la multiplication des bae®r dans le placenta ayant pour
conséquence la naissance prématurée d'un veadeupale salmonelles. La seconde
hypothése est fondée sur la production d‘endotexipar les salmonelles. Malgré une
clairance rapide des endotoxines dans le sag I'absence de Iésions spécifiques
dans les tissus maternels et foetauxie seconde hypothese a été plusieurs fois
suspectée dans des avortements associésun@ infection salmonellique. Les
endotoxines induiraient la production degtaglandines lutéolytiques ayant pour
conséquence une concentration en progestéramsuffisante pour maintenir la
gestation(Foley et Schlafer, 1994)

.  Symptomatologie de la salmonellose bovine
La salmonellose bovine se caractérise par un goahganorphisme. L'expression clinique et
la gravité des symptomes différents essentiellerseloin les conditions d’élevage et sérovars

contaminant.

1. Principales formes cliniques
La salmonellose revét plusieurs aspects clinignefction du sérotype, de I'animal atteint

et de la pathogénie, mais elle reste grave dasdésicas.
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1.1.Forme digestive

Chez le veau, elle est observée chez les anintés de un jour a deux jours. La forme
aigue est la plus fréquente et la plus grave. lyespomes sont une hyperthermique et un
syndrome fébrile qui précede de 24 heures l'apparit’une diarrhée fibrino-nécrotique,
malodorante, glaireuse et hémorragique (on peutrees parfois des débris de muqueuse
intestinale). Le veau souffre de coliques et déngdmtation importante. Ce tableau clinique
aboutit dans 90% des cas a la mort de I'animahgraitement n’est pas mis en place. Chez
les veaux de plus de 6 a 8 semaines d’age, uneefonmonique peut se mettre en place avec
des symptdmes non caractéristiques : diarrhée enastjaunatre, la température parfois
Iégeérement élevée, maigreur, déshydratation et kbeatipns articulaires, mais I'évolution est

aussi mortelle.

Par ailleurs, chez les adultes elle concerne asfientent les vaches laitieres a haute
production peu aprés le vélage, et se manifesteladéacon suivante : abattement,
hyperthermie, atonie ruminale, diminution de laduction de lait et diarrhée nauséabonde,
parfois hémorragique accompagnée de coliques &ngsmePetrie, 1991).Des coliques et
une dysenterie sévere sont en géneéral observéss SaDublin et S. Typhimurium. Le taux
de morbidité peut atteindre 25% et la mortalitéédstée en I'absence de traiteméhtartel

et Savey, 1992).

1.2. Forme génitale
Elle se traduit par un avortement entre le 6 ém8&éehe mois de gestatigiMartel et
Pardon, 1980),les animaux peuvent avorter avant, pendant ebwudquelques semaines
aprés les autres signes cliniqu@sinton, 1971 ; 1974). Différents sérotypes ont été
incriminés lors d’avortement, entre autres Typhiiomr (Kahrs, et al ., 1972), Newport
(Clegg et al., 1983)BrandenburfClark et al ., 2004) Mais S. Dublin est un des sérotypes
prédominant chez les bovins c’est lui qui est lespfrequemment impliqué dans les
avortements a Salmonell@inton ,1971), et plus souvent en l'absence d'autre signes
cliniques(Hinton, 1974). lls sont généralement suivis de rétention placentians 90% des
cas(Martel et Pardon, 198Q. Il n'y a pas d’augmentation de l'infertilité die I'anoestrus
(Marchal, 1997). De plus les vaches qui sont porteuses activestentés peuvent donner
naissance a des veaux infectés de facon conge(fi@hardson, 1973 ; 1974)Ces veaux

souvent mort-nés ou alors meurent rapidementdgeéa naissancéHinton, 1974).
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1.3.Forme septicémique
Suite a l'invasion systémique de la bactérie, g@lpérent chez les veaux, il se développe une
fievre importante, dépression sévéere, anorexispe, et autre signes de pneumonie, de la
faiblesse et parfois des signes neurologiques a@minctoordination, nystagmus,
opisthotonos, ou convulsid@®mith, 2002 ; Radostits et al. ,2007 ette septicémie peut étre
rapidement fatale (de quelques heures a 1 ou 8)jetila mort n’est pas toujours précédée
de signes cliniques apparefsiderson et Blanchard, 1989).

1.4.Forme respiratoire
On la retrouve surtout dans les élevages interaifsaison d’'une contamination possible par
voie aérienne ou conjonctivale, I'animal présente toux seche et quinteuse, accompagnée
de jetage et de conjonctivite, des symptébmes gérédraune diarrhée discréte. Cette forme se
rapproche cliniguement des broncho-pneumonies tiefexes enzootiquefaron et al .,
1997)

2. Autres formes

D’autres localisations sont plus rarement observéethrite, méningo-encéphalite, ostéite,
gangrene des extrémités, uvéite, mammite, comitale césarienne, péritonite et abces de
paroi Martel ,2001).

3. Portage asymptomatique

Il est difficile de formuler des hypothéses surijine du portage : soit il persiste apres les
cas cliniques, soit il les précede. On ne conn@tipeément ni les facteurs bactériens ni ceux
lies a I'hdte qui évitent que le portage provogaamaladie. Le porteur présente un danger
dans la transmission de linfection au sein deel’dge. En revanche, plusieurs animaux
deviennent porteurs de Salmonella suite a une t@ti@ et excrétent ensuite la bactérie de
facon continue ou intermittente dans les fecesadbs le lait, a partir de la vésicule biliaire
ou des intestins. Ce phénomene est beaucoup phjuseint avec les sérotypes adaptés a I'hote
comme S. Dublin, mais a également été rapporté SouFyphimurium.(Ogilvie, 1986).
Certains animaux peuvent devenir porteurs sansr al@nontré de signes cliniques au
moment de la primo-infection. lls peuvent égalentehelopper une septicémie aigué ou une
entérite lorsque leur systéme immunitaire est blifgpar un stress ou une infection
concomitante, lors de stase digestive ou lorsquieflere intestinale normale a été perturbée
(lors d’anorexie, d'acidose du rumen ou suite atraitement antimicrobien par exemple)
(Smith, 2002 ; Radostits et al ., 2007).
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4. Symptomatologie des salmonelloses humaines
Les salmonelloses humaines peuvent é@parées en deux groupes: typhiques et
non typhiques qui different par leur épidémiologideur clinique.

4.1. Salmonelloses typhiques
Il s’agit dune septicémie qui évoluelassiguement en trois phasg®ierre,
2013).

- Premiere phase : cette phase débute aprés une incubal® 7 a 15 jours. Les

premiers signes a apparaitre sont des céphaléegediges, des troubles digestifs discrets.

- Seconde phase ou phase d’état c’est le véritable tuphos. Le patient préseaone
forte hyperthermie (40°C), un état de chdcétat général est sévérement altéré et
les signes digestifs plus marqués.

- Troisieme phase : sile patient ne recoit pas de traitemeatpndmbreuses complications

apparaissent, amenant au deces.

4.2. Salmonelloses non typhiques
Les salmonelloses non typhiques sont remanche trés fréquentes en France.
Généralement, le tableau clinique est urgastro-entérite aigué mais la
dissémination septicémique est possible en pasicuhez les enfants ou les personnes

immuno-dépriméedjerre, 2013).

4.2.1. Salmonelloses non typhiques digestives
Leur incubation est généralement compriseeerh et 72 heures. Le tableau typique
est celui d'une gastro-entérite aigué fébrdssociant diarrhée, douleurs abdominales,
nausées et vomissements, céphalées, fievre eismgknéral. Ce tableau disparait en 2 a 3

jours.

4.2.2. Salmonelloses non typhiques septicémiques
Ces pathologies sont observées surtout chez |e jenfant et chez le sujet immunodéprimé.
La porte d’entrée est généralement digestive. ldeda clinique associe un syndrome
infectieux sévere a une splénomégalie. Les sérstigseplus frequemment rencontrés sont S.
Typhimurium, S. Enteritdis et S. Heidelberg. Avéevfe Oscillante et élevée, des frissons,
une tachycardie, la diarrhée, les douleurs abddesnkes vomissements et altération de I'état

général. La septicémie peut aussi avoir un aspido-typhoidique avec fievre constante a
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39- 40°C céphalées, tuphos des signes digestifs pbuls dissocié La septicémie peut aussi
passer totalement inapercue, seul un pic thermgplé peut étre signal@®ellamonica et
Pradier, 1992).

4.3. Autres formes de salmonelloses non typhiques
Les formes les plus fréquentes sont pleuro-pulnmesauro-geénitales et cardio-vasculaires,
arrivent ensuite les atteintes Ostéo-articulaiteles formes neuro-méningées, en particulier
les méningites purulentes du nourrisson. Ce safatenes considérées comme rares mais de
plus en plus observées de nos jours, elles summgnen général chez des individus
immunodépressifs (cancer, greffes d’organes, aihérapies a long cours ; hémopathies
malignes, VIH) et succedent a un épisode septiaéesigu a une bactériémie, généralement

discréte voire inapparentéGledel et Corbion, 1995).

4.4. Salmonelloses cutanées
Ce type de symptdbme est parfois décrit zcles vétérinaires ou les éleveurs suite a
des manceuvres obstétricales mais égalemehmdz les techniciens des centres
d’'insémination artificielle et les employés d’al@ti{Martel et Savey, 1992).

La salmonellose évolue sous forme d’'une dermatigybeuse touchant les mains et les
avant-bras. Elle apparait 2 a 4 jours s@extraction d'un veau mort ou

emphysémateux. Elle se caractérise par ad@ssprouges de petite taille regroupés en
plague et évoluant en pustules. Ces symptobdgessent spontanément en une
quinzaine de jours. Une aggravation est possbec atteinte importante de [I'état
général et des lésions dermatologiqueendéies et douloureuses, voire ulcérées
(Vissier, 1991)

II. Tableau lésionnel chez les bovins

Elles ne sont pas univoques mais elles permetteatforte orientation du diagnostic qui
pourra étre confirmé par la bactériologie. Diffésertableaux lésionnels peuvent étre
rencontrés en raison des formes cliniques treseesirimais il est possible d’avoir des

situations intermédiairg€aron et al ., 1997)

1. Forme digestive
Entérite catarrhale a hémorragique a partir dédil jusqu’ au colon. Ulceres gastrique chez
le veau (fréquent), ganglions mésentériques hygariés et hémorragiques, hémorragies des

séreuses, contenu intestinal nauséabond avec dureagueuse hémorragique épaissie avec
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souvent des ulceres, hypertrophie du foie et datlg foyers nécrotiques sur le foie et la rate,
vésicule biliaire distendue, épaissie et présereepétéchies. Dans la phase évaluée, la
mugueuse congestionnée est recouverte par un axquideoagule a sa surface donnant des
fausses membranes ou « omelettes fibrineuse »d€p&Ess fibrineux peuvent étre abondants

et tres adhérent, et ils recouvrent des Iésior&raHnécrotiques de la muqueuse.

2. Forme génitale

La forme génitale se traduit par dedlammations peu spécifigues du placenta,
avec parfois une nécrose ou des hémesagdes cotylédons. Le foetus peut
egalement présenter des lésions: cedemes-cstané, congestion, nécrose du foie

et des poumons.

3. Forme septicémique

On note que la Carcasse est congestionnée. Degria@mee multiples sont observées sur de
nombreux organes tels que des pétéchies au nivelusdus —muqueuses, de la sous-séreuse,
la plevre, I'endocarde, le rein et les méninges. épanchement est observé dans les grandes
cavités et la rate revét un aspect congestionmuleeux. L'ensemble de ces Iésions
correspond a un phénoméne de coagulation intraveengisséminée provoqué par les toxines

salmonelliques.

4. Forme respiratoire

Elle engendre des Iésions non spécifiques de hoepneumonie avec atteinte des lobes
apicaux, cardiagues ou diaphragmatiquesys plou moins associées a de la
pleurésie et de I'emphyseme. Exceptionnellgme des atteintes des voies

respiratoires supérieures ont été signalées.

5. Autres formes
En cas d’arthrite salmonellique, le liquide syndwiast jaune foncé et floconne(Raron et
Menard, 1997).
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IV.  Epidémiologie
1. Epidémiologie descriptive

1.1. Répartition géographique
La salmonellose est présente partout dans le mamdecas surviennent sporadiquement ou
de maniére groupée. Elle est principalement assacig serotypes Dublin et Typhimurium.

1.2. Prévalence

Tableau 4Prévalence deéSalmonellaspp dans les matiéres fécales des bovins
(personnelle).

Nombre de
‘ : prélevements : "
Animal Pays La méthode Prévalence Références
utilisée (Matiéres salmonella.spp
Fécales)
Bovine USA Culture / 16% Pacer et al., 1989
(Californie)
Vache Espagne Culture 333 0,9% Adésiny et al., 1996
Vache USA Culture / 5,4% Wells et al., 2001
Vache USA Culture / 6% Huston et al., 2002
Vache USA Culture 4049 9,3% Warnick et al., 2003
Vache USA Culture / 4.8% Fosseler et al., 2004
Bovine USA Culture 1560 393 (25,19 %) | Edrington et al., 2004
Vache USA Culture 960 93 (9.96 %) Gallaway et al., 2005
Vache Angleterre Culture / 1,4% Milnes et al., 2009
Vache USA culture 5795 588 (10,1%) Cummings et al., 2010
Vache Burkina-Faso PCR 304 52% Kagambega et al., 2013
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Tableau 5: Prévalence d&almonellaDublin dans les matiéres fécales de vaches
(personnelle)

USA Culture / 10,7 Pacer et al., 1989
) (Californie)
Bovine
Vache Danemark Culture 4531 6%-14%
Nielsen et al., 2004
Bovine USA Culture 393/1560 1%
Edrington et al., 2004
Vache Danemark Culture 6331 20024%
Ersboll et Nielsen , 2011
2009 :12%
Vache Danemark Culture 6614 0,3% - 2,8% Nielsen et al., 2013
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Tableau 6: Prévalencesalmonella Dublin dans le lait (personnelle).

Animal Pays La Nombre de Prévalence Références

méthode prélévements salmonella

utilisée : Dublin

(Lait)
Vache | USA (Californie) | ELISA / 14.1% Smith et al., 1989
Vache USA Culture 861 0.11% (n=1) Van Kessel, 2004
Vache Danemark ELISA / 11% Nielsen, 2009
Vache Californie Culture / 13% Poppe, 2011
Vache Suéde ELISA 1069 17% Nyman et al., 2013
Vache Irlande ELISA 309 49% Doherty et al., 2013 ;
2014
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2. Epidémiologie analytique

2.1.Sources de salmonelles
Il existe de nombreuse source d’infection pour dabnonelles et différentes sources sont

souvent inter-reliées.

2.1.1. Sources primaires

 Bovins

Les bovins malades et convalescents représentesbpleces les moins nombreuses mais les
plus intenses de bactéries. L'excrétion au smmde ['épisode clinique atteint des

doses deTa10°Salmonelles/g de féces ou de tissu placen(&ioebion et al .,1995).

Les bovins porteurs asymptomatiques peuvdgdlement excréter des salmonelles.
On distingue alors deux types danimauxChez certains, apres passage
transmembranaire de la barriere intestinales salmonelles sont complétement
inactivées par les cellules immunitaires tdes macrophages : I'animal est complétement
guéri et I'excrétion n’est que transitoire. Dti@s animaux, a la suite d'un épisode
clinique ou apres ingestion, sans symptoohesalmonelles, deviennent porteurs latents.
Les bactéries colonisent et persistent dans leseuds Iymphatiques, notamment
mésentériques, et linfection peut se epaiser dans I'exploitation. Ces bovins
peuvent alors excréter, de facon continoe épisodique, de l'ordre dela1@
bactéries/g de feceKarin et al., 2011).

» Autre animaux domestiques

Les ruminants domestiques peuvent se trouver atacod'autres animaux domestiques ou
entrer en contact avec des matiéres contaminaowgiess par ceux ci. Ainsi, la salmonellose
éguine avec portage sain n'est pas une raretéerfgat, une possibilité existe de voir des
chiens et des chats véhiculer des salmonelles. @écauvert sur des chats destinés a la
recherche pharmaceutique que 15 sur 142 eétaieneypsrde Salmonella spgFox et
Beaucage, 1979).

* Faune sauvage

Une autre source de contamination est en train eféen dans les pays occidentaux :
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les nouveaux animaux de compagnie, en particutierréptiles (serpents, iguanes, tortues,
lézards...) dont 90 % sont porteurs de salmonellefsut aussi savoir que les oiseaux de
compagnie et les petits rongeurs (furet), maisidassanimaux de compagnie (chien, chats)

font partie de I'important réservoir animal de bestérie{Gledel, 1885).

Les estimations de la prévalence chez les reptlaent de 6 a 100 % chez les tortues, de 30
a 76 % chez le lIézard et de 54 a 100% chez lesrssKarin, et al.,2011).Plus récemment
dans une étude menée Bcard (2013)a montré que les jeunes enfants, en particuliex ce
agés de moins de 5 ans, sont trés vulnérables anfections a Salmonella. Des cas de
meéningite a Salmonella enterica subsp. enteridan/ant été décrits chez un nourrisson de 1

Mois et demi contaminé par une tor{card et al ., 2013).
e Homme

La salmonellose est une zoonose. L’homme est stisieep’étre contaminé par I'animal,
pouvant inversement étre une source ou un vectewgatinonelles pour les bovins. Cette
contamination d’homme a animal est ignorée. L’homma&ade peut étre une source de
salmonelles via les feces, les eaux usées. L’hoasnégalement un excellent vecteur par ses
mains, ses habits et ses bottes. Le vétérinairegimiconcerné par ce type de transmission.
(Carter et al ., 1983).

2.1.2. Sources secondaires

e Aliment:

On sait depuis assez longtemps que les alimentbéthil peuvent étre contaminés par
Salmonella. spp et étre a la source d'une contaimomalu bétail a plusieurs étapes de la
chaine de production (production des ingrédientsbdee, traitement et mélange a la
meunerie, entreposage...). Cependant, la princigalece de contamination est souvent les
ingrédients de base eux —méme. Les aliments peawessi étre contaminés par Salmonella
spp. lors de la distribution entre autres siff@nts est en contact avec des insectes, animaux

sauvages ou oiseaux porteurs de la badt€aeber et al ., 2003).

On peut également retrouver des salmonelles dansilage récolté d’'un champ contaminé
par des oiseaux sauvages ou encore dans des fmrrg@ins de coton ou ensilage vert
provenant de champ contaminés, lors d'irrigatioecade I'eau non traitée provenant de

fermes laitieres ou contaminées par des déchetaihamPlusieurs études ont rapporté la
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présence de Salmonella dans du lait de réserves,fittres a lait, ou du lait de vaches

individuelles(Morse et Duncan, 1974).

Le lait peut étre incriminé dans la contaminatd®s veaux, en particulier avéc Dublin
(Osborne et al ., 1977).

2.2.Résistance des salmonelles dans le milieu extérieur
Cet aspect de la biologie des salmonelles a étéé@hmar de nombreux auteurs, mais si les
conclusions sont positives quant aux possibilités slrvie, elles divergent parfois
notablement sur la durée de cette survie. Peugillelrs en aller autrement lorsque tant de
parametres entrent en jeu : conditions climatiquedure des supports, nature des sols,
composition bactérienne, par exemple, selon l'impe différents facteurs, la survie des
salmonelles dans le sol peut aller de 30 joursa(lones, 1979).Exemple pouSalmonella
Dublin (Fidlay, 1972 :
- dans les feces d’'un animal infecté, survie s@pee a 28 semaines.
- lors d’épandage, la survie au sommet de I'hedraitsde 10 jours contre 14 a 19 jours a la
base de I'herbe.
Et général(Gledel, 1985)ournit de nombreuses informations
- inactivation des salmonelles par la chaleur (@umllon) & 60°C en 1h25 ou a 70°C en 5 mn.
- inactivation par les rayons solaires : 10 |.
- survie dans des produits secs : poussiéeres,(88jgctions séches (de 90 a 185 )).
- survie a 8°C : en eau de riviere (de 20 a 120ghs le sol (2 mois), dans la boue (plus de 3
mois).
- survie sur des revétements : métal (55 j), te8 j), plancher en bois (87 j), boxes pour
aliment (108 )).
- survie dans I'eau : eau de pluie (118)), eauuws 90 j), eau du robinet (29j).
Il semble aussi que S. Dublin puisse persistgoudfs dans les feces en hiver et 119 jours en
éte, alors que pour certains, cette survie pouétag plus longue encore : 6 mois dans les
feces a I'extérieur et 10 mois sur les murs, v8irg 36 mois dans les feces desséchées. Et
aussi les salmonelles pénétrent dans le sol etdéeyns de survie dans ce dernier est double
de celui observé a la surface du sol. Les solgifoassurent une meilleure protection que les
sols sableuxMlac Manus et Lanier, 1987).
L’ensemble des données rapportées ci-dessus intigoeque les salmonelles possédent une
aptitude a survivre dans le milieu extérieur pendkes périodes de temps non négligeable en
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fonction de nombreux parametres dont les conditoingatologiques et la nature du sol ou du

support.
2.3. Modalités de la transmission
2.3.1. Transmission directe ou indirecte

2.3.1.1. Transmission directe

Deux types de transmission sont a envisager :

e Horizontale

Cette transmission résulte d’'un contact directeentr animal sain et un animal porteur ou
excréteur. Elle peut étre le fait d'un légh, d'une coprophagie et nécessite une
promiscuité importante entre les animauxeUmache, en excrétant des salmonelles
dans son lait, contamine son veau lors de la.(é@mton et Weaver, 1981)(voir figure

4).

Effluents d'égouts : Boues |«

et stations d'épuration
i \ Cultures

Cours d'eau, Abattoirs v

Paturages
J,- Denrées
Animaux Denrées d’origine
Sauvages animales ou veégetale

d’'origine
animale /

Animaux
Importés

Animaux
_d'élevage
Equarrissages \

Protéines

animales ou \ Aliments

végéetales pour

importées *  animaux I
*

Aliments
importés

Animaux
familiers

Figure 4: Cycle de diffusion des salmonelles dans I'enviementBornet, 2000)

* Verticale

Certains proposent que [linfection dweaw se fait au moment du vélage ou peu apres

celui-ci, par les feces, les sécrétions vaginaletedait de la meére(Osborne et al .,

1977)
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D’autres pensent que linfection transpidage est possible en particulier avec S.
Dublin (Counter et Gibson, 1980)Cette contaminatiom utero entrainerait une naissance

prématurée.

2.3.1.2. Transmission indirecte
Elle constitue la principale modalité de transnoissiet se fait par l'intermédiaire de
'environnement, c’'est —a — dire via le matérieuilé, I'abreuvement, le vétérinaire...
(Corbion et al ., 1995).

2.3.2. Voies de contamination
La voie orale est la porte d’entrée la plus classient décrite, en cohérence avec une
contamination a partir d'aliments infectés ou gahlage d’'un environnement souillé.
Une contamination par voie respiratoire est possithns les conditions naturelles ou
expérimentales aprés exposition a des aérosolgles poussieres infectées.
Outre les formes pulmonaires de salmonellose, teegbentrée respiratoire peut conduire a
une atteinte digestive secondaire aprés bactériédaetres voies de contamination, comme
la voie conjonctivale, ou génitale sont probablemerineures en termes de fréquence.
(Wathes et al., 1988).

2.4.Réceptivité et facteurs de risque
2.4.1. Facteurs intrinseques

2.4.1.1. Le génotype
Rien ne semble prédisposer une racea asélmonellose clinique : cette maladie
touche aussi bien les laitieres que les racedailais(Evans et Davis, 1996)Cependant, on
peut se demander si un facteur génétique meurrait pas intervenir dans le
développement d’'une résistance aux salmonefles général ou a certains sérotypes

en particulie(Lantier et al ., 1995).

2.4.1.2. L'Age
Les animaux agés de 3 a 6 semaisemient plus sensibles que les autres.
Cette sensibilité serait a relier a liatorité du systéme immunitaire chez ces
animaux, en particulier la protection coé& par médiation cellulairChatuverdi

et Sharma, 1981)ainsi qu’a une plus grande sensibilité a la désdtation(Martel, 1985).
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Les animaux agés sont eux aussi plus sensibleeguitres : une moindre « efficacité » du
systeme immunitaire peut étre suspectée. On @galement s’interroger sur la
différence entre primipares et multipares. Les [ee®s pourraient étre plus sensibles a

l'infection parS.Dublin générant un avortemefRichardson, 1973).

24.1.3. Lesexe
Le sexe joue indirectement un role dans la seitgildilla salmonellose. Les femelles sont plus
sensibles étant donné les différents sétgbhysiologiques qu'elles traversent
(gestation, lactation). Ces événements sominunodépresseurs et favorisent donc la

contamination et I'excrétion de salmonells®(isse et Cotte, 1994).

2.4.1.4. Lindividu
L’état général de lanimal ainsi quensetat immunitaire conditionnent fortement

sa capacité a se défendre contre des affectiofEextes.

2.4.2. Facteurs extrinseques

2.4.2.1. Le sérovar
La majeure partie des sérotypes doit étrensidérée comme pathogéne pour les
bovins. A I'exception de certains sérovatels que Paratyphi B, essentiellement
adapté alhomme, la plupart s’adapteildaent a de multiples hétes. Cependant,
il semblerait qu'avec les sérotypes autpse Dublin et Typhimurium, la maladie
soit moins sévere chez les bovigilliams, 1980)De méme, au sein dun
sérotype, certaines souches possederaientpauvoir pathogéne plus marqué : c'est

le cas du lysovar DT 104 pour S. Typhium(Schelcher et Valarcher, 1997).

2.4.2.2. Lalimentation
Ce ne sont pas les aliments eux-mémes sguit considérés comme facteurs de
risque, bien que l'ingestion d’'acides gras courtes chaines modifie ['attachement
des salmonelles aux parois intestinalddachan et Shotts, 1992).Les transitions
alimentaires, par le stress et les mecdalfbns de la flore digestive qu'elles
occasionnent constituent l'un des principaufacteurs et autoriseraient une
sensibilité accrue des bovins aux saliem@Evans et Davis, 1996)L'équilibre
de la ration constitue également un facteler risque important : les salmonelles
semblent sensibles a des teneurs élevéedG (acide gras volatils) On peut noter

une inhibition de la croissance de Byphimurium pour des concentrations en
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AGV supérieures a 50 mmol/l a pH =1 6Machan et Shotts, 1993).Par
conséquent, une irrégularité des apports alintestau un jeline pourraient, via une faible
production d’AGV, favoriser la survie des salméeeldans le rumerSchelcher et
Valarcher, 1997)et donc le passage d’'un nombre plus importantedeotganismes dans
lintestin. La sous-alimentation ou des carencesobgo-€léments, sels minéraux et en
particulier le magnésium, notamment constatéeis fin de gestation, conduisent
probablement a une prédisposition supériedes bovins aux infectiongDavis et

Renton, 1992). Ces carences sont d’ailleurs souvent sous-estimées.

Des apports irréguliers ou insuffisants eau sont également susceptibles de
favoriser I'émergence de cas clinigues eamtiqulier lorsqu’ils sont associés a des
stress climatiques : fortes chaleurs ou froidangmt(Schelcher et Valarcher, 1997)

2.4.2.3. Les traitements
L’emploi répété de corticoides, par leur actiormomodépressive, favorise le passage de
I'état de porteur asymptomatique a celui de maladerecours a I'antibioprévention peut
modifier la compétition des micro-organismes l'intestin et augmenter ainsi les risques
d’infection .De méme, une antibiothérapie inadapp@ait aboutir a linverse du résultat
escompté étant donné la multirésistance des salleset le déséquilibre de la flore digestive

induit. (Aubry, 2010).

2.4.2.4. Lelogement, I'environnement et la saison
La contamination de I'environnement augmente @t gonséquent le risque de nouvelles
infections) au cours de I'été et de 'automne. Despla saison chaude favorise également la
prolifération d’insectes pouvant contribuer a lantamination des aliments par des
Salmonelles. Aussi, le stress lié a la chaleur qadturendre les vaches laitieres plus
susceptibles a une nouvelle infection par Salntangbp. Ou encore pourrait favoriser
'excrétion chez les porteurs asymptomatiques. Hiet,e plusieurs des réponses
physiologiques au stress relié a la chaleur pduvdaworiser la persistance ou la
multiplication des salmonelles chez I'animal: diotion de la consommation alimentaire,
diminution de la rumination et de la motilité inieale, acidose ruminale et diminution de la

production d’AGV dans le rumen.

La stabulation libre augmente le risque de la ammation que la stabilisation entravée

puisque en limitant une contamination diffuse taironnement.
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Les troupeaux de plus grande taille montrent ur tée positivité plus important (presque la
totalité d’échantillon positifs) pour Salmonellangparés aux troupeaux de petite taille
(Aubry, 2010).

3. Modalités de transmission de la salmonellose bovirel’homme

3.1. Les toxi-infections alimentaires (T.A.l)
T.A.l a salmonella représentent en moyenne 20 a 30 %aerwd= En dehors des sérotypes
ayant acquis une spécificité d’espece bien étaiblomnvient de considérer tous les sérotypes
comme de potentiellement dangereux pour I'hommaetidtrement toutes les denrées
alimentaires peuvent étre contaminées par les salacout au long de la chaine alimentaire
(Jean, 1978).

La guérison est spontanée mais elle peut étreetfeothez les nourrissons, les personnes
ages et les immunodéprim@subry ,2004)

3.2.La filiere viande

L’entrée des salmonelles dans l'abattoir réalise essentiellement a partir des animaux
porteurs asymptomatiques Elles sont ainsisemies au niveau des nceuds lymphatiques
mésentériques et hépatiques, au niveau duusradigestif mais également au niveau du
cuir et des onglons Ces localisations permettane contamination des viandes lors de
l'abattage, de [I'écorchage et de I'évistéra Les viandes les plus exposées a cette
contamination sont les viandes hachées issuagpdocessus de séparation mécanique, leur
gualité microbienne est étroitement liée a cellelaenatiere premiére, aux conditions de
stockage et d'utilisation de cette matipremiére. En effet, une température de
stockage supérieure a 5°C n’inhibe plda multiplication bactérienne. Les

procédés de séparation, de broyage et hdchage autorisent une dissémination des
salmonelles dans I'ensemble de la viande. Assa@aidait que le steak haché atteint rarement
une température a coeur de 74°C, ces éléments espligeut-étre que cette denrée soit la
plus fréequemment incriminée lors de comtation humaine a base de produits

carnés d’origine bovin@Puyalto, 1997).
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3.3. Lafiliere lait
La contamination du lait a deux origines possiliias Buyser et al ., 2005).

- Une origine intra-mammaire : excrétion de lait dieenent contaminant (rare).
- Une origine extra-mammaire : contamination d’um $ain lors de la traite a partir des
eécoulements génitaux, des déjections des animaladesaet des porteurs sains. L'eau

servant aux opeérations de nettoyage des trayoriggalement contaminer le lait.

3.4. Contamination directe par contacte avec les animaumalades
Ce mode de contamination est souvents-sestimé et il convient de rappeler
aux personnes qui vivent au contact des animauwaduealles risques qu’ils encourent. En
effet, un animal malade excréte des quamntitonsidérables de salmonelles: jusqu'a
10° bactéries /gramme d'excréments lors d'éetéraigué et par gramme de
placenta ou de sécrétions utérines lors d’ameent. Donc la contamination se fait par lors
manipulation obstétricales. Les éleveurs manipulestlitieres souillées, les fumiers, les
lisiers, les placentas c’est —a —dire possilsildé contamination a la famille de I'éleveur et
principalement penser aux sujets les plus sens{f#ases enfants et personnes agées). Ces
salmonelloses trop souvent qualifiées de renmes » ne doivent pas étre négligées

car elles sont responsables de plusieurs dizdmegces par giMartel, 2001).

V. Diagnostic
1. Diagnostic clinique

Le diagnostic clinique est difficile puisqu’ aucdas signes cliniques n’est pathognomonique
et que plusieurs autres maladies peuvent ressemumtedifférentes formes de salmonellose.

(Radostits et al., 2007)Le diagnostic différentiel est difficile a réaliser

2. Diagnostic différentiel

2.1.Chez le veau
La forme septicémigue de la salmonellose est sdnebéaune septicémie a coliformes. Quant
a la forme entérique, elle peut ressembler a lmdiea causée par plusieurs autres agents
pathogenes intestinaux du veau : rotavirus, coramsvdiarrhée virale bovine, clostridies,
cryptosporidies, coccidies. colibacillosgradostits et al ., 2007) Les salmonelloses

pulmonaires n'ont pas de caractéeres particulierdesplan clinique et tous les agents de la

Dr. HEZIL DJ 38



Partie Bibliographique

broncho-pneumonie enzootiques sont a considérgicopasmes, pasteurelles, IBR, BVD
(Caron, Menard et Simon ,1997).

2.1.Chez l'adulte
Le diagnostic différentiel doit étre effectué aves affections suivantes : forme entérique
infestations vermineuses, coccidioses, paratubeseulbabésioses, maladie des muqueuses,

grippes intestinales, déplacement de caillettelcsa, alcalose, intoxication végétale.

La suspicion de salmonellose serait plus facileaidgefchez I'adulte que chez le veau.
L’avortement se produit dans plus de 90 % des qastir du 5™ mois de gestatio(David,
1972). 1l est parfois précédé d’'une forme entéritiquelgues jours auparavant. L'examen
clinique peut dans de rares cas permettre d’identifautres causes d’avortements. Seul le

laboratoire pourra confirmer un avortement d0 a®aklla.

3. Diagnostic nécropsique

Les lésions de salmonellose, comme nous I'avonstd@dessus, sont peu spécifiques mais
'autopsie permet de fournir une orientation pidiea nombreuses hypothéses diagnostiques.
De plus, elle est I'occasion de faire des prélevegmeale I'organe |ésé afin de les envoyer au
laboratoireg(Caron, Menard et Simon ,1997).

4. Diagnostic de laboratoire
Le diagnostic de salmonellose ne pourra étre égadipres confirmation par des examens de
laboratoire.

4.1. Préléevements
lIs sont résumés danstkbleau qVentola, 1979-1980).
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Tableau 7: Les types de Prélevements a effectuer pour lendiig de salmonellose.

Symptdémes Sur animal vivant Sur cadavre

Sangrate, foie,
Septicémie Sang, urineféeces lait
poumonsps long

Sang, rate,
Pneumonie Sang, écouvillon nasal
lésions pulmonaires

Contenu intestinal du gréle
- R _ ganglions mésentériques
Enterite Sang, feces, lait o _ _
et hépatiques, intestin,

foie

idem entériteutérus,
Avortement Sang, écouvillon vaginal ganglions rétromammaires,

foetus et enveloppes

(Les prélévements de choix sont indiqguésaractére gras.

4.2. Diagnostic bactériologique
Les micro-organismes pathogenes dans I'environnemerbien dans les matiéres fécales
sont généralement présents en petit nombre paonapune flore bactérienne nombreuse et
variée. Donc pour isoler les bactéries I'analyseratiiologique nécessite quatre étapes :
Pré-enrichissement, enrichissement, isolemenitifdmtion, successives ce qui entraine un
temps de réponse relativement important :

4.2.1. La premiére étape:

Consiste en une revivification grace a la réalisatid’'une suspension meére de pré-
enrichissement, dans laquelle I'échantillon estégélement dilué au dixieme (ex 50 g des
feces dans 225 ml de diluant). Le diluant est géagrent constitué par de I'eau peptonnée
tamponnée (EPT).
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4.2.2. La deuxieme étape
Consiste en un enrichissement des salmonellesytidisation de milieux dits « sélectifs »,
dont les formulations ont été spécialement misepaiot pour favoriser la multiplication de

celles-ci au détriment de la flore compétitrice.
Trois types de milieux d’enrichissement peuverg atiliseés :

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

4.2.3. La troisieme étape :
Les méthodes prévoient ensuite un isolement, qusiste en un étalement sur boites de pétri,
contenant également des milieux sélectifs. Celamge de visualiser les colonies
caractéristiques, dont le nombre aura été conditdment augmenté durant les phases
précédentes. Ces milieux doivent permettre au paedale laboratoire une distinction facile

entre salmonelles et non-salmonelles.

Actuellement, une trentaine de milieux gélosésotEiment sont proposés sur le marché et une
dizaine seulement permettent une culture difféedletde Salmonella. Ces milieux empéchent
'envahissement de la surface gélosée par desuBtdimnitent le développement de la plupart

des bactéries autres que les SalmonBlaidon et Sanchis1988.

En santé animale, 4 géloses d’'isolemenht proposéeslLe tableau 8 présente

les propriétés de ces milieux sélec{®aron et Menard, 1997).
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Milieux

d’isolement

sélectifs solide

Milieu
Salmonella
Shigella

(S.S)

Milieu de

Rambach

Milieu SMID

Milieu XLT4

Dr. HEZIL DJ

Tableau 8 Milieux sélectifs proposé¥aron et Menard, 1997).

Principe du

milieu

-Formation d’acide a partir du
Lactose avec révélation du pH acic
par virage du rouge neutre colorar
en rouge les colonies fermentant |

lactose.

-La production d’hydrogéne Sulfure
a partir de thiosulfate de Sodium gt
en présence de citrate

Ferrique produit un précipité noir

- Formation d’acide a partir du
propyléne glycol pour la plupart des
Salmonella

- Révélation de la présence d'se
galactosidase par un indicateur
coloré pour les Proteus et les
membres de la famille des
Enterobacteriaceae autres que les
Salmonella (couleur incolore, bleue

a violette)

- Formation d’acide a partir du
glucuronate de sodium pour les
Salmonella.

- Révélation de la présence d'use
galactosidase par un indicateur
coloré pour les membres de la

famille des Enterobacteriaceae qu

possedent cette enzyme.

- Formation d'acide lors de
I'utilisation des sucres contenus
dans le milieu.

- Décarboxylation de la lysine en
cadavérine.

- Production d’hydrogéne sulfuré a
partir de thiosulfate de sodium en
présence de citrate ferrique

ammoniacal.

utilisation

37°C de

18a24

heures

37 °Cde

18a24

heures

37 °C de

18424

heures

37 °Cde

18a24

heures

Aspect des colonies de

Salmonella

Colonies beiges a
centre noir pour

les souches H2S+

Colonies rouge

Fuchsia(certaines

souches de Salmonella

peuvent apparaitre
incolores)

Colonies roses
(certaines colonies

peuvent apparaitre

incolores, bleu violacé)

Colonies jaunes
rosées a rouges
avec un centre
noir (sans centre
noir pour les

Salmonella H2S -)

Remarques

Certaines colonies de
Proteus et de
Citrobacter ont un
aspect macroscopiquz

identique.

Certaines souches de:

Citrobacter freundii

ont des colonies de
couleur fuchsia.

Certaines souches
d’E. coli 8
galactosidase — du
genre Morganella ou
Shigella peuvent étre

de couleur rose.

Milieu trés sélectif
vis-a-vis des souches
de Salmonella
Certaines souches de
Citrobacter peuvent

avoir le méme aspect
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4.2.4. L’étape de confirmation :
Elle suit I'isolement, consiste en la sélectionreiwu plusieurs colonies caractéristiques en

vue de leur purification suite a l'identificatioiobhimique et I'identification sérologique.

4.2.4.1. Identification biochimique
Peut étre effectuée grace a des galeries en tubdessosystemes d’identification standardisés
du type galerie APl 20E, ID 32E ou RAPID ID 32E,eavl'utilisation éventuelle d’'un

automate de lecture optique des cupules

4.2.4.2. Identification sérologique
L’identification sérologique repose sur la reclhercdes antigenes Vi  (somatiques
d’enveloppe), O (somatiques) et H (flagellairesy d&almonella et sur I'application du
schéma de Kauffmann White. Elle est effectuéedesr agglutinations sur lames avec les
sérums appropriés a partir de souches bactérierdergifiees comme appartenant a

Salmonella. La présence de deux sérovars diff@samtun méme prélévement n’est pas rare.

4.2.5. Nouvelles techniques de détection d8almonella spp. dans les matiéres
fécales bovines (Méthodes de référence).
La normeNF U 47-100 (juillet 2007) recherche par isolement et identification de tout
sérovars ou sérovars (S) spécifie (S) de salmandims I'environnement des productions

animales.

Une des premieres voies d’amélioration a résidé datilisation de milieux semi-solides,
exploitant la propriété de mobilité de la plupagsdalmonelleDe Smedt et collaborateurs
(1986) ont montré une meilleure performance avec le miemi solide appelé «modified
semi-solid Rappaport-Vassiliadis» (MSRV) par rapgoun enrichissement classique avec le

milieu tétrathionate.

Outre le fait de pouvoir disposer de résultats tifsgau bout de 48 h, le MSRV permet la
détection d’'un petit nombre de salmonelles présedans I'échantillon parmi une flore
compétitrice importante (de I'ordre de 10 UFC2 /@%De Smedt et Bolderdijk, 1987)

L'ISO «International Standard Organization» a P également la normM&80O 6579
destiné a mettre au point des méthodes applicadnles échantillons prélevés dans les
exploitations. Ce projet prévoit l'utilisation deQ®RV comme milieu d’enrichissement pour

SalmonellalSO 6579).
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Récemment, une nouvelle formule a été proposéasédédu MSRYV ; il s’agit du Diasalm.
Son efficacité a été plusieurs fois comparée papad au milieu classique RV, et la
comparaison s’est révélée en faveur du Diagabimdman et al ., 1996).

4.2.6. Antibiogramme
La déterminationin vitro de la sensibilité des bactéries pathogénes esntésde pour
détecter les souches résistantes et guider lecieindans le choix d’un anti-infectieux. Il a
également un intérét pour la surveillance de ll@atésistance.

La méthode de diffusion en gélose utilisant degulis imprégnés d’antibiotiques est
particulierement adaptée a la détermination deelasibilité d’une souche bactérienne a
croissance rapide comme les salmonelles vis-aeviglasieurs antibiotiques, en principe une
molécule représentative de chacune des princifateiies d’antibiotiquesl(abbe, 1994).

Cette méthode est standardisée afin d’étre intexple® et de permettre I'exploitation de
'ensemble des résultats obtenus. Le diamétfmhildition est comparé a la valeur
critique proposée pour chaque anti-infestipour définir la catégorie des sensibilités
critiques. En général, 2 valeurs critiques (d etd@ymettent de définir 3 catégories des
sensibilitégableau 9.

Tableau 9:Interprétation des diamétres d’inhibiti@@aron et Menard, 1997).

Signification
thérapeutique dans le Signification en

Lecteur Expression des résultats cadre de la thérapeutique

thérapeutique humaine vétérinaire

par voie générale

Souche pour laquelle la

L ) probabilité succes Succes thérapeutique
Diametre > D Souche sensible § i
thérapeutique est probable
acceptable
o ) o Succes thérapeutique  Souche considéré comme
d< diamétre>D Souche intermédiaire ) o .
imprévisible résistante
) . Forte probabilité d’échec Forte probabilité d’échec
Diamétre<d Souche résistante

thérapeutique thérapeutique
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Pour les salmonelloses dorigine bovinee RESSAB propose I'antibiogramme

type ci-joint {ableau 10)et les criteres d’interprétation.

Tableau 10: Antibiogramme pour les salmonelloses bovi(@saron et Menard, 1997).

Antibiotiques Diametres seuils *

Amoxicilline (ampicilline) 21 mm
Amoxicilline+acide clavulanique 21 mm
Céfalexine 18 mm
Ceftiofur ?
Cefquinone ?
Streptomycine 15 mm
Spectinomycine ?
Néomycine(Kanamycine) 17 mm
Gentamycine(Apramycine) 16 mm
Chloramphénicol (Thiamphénicol) 23 mm
Florfénicol ?
Colistine (PolymyxineB) 15 mm
Triméthoprime 16 mm
Fluméquine 25 mm
Enrofloxacine 22 mm
Tétracycline 19 mm
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*Les diametres seuils sont des valeurs sont desirgal@goposées pour les résultats de
'antibiogramme. Une souche est considérée comraesta@ite si le diamétre de la zone

d’inhibition, exprimé en mm, est inférieur a cettdeur.

4.2.7. Délai d'analyse

Cette méthode de diagnostic bactériologique dideats le cas des salmonelloses bovines
permet de donner une information de pisien de présence de salmonella 24
heures apres I'ensemencement ; en effet,s den cas de salmonelloses cliniques, la
densité de bactéries pathogenes libéréds importante et la bactérie est révélée
des [lisolement direct. Dans ce cas, ilt eslors possible dés le lendemain (48
heures aprés I'ensemencement initial) dtalidentification biochimique et parfois

sérologiqgue de la souche. Dans le cas dudisultat négatif a la coloration directe, le

résultat de I'analyse est repoussé de 24 heures.

4.3. Autres méthodes de diagnostic
Plusieurs méthodes alternatives a la culture antdéveloppées ou sont en développement

pour la détection de salmonella.

Méthodes immunologiques :

» Radio Immuno Assay, RIA Technique rarement utilisée en
microbiologie alimentairdJay, 2005)car I'Ag est couplé a un
isotope (1251 essentiellemengymber et Lahellec, 1991).

» Immunofluorescence : Un composé fluorescent tel que
I'isothiocyanate de fluorescéine peut étre fixélsaranticorps anti-
Salmonella. Lorsque les cellules bactériennes siggs au contact
de ces anticorps fluorescents, ces derniers setfeug la paroi ou
les flagelles qui, a 'examen microscopique en dygparaissent
fluorescente¢Cuq ,1993; Humber et Lahellec, 1991).

» D’autre méthode sérologique Plusieurs méthodes sont évoquées
pour la réalisation du diagnostic sérologique dagections
salmonelliques (agglutination rapide sur lame, aigghtion lente
en tube ou en microplaque, ELISA). En ce qui comedes especes
bovines et ovines, I'épreuve de séroagglutinatientd est la
méthode a laquelle on fait appel a la recherche atggorps

spécifiqgues des Salmonell@aron et al ., 1997).
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La prudence doit toujours étre la régle lors detd¢iprétation des résultats. Comme pour tout
diagnostic sérologique, un résultat positif ne dignpas nécessairement une infection en

cours ; de méme un animal séronégatif peut étneétia.

La sérologie « salmonellose » présente par aillelmstres limites réduisant encore les
possibilités d'utilisation des résultgtSaron et al ., 1997)ll s’agit notamment :

- du manque de sensibilité de I'épreuve de sérodiggtion lente.

- de l'existence d'un trés grand nombre de sérodars Salmonella ayant pour certains
d’entre eux des communautés antigéniques a I'arigie réactions croisées (ex. : sérovar
Typhimurium et Enteritdis); le manque de spéciiaitst également accru par I'existence de
réactions croisées entre les Salmonelles et @a@tntérobactéries.

- de la variabilité des résultats entre séries @@pes et entre laboratoires pouvant résulter
d'une part de I'absence de suspensions antigéniqomsnercialisées pour la plupart des
sérovars isolés sur les bovins , d’autres parfaieence de sérums témoins de référence.
Tous ces aspects limitent considérablement I'ibtde I'utilisation de la sérologie pour la
détection des animaux infectés. L’application dedeologie doit rester exceptionnelle pour le
suivi de cheptels ou a été identifiee une infectsamonellique et ou notamment a été

pratiquée une antibiothérapie.

Mais plusieurs d’entre eux ont été développés mtilisation dans la viande et ne sont pas
nécessairement applicables pour des échantilloriécgs(Duffy et al ., 2000) De plus, ces
meéthodes alternatives sont souvent beaucoup pluguses que la culture et nécessitent du

matériel spécialisé ainsi que du personnel tresfguaui ne sont pas toujours dispensables.

La sérologie et la détection des anticorps daraile un avantage majeur de la sérologie
comparativement aux techniques bactériologiededsit que I'excrétion des salmonelles par
les animaux porteurs est intermittente alors gaedmcentrations d'immunoglobulines (IgG)
sont généralement persistantes. Par ailleursgdasentrations d’'lgG prennent un certain
temps a atteindre détectable suivant I'infectiatidle, et les sérotypes non invasifs peuvent
ne pas étre détectés sérologiquement, rendadiskditbn de la sérologie beaucoup plus utile
pour le dépistage d’animaux porteurs que pourdgribstic de la maladie clinigBarrow,
2000).

Plusieurs tests sérologiques ont été développédgdeépistage des animaux infectés avec
S. Dublin ou S Typhimurium. La plupart de ces tests sont desSBLQui détectent les
immunoglobulines dirigées contre I'antigéne O dé&Sl(Barrow, 2000). Il est également
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possible d'effectuer un ELISA sur le lait du réservafin de déterminer le statut d’un
troupeauVeling et al ., 2001).

Méthodes moléculaires

» Electrophorése des protéines: technique de séparation des protéines
cellulaires (enzymes) selon le poids moléculairdaecharge électrique
(Bouvet, 2002) ce qui reflete indirectement I'expression du géeo
L’analyse des électrophorégrammes obtenus par atgsidls issus de la

micro-informatique permet une identification pré&{i€uq ,1993).
Méthodes génotypiques :

» Méthodes basées sur la restriction enzymatique ouHA (Restriction
Enzyme Analysis) :
L’ADN, essentiellement chromosomal, des souchesiambhées subit une
digestion par une endonucléase appropriée deatestriqui clive TADN en
des séquences nucléotidiques spécifiqgues (8 ;rémgnknts produits sont
séparés par électrophorése en gel d'agarose ;btdypage (Restriction
Fragment Length Polymorphisms, RFLP) et I'électamglse en champ pulsé
(PFGE) constituent les deux plus importantes teghes(Brisabois ,2001).

» Meéthodes basées sur I'amplification ou PCR(Polymérase Chaine

Reaction):

Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLB)an et Reeves, 2007).
Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD) ethybridation
ADN/ADN ou hybridation ADN/ARN ribosomaux sont deechniques
rapides couplées a la PCR, largement utilisées paurdétection et

I'identification des micro-organismes dans les almns(Jay, 2005).

5. Moyens de lutte

5.1. Mesures thérapeutiques
Le traitement des animaux atteints de salmoneltbie@ue vise deux objectifs : d’'une part,
détruire les bactéries, d’autre part, lutter contes conséquences (par exemple la

déshydratation) et éviter le choc di aux toxi(fsndali et Gourreau, 2008).En effet, en
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'absence de traitement la mortalité est éleveed®D %) alors qu’elle ne dépasse pas 10%

lors de traitements judiciey®rochot, 2001).

5.1.1. Antibiotiques utilisables
Une antibiothérapie précoce et adaptée semblajujakrs indispensable chez les bovins
présentant une salmonellose clinique. Le choix 'detibiotique a utiliser repose sur les
caractéres spécifiques des salmonelles. Les saliose®e se multiplient dés leur arrivée dans
le tube digestif. L'antibiotique devra donc agir aiveau intestinal, ce qui est difficile a
obtenir chez les ruminants (animal polygastriq@®s bactéries disséminent vers les organes
et les nceuds lymphatiques par I'intermédiaire dasraphages. L’antibiotique choisi devra
également avoir une bonne diffusion tissulaireedtutaire (Djesjouis et al ., 1997)Quatre
familles, dont les critéres de diffusion sont valgs, présentent une activité réguliére vis-a-
vis des salmonelles : les colistines, certaineshaégporines, les quinolones et certains
aminosides (gentamicine, apramicine). Les salmesglinis a parS. typhimurium, sont
également sensibles aux phénicolés et aux sulfamide
Les posologies, voies d’administration et délaisttdnte de ces molécules figurent dans le

tableau suivant.

Tableau 11 Antibiotiques les plus couramment utilisés dangaditement des salmonelloses
bovines Chazel et al ., 200b

Amoxicilline PO 10 mg/kg/12h
Amoxicilline-acide clavulanique PO 12,5 mg/kg/12h
Amoxicilline ou ampicilline IM 10 mg/kg/12h

IM ou SC 2,2 mg/kg/12h
Ceftiofur
IM 5 mg/kg/24h
Florfenicol IM ou SC 20 mg/kg/12h

Fluoroquinolones (enrofloxacine, danoflowacine,

PO, IM, SC ou IV Fonction de la molécule
marbofloxacine)
Colistine PO 50000Ul/kg/12h
Sulfamide trimethoprime IM ou IV 25 mg/kg/24h
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L’OIE (Office International des Epizooties) proposa protocole pour le traitement des
salmonelloses bovines : on utilise de préférenca; s souches sensibles, des
céphalosporines classiques, des sulfamides et deoliatine. Les quinolones et les
céphalosporines de derniere génération (ceftiofgBront réservées aux souches
multirésistantesle tableau 12reprend les critéeres de choix de I'antibiotiquef@mction de

la sensibilité de la souche et de I'adge de I'anif@&lazel et al ., 2005).

Tableau 12 :Criteres de choix de I'antibiotique pour le traitamhde la salmonellose chez le
veau et chez I'adult@Chazel et al ., 2005).

Veau : voie parentérale et orale Bovin adulte : voie parentérale

- Voie parentérale :

Pénicilline / streptomycine ou

Souche Pénicilline / streptomycine ou ampicilline . o o
ampicilline / colistine ou

sensible colistine ou triméthoprime. o _
triméthoprime.

- + voie orale colistine

1) Voie parentérale :

triméthoprime, céphalosporines ou

guinolones

Souche Triméthoprime, céphalosporine ou

résistante quinolone.

2) Voie orale :

Colistine/ quinolones ou triméthoprime /

colistine.

La durée du traitement ne doit pas étre inféri@uoing jours méme si le bovin présente une
amélioration cliniqgue. Normalement, 'amélioratide I'état général chez le bovin adulte est
rapide : chute de la température en 24 heures,@atén des signes digestifs en 48 heures.
Par contre, le traitement antibiotique est souwiddevant chez les veaux du fait de la
fréquence des localisations multifocales et de déndre résistance de ces animaux aux toxi-

infections(Camart-Perie, 2006).
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Etant donné la fréquence et la variété des anébistance des salmonelles, la culture et
'antibiogramme se révélent désormais indispensabdéautant plus que les informations
recues permettront d’'adapter la prescription poas lautres bovins de ['élevage
eventuellement atteints, dans les meilleures comditde colt et d’efficacit@Camart-Perie,
2006).

5.1.2. Antibiotiques et antibiorésistance
Ces derniéres années ont vu I'’émergence et l'augiti@m de la résistance des salmonelles
aux antibiotiques. Les salmonelles ont présenté néséstance pour toutes les familles
d’antibiotiques : bétalactamines, aminosides, suilfie@ et triméthoprime, tétracyclines,
phénicolés, colistine et méme les quinolones quii partie de I'arsenal thérapeutique habituel
sont touchées.

En ce qui concerne les bétalactamines, les salhegnsbnt essentiellement résistantes a
'amoxicilline et a I'amoxicilline / acide clavulégue. Des résistances aux céphalosporines
ont été décrites dans d’autres pays. La résistangesulfamides est fréquente mais celle au
triméthoprime est trés limitée et justifie ainsi eumecherche systématique dans les

antibiogrammegMeunier et al ., 2002).

5.1.3. Autres mesures médicales

5.1.3.1. Fluidothérapie
Comme traitement complémentaire de la salmonellibstaut également réaliser une
fluidothérapie pour pouvoir corriger I'hypovolémé d’'une acidose métabolique dus a la
salmonellos€Constable et al ., 1991).

Chez les bovins en choc endotoxinique, la réhytosigeut faire appel en premier lieu a des
solutés isotoniques (Ringer lactate ou NaCl a 0.9%%) voie intraveineuse. La quantité a
injecter dépend du poids vif et de I'état de désatadion de I'animal : une quarantaine de
litres est en général nécessdehelcher et al ., 2003).

Une des alternatives possible est I'utilisationfldedes hypertoniques (Nacl 7.2% ou 10%)
injectés par voie intra-veineuse a la dose de 4vd/lkg de poids vif soit environ trois litres
pour un bovin adulte. Il est nécessaire de metrkedu de boisson a disposition du bovin. En
'absence de consommation volontaire, il est sdabbe de procéder a une administration de
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20 a 30 litres d’eau dans le rumen par la techniélyue drenchage » a savoir 'injection intra-

ruminale directe grace a un sond@§8ehelcher et al ., 2003).

Le degré de I'acidose chez un animal en état de nkgpeut pas étre estimé cliniquement :
I'évaluation se fait par dosage des bicarbonatepasumnesure des gaz du sang (pression en
CO2). Le traitement consiste en une administratitraveineuse de solution de bicarbonate
de sodium (NaHCO3Ravary et Fecteau, 2002).

Si I'état de I'animal le permet, la réhydrataticar poie orale constitue une bonne alternative
et permet I'administration de grandes quantitéfiuddes dans un laps de temps assez bref et
dans des conditions relativement aisées. Diffésetdéehniques peuvent étre utilisées : le
sondage ororuminal ou le sondage nasoruminal. @dtialratation orale peut étre associée a

une réhydratation par voie veineuse.

Les veaux sont plus sensibles a la déshydratatian ehoc que les adultes : la fluidothérapie
devra étre systématiquement mise en ceuvre. Le dedix voie veineuse ou orale se fera lors
de I'examen clinigue de I'animal en fonction detdtde déshydratation et de la présence ou

non d’un réflexe de succion.

La réhydratation par voie veineuse est la méthagehbix pour réhydrater un veau qui a
perdu tout réflexe de succion. Les principes deydedtation sont les méme que pour les
adultes. Les gquantités moyennes de fluide isot@niffiacl 0.9% ou Ringer Lactate) a
administrer afin de restaurer la volémie sont diemv 2 litres par animal. Un apport de
glucose peut étre intéressant d'un point de vuegétigue, de plus, il permet un abaissement

de la kaliémie.

La fluidothérapie par voie veineuse peut étre ¢aseilayée par I'utilisation de réhydratants
oraux utilisé{Navetat, 1993).

5.1.3.2. Anti-inflammatoires
Tout d’abord lutter contre l'inflammation, de predace avec des anti-inflammatoires non
stéroidiens qui possedent des propriétés antitpx@s (les corticoides ne seront utilisés que

dans les cas extrémd§)onstable et al ., 2004 ; Desjouis et al ., 1997).

5.1.3.3. Traitement symptomatique de la diarrhée
Ce traitement symptomatique n’est pas indispensdlfbgt appel aux pansements intestinaux

et aux antihémorragiques.
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L’emploi de modificateurs de la motricité intestmaest déconseillé car ils accroissent le
risque de colonisation bactérienne et de diffusiggstémique en favorisant la stase intestinale
(Martel, 1993).

Il peut étre utile, en phase de convalescencejdiebdier des hépato-protecteurs tels que de

la méthionine, de l'arginine et du sorbitol, asésa de la vitamine B1¥allet, 2000).

5.2.Mesures prophylactiques

5.2.1. Prophylaxie sanitaire
Lors d’'un cas de salmonellose déclaré, des mestgefrcées, garantissent une meilleure
maitrise de I'évolution de la maladie au sein dé&ellage et diminuent les risques de
contagion au voisinag®lartel (1985) recommande de poursuivre I'isolement des malatles e

des convalescents pendant au moins deux semairgsslagin des cas cliniques.

5.2.1.1. Hygiéne du logement
Il est tout d’abord nécessaire de séparer lesrdiités especes présentes dans I'élevage et si
possible, les animaux d’age différents. Les vaaikhinsi que les chiens et les chats ne doivent
pas avoir accés au batiment d’élevage. Le sol éwé paillé et raclé régulierement et

suffisamment.

En présence de cas clinigues de salmonellose, é@ituyes seront placés aux endroits
stratégiques. Il est apparu également que lesgdsv@épourvus de pédiluve pour les visiteurs

étaient trois fois plus infectés que les au(avidson et Sayers, 2005).

Pour éviter la dissémination au sein de I'élevdee batiments confinés sont a exclure, il est
indispensable d’organiser une infirmerie séparéecdte de I'élevage et des boxes de vélage
(Evans et Davies, 1996).

5.2.1.2. Hygiene de I'abreuvement
L’eau est un élément fréquemment suspecté commeesda contamination du troupeau.
Une analyse bactériologique de I'eau, au minimumualie, permet de s’assurer que l'eau
mise a la disposition des animaux est exempte deaggede contamination fecal®lartel,
1993).
Dans le cas ou les animaux s’abreuvent a un ruisfesst nécessaire de vérifier I'absence de
pollution en amont du point d’abreuvement par défuenmts d'élevage, des stations

d’épuration, d’industries agro-alimentaires, desuéements issus de décharges de déchets
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organiques. L’acces a des mares difficiles a slievedt représentant souvent de véritables
milieux de survie et de multiplication des salmdég®toit &tre proscrit.
L’eau des abreuvoirs doit étre propre : ces desrdeivent étre disposés de maniére a ne pas

étre souillés par les matiéres fécales.

5.2.1.3. Hygiene de l'alimentation
Afin de limiter une éventuelle origine alimentanle contamination et de dissémination, il
parait judicieux de nettoyer l'auge, d’éviter lesntaminations podales humaines par
traversée des cornadis ou le dessilage manuelajulsi protéger les aliments des souillures

des bovins, des rongeurs, des oiseaux... tant aaunihe stockage que de la distribution.

La résistance des salmonelles peut atteindre tjeate a un an au paturage en fonction des
conditions climatiques, de la concentration ingign bactéries, de la présence de matiéres
organiques. La maitrise du risque de salmonellgsturage est liée a I'application de bonnes
pratiqgues d’élevage notamment la gestion des eftffuet la pratique de I'épanda@@amart-
Perie, 2006).

5.2.1.4. Hygiene du vélage et de la traite
Une hygiene stricte de la traite doit étre réalisgant donné que les trayons peuvent étre
souillés facilement par les déjectiofallet et Marly, 1995). Il convient de redoubler les
efforts concernant la préparation de la mamelleléi@ction de mammites et I’hygiene post-
traite. En cas de contamination du troupeau, ivmort d’avertir la laiterie et de déconseiller

sa distribution aux veaux.

Que ce soit dans les élevages « sains » ou daékeleges atteints de salmonellose, le vélage
correspond a une période a haut risque en ternegsrdtion salmonellique. De plus, le veau
est trés sensible a la contamination jusque I'd@gsixl semaine@Martel, 1985). Il faut donc
recommander la réalisation du vélage dans desXosaécifiques et séparer les veaux de leur
meére dés que possible dans la mesure ou la priselagtrum a été correctement assurée. En
élevage laitier contaminég, le veau nouveau-néretirg a sa mere malade le plus rapidement
possible et sera nourri avec du colostrum et duyplavenant d’'une vache saine. En élevage
allaitant, une surveillance accrue des veaux igkismeres excrétrices doit suppléer a

'impossibilité de séparer les anima(@amart-Perie, 2006).
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5.2.1.5. Maitrise des déjections
Les déjections bovines représentent une des sodecesntamination les plus importantes en
cas de foyer de salmonello¢Buret, 1997). Le lieu de stockage doit étre suffisamment
étanche afin d’éviter de polluer I'environnement l@liment. En cas de lisiers fortement
contaminés, [l'utilisation de cyanamide calcique4%o, poids/volume) ou d'urée (0,6%
poids/volume) permet de réduire expérimentalemeebhtamination, mais il est conseillé de
préférer I'exclusion des lisiers issus d’explotas touchées par des cas de salmonellose
(Marly, 1995).

Les circonstances d’épandage influent sur la disperet I'entrainement des salmonelles par
ruissellement : faute d’enfouissement, il faut &vle brassage, I'épandage par temps de pluie
et prévenir d’éventuelles stagnatiq@amart-Perie, 2006).

5.2.1.6. Maitrise des facteurs de risque relatifs aux bovins
Les transitions alimentaires doivent étre correet@inréalisées et I'équilibre de la ration
régulierement vérifieé. Toute perturbation digestaecroit le risque de prolifération d’'une
population potentiellement pathogéne.
Il convient également de surveiller particuliereme®rtaines interventions propices a
déclencher un stress qui favoriserait I'excréti@ensadlmonelles : transport, changement de
pature, vaccination..(Morisse et Cotte, 1994)Toute affection, quelle gu’elle soit, doit étre
prévenue ou traitée.
L’introduction de tout nouvel animal doit étre pédée d'un isolement de quelques jours
visant a s’assurer de son bon état général. llégatement souhaitable d’imposer cette
guarantaine a lI'ensemble des animaux aprés unpweanfMartel, 1985). Le controle
bactériologique des nouveaux entrants pourrait @renoyen relativement efficace chez les
adultes mais n’est pas mis en place sur le ter€aue. ce soit chez le veau ou chez I'adulte, ni
la coproculture (les veaux sont souvent des exar®téntermittents) ni les épreuves

sérologiques ne paraissent suffisamment efficaces.

5.2.2. Prophylaxie médicale
Deux mesures sont actuellement employées en prxibymédicale dans les troupeaux
présentant des cas de salmonelloses cliniquegackznation et la métaphylaxie a base d’'un

antibiotique.
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5.2.2.1. Vaccination

Les vaccins tués (salmonelles entiéres ou extraibs) connus depuis longtemps pour
conférer une protection correcte chez I'animal aeotatoire, quoique de courte durée. lls
diminuent la colonisation intestinale, I'excrétidacale et la dissémination systémique
(Mastroeni et al ., 2001).L’administration par voie parentérale de bactétigses conduit a
une réponse humorale systémique. De plus, ce ssntatcins faciles et rapides a produire et
peu colteuXWallis, 2001).Par contre, deux grands problémes se posent ussde\ce type
de vaccins : les bactéries injectées ne portent adpge antigénes geneér@s vitro, ils
n’'induisent pas de réponse de type cellulaire, mambe surtout pour la protection a long

terme(Mastroeni et Menager, 2003).

L'utilisation de souches atténuées permettrait damtaurner ces difficultés car elles
stimuleraient les réponses humorales et celluléiMastroeni et al ., 2001) Cependant, cette
utilisation de souches pose un probleme de sariikgpe : elles conservent une virulence
résiduelle dangereuse pour I'héte (surtout s’ilisshunodéprimé) et la contamination de la
chaine alimentaire et donc de 'homme est poséWilallis, 2001).

Desjouis et ses collaborateurs (1997privilégient trois catégories d’animaux pour la
vaccination : immunisation active des animaux de@re introduits dans un lot ou a sévi la
salmonellose sous forme clinique, immunisation ipassles veaux viale colostrum par
vaccination des meres, immunisation active des wessus de meéres non vaccinées ou

vaccinées (primovaccination alors effectuée apdetia troisieme semaine d’age).

Il convient d’ajouter a la liste la vaccination dmgres animaux susceptibles de déclencher la
maladie a savoir les génisses et vaches gestaassiel cadre d’'une prévention contre une
salmonellose post-vélage.

5.2.2.2. Métaphylaxie
L’idée de traiter systématiguement I'ensemble dwpeau en présence de cas cliniques de
salmonellose s’est développée ces derniéres anhéssopinions concernant l'efficacité
d’'une telle pratique sont trés variables : cettatigue serait plutdt a réserver dans les
troupeaux laitiers ou I'évolution est dramatique & colistine sera distribuée dans I'eau de
boisson a raison de 150 000 Ul/Kg toutes les 24rdseuEn élevage allaitant, une

meétaphylaxie est rarement nécessaire pour lesesdDiesjouis et al ., 1997).
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Matériels et Méthodes

Il PARTIE EXPERIMENTAL

. Matériels et méthode

1. Objectifs
Ce travail a pour objectifs :

« Déterminer la prévalence des especes de Salmopeltasolement et sérotypage a
partir de matieres fécales récoltées chez les balans la région d’Alger.

» Comparer les différentes méthodes d’isolement dashes de&salmonellaenterica
par la méthode classique (dite de routine) et lthade de référence NF U 47-100.

» Déterminer la prévalence @almonellaDublin par analyse immunologique du lait
et en mettant en évidence les anticorps dirigaggre8almonellaDublin

» Déterminer une association possible entre la poésdeS. Dublin dans les matieres
fécales et le lait.

» Réaliser une étude épidémiologique de type casieépuur mettre en évidence un

lien causal entre la présence des salmonellesletd&mvins et les avortements.

Il.  Echantillonnage
2.1. Lieux des préelévements et plan d’échantillonnage
Nous avons réalisé nos prélévements dans diff&eatgons de la wilaya d’Alger. A partir
de chaque ferme, 10 vaches ont été sélectionnBasaud (malade ou en bonne santé, ayant
avorté ou non, gestante ou non, de différents agece).

2.2.Questionnaire épidémiologique
Un questionnaire épidémiologique a été distribuéékeveur afin de déterminer si des
épisodes d’avortement ont été observés par le p@ss@uestionnaire nous a permis aussi

d’analyser les facteurs de risque liés a I'avodst.

Le questionnaire comporte des éléments en relatioec les fermes visitées (type de
stabulation, type de production, nombre de bovink.et les animaux prélevéssafr

annexe ).

2.3. Nature du prélévement
Nous avons récoltés 184 excréments (issus de elities fermes de la région d’Algeso{r

annexe ll1). Ces préléevements ont été obtenus a partir dumepuis conserves dans des pots

Dr. HEZIL DJ 57



Matériels et Méthodes

stériles d’'une contenance de 100 ml. D’autre (@drt,prélevements de lait ont été réalisés
parmi 184 vaches participant a I'étude bactériajogipuis transférés dans des tubes stériles

d’'une contenance de 10 ml.

Les prélevement sont été conserveés au frais danglaciere afin de préserver au mieux la
charge bactérienne initiale puis directement achémiau laboratoire de Microbiologie de
I'Ecole Nationale Supérieure Vétérinaire d’El HatigENSV).

Les prélévements de lait effectués ont été conseérvée&onserves a -20°C jusqu’a I'analyse.

3. Isolement et caractérisation des souches &lmonelladans les matiéres fécales

3.1. Matériel utilisé et Milieux de culture
Les milieux, les solutions, les tampons, les iéaet le matériel utilisés sont détaillés en

annexe Il.

3.2. Méthodes d’identification
Pour l'isolement des salmonelles, nous avonssatidieux méthodes
La premiere méthode est la plus communément édilidans les laboratoires régionaux
vétérinaires de microbiologie au niveau nationabe semble étre de routine (méthode
classique). Cependant, son inconvénient majede @sanque de sensibilite.
Cette méthode est basée sur I'utilisation de lj@gptonnée tamponnée comme milieu de pré-
enrichissement et du bouillon au sélénite de sndpour un enrichissement puis un
ensemencement sur des milieux sélectifs solideguéele milieu Hektoenoir figure 5).
Les colonies présomptives de salmonelles lactogatiié€t H2S positif sont ensemencées sur
milieu TSI suivi d’'une caractérisation par galekiel.
La deuxieme méthode repose sur I'application dademeNF U 47-100 Cette technique est
une méthode de recherche par isolement et idmtidn de tout sérovar(s) spécifié (s) de
salmonelles dans I'environnement des productionsnalas. Cette méthode nécessite
I'utilisation de deux milieux d’enrichissement s#lé Il s’agit du milieu semi solide de
Rappaport-Vassiliadis (MSRV) et du milieu liquideuidlon au tétrathionate Mduller —
Kauffmann (MKTT). Par la suite, un ensemencemenefisctué sur deux différents milieux
sélectifs, I'un obligatoirement le milieu XLD et $&cond est au choix.

Dans notre étude nous avons choisi comme mdewhoix le milieu chomogénique

RAPID’ SalmonellaVoir figure 6).
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Pré-enrichissement
50g (feces)/ 250 ml (EPT)
(Ramenée a température ambiante ou préchauffée 3°C)
Dilution 1 /10éme généralement

|

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

Enrichissement

1 ml de suspension de pré enrichissement
+ 10 ml bouillon de sélénite (SFB)

Incubation (18 £ 2)ha 37 °C

L

Isolement sur une gélose Hektoer

Et incubation de 18H a24H a 37°C

l

Repiquage des colonies suspectes suf
gélose nutritive (GN)

et incubation de 18H a24H a 31

1

Identification biochimique et sérologique

Figure 5: Diagramme d’analyse selon la méthode classioquéhiode de routine)
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50g matieres fécales

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

Dilution 1 /10éme généralement

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

l 1 ml de culture dans 10

Déposer séparément 3 mil de bouillon

gouttes sur une gélose Enrichissement sélectif
MSRV o liauid MKTTn
Sur milieu liquide et semi Incubation(41.5 + 1§C
Incubation(41.5 + 1yC (24 8 solide - (24 + 3)h .prolongé de
+ 3)h .prolongé de (24 + (24 + 3)h

3)h si pas de migration

] L |

Si migration :

Soit isolement sur deux géloses sélectivegs ; ; .
(XLD et Rapid * salmonella) Isolement sur une gélose sélective jau
Incubation a (37+ 2))C

choix du laboratoire
(24 +2) h.

)’ |

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

Figure 6 : Diagramme d’analyse selon la méthode déférence NF U 47-100
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3.2.1. Méthode d’analyse bactériologique classique

3.2.1.1. Preé-enrichissement en milieu non sélectif liquide :
Le pré-enrichissement en eau peptonnée tamponméeipde revivifier et de multiplier les
salmonelles, mais aussi les autres types de baééentuellement associées au prélevement.
50 g de Matieres fécales additionnées a 250 miudiegtonnée tamponnée (a température
ambiante) sont déposées dans un flacon stérilehpamgenéise ; celui-ci sera incubé durant

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

3.2.1.2. Enrichissement en milieu sélectif liquide
Cette étape permet la croissance et la sélectgobadtéries du geni®almonella Un tube
contenant 10 ml de bouillon au sélénite de sodisimgle concentration) enrichi en cystéine
(SC) avec un disque additif SFB, est ensemencé ¢ dvel de la culture de pre-

enrichissement. L'incubation a 37°C dure 24h.

3.2.1.3. Isolement sur milieu sélectif solide
L'isolement a été realisé selon la méthode d’emsm@ment en stries a l'aide d’'une anse
bouclée a partir du bouillon au sélénite de sodisum milieu gélosé Hektoen (HK)
(additionné de 5 ml d’additif HK).ll est importadie mentionner que la présence de sels

biliaires sur la gélose Hektoen permet de visaaligs colonies d8almonella

3.2.1.4. Purification sur gélose nutritive
Trois colonies typiques dealmonella(parfois plus) sont prélevées a partir du miliélestif
Hektoen puis purifiées sur gélose nutritive (GAPres incubation a 37° C pendant 24 h, les

colonies isolées, sont ensuite utilisées pouetitdication biochimique et le sérotypage.

3.2.2. Méthode de Référence NF U 47-100 :

3.2.2.1. Pré-enrichissement en milieux non sélectifs liquil:

Cette étape est identique a celle décrite danthade classique.

3.2.2.2. Enrichissement en milieux sélectifs liquide et sensiolide :
Cette étape permet la croissance et la sélectienbactéries du geni®almonella Deux

milieux sont utilisés :
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a) le milieu MSRV

- Transférer trois gouttes (soit au total envirgtnfL) du bouillon du pré-enrichissement puis
les inoculer sur les boites de gélose semi soludanidieu MSRV (Modified Semi-solid
Rappaport-Vassiliadis) (Bio Rad, France), le miliest additionné d'une solution de
Novobiocine & 2% (2 ml de la Novobiocine estu&ége dans 1000 ml d’eau avant de couler
les boites de Pétri pour inhiber les cultures deénis Gram positifVoir figure 7) , les
boites sont incubées a 41,5°C + 1, pendant 24uverole en haut.

Les boites du milieu MSRV sont examinées apres ¥238h. Si la migration est supérieure a
20 mm du point d’inoculatiofVoir figure 8), un inoculum est prélevé a la périphérie de la
zone de migration puis ensemencé sur le milieu cg@émque RAPID’ Salmonella et le
milieu XLD par une technique d’isolement appropriée

Figure 8 : Zone de migration de
Salmonella spp. sur milieu MSRV
(photo personnelle).

Figure 7 : Préparation du milieu
MSRYV (photo personnelle).

b) Le milieu MKTT

On transfére 1mL du bouillon de pré-enrichissentamts un tube de 10 ml de Bouillon au
tétrathionate Muller —KauffmannMKTT) puis incuber & 41,5°C * 1, pendant 24 h £ 3h.

3.2.2.3. Isolement

3.2.2.3.1. Isolement a partir du milieu MSRV
A partir de la culture obtenue en enrichissemeninse migration est observée sur la boite de
MSRYV, un isolement est effectué sur deux milieuxoggs : le milieu chromogénique

RAPID’ Salmonella et lemilieu gélose xylose lysine désoxycholaf¥LD ).
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Les boites de milieux gélosés ainnsemencées seront incubées dural-48h dans une

étuve réglée a 37°C, avec une premiére lecturesdj-24h.

a) Le milieu sélective XLLC : les Salmonelles fermentent le xylose puis démarase e
lysine, ce qui alcalinise le milieu et donne delwries caractéristique de salmonelle
qui ont un centre noikCes colonies sont entourées d’'un halo clair eduansparer
dd a un changement de couleur de l'indicateur ds

b) Le milieu RAPID’ Salmonella

Ce milieu consiste a l'utilisation d’'un substraramogéne colorant les colonies pour |
identification plus aisée. Il s’agit d'une assdica d’'un chromophore et un auxochro
(module I'intensité de couleur) sensible a une&leux enzymes spécifigs aux salmonelles a
savoir : C8 estérase,dkdcosidase(Voir figure 9) .Les Salmonelles se présentent sous fc
de colonies caractéristiques de couleur magentzdiiign C8 estérase), facile a identifi
Une contre sélection est utilisée pour fapparaitre les genres bactériens avec une colot
différente.RAPID 'Salmonella permet la détection des salmesemobiles et immobile:
ainsi que lesalmonelldactose positive, incluaiSalmonellaTyphi etSalmonelleParatyphi

3.2.2.32. Isolement a partir dumilieu le MKTTn
A partir de la culture obtenue en milieu MKTTn. Wolement est effectué sur milieu gélc
c’est le milieu chomogénique RAPID’ salmonella. Lisites de milieux gélosés air
ensemenceées, seront incubées durs-48h dans unétuve réglée a 37°C, avec une prem

lecture apres 18-24h.

. Chromophore RI“’] i romophore )
. incolore A CB8-estérase W

e

_ Auxochrome

Auxochrome I

Figure 9 : Principe du milieu chromogene

Dr. HEZIL DJ 63



Matériels et Méthodes

3.2.2.4. Purification sur gélose nutritive
Cing colonies typiques deSalmonella sont prélevées a partir de Chaque boite de milieu
sélectif (XLD et chromogene) puis purifiées surogél nutritive (GN). Aprés incubation a
37°C pendant 18-24h.La confirmation des coloniepsctes a été réalisée a la fois sur gélose
TSI ; et sur galeriéd\PI 20E.

% Le profil biochimique des échantillons a été détagmsur galerie APl 20 E, en se
basant sur le code couleur des différentes réactibas résultats positifs (+) et
négatifs (-) sont inscrits sur la fiche fournie glda kit, le profile numérique obtenu
est reporté sur le logiciel APl web (www.mediclim81) permettant de déterminer le

type de bactérie isolé.

3.2.2.5. Identification sérologique des souches de salmoredlisolées
Cette étape a éte realisée selon la méthode ditaggion sur lame. Pour ce faire, nous avons

utilisé le sérum d&.Dublin.

3.2.2.5.1. Technique

Il importe d’opérer sur une souch®almonellaidentifiée biochimiquement et préalablement
purifiée.
Pour chacune des souches isolées et ensemencées milieu spécifique de conservation,
nous avons procédé a sa purification en ajoutatiait, 0.5 ml de bouilldB.H.I.B) puis en
effectuant un isolement sur gélose Hektoen.
Apres une incubation de 18-24 h a 37°C, une colbi@a isolée est prélevée a l'aide d’'une
pipette pasteur puis repiquée sur les boites des&é\utritive (GN) et incubée a 37°C
pendant 18-24h.
Nous vérifions d’'abord le non agglutinabilité sugrian physiologique de la souche a
sérotyper ; nous testons dans un premier tempsleles sérums polyvalents afiles plus
fréquents (a m’expliquer)

- OMA (sérum O mélange qui contient les agglutininesgilespes A, B, D, E, L).

- OMB (sérum O mélange qui contient les agglutininesgiespes C, F, G, H).
PuisqueS. Dublin fait parti du groupe D, il est impératifutiliser le sérum polyvale®MA
qui est parfois surplanté par I'antigene capsul@fig¢ pour cela, nous avons utilisé le sérum

OMB (voir figure 10) et I'antigene monovalent somatique I'AXP et I'antigene flagellaire

Hgp.
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Souche identifiée biochimiqgueme®almonellaSpp conservée sur le
milieu de conservation

(0.5 ml de bouillon B.H.I.D
4

Isolement sur le milieu gélosé Hektoen

Incubation a 37°C pendant- 24h

&

k Gélose nutritive incubation 24ha 37°ﬁ: /

L’'antigéne somatique L'antigéne somatique
polyvalentOMA + polyvalentOMA -
Mise en évidence de I'antigene somatique Mise en évidence de I'antigene somatique
monovalenO9 polyvalentOMB

¢\ 1

09- 09+
v OMB -
. t .

8

Mise en évidence de I'antigene
flagellaireHgp

j\

Recherche L’antigéne

D’enveloppe

¢ %
Hgp- Hgp + Tester la souche avec
I’antisérum Vi
\_ 4

Si agglutination : éliminer I'Ag
Vi en chauffant une partie de la
Salmonella Dublin culture 10min a 100°c

, 1
Recommencer le sérotypage

Salmonella spp

1. Refaire le sérotypage comme c’est déja

Figure 10: Sérotypage d8almonellaDublin (personnelle).
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Echantillon

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

Dilution 1 /10éme généralement

Méthode de référence Méthode classique
Milieu MSRV et Milieu Enrichissement sélectif Milieu SC
MKTT - Sur milieu liquide et semi -
solide

!

Milieu RAPID’ salmonella et G Milieu Hektoen
Milieu XLD O
—
m
rm Repiquage des colonies
=z suspectes
B l
Purification sur gélose Purification sur gélose
nutritive nutritive
- -

Identification biochimique et sérologique l

Figure 11 : Diagramme comparatif de la méthode classiqle miethode de référence

Dr. HEZIL DJ 66




Matériels et Méthodes

4. Mise en évidence des anticorps dirigés contt@almonellaDublin par analyse
immunologique.
Le test a été utilisBalmonella Ab bovine ELISA sThePrioCHECK ®

% Le kit PrioCHECK ©® Salmonella Ab bovineestun test Elisa indirect utilisé pour la
détection principalement des anticorps dirigés reobaintigeneO : antigénede paroi
ou somatique de nature phospholiposidique (faisartte dulipopolysaccharide LPS
0:1, 9 et12 d&almonellaDublin.

4.1. Principe du test

4.1.1. Prétraitement de la plaque de réaction
Nous avons distribué 100 pl de tampon ELISA das9léts de la microplaque. La plaque a
été couverte avec un film adhésif et incubée penéan/-2Mn a 37+/-1°C. Ensuite, le

tampon ELISA a été rejeté et la plaque lavée 6dvex la solution de lavage.

4.1.2. Mode opératoire
Des microplagues a 96 puits ont été sensibiliséedepLipoPolySaccharide (LPS) purifié a

partir du sérotype Dublin.

Les échantillons de lait ont été préparés cen&gug0 minutes a 4000 g. Au travers de la
couche supérieure de creme et a I'aide d’'une gdedisteur en verre, nous avons préleve le
liquide intermédiaire en veillant & ne pas toucherculot cellulaire sous-jacent. Les

échantillons de lait ont été utilisés sans dilution

4.1.3. Prédilution des sérums de contréle
Nous avons réalisé une dilution au 1/20 pour lesmsg de référence 1,2 et 3 dans une plaque

vierge en meélangeant 10 pl de sérum avec 190 {andeon ELISA.

4.1.4. Incubation des échantillons
Nous avons distribué 100ul de tampon ELISA danglas Al et B1 (blancs) de la plaque
de barrettes. Ensuite, 90 pl de tampon ELISA ahtdétribués dans les puits C1 a H1. 10 pl
de sérum de contrdle 1 dilué au 1/20 (=contrélent)été distribués dans les puits C1 et D1

de la plaque ce qui fait une dilution finale deQD’2st obtenue.

Distribuer 10 pl de sérum contréle 2 dilué au 1(2€ontréle -) dans les puits E1 et F1 de la

plaque. Dilution finale : 1/200
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Distribuer 10 pl de sérum de controle 3 dilué &0XEcontrdle + faible) dans les puits G1 et

H1 de la plaque. Dilution finale : 1/200.

Chaque échantillon de lait est distribué individieralent. On doit distribuer 75 pl de tampon
ELISA dans les puits vides de la plaque. Ensuitgysnavons distribué 25ul de chaque
échantillon de lait (dilution finale :1/4) selonpéan de plaque établi (par ex : 'échantillon 1

en A2, I'échantillon 2 en B2, etc...).

La plague de barrettes a été couverte, apres desslénouvements d’agitation, elle a été
incubée pendant 60+/-5 Mn a 37°C.

Apres incubation et lavage de la préparation 6duex la solution de lavage diluée, 100 ul de
conjugué dilué couplé a la peroxydase (horserish geroxidase ou HRPO) ont été ajoutés
A l'issue d'une seconde incubation d'une heuré°&€ &t d'un second lavage, la solution de
révélation (TMB) est ajoutée. Nous avons distriblggs le TMB sur la microplaque a raison
de 100ul par puits. Aprés une incubation a I'obscurité Ide minutes a 22°C, la solution

d’arrét a été ajoutée a raison de @lQgar puits.

Nous avons ensuite homogénéisé doucement le codésnpuits avant de mesurer la densité
optique (DO).

Les densités optiques ont été enregistrées a Idigelecteur pour plaques en utilisant un
filtre de 450 nm.

4.2.Interprétation des résultats
Calculer la DQ@spmoyenne du blanc (puits Al et B1).
Calculer la DQsg corrigée de tous les échantillons en sous trdgdDO ssoblanc.
Calculer le pourcentage de positivité (PP) desmsgrde contréle 2 et 3 et des échantillons
selon la formule ci-dessous.
La DOyspcorrigée des échantillons est exprimée en pourgerda positivité (PP) par rapport
a la DQspomoyenne corrigée du sérum contrdle 1 (puits C11gt D

DQs corrigée échantillon
PP= x 100

DQs ocorrigée sérum de controle 1
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> Echantillons de sérum
PP< 40% Négatif (absence d’anticorps $igges deS.Dublin dans le prélevement).
PP =40-60% Douteux (échantillon peut contenirA€sspécifiques d& Dublin).
PP > 60% Positif (présence d’anticorps spécifiqiess Dublin dans le prélévement).

5. Les méthodes statistiques
Les comparaisons de méthode avec calcul de lafgitécila sensibilité, I'exactitude et du
Kappa de Cohen ont été réalisées grace au loyitredpiscope 2.0.
Le kappa de Cohen (k) est un coefficient destiméegurer I'accord entre deux variables
gualitatives ayant les mémes modalités. Classignenieest utilisé afin de mesurer le degré
de concordance entre les stades attribués parjdges. Il peut également étre appliqué afin
de mesurer un accord intra-observateur. Il a éiguléaet évalué comme décrit auparavant
(Kirkwood et Sterne, 2003).

Le coefficientK est toujours compris entre -1 et 1 (accord maximdgbituellement, on
utilise le « bareme » suivant pour interpréterdbeurK obtenue :

< 0 Grand désaccord

0.00 — 0.20 Accord tres faible
0.21 — 0.40 Accord faible

0.41 — 0.60 Accord moyen
0.61 — 0.80 Accord satisfaisant
0.81 — 1.00 Accord excellent

Le test de Mc Nemar a été appliqué aux résultatsadts d’analyses et les valeurs p ont été
calculées en utilisant ce sh@p:/marne.u707.jussieu.fr/biostatgv/?modulestesacnemar

Le test a été considéré comme significativemefédiht du test de référence lorsque p <0,05
(Kirkwood et Sterne, 2003).

La puissance d’association entre la positivigaémonellaspp et/ouSalmonellaDublin et les
avortements a été mesurée par I'odds ratio (OR) ealeul d’'un intervalle de confiance de
95% (IC) via le site suivanbttp://easycalculation.com/statistics/odds-ratio.php
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Résultats

II. Résultats
1. Etude bactériologique

1.1.Isolement et identification des souches d&almonelladans les matiéres fécales de
bovin

1.1.1. Par la méthode classique

+ Isolement sur le milieu Hektoen
Sur 184 échantillons de matieres fécales analypaeda méthode classique, nous avons
identifié 3 souches dealmonellesoit une prévalence dg63%.
Sur gélose Hektoen, les colonies obtenues étaledes, a bords réguliers de coloration bleu-
verte avec un centre nolra figure 12 ci-aprés montre I'aspect des coloniesS#&monella
sur milieu Hektoen.

Figure 12: Aspect des colonies typiques 8almonellasur milieu Hektoen
(Photo personnelle)

1.1.2. Par la méthode de Référence NF U 100-47
Les résultats obtenus montrent que sur les 184ymdlents de matiéres fécaléd,se sont
révélés positifs pouBalmonellaspp. soit une prévalence globale de I'ordre @&® %.
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Les figures 13 et 14ci-dessous montrent les colonies caractéristiqgeeSaiimonellasur le

milieu RAPID’ Salmonella et sur le milieu XLD.

Figure 13: Aspect des colonies typiques 8almonellasur milieu XLD (Photo personnelle)

Figure 14: Aspect des colonies typiques Salmonellasur milieu RAPID’ Salmonella

(Photo personnelle)
Apres isolement, la confirmation des colonies sogsea été realisée a la fois sur gélose TSI

et sur galerie APl 20ELa figurel5 montre l'aspect des tubes TSI lors de I'étape de

confirmation.
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Figure 15: Aspect typique d’une culture &almonellasur milieu au TSI

(Photo personnelle)

La galerie API 20 E du profil biochimique permeblbtenir les résultats repris danditgure
16

Figure 16 : Aspect d’'uneSalmonellaspp.sur galerie API20E (Photo personnelle)

1.1.3. Sérotypage
A partir des 14 souches @almonellaspp. isolées de matiéres fécales, 67 coloniestént é
sérotypées avec des sérums ciblant essentiellelmes#irotype Dublin comme décrit dans
matériel et méthodes.
Sur les 67 colonies, 6892,5%) ont agglutiné avec les sérums générauxSdémonella
confirmant par la méme occasion les caractérisatiactériologiques et biochimiques.

Par ailleurs, 5 colonie§’,5%) ont été identifiées comme faisant partie du s@etpublin
(Figure 17).
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Pourcentages csalmonella pp. et de&Salmonell:
Dublin

1007 5 ]

90%
80%
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62

20%
10%
0%
Figure 17: Nombre de colonies (Salmonellaspp. etSalmonellaDublin aprés le sérotypag

Salmonellaspp. en vert) et d&almonellaDublin (en rouge

1.2. Prévalence de Salmonelles en fonction du lieu degdévement
Les prélevements de matiéres fécales avaient atsés dans 19 fermes réparties st
communes différented.es analyses bactériologiques ont montré une pgeal globale d

7,60% et 2,71%pour Salmonellespp. etSalmonellaDublin respectivemer(figure 18).

7.60% Salmonella spp

H Salmonella Dublin

Figure 18 : Prévalence globale cSalmonellaspp. etSalmonellaDublin par analys:
bactériologique
Parmi les 19 fermes étudiées,(31,6%) nous ont permis d’isoleBalmonelli spp. et 3
(15,8%) S Dublin(Tableau 13)
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Tableau 13 Résultats bactériologiques sur la recherch8almonelladans les matieres

fécales de bovin (N=184) en fonction du lieu ddgu@&ment.

Baraki 10 0 0,0% 0 0,0%
Meftah 3 1 33,3% 1 33,3%
Rouiba 1 10 0 0,0% 0 0,0%
Dar El-Beida 10 0 0,0% 0 0,0%
Cheraga 10 0 0,0% 0 0,0%
Douera 12 0 0,0% 0 0,0%
Staouéli 10 0 0,0% 0 0,0%
Zeralda 1 10 0 0,0% 0 0,0%
Zeralda 2 9 0 0,0% 0 0,0%
Bouraoui 6 1 16,7% 0 0,0%
Bordj elkifane 10 1 10,0% 0 0,0%
Babezzouar 1 10 6 60,0% 3 30,0%
Babezzouar 2 10 1 10,0% 1 10,0%
AinTaya 14 0 0,0% 0 0,0%
Rouiba 2 10 0 0,0% 0 0,0%
ITELV 10 4 40,0% 0 0,0%
Haraoua 10 0 0,0% 0 0,0%
Elhamize 10 0 0,0% 0 0,0%
Hammadi 10 0 0,0% 0 0,0%
Total 184 14 7,6% 5 2,7%
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1.3.Comparaison des deux méthodes d’isolement.

1.3.1. Pour I'isolement et I'identification de Salmonellaspp.
Si on considére la méthode de NF U 100-47 comntbadé de référence, on peut comparer
la méthode classique a celleftzEbleau 14).
Tableau 14: Comparaison des résultats de la méthode clasaipmeceux de la méthode de
référence pour I'isolement d&almonellaspp.

+ -
3 0 3

11 170 181
14 170 184

Les résultats montrent une sensibilité de 21,4%,apecificité de 100% et une exactitude de
94,0%.Le calcul de la concordance entre les deukadés par I'utilisation du test de Kappa
de Cohen a montré un coefficient k=0.33 ce quiespond a une concordance faible entre les
deux méthodes.

Par ailleurs, nous avons utilisé le test de Mc Nepaoar veérifier de nouveau la concordance
entre les 2 tests. Le résultat a montré que lex deéthodes donnaient des valeurs
significativement différentes (p<0.05).

1.3.2. Pour I'isolement et I'identification de SalmonellaDublin.
Si on tient le méme raisonnement pour S. Dublinobtient par rapport a la méthode de
reférencetableau 15)une sensibilité de 20%, une spécificité de 100%net exactitude de
99,5%.
Tableau 15: Comparaison des résultats de la méthode clasaipeceux de la méthode de
référence pour I'isolement dgalmonellaDublin.

+ -
1 0 1

4 179 183
5 179 184
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Le calcul de la concordance entre les deux méthpded'utilisation du test de Kappa de
Cohen a montré un coefficient k=0.32 ce qui comeslpa une concordance faible entre les
deux méthodes.

Par ailleurs, le test de Mc Nemar a montré quedlasx méthodes donnaient des valeurs

significativement différentes (p<0,05).

1.3.3. Nombre total d’isolat de slmonelles obtenues par les deux
méthodes
Sur les 67 colonies dgalmonellaspp. testées pour I'agglutination, 56 provenaiers looites
de la méthode de référence et 11 de la méthodsigques Pour la méthode classique, sur les
11 colonies, 10 ont été considérées conaknonellaspp. et 1 comm&almonellaDublin.
Pour la méthode de référence 52 ont été considéaase Salmonellaspp et 4 comme

SalmonellaDublin.

Tableau 16 :Répartition des Souches 8almonek spp. eSalmonellaDublin isolées selon

la méthode utilisée.

Salmonellaspp. 52 10 62
Total 56 11 67

2. Recherche d’anticorps spécifiques d8almonellaDublin dans le lait de vache.
Parmi les 19 fermes analysées d’un point de vuighalogique, 14 ont été analysées pour la
présence d’anticorps dirigés con8ddublin dans le lait de 91 vaches différentes.
Nous avons trouvé 12 prélevements positifs @almonellaDublin, ce qui représente une

prévalence dé3,18%.
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Tableau 17Résultats bactériologiques et immunologie suetherche d&almonelladans

les matiéres fécales et le lait de bovin en famctlu lieu de préléevement.

commune N°aches S.Dublin + N laits S.Dublin +
Baraki 10 0 3 0
Meftah 3 1 3 2

Rouiba 1 10 0 10 0
Dar El-

_ 10 0 4 0
Beida

Cheraga 10 0 9 3
Douera 12 0 11 0
Staouéli 10 0 10 1

Zeralda 1 10 0 0

Zeralda 2 0 0

Bouraoui 0 0
Bordj

10 0 9 1
elkifane
Babezzouar
10 3 0 0
1
Babezzouar
10 1 4 3
2

AinTaya 14 0 0 0

Rouiba 2 10 0 8 0
ITELV 10 0 9 2

Haraoua 10 0 0 0

Elhamize 10 0 0 0

Hammadi 10 0 0 0

Total 184 5 91 12
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3. Etude comparative entre les résultats immunologique du lait et bactériologiques
des matiéres fécales.

Sur 91 échantillons de lait issus des 184 vachescipant a I'étude bactériologique des

matiéres fécales, les résultats immunologiquea&ghiologiques ont été comparés.

Si on considére uniqguement les 91 vaches reprises des 2 études, la positivité

bactériologique pousalmonellaspp. et la positivité immunologique du lait corresgant ont

été analyséesableau 18 et 19).

Tableau 18: Comparaison des résultats de bactériologie et dlinotogie en prenant la

méthode immunologique comme test de référeBaénfonellaspp.).

+ =

3 8
76 83
12 79 91

La méthode bactériologique a été comparée a laigod immunologique prise comme test
de référence, a travers le calcul de la sensipilitéspécificité, I'exactitude, le coefficient
kappa de Cohen et le test de Mc Nemar. Nous constafue la méthode bactériologique est
faiblement sensible par rapport a la méthode imrhogique (Se=41,6%). Cependant, la
spécificité et I'exactitude étaient de 96,2% et 898spectivement. Le calcul de la
concordance entre les deux méthodes par I'utiisadiu test de Kappa de Cohen a montré un
coefficient k=0.44 ce qui correspond a une conaurdanoyenne entre les deux méthodes.
Par ailleurs, nous avons utilisé le test de Mc Nepaoar veérifier de nouveau la concordance
entre les 2 tests. Le résultat a montré que lex deéthodes donnaient des valeurs
significativement différentes (p<0.05).

Tableau 19 Comparaison des résultats de bactériologie ebrdlinologie en prenant la

méthode bactériologique comme test de référédakmonellaspp.).

+ -
5 7 12
3 76 79
8 83 91
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Nous avons calculé pour la méthode immunologicueghsibilité, la spécificité, I'exactitude,
le coefficient kappa de Cohen et le test de Mc Nemar rapport a la technique
bactériologique prise comme test de référence. Nooastatons que la méthode
immunologique est d'une sensibilité moyenne (Se 2806 par rapport a la méthode
bactériologique. En revanche, la spécificité etxdditude étaient de 91,5% et 89%
respectivement.

Le calcul de la concordance entre les deux méthpded'utilisation du test de Kappa de
Cohen a montré un coefficient k=0.44 ce qui comeslpa une concordance faible entre les
deux méthodes .Le résultat du test Mc Nemar a rdapte les deux méthodes donnaient des
valeurs significativement différentes (p<0,05).

Tableau 20: Comparaison des résultats de la bactériologie ¢irdmunologie en prenant la
méthode immunologique comme test de référence (Blirh).

+ -
2 0 2
10 79 89
12 79 91

Si pourS. Dublin, on considere 'immunologie comme testrd&rence et la bactériologie
comme test alternatif, on obtient pour ce dernes #ésultats suivants : sensibilité 16%,
spécificité 100 % et exactitude 89,0%, le coeffiti&Kappa de Cohen = 0.25 et le test Mc
Nemar a montré que les deux méthodes donnaientadesrs significativement différentes
(p<0,05).

Tableau 21:Comparaison des résultats de la bactériologie &tndeunologie en prenant la
méthode bactériologique comme test de référendey§lin)
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Si pourS. Dublin, on considére la bactériologie comme thstréférence et 'immunologie
comme test alternatif, on obtient pour ce derngsr Hésultats suivants : sensibilité 100 %,
spécificité 88 % et exactitude 89%, le coefficikappa de Cohen = 0.25 et le test Mc Nemar

a montré que les deux méthodes donnaient des saggnificativement différentes (p<0,05).

4. Etude Cas-Témoin
Afin de vérifier siSalmonellaDublin était une cause d’avortement chez la vachas avons
réalisé une étude cas-témoin avec comme factempab#ion la positivité &almonella
Dublin.
Un total de 19 exploitations bovines a été étudsér la base d'un questionnaire
épidémiologique, les exploitations étaient sépastegermes témoins et en fermes cas. Les
fermes cas sont celles ou des épisodes d’avortenétmient survenus dans les 5 dernieres
années, phénomene non constaté dans les fermeissétdtlisant ce critére, 5 fermes cas et
14 fermes témoins ont été définies. Les matiéresldéé d’'un total de 184 bovins (43 bovins
dans les fermes cas et 141 bovins dans les fegmesrts) ont été prélevées et analysées pour
l'isolement deSalmonellaDublin.
Par ailleurs, 91 échantillons individuels de lait été prélevés dans 14 fermes différentes (5
fermes cas renfermant 34 bovins et 9 fermes témdims ferme était considérée comme
positive si au moins un animal était positif.
Dans le tableau ci-dessous (19), nous reprenonsld&sls relatifs au nombre de fermes
prélevées séparées en cas et témoins et les tgsptiar Salmonellaspp. obtenus en
bactériologie.
Parmi les 14 fermes témoins, 2 fermes ont moregserdsultats positifs &almonellaspp par
analyse bactériologique, soit une prévalence d28%., Pour les 5 fermes cas, les mémes
analyses ont révélé une positivit&almonellaspp dans 4 des fermes sur 5 (80%gkleau
22). En d'autres termes, la prévalence globale aeanivdes fermes a révelé un taux de

31,57% de positifs &almonellaspp
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Tableau 22: Prévalence en fonction du statut desrfaes

4.96
14 (73.68) 2 12 14,28% 141(76.63) 7
(1,3-8,62)
16.27
5 (26.31) 4 1 100% 43 (23.36) 7
(5,01-27,53)
7.60
19 6 12 31,57% 184 14 (3,69-11,51)

Parmi les 184 matiéres fécales analysées, nous guoisoler 14 souches 8almonellaspp.
Parmi les 14 souches &almonellaspp .isolées, 7 appartenaient aux animaux des $ecawe
soit une prévalence del6.27%. Chez les animauxtemaat aux fermes témoins, 7 souches

ont été isolées soit un taux de 4.96Pal{leau 22).
4.1.Etude cas-témoin en fonction des résultats bactétmiques

4.1.1. Cas-témoin au niveau de I'exploitation
Nous avons calculé I'association entre I'expositeosalmonellaet le fait d’observer des
avortements dans la ferniBableau 23).
Dans un premier temps, nous avons pris en consioléraniquement les résultats obtenus

pourS.Dublin.
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Tableau 23:Etude cas-témoin au niveau de I'exploitation ercfiom des analyses

bactériologiques positives a S. Dublin

Positives 2 1 3
Négatives 3 13 16
Total 5 14 19

" 40% 7,14%
Taux d’exposition 0% °

0, 66 0,07
Odd
Odds Ratio (IC 95%) 8,66 (0.58- 130.12)

L’étude cas-témoin montre un taux d’exposition @éo4pour les fermes cas comparativement
a 7,14 % pour les fermes témoins. Cependant, dtamté le faible nombre de fermes testées
I'Odds ratio n’était pas significativement difféteshe 1 (p=0,12). Il en résulte qu’il n'y a pas

d’association entre la présenceSi®ublin dans la ferme et la présence d’avortements

Tableau 24:Etude cas-témoin au niveau de I'exploitation ercfom des analyses

bactériologiques positivesSalmonellaspp.

Positive 4 2 6
Négative 1 12 13
Total 5 14 19

Taux d’exposition 80,00% 14,28%
Odd 4 0,16

Odds Ratio (IC 95%) 24 (1.6 -341.0)
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L’étude cas-témoin en rapport avec les fermes igesitou négatives &almonellaspp.
montre un taux d’exposition de 80% pour les fercascomparativement a 14,28 % pour les
fermes témoins. L'odds ratio était de 24 et sigaiivement différent de 1 (p=0,02). Il en
résulte qu'’il existe une association positive digative entre la présence &almonelladans

la ferme et la présence d’avortement.

4.1.2. Cas-témoin au niveau individuel

Sur le plan individuel pou$. Dublin, le calcul de I'Odds Ratio a révélé une valde 2,2
(tableau 25).Cette valeur n’est pas significativement difféeede 1 (p=0,24). L’'analyse du
tableau montre un taux d’exposition de 4,65 % pearanimaux de fermes cas. Dans le
groupe témoin, ce taux n'est que de 2,12%. En cpsie, il n'y a pas d’association entre le
fait d’avoir des bovins positifs a S. Dublin danseuferme et le fait d’y rencontrer des
avortements.

Tableau 25: Cas-témoin au niveau individuel en fonction desultéts bactériologiques

positifs a S. Dublin.

Positifs

Négatifs 41 138 179
Total 43 141 184
Taux 4,65% 2,12%

d’exposition
Odd 0,04 0,02
Odds Ratio 2,2 (0,36-13,88)

Si on considere les résultats positifSalmonellaspp sur le plan individuel, le calcul de
I'Odds Ratio a réveélé une valeur de 3,72 (tabl@&). Cette valeur n’est pas significativement
différente de 1 (p <0,05). L’analyse du tableanntr®un taux d’exposition de 16,27 % pour
les animaux de fermes cas. Dans le groupe témantaox n'est que de 4,96%. En
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conséquence, il y a une association positive elatréait d’avoir des bovins positifs a

Salmonellaspp. dans une ferme et le fait d’y rencontrerad@stements.

Tableau 26:Cas-témoin au niveau individuel en fonction desiitats bactériologiques

positifs aSalmonellaspp.

Positifs

Négatifs 36 134 170
Total 43 141 184
Taux d’exposition 16,27% 4,96%
Odd 0,19 0,05
Odds Ratio 3,72 (1,22-11,29)

4.2.Etude cas-témoin en fonction des résultats immunadiques du lait
Nous avons par ailleurs, prélevé du lait chez @lividus dans 14 fermes différentes (5 cas et
9 témoins).
Si on considere I'étude cas-témoin au niveau dpkgations, celle-ci a révélé ce qui suit :
Le taux d’exposition dans les fermes cas était@¥d contrairement aux fermes témoins qui
étaient faiblement exposées (11,11%). I'Odds Ratinormalement une valeur infinie en
raison de la présence du zéro. Dans ce cas, oted)obl a toutes les valeurBagano &
Gauvreau, 2000; Deeks & Higgins, 2010) Avec cette modification, on obtient une valeur
d’'OR de 62,33 (2,13-1823}ableau2?). Cette valeur est significativement différente e
(p<0,05). Il en résulte gqu'il existe une associatpositive entre le fait d’avoir une réponse

positive aSalmonellaDublin pour le lait et le fait d’avoir des avortents dans la ferme. Ceci
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est encore souligné par le taux d’exposition ded @@s fermes cas alors gu'il n'est que de
11,11% dans les fermes témoins.
Tableau 27: Etude cas-témoin au niveau de I'exploitation emcfion des résultats obtenus

par analyse immunologique du lait (S. Dublin).

Positifs 5 (5,5)* 1(1,5)*

Négatifs 0 (0,5)* 8 (8,5)*
Total 5 9 14
Taux d’exposition 100% 11,11%
Odd o (11) * 0,12 (0,176)*
OddsRatio 62,33 (2,13-1822)

*Les chiffres entre parenthéses sont les valeurdifides pour le calcul de I'Odds

ratio comme décrit ci-dessus.
Si on considere I'étude cas témoin sur le planviddil, celle-ci a réveélé ce qui suit : 'Odds
Ratio a une valeur de 26,7&lfleau 28).Cette valeur est significativement différente de 1
(p<0,01). Il en résulte qu'il existe une associatpositive entre le fait d’avoir une réponse
positive pour le lait et le fait d’avoir des avartents dans la ferme. Ceci est encore souligné
par le taux d’exposition de 32,35 % pour les anxnaes fermes cas alors qu’il n’est que de
1,75% dans le groupe témoin.

Tableau 28: Etude cas-témoin sur le plan individuel en foncties résultats obtenus par

analyse immunologique du lait (S. Dublin).

Positifs 11 1

Négatifs 23 56 79
Total 34 57 91
Taux d’exposition 32,35% 1,75%
Odd 0,47 0,01
Odds Ratio (IC 95%) 26,78 (3.27-219.57)
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Discussion

II. DISCUSSION
Ce travail s’inscrit dans un projet de recherches garge visant a identifier et a caractériser

les agents pathogenes responsables d’avortementechevin en Algérie.

Chez les bovins, la salmonellose est une maladiaat@mue causée par plusieurs sérovars de

Salmonellaenterica pouvant causer des pertes économiqusgléaables.

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

seront a l'origine de graves problemes de sanfgadiois entrainant méme la mort.

Salmonellaentericasérotype Dublinet Typhimurium sont les plus frequemment rencaentré
chez les bovins. Cependant, le sérotype Dublircegtinement le plus préoccupant du fait
d’abord de son caractere particulierement invasifgpquant ainsi septicémie et avortements
chez la vache et d’autre part, avec le sérotypdibutertains animaux demeurent infectés a
vie sans manifester de signes cliniques (portetar®néques) ce qui va qui perpétuer

I'infection dans leur environneme(Richardson et Watson, 1971).

Les objectifs principaux de ce travail consistaient

1) de déterminer la prévalence des Salmonelles pmsnt et sérotypage a partir de
matieres fécales récoltées chez les bovins daégilen d’Alger ;

2) de comparer la méthode classique (dite de rouéh& méthode de référenbie U
47-100 pourlisolement des souches @&almonellaenterica;

3) de déterminer la prévalence 8almonellaDublin par analyse immunologique du lait
en mettant en évidence les anticorps spécifiques ;

4) de déterminer une association possible entre Eepoe de S. Dublin dans les matieres
fécales et un lait immun.

5) de réaliser une étude épidémiologique de typedasih pour mettre en évidence un

lien statistique entre la présence des salmonehies les bovins et les avortements.

1. Isolement et identification des souches de Salmoted dans les matiéres fécales de
bovin

Des échantillons de matieres fécales de 184 vamoegnant de 19 fermes ont été analysées

pour rechercher le gerntgalmonellapar deux méthodes, une méthode classique de eputin

largement utilisée au niveau de la plupart desrktboes vétérinaires en Algérie, et une

meéthode de réeférendd U 47- 100 (Afnor, 2007).
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1.1Par la méthode classique
Suite a l'utilisation de la méthode classique ®# matiéres fécales de bovins, nous avons
identifié 3 individus positifs &almonellasoit une prévalence dk63%. Pour cela, nous
avons utilisé le milieu Hektoen ensemencé par wiire de 24h a partir du bouillon au
sélénite de sodium. Les milieux au sélénite dewnds’'opposent au développement des

bactéries a Gram positifs et favorisent donc légssemce des GranfPalton et al ., 2004).

Cependant, cette technique est rarement utilisés d&autres pays réalisant des travaux
similaires, puisque elle est peu sensible, ne paufaare la difféerence entre la majorité des
especes des Entérobactéries. Par conséquent, pgoreater le seuil de détection des
Salmonelles, il est recommandé de rajouter dautmedieux d’enrichissement
(Schénenbricher et al ., 2008).

1.2. Par la méthode de Référence NF U 100-47
La méthode de référence recommande ['utilisationddax milieux d’enrichissement, le
milieu MKTTn et le milieu modifié Semi-solide de Raaport-Vassiliadis (MSRV) qui est
fondé sur la capacité des espéecesSmonella de se reproduire et d’étre mobiles dans le
milieu apres incubation a 41,5°C sous des conditaméequates d’humidif®e Smedt et al .,
1986 ; Worcman-Barninka et al., 2001 ; Poppe et al2004 ).

L'utilisation de la technique de référen@éF U 47-100)a montré un taux de positivité de
7.60% soit 14 vaches détectées excrétriceSalenonellaspp. sur un total de 184 vaches qui

ont été préeleveées.

Plusieurs études ont été effectuées dans diff&eatgons du monde utilisant aussi la culture
bactérienne comme méthode de diagnostic pour relodieles salmonelles dans les matieres
fécales des vaches afin d’étudier le portage efct&ion chez cette espece animale. Les
résultats obtenus sont tres variés. Huston etalwodhteurs (2002) ont montré un résultat
proche a celui obtenu dans notre étude, avec undaxcrétion de6% chez des vaches
laitiéres dans I'Etat d’Ohio aux USA.

Toujours et afin de déterminer le statut des vatdiigres vis-a-vis des Salmonelles, d’autres
enquétes épidémiologiques réalisées dans différargions des Etats-Unis ont noté des
résultats Iégérement supérieurs. C’est le casétiedé effectuée par Warnick et collaborateurs
dans le Michigan, le Minnesota, le Wisconsin efat@e New York qui ont rapporté un taux
de9,3%(Warnick et al., 2003).Callaway et collaborateurs ont trouvé un taux déswent de
9,96% sur un échantillon de 960 vach&allaway et al ., 2005)Et Kevin et collaborateurs
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ont montré une prévalence ti@,1% (558/5797 vachegKevin et al., 2010).Les prévalences
supérieures a celle obtenue dans notre étude pewexpliquer par le nombre de
prélevement qui est beaucoup plus élevé dans lessaétudes. La région peut aussi
influencer la fréquence d’isolement d’'une étudéaatte. En effet, plusieurs chercheurs ont
confirmé cette hypothég&allaway et al ., 2005). A titre d’exemple on estime que 27 a
31% des troupeaux laitiers a travers les Etats-Soig colonisés par des Salmonelles, I'une
des plus graves bactéries pathogénes, responsaffiectipns d’origine alimentaires aux
Etats-UnigGallaway et al ., 2005).

Une étude réalisée au Nouveau-Mexique et au Texasne période de deux années ou 1560
matiéres fécales ont été prélevées et analyséemule de Salmonelles isolées a atteint
25,19% (393/1560) Edrington et al ., 2004).

Dans une étude effectuée au Burkina-Faso, Kagamétegallaborateurs (2013) ont obtenu
une prévalence dé2% sur un échantillon de 383 vaches. Ces résultat$ Isogement
supérieurs aux notres, cependant, leur prévalestca mettre en relation avec la méthode de
diagnostic utilisée qui était la PCR. En effet, te6thodes moléculaires sont reconnues trés
sensibles et spécifigues pouvant détecter le pattognéme dans des prélévements

faiblement contaminégd&agambega et al ., 2013).

En revanche, d’autres études ont rapporté deslpréoes tres faibles, c’est le cas des travaux
d’Adésiny et collaborateurs, effectués a TrinitéEspagne, qui ont noté un taux d'isolement
de0,9% sur un nombre de prélevement de 333 vaches &stau cours d’une étude effectuée
sur plusieurs entéropathoger{@siésiny et al., 1996)En Angleterre, un taux de4% a été
obtenu au cours d’'une étude effectuée en 200Flssieurs espéces animales y compris les
bovins(Milnes et al ., 2009)Fossler et collaborateurs ont trouvé un tauxd @8 dans une
étude complémentaire a I'étude effectuée préaladadenpar Warnick et collaborateurs
(Fossler et al ., 2004).

Dr. HEZIL DJ 88



Discussion

Prévalence (%)

50

30~

0

10 =
Notre étude:7,6% mm)

Figure 19 Représentation en boite a moustaches des préealeeSalmonellaspp dans les

matieres fécales de bovins repris de la littératNos résultats sont indiqués par une fléche.
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Figure 20: Répartition en percentiles des prévalenceSalmonellaspp observées dans la

littérature.
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Notre valeur (n=7,6%) est indiquée par une ligreabl Elle correspond au percentile 45%, ce
qui signifie que 45% des valeurs sont inférieula Prévalence trouvée dans notre étude alors

que 55% des valeurs lui sont supérieures.

1.3.Sérotypage
La détection et l'identification du séroty@almonellaDublin parmi les Salmonelles isolées
dans les matiéres fécales prélevées a partir dmdehes d&almonellaspp. isolées était de
2,71%. Ce résultat reste proche a celui obtenu par Nigdseollaborateurs dans leurs travaux
effectués au Danemark avec un taux allantOd® a 2,8% de positifs pour le sérotype
SalmonellaDublin (Nielsen et al ., 2013).

Malgré qu'il soit le sérotype le plus frequemmencrété dans les matieres fécales des
vaches, le sérotype Dublin est faiblement déteatss des études. C’est aussi le cas du résultat
obtenu aux USA par Edrington et collaborateurs awetaux del% sur les393 échantillons

positifs pourSalmonellaspp.(Edrington et al., 2004).

Néanmoins, certains auteurs ont rapporté des aspllus ou moins élevés. Cela a été montré
par Nielsen et collaborateurs avec un taux all@®% jusqu’'al4%. Leurs résultats sont a
mettre en relation avec le nombre élevé des prélents qui était de 4531 échantillons de
matieéres fécales prélevées sur des vaches laitl@msisegNielsen et al ., 2004)Au cours

de leur étude effectuée en Californie, Pacer efalotateurs ont enregistré un taux de
positivité del0,7% pour le sérotype Dublin parmi les 16% des salrlesmelétecteeéPacer

et al ., 1989).1l est a savoir, qu&almonellaDublin est le sérotype d8almonellale plus
souvent isolé chez les bovins danois et il esbrdgine des pertes économiques signalées dans
les troupeaux infectés. De ce fait, un programmtomal de surveillance d&almonella
Dublin a été lancé au Danemark en Octobre 2002.2@3, la prévalence dgalmonella
Dublin chez les troupeaux laitiers testés étaibde. Ce taux a diminué d&2% en 2009

suite & des compagnes de contrdle et de sendibitig&rsboll et Nielsen, 2011).
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Figure 21 Représentation en boite a moustaches des préealde S. Dublin selon la

littérature. Notre résultat est indiqué par lalilec

On constate que la prévalence trouvée dans noide €2,7%) est parmi les valeurs les plus

basses.
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Figure 22: Représentation de la distribution en percentiessgtévalences de S. Dublin

observées dans la littérature. Notre résultategsésente par la fleche.

On constate qu’il correspond au percentile 40%gusesignifie que 40% des valeurs sont

inférieur.
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2. Prévalence de Salmonelles en fonction du lieu degdévement.
Les prélevements de matiéres fécales avaient atisée dans 19 fermes réparties sur 17
communes différentes. Les analyses bactériologignésnontré une prévalence globale de

7,60% et2,71%pourSalmonellaspp. et SalmonellaDublin respectivement

Parmi les 19 fermes étudiées,(&L,6%) nous ont permis d'isoleBalmonellaspp. et 3
(15,8%) S Dublin.
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Figure 23 Carte géographique de la wilaya d’Alger montiastcommunes prélevées.

Les fermes ou les Salmonelles ont été isolées Iesnsuivantes : Meftah avec un taux de
33,3% (1/3) et33,3% (1/3), Bouroui avec un taux des,7% (1/6) etO %, Bordj El Kifan
avec un taux dé0% (1/10) et0%), Babezzouarl avec un taux @@ (6/10) et33 % (3/10),
Babezzouar2 avec un taux 4@% (1/10) et10% (1/10), ITELV avec un taux dé0% (4/10)
et0%, pourSalmonellaspp etSalmonellaDublin respectivement.

Nous remarquons que les vaches appartenant aurdessues de la région Est de la Wilaya
d’Alger sont les plus exposées aux Salmonellesa @elurrait étre d0 aux mauvaises

conditions d’hygiene signalées dans ces régions.
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3. Comparaison des deux méthodes d’isolement bactéragique

3.1. Pour l'isolement et I'identification de Salmonellaspp.
Pour comparer entre les deux méthodes, nous awalnglé la spécificité, la sensibilité,
I'exactitude. Nous avons calculé par ailleurs,dagordance entre les deux méthodes a travers

le coefficient kappa de Cohen et en utilisant alestgst de Mc Nemar.

La méthode classique a été comparée a la méthodd&JIMNIP-47 prise comme test de

référence.

Les résultats ont montré une sensibilité de 21486, spécificité de 100% et une exactitude
de 94,0% ce qui signifie que la méthode classigug’@st pas montrée tres sensible comparée
a la méthode de référence. En d’autres termesprgre de positifs est plus important en
méthode de référence NF U100-47 gu’en méthodeiglassSi on considére la spécificité, on
constate qu’elle est toujours proche de 100%. Lebwe de faux positifs en méthode
classique est donc nul. Le manque de sensibilistggobablement di au fait que la méthode

de routine n’utilise pas d’enrichissement sélectif.

Le calcul de la concordance entre les deux méthpded'utilisation du test de Kappa de
Cohen a montré un coefficient k=0.33 ce qui comespa une concordance faible entre les
deux méthodes. L'utilisation du test de Mc Nemaunrpeerifier de nouveau la concordance
entre les 2 tests a montré que les deux méthodesackmt des valeurs significativement
différentes (p<0.05).Ces résultats obtenus montrpré les deux meéthodes sont assez
divergentes pour l'isolement d&almonellaspp. Nos résultats montrent que la méthode NFU
47-100 doit étre privilégiée par rapport a la métholassique.

3.2. Pour l'isolement et I'identification de SalmonellaDublin.
Si on tient le méme raisonnement p@&irDublin, on obtient par rapport a la méthode de
référence une sensibilité de 20%, une spécifia@té@D% et une exactitude de 99,5%.
Le calcul de la concordance entre les deux méthpded'utilisation du test de Kappa de
Cohen a montré un coefficient k de 0.32 ce quiespond également a une concordance
faible entre les deux méthodes. De méme, le testideNemar a montré que les deux
méthodes donnaient des valeurs significativemeiférdntes (p<0,05). Méme constat que
pour Salmonellaspp les deux méthodes montrent des résultats divergentsl’isolement de
S. Dublin.
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Cependant, la méthode NF U 47-100 n’est pas sgeéeipour le sérotype Dublin et donc le
fait de trouver plus de S. Dublin par cette méthadat simplement du fait que cette méthode
est plus sensible pour la détectionS#émonellaspp. en général.

3.3.Nombre total d’isolat de salmonelles obtenues pae$ deux méthodes
Dans notre étude, la méthode classique nous a pefisoler 10 souches dalmonellaspp.
et une souche dgalmonellaDublin. Alors que, la méthode de Référence NF U@@-4 mis

en évidence 52 souches Sl@imonellaSpp. et 45almonelleDublin.

Par comparaison aux autres milieux d’isolement8)&RV donne une ameélioration de plus
de 500 fois pour la détection &lmonella entericéZdragas et al ., 2000).Ce milieu peut
réduire de 24 heures le temps requis pour lideatibn d'un échantillon positif
comparativement a la méthode classjgidens laquelle I'enrichissement sélectif utiliséant
milieu Sélénite Cystine (SC) ne donne aucune inidicasur le genre bactérien apres 24

heures d’'incubatio@Poppe et al ., 2004)

En effet, Schonenbrucher et collaborateurs ont démoen 2008 dans des conditions
expérimentales, que le milieu Semi-solide de Rpppa/assiliadis est le plus sélectif
(97,4%) comparé au milieu au Tétrathionate de Nmaire (MKTTn, 94,9%) et Sélénite

Cystine (38,5%])Schonenbriicher et al., 2008).

Concernant I'étape de lisolement, dans la méthaissique certains sérotypes de
Salmonella sppfermentent le lactose avec ou sans productior28:HCes colonies passent
souvent inapercues au technicien de laboratoirgucaugmente le taux de faux négatifs des
préléevements analysé@nonyme, 2006). Cependant, la méthode de référence qui est
effectuée sur deux milieux gélosés, le milieu XL\i2@apparition de colonies rouges (roses)
a centre noir et sur le milieu RAPID’ Salmonell& principe de ce dernier, repose sur la mise
en évidence de deux activités enzymatiques (C8asstel3-glucosidase). L&kalmonellaspp.

se présentent sous forme de colonies caractéestigie couleur magenta (détection C8
estérase), facile a identifié@Perry et al ., 1999 ; Cooke et al., 1999 ; Schorteniicher et al.,
2008 ).Une contre sélection est utilisée pour faire agipi@ les autres genres bactériens avec

une coloration différente.

Le milieu RAPID’ Salmonella permet la détection des salmonelles mobiles etdhiles,
ainsi que lessalmonelladactose positive, incluanBalmonellaTyphi etSalmonellaParatyphi
(Manafi et al., 1991, Perry et al., 1999; Schonenficher et al., 2008 ).
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Sur ce milieu, les colonies d8almonella sont facilement repérables et ne nécessitent pa
un deuxieme repiquage, comparativement au miliektdée, dont les colonies de
Salmonella peuvent apparaitre gris bleu avec ou sans cewire parfois de tres petites
colonies vertes a transparentes souvent confondues les colonies de Proteus ou

masquées par celles@: coli, ce qui conduit a 'apparition de faux négatifs.

Les milieux chromogenes se sont montrés plus fipées a 24 h d’incubation que la gélose
Hektoen(Zdragas et al ., 2002)Ces milieux peuvent diminuer le temps d’idenéfion des
salmonelles(Perez et al ., 2003)et surtout 'ABC medium qui est trés spécifiquex au

Salmonellaspp. dans les sell¢Berry et al ., 1999)

4. Recherche d’anticorps spécifiques d8almonellaDublin dans le lait de vache :
Le lait prélevé a partir de 91 vaches était analyag la technique sérologique ELISA

PrioCHECK ® afin démettre en évidence des anticorps dirigéstreole sérotype
SalmonellaDublin. Un taux de positivité dE3,18% (12/91) a été relevé.

Ces résultats sont approximativement proches a obtenus par Nielsen et collaborateurs
qui ont enregistré un taux dd% dans leur travaux réalisés au Danemtielsen et al .,
2009) ;a ceux de Poppe et collaborateurs qui ont obtentawn de13% (Poppe, 2011gt
aux travaux de Smith et al qui ont révelé un taeig411% (Smith et al., 1989).

Cependant, certains auteurs ont enregistré despiasxeleves. C'est le cas de Nyman et
collaborateurs qui ont rapporté dans leur étuddawx del7% sur un nombre de 1069
échantillons de lait de vaches prélevées au coess mtogrammes de contrdle qui se
poursuivaient depuis des années afin de mettreider&e la prévalence @&almonellachez

les animaux producteurs de denrées alimentairatomes(Nyman et al., 2013)Doherty et
collaborateurs ont obtenu un taux4#%6 sur un nombre de 309 préléevements de lait a partir
de vaches irlandaises ; I'incidence de la salmogelldans la région de I'lrlande est plus
grande dans les régions ou des densités de bawmihgedativement élevéefoherty et al.,
2014).

Au cours d’'une enquéte effectuée en 2002, par Viess&l et collaborateurs dans différentes
exploitations agricoles de 21 Etats des USA d’Amégi 861 échantillons de lait de citerne
ont été préleves et analysés pour rechercher elifferagents pathogénes, le taux de présence
de SalmonellaDublin n’a pas dépasseé le 0,11% (1/861). Il s’dginh taux relativement bas,
cependant, la comparaison n’est pas tres justgifieque la technique utilisée dans cette
étude est la culture bactérienne qui est considéséane une méthode moins sensible que
'ELISA (Van Kessel et al ., 2004).
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5. Etude comparative entre les résultats immunologiguedu lait et bactériologiques des
matiéres fécales.
Sur 91 échantillons de lait issus des 184 vachecipant a I'étude bactériologique, les

résultats immunologiques et bactériologiques ahtémparés.

La positivité bactériologique pousalmonellaspp. et la positivité immunologique du lait
correspondant ont été analysées et les résultaenusb ont été comparés pour les deux

méthodes.

La méthode bactériologique a été comparée a laigpod immunologique prise comme test
de référence, a travers le calcul de la sensipiitéspécificité, I'exactitude, le coefficient

kappa de Cohen et le test de Mc Nemar. Nous avamstaté que la méthode bactériologique
était d’'une sensibilité modérée par rapport a lahodwe immunologique (Se=41,6%). Ceci

signifie que le nombre d’échantillons positifs étdisupérieur par la méthode immunologique
par rapport a la méthode bactériologique. Cepandaspécificité et I'exactitude étaient de

96,2% et 89% respectivement. Le calcul de la catamre entre les deux méthodes par
l'utilisation du test de Kappa de Cohen a montrécaefficient k=0.44 ce qui correspond a
une concordance moyenne entre les deux méthodeaillears, nous avons utilisé le test de
Mc Nemar pour vérifier de nouveau la concordandeedas 2 tests. Le résultat a montré que

les deux méthodes donnaient des valeurs signiferant différentes (p<0.05).

Dans un deuxiéme temps, c’est la méthode bactérople qui a été considérée comme le test
de référence et la méthode immunologiqgue commealéstnatif. Nous avons obtenu pour

cette derniére, une sensibilité moyenne (Se = g&fyapport a la méthode bactériologique.
En revanche, la spécificité et I'exactitude étadmt91,5% et 89% respectivement. Le calcul
de la concordance entre les deux méthodes palisaiion du test de Kappa de Cohen a
montré un coefficient k=0.44 ce qui correspond & goncordance faible entre les deux
meéthodes. Le résultat du test Mc Nemar a montré lgsiedeux méthodes donnaient des

valeurs significativement différentes (p<0,05).

La comparaison est ici hasardeuse puisque le tederiologique recherch8almonella
enterica quelque soit le sérotype alors que leitestunologique cible anticorps spécifiques
de S. Dublin. Quoi qu’il en soit, le test immundlpge s’est montré plus sensible que le test
bactériologique. Ceci signifie qu’on obtient plus positifs par la méthode immunologique

gue par la méthode bactériologique.
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Pour S Dublin, nous avons considéré I'immunologie commest de référence et la
bactériologie comme test alternatif, on a obtera fésultats suivants : sensibilité 16%,
spécificité 100 % et exactitude 89,0%, le coeffiti&appa de Cohen = 0.25 et le test Mc
Nemar a montré que les deux méthodes donnaientadesrs significativement différentes
(p<0,05).

Si on considere pour S. Dublin, la bactériologienote test de référence et I'immunologie
comme test alternatif, on obtient ce qui suit :sdgtité 100 %, spécificité 88 % et exactitude
89%, le coefficient Kappa de Cohen = 0.25 et |l¢ Ms Nemar a montré que les deux

meéthodes donnaient des valeurs significativemdférdntes (p<0,05).

Les deux techniqgues mesurent des parameétres dif§eréa bactériologie recherche la
présence du germe dans les matiéres fécales alerBagpproche immunologique recherche
des anticorps spécifiques dans le lait. Le test ummipogique se montre nettement plus
sensible que le test bactériologique. Si on comsidés 91 animaux testés par les deux
méthodes, on a 12 animaux positifs pour la méthmaeunologique alors que le nombre de
positifs pour la méthode bactériologique n’est dee2. |l est possible que la présence des
anticorps signe un contact antérieur agatmonellaDublin bien que la bactérie ne soit plus

présente dans les matieres fécales.

6. Etude Cas-Témoin
Sur les 19 fermes étudiées, 14 (73,7%) étaienfetrres témoins c’est-a-dire sans cas récent
d’avortement et 5 (26,3%) étaient des fermes cast-@-dire des fermes ou des cas

d’avortement ont été observés durant ces 5 dem@meées.

Parmi les 14 fermes témoins, 2 fermes ont montsérélgultats positifs Salmonellaspp par
analyse bactériologique, soit une prévalence d28%., Pour les 5 fermes cas, les mémes
analyses ont révélé une positivit€almonellaspp dans 4 des fermes sur 5 (80%). En d’autres
termes, la prévalence globale au niveau des feenrégélé un taux de 31,57% de positifs a

Salmonellaspp

6.1. Prévalence en fonction du statut des fermes
Parmi les 184 matiéeres fécales analysées, nous goisoler 14 souches 8almonellaspp.
Parmi les 14 souches &almonellaspp isolées, 7 appartenaient aux animaux des ferages
soit une prévalence del6.27%. Chez les animauxtappat aux fermes témoins, 7 souches

ont été isolées soit un taux de 4.96 %.
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6.2. Etude cas-témoin en fonction des résultats bactétmmgiques

6.2.1. En fonction des analyses bactériologiques positivasSalmonellaspp.

6.2.1.1. Cas-témoin au niveau de I'exploitation
L’étude cas-témoin en rapport avec les fermesipesibu négatives &almonellaspp montre
un taux d’exposition de 80% pour les fermes caspavativement a 14,28 % pour les fermes
témoins. L'odds ratio était de 24 et significativam différent de 1. Il en résulte qu'’il existe
une association positive significative entre laspree deSalmonelladans la ferme et la

présence d’avortement.

6.2.1.2. Cas témoin au niveau individuel
Si on considere les résultats positifSalmonellaspp sur le plan individuel, le calcul de
I’Odds Ratio a révélé une valeur de 3,72 .Cettewadst pas significativement différente de 1
(p <0,05). L’'analyse du tableau montre un tauxpiesition de 16,27 % pour les animaux de
fermes cas. Dans le groupe témoin, ce taux n'estdgu4,96%. En conséquence, il y a une
association positive entre le fait d’avoir des Ibsvpositifs é&Salmonellaspp. dans une ferme

et le fait d'y rencontrer des avortements.
6.2.2. En fonction des analyses bactériologiques positivasS. Dublin

6.2.2.1. Cas-témoin au niveau de I'exploitation
L'étude cas-témoin montre un taux d’exposition G&cdpour les fermes cas comparativement
a 7,14 % pour les fermes témoins. Cependant, dtamté le faible nombre de fermes testées
'Odds ratio n’était pas significativement diffétede 1. Il en résulte qu’il n'y a pas
d’association entre la présence SleDublin dans la ferme et la présence d’avortemesrs
conséguence, pour pouvoir conclure, un plus gramaone de fermes devrait étre testé. En
effet, pour une prévalence de la maladie de 10®&udrait tester au moins 86 fermes pour un
risque relatif de 4Toma et al ., 2001)avec une proportion de un a trois témoins par cas.
L’interprétation de I'odds ratio doit se faire derhaniere suivante :
Soit 'OR n’est pas significativement différent deet il n’y pas d’association entre le fait
d’étre exposé &almonellaet le fait d’avoir des avortements dans la ferme.
Soit I'OR est significativement supérieur a 1 etde d’étre exposé &almonellafavorise les

avortements dans la ferme

Dr. HEZIL DJ 98



Discussion

Soit 'OR est significativement inférieur a 1 et feat d’étre exposé &almonellaprotége

contre les avortements.

6.2.2.2. Cas-témoin au niveau individuel

Sur le plan individuel pou$. Dublin, le calcul de I'Odds Ratio a révélé une valde 2,2.

Cependant, cette valeur n'est pas significativenuiférente de 1 (p=0,24). L’'analyse du
tableau montre un taux d’exposition de 4,65 % pearanimaux de fermes cas. Dans le
groupe témoin, ce taux n'est que de 2,12%. En cueste, il n'y a pas d’association entre le
fait d'avoir des bovins positifs a S. Dublin danseuferme et le fait d'y rencontrer des

avortements.

6.3. Etude cas-témoin en fonction des résultats immunaliques du lait . Dublin)

6.3.1. Au niveau de I'exploitation
Si on considere I'étude cas-témoin au niveau dedogations, L'OR était de 62,33 (2,13-
1822). Cette valeur est significativement difféeedé 1 (p<0,05). Il en résulte qu'il existe une
association positive entre le fait d’avoir une még® positive &almonellaDublin pour le lait
et le fait d'avoir des avortements dans la fermeciGest encore souligné par le taux
d’exposition de 100% des fermes cas alors gquisingue de 11,11% dans les fermes

témoins.

6.3.2. Sur le plan individuel

Si on consideére I'étude cas témoin sur le planviddeel, celle-ci a révélé ce qui suit : 'Odds

Ratio a une valeur de 26,78 .Cette valeur estfgigtivement différente de 1 (p<0,01). Il en

résulte qu’il existe une association positive etdréait d’avoir une réponse positive pour le

lait et le fait d’avoir des avortements dans larfer Ceci est encore souligné par le taux
d’exposition de 32,35 % pour les animaux des fercassalors qu’il n’est que de 1,75% dans
le groupe témoin.

Le nombre faible de fermes testées (n=14) doit rencourager a la prudence quant aux
conclusions. Néanmoins, nos résultats suggererdlamirect ou indirect de S. dublin associé

aux avortements dans les fermes testées.
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Conclusion et Recommandations

VI.  Conclusion et Recommandations
Cette étude est la premiere investigation du statatériologique et immunologique vis-a-vis
de Salmonellaentericaet/ou Salmonellaentericasérovar Dublirdans des élevages bovins en

Algérie. L’étude a porté essentiellement sur laaél d’Alger.

Dans ce travail, nous avons mené une étude suprEBdvements des matiéres fécales et 91
prélevements de lait parmi les 184 vaches [yaaint a I'étude bactériologique.

Une prévalence globale de 7.6% et 2,7% Skmonellaspp. et Salmonella Dublin
respectivement a été enregistrée dans les mafiécates aprés analyses bactériologiques.
L’analyse immunologique du lait a mis en évidena® prévalence de 13,18% pour

SalmonellaDublin.

La comparaison entre les méthodes bactériologigtiestes (méthode classique et méthode
de référena@NF U 47-100) pour I'isolement des souches 8almonellaentericaa montré
que les deux méthodes sont assez divergentes ¢& quéthode NF doit étre privilégiée par

rapport a la méthode classique du fait de sa medlsensibilite.

Par ailleurs, I'étude comparative entre les résitamunologiques du lait et bactériologiques
des matieres fécales a montré que le test immuigplegest nettement plus sensible que le

test bactériologique.

L’étude cas-témoin en rapport avec les fermes ipesitou négatives &almonellaspp a
montré une association positive significative etdrprésence d8almonelladans la ferme et

la présence d’avortement. Sur le plan individdek résultats ont montré aussi une
association positive.

L’étude cas-témoin en rapport avec les fermes esuindividus positifs ou négatifs a
SalmonellaDublin n’a pas permis d’établir une association claireechds avortements et la
positivité a S. Dublin, en raison du faible nombesfermes testées. En revanche, I'étude cas-
témoin réalisée en fonction des résultats immunglegs du lait $. Dublin) a montré une
association positive entre le fait d’avoir une nég® positive &dalmonellaDublin dans le lait

et le fait d’avoir des avortements dans la ferme.
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Au vu de tous ces résultats obtenus, nous pouvethsie ce qui sulit :

- Les bovins porteurs asymptomatiques peuvent égaleemxeréter des salmonelles

- Au-dela des pertes occasionnées par les salmoesléosélevage et de leur influence sur
I'hygiene et la santé publique, il serait nécegsdiavoir une meilleure connaissance de
I'incidence de cette maladie qu’elle soit animalehoimaine.

- Une surveillance constante a travers l'installatitgnnombreux réseaux de surveillance
doit étre mise en place pour suivre en permanem@dence des salmonelles et son
évolution chez 'homme et dans les élevages bovins.

- Enfin, Salmonellaet notammentS. Dublin doit figurer systématiquement dans le

diagnostic différentiel des avortements chez ldheasn Algérie.
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ANNEXE |
Ministere de I’enseignement supérieur et de la recherche scientifique
Ecole nationale supérieure vétérinaire d’Alger

Enquéte sur les avortements d’origine salmonellique dans les régions d’Alger

1- Votre ferme a-t-elle déja eu des problémes d’avortement ?

2- Sic’est oui depuis quand ?

3- Lavache ou les vaches qui ont avorté sont elles sur places ou bien elles ont quitté la ferme
4- Lieu du travail :

5- Elevage:

D Allaitant. D Laitier. D Mixte.

3-Stabulation :

L] Semi entravé. ] Entravé. L] Libre.

4- mode d’élevage :

L] Extensif. ] Semi extensif. L] Intensif.

5- contact possible des bovins avec des :

1 ovin. ] Caprin ] Lapin. Clchats

1 chiens. [ oiseaux. 1 Faune sauvage.

6 -Nombre de bovin présent dans la ferme :
7- Nombre de bovin prélevé :
8 — Nombre de vache gestante (s) :

9 — Race :

1 croisé. ] Importé. 1 Locale.
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9- Hygiene :

] Bonne. ] Moyenne. [ Mauvaise.

Renseignements concernant la conduite du troupeau :

1- Alimentation propres de toute matiére fécale ?

|:| Oui. |:| Non

3- Ya—t- il eu récemment des introductions d’animaux :

|:| Achat. D Prét.

5- Origine de I’eau de boisson :

[] Réseaux. [] Réserve en surface. (1 puits ou forages.

7- La vache —a-t-elle déja avorté :

|:| Oui. |:| Non.
Sioui :

-N° de lavache:

-Age :

—Race :

L1 croisée. ] Importée. [1 Locale.

- dans quel stade de gestation a-t-elle avorté ? «........cccoeveveer cevverevereneens
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La vache prélevée a-t-elle eu des problemes dfigjest

DOui. DNon.
Si Oui :

Nature des matieres fécales

1 Molles. [ Dpiarrhée.
Si diarrhée :
] Liquide mucoide. ] Liquide mucoide + sang . Liquide huileuse

] Liquide profuse. ] Liquide sanglante.

Si la vache a avorté la diarrhée s’est produite avant ou apres l'avortement .............

[1 Avant. ] Apreés.

Si la vache a avorté quels sont les signes qu’elle a montré avant I'avortement ?

Est-ce que ces signe clinique observées sur 'ensemble de troupeau :

D Oui. D Non.

.............. ?
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ANNEXE I

Matériel d’analyses microbiologiques, milieux de cliure, additifs et réactifs
Matériel :
Balance électronique
Becs Bunsen
Flacons stériles
Pipettes Pasteur
Agitateur a tubes ou Vortex
Portoirs
Incubateurs réglés a 37°C, 42°C
Anse de platine
Boites de Pétri (différentes dimensions)
Réfrigérateur
Congélateur
Papier buvard stérilisé
Lames de verre
Densimeétre
Tube sec
Centrifugeuse
Micropipettes
Milieux de culture, additifs et réactifs

» Eau physiologique.

» Eau distillée stérile.

* Eau péptonée tamponnée

* Bouillon de Rappaport-Vassiliadis.
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Bouillon au sélénite-cystine
Gélose XLD.

Bouillon KMTT

Milieu semi solide MSRV
Novobiocine

Disque SFB

Additif HK

Gélose Rapid’ Salmonella
Gélose inclinée au TSI
Gélose nutritive inclinée
Bouillon nutritif.

Milieu Urée —Indole
Réactif TDA

Réactif ONPG

Réactif VPI

Réactif VPII

Réactif rouge de méthyle

Huile de vaseline stérile.

Galerie API 20 E( Bio Mérieux)
Sérums polyvalents et monovalents

Souche de référence ATCS (Typhimurium14028 ).

Milieu de conservation.
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Quelques compositions des milieux

Eau peptonnée tamponnée
Peptone de viande ou de caséine
Clorure de sodium

Phosphate iodique

Phosphate monopotassique

Eau disillée stérile

bouillon sélénite cystéine
Tryptone

Lactose

phosphate disodique
hydrogénoseélénité de sodium
L-cystine

Gélose XLD

Extrait autolytique de levure
L-Lysine

Lactose

Saccharose

Xylose

Désoxycholate de sodium
Chlorure de sodium
Thiosulfate de sodium
Citrate ferrique ammoniacal
Rouge de phénol

Agar agar béctériologique

Gélose Hektoen

Peptone pepsique de viande
Extrait autolytique de levure
Lactose

Saccharose

Salicine

Sels biliaires

Chlorure de sodium
Thiosulfate de sodium
Citrate ferigue ammonical
Bleu de bromothymol

1g
439
7,2 g
350
1000 ml

59
49
10 g
49
10 mg

39
59
7540
7540
350
2540
59
6,8 ¢
0,8 g
80 mg
13,59

N
QO QQQ © © Q Q Q

o))
o
3

Q
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Fuchsine acide
Agar agr bactériologique

Gélose nutritive

Tryptone

Extrait de viande

Extrait de levure

Chlorure de sodium

Agar agar bactériologique

Gélose TSI

Tryptone

Extrait autolytique de levure
Extrait de viande

Glucose

Lactose

Saccharose

Chlorure de sodium
Thiosulfate de sodium
Citrate ferrique ammoniacal
Rouge de phénol

Agar agar bactériologique

Gélose de conservation
Peptone

Extrait de viande
Chlorure de sodium

Agar agar béctériologique

Milieu semi-solide de Rappaport-Vassiliadis
Digestat enzymique de tissus animaux et

végétaux

Hydrolysat acide de caséine
Chlorure de sodium
Dihydrogene phosphate

Chlorure de magnésium anhydre

vert malachite
Agar agar
Eau

Solution de Novobiocine

Novobiocine (sel monosodique)

Eau

24 mg
13,59

10 g
59
59
10 g

46 g
46 ¢
7,39
15¢g
109 g
0,04 g
2,749
1000 ml

0,05¢
10 ml
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Bouillon au tétrathionate (Muler-Kauffmann)

Extrait de viande

Digestat enzymatique de caséine

Chlorure de sodium
Cabonate de calcium

Thiosulfate de sodium pentahydraté

Sels biliaires
vert brillant
Eau

Solution iodo-iodurée
lode

Idure de potassium
Eau

Milieu urée indole
L-tryptophane

Phosphate monopotassique
Phosphate dipotassique
Chlorure de sodium

Urée

Rouge de phénol a 1%
Alcool a 95%

Eau

439
8,6 g
2609
38,7 ¢
47,8 g
4,78 g
9,6 mg
1000 mi

20 g
25¢g
100 ml

1000 ml
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Annexe |l

Principales caractéristiques des fermes bovines dti¢es.

Présence de Salmonella

Vache Ferme Type de ferme | Salmonella salmonella gp. SalmonellaDublin | Salmonellaspp. Dublin SalmonellaDublin
1 Baraki Témoin 0 0 0 0 0 0
2 Baraki Témoin 0 0 0 0 0 ND
3 Baraki Témoin 0 0 0 0 0 ND
4 Baraki Témoin 0 0 0 0 0 0
5 Baraki Témoin 0 0 0 0 0 0
6 Baraki Témoin 0 0 0 0 0 ND
7 Baraki Témoin 0 0 0 0 0 ND
8 Baraki Témoin 0 0 0 0 0 ND
9 Baraki Témoin 0 0 0 0 0 ND
10 Baraki Témoin 0 0 0 0 0 ND
11 Elmeftah Témoin 0 0 0 0 0 1
12 Elmeftah Cas 1 0 0 1 1 1
13 Elmeftah Témoin 0 0 0 0 0 0
14 Rouiba 1 Témoin 0 0 0 0 0 0
15 Rouiba 1 Témoin 0 0 0 0 0 0
16 Rouiba 1 Témoin 0 0 0 0 0 0
17 Rouiba 1 Témoin 0 0 0 0 0 0
18 Rouiba 1 Témoin 0 0 0 0 0 0
19 Rouiba 1 Témoin 0 0 0 0 0 0
20 Rouiba 1 Témoin 0 0 0 0 0 0
21 Rouiba 1 Témoin 0 0 0 0 0 0
22 Rouiba 1 Témoin 0 0 0 0 0 0
23 Rouiba 1 Témoin 0 0 0 0 0 0
24 Dar Elbaidaa Témoin 0 0 0 0 0 0
25 Dar Elbaidaa Témoin 0 0 0 0 0 0
26 Dar Elbaidaa Témoin 0 0 0 0 0 ND
27 Dar Elbaidaa Témoin 0 0 0 0 0 ND
28 Dar Elbaidaa Témoin 0 0 0 0 0 ND
29 Dar Elbaidaa Témoin 0 0 0 0 0 ND
30 Dar Elbaidaa Témoin 0 0 0 0 0 ND
31 Dar Elbaidaa Témoin 0 0 0 0 0 0
32 Dar Elbaidaa Témoin 0 0 0 0 0 0
33 Dar Elbaidaa Témoin 0 0 0 0 0 ND
34 Cheragha Cas 0 0 0 0 0 ND
35 Cheragha Témoin 0 0 0 0 0 1
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36 Cheragha Témoin 0 0 0 0 0 1
37 Cheragha Cas 0 0 0 0 0 0
38 Cheragha Témoin 0 0 0 0 0 1
39 Cheragha Témoin 0 0 0 0 0 0
40 Cheragha Témoin 0 0 0 0 0 0
41 Cheragha Témoin 0 0 0 0 0 0
42 Cheragha Témoin 0 0 0 0 0 0
43 Cheragha Témoin 0 0 0 0 0 0
44 Douera Témoin 0 0 0 0 0 0
45 Douera Témoin 0 0 0 0 0 0
46 Douera Témoin 0 0 0 0 0 0
47 Douera Témoin 0 0 0 0 0 0
48 Douera Témoin 0 0 0 0 0 0
49 Douera Témoin 0 0 0 0 0 0
50 Douera Témoin 0 0 0 0 0 0
51 Douera Témoin 0 0 0 0 0 0
52 Douera Témoin 0 0 0 0 0 0
>3 Douera Témoin 0 0 0 0 0 0
54 Douera Témoin 0 0 0 0 0 0
55 Douera Témoin 0 0 0 0 0 ND
56 Staoili Témoin 0 0 0 0 0 0
57 Staoili Témoin 0 0 0 0 0 0
58 Staoili Témoin 0 0 0 0 0 0
59 Staoili Témoin 0 0 0 0 0 0
60 Staoili Témoin 0 0 0 0 0 1
61 Staoili Témoin 0 0 0 0 0 0
62 Staoili Témoin 0 0 0 0 0 0
63 Staoili Témoin 0 0 0 0 0 0
64 Staoili Témoin 0 0 0 0 0 0
65 Staoili Témoin 0 0 0 0 0 0
66 Zeralda 1 Témoin 0 0 0 0 0 ND
67 Zeralda 1 Témoin 0 0 0 0 0 ND
68 Zeralda 1 Témoin 0 0 0 0 0 ND
69 Zeralda 1 Témoin 0 0 0 0 0 ND
70 Zeralda 1 Témoin 0 0 0 0 0 ND
71 Zeralda 1 Témoin 0 0 0 0 0 ND
72 Zeralda 1 Témoin 0 0 0 0 0 ND
73 Zeralda 1 Témoin 0 0 0 0 0 ND
74 Zeralda 1 Témoin 0 0 0 0 0 ND
75 Zeralda 1 Témoin 0 0 0 0 0 0
76 Zeralda 2 Témoin 0 0 0 0 0 0
77 Zeralda 2 Témoin 0 0 0 0 0 0
78 Zeralda 2 Témoin 0 0 0 0 0 0
79 Zeralda 2 Témoin 0 0 0 0 0 0
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80 Zeralda 2 Témoin 0 0 0 0 0 0
81 Zeralda 2 Témoin 0 0 0 0 0 0
82 Zeralda 2 Témoin 0 0 0 0 0 0
83 Zeralda 2 Témoin 0 0 0 0 0 ND
84 Zeralda 2 Témoin 0 0 0 0 0 ND
85 Bouroui Témoin 0 0 0 0 0 0
86 Bouroui Témoin 0 0 0 0 0 0
87 Bouroui Témoin 1 0 0 1 0 0

88 Bouroui Témoin 0 0 0 0 0 ND
89 Bouroui Témoin 0 0 0 0 0 ND
90 Bouroui Témoin 0 0 0 0 0 ND
91 Bardj Elkifane Témoin 0 0 0 0 0 0
92 Bardj Elkifane Témoin 0 0 0 0 0 0
93 Bardj Elkifane Témoin 0 0 0 0 0 ND
94 Bardj Elkifane Témoin 0 0 0 0 0 0
95 Bardj Elkifane Témoin 0 0 0 0 0 0
96 Bardj Elkifane Témoin 0 0 0 0 0 0
97 Bardj Elkifane Cas 0 0 0 0 0 0
98 Bardj Elkifane Témoin 0 0 0 0 0 0
99 Bardj Elkifane Témoin 0 0 0 0 0 0
100 Bardj Elkifane Cas 1 1 0 1 0 1
101 Bab Elzaoire 1 Témoin 0 0 0 0 0 ND
102 Bab Elzaoire 1 Témoin 1 0 0 1 0 ND
103 Bab Elzaoire 1 Témoin 1 0 0 1 0 ND
104 Bab Elzaoire 1 Témoin 0 0 0 0 0 ND
105 Bab Elzaoire 1 Témoin 0 0 0 0 0 ND
106 Bab Elzaoire 1 Témoin 0 0 0 0 0 ND
107 Bab Elzaoire 1 Témoin 1 1 1 1 1 ND
108 Bab Elzaoire 1 Témoin 1 0 0 1 1 ND
109 Bab Elzaoire 1 Témoin 1 1 0 1 0 ND
110 Bab Elzaoire 1 Témoin 1 0 0 1 1 ND
111 Bab Elzaoire 2 Cas 0 0 0 0 1
112 Bab Elzaoire 2 Témoin 0 0 0 0 0 ND
113 Bab Elzaoire 2 Témoin ND
114 Bab Elzaoire 2 Témoin 1 0 0 1 1 1
115 Bab Elzaoire 2 Témoin 0 0 0 0 0 ND
116 Bab Elzaoire 2 Témoin 0 0 0 0 0 1
117 Bab Elzaoire 2 Témoin 0 0 0 0 0 0
118 Bab Elzaoire 2 Témoin 0 0 0 0 0 ND
119 Bab Elzaoire 2 Témoin 0 0 0 0 0 ND
120 Bab Elzaoire 2 Témoin 0 0 0 0 0 ND
121 Ain Taya Témoin 0 0 0 0 0 ND
122 Ain Taya Témoin 0 0 0 0 0 ND
123 Ain Taya Témoin 0 0 0 0 0 ND
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124 Ain Taya Témoin 0 0 0 0 0 ND
125 Ain Taya Témoin 0 0 0 0 0 ND
126 Ain Taya Témoin 0 0 0 0 0 ND
127 Ain Taya Témoin 0 0 0 0 0 ND
128 Ain Taya Témoain 0 0 0 0 0 ND
129 Ain Taya Témoin 0 0 0 0 0 ND
130 Ain Taya Témoin 0 0 0 0 0 ND
131 Ain Taya Témoin 0 0 0 0 0 ND
132 Ain Taya Témoain 0 0 0 0 0 ND
133 Ain Taya Témoin 0 0 0 0 0 ND
134 Ain Taya Témoin 0 0 0 0 0 ND
135 Rouiba 2 Témoin 0 0 0 0 0 0
136 Rouiba 2 Témoin 0 0 0 0 0 0
137 Rouiba 2 Témoin 0 0 0 0 0 0
138 Rouiba 2 Témoin 0 0 0 0 0 ND
139 Rouiba 2 Témoin 0 0 0 0 0 0
140 Rouiba 2 Témoin 0 0 0 0 0 0
141 Rouiba 2 Témoin 0 0 0 0 0 0
142 Rouiba 2 Témoin 0 0 0 0 0 0
143 Rouiba 2 Témoin 0 0 0 0 0 0
144 Rouiba 2 Témoin 0 0 0 0 ND
145 ITELV Témoin 0 0 0 0 0 0
146 ITELV Témoin 1 0 0 1 0 1
147 ITELV Témoin 0 0 0 0 0 0
148 ITELV Cas 0 0 0 0 0 0
149 ITELV Témoin 0 0 0 0 0 0
150 ITELV Témoin 1 0 0 1 0 1
151 ITELV Témoin 0 0 0 0 0 ND
152 ITELV Témoin 0 0 0 0 0 0
153 ITELV Témoin 1 0 0 1 0 0
154 ITELV Témoin 1 0 0 1 0 0
155 Haraoi Témoin 0 0 0 0 0 ND
156 Haraoi Témoin 0 0 0 0 0 ND
157 Haraoi Témoin 0 0 0 0 0 ND
158 Haraoi Témoin 0 0 0 0 0 ND
159 Haraoi Témoin 0 0 0 0 0 ND
160 Haraoi Témoin 0 0 0 0 0 ND
161 Haraoi Témoin 0 0 0 0 0 ND
162 Haraoi Témoin 0 0 0 0 0 ND
163 Haraoi Témoin 0 0 0 0 0 ND
164 Haraoi Témoin 0 0 0 0 0 ND
165 Elhamize Témoin 0 0 0 0 0 ND
166 Elhamize Témoin 0 0 0 0 0 ND
167 Elhamize Témoin 0 0 0 0 0 ND
168 Elhamize Témoin 0 0 0 0 0 ND
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169 Elhamize Témoin 0 0 0 0 0 ND
170 Elhamize Témoin 0 0 0 0 0 ND
171 Elhamize Témoin 0 0 0 0 0 ND
172 Elhamize Témoin 0 0 0 0 0 ND
173 Elhamize Témoin 0 0 0 0 0 ND
174 Elhamize Témoin 0 0 0 0 0 ND
175 Hammadi Témoin 0 0 0 0 0 ND
176 Hammadi Témoin 0 0 0 0 0 ND
177 Hammadi Témoin 0 0 0 0 0 ND
178 Hammadi Témoin 0 0 0 0 0 ND
179 Hammadi Témoin 0 0 0 0 0 ND
180 Hammadi Témoin 0 0 0 0 0 ND
181 Hammadi Témoin 0 0 0 0 0 ND
182 Hammadi Témoin 0 0 0 0 0 ND
183 Hammadi Témoin 0 0 0 0 0 ND
184 Hammadi Témoin 0 0 0 0 0 ND




