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ANNEXES



Introduction :

L apport protéique dans I’alimentation de I’homme est principalement assuré par des denrées
d’origine animale (viandes, poissons, lait, ceufs). La viande, de part sa richesse en protéines,
constitue un aliment de choix pour une ration équilibrée. Cependant, elle constitue également
un excellent milieu de culture pour les microorganismes saprophytes ou pathogenes
(Oumokhtar et al ., 1998).

Parmi les germes retrouvés représentant un risque, nous pouvons citer Salmonella spp.,
Staphylococcus aureus ,Escherichia coli O175 :H7. Durant le dernier siecle, Salmonella spp.
représente  méme, le genre bactérien le plus souvent impliqué dans les toxi-infections
alimentaires (Hardy., 2004).

Ce genre bactérien revét un intérét mondial considérable dans les secteurs industriel et
médical, tant par la maladie provoquée chez I’animal qui peut engendrer d’ importantes pertes
économiques, que par 1’association tres étroite avec les toxi-infections chez I’homme (Bouvet
., 2002) .

L’abattoir est considéré comme 1’une des principales sources de contamination des viandes
(Dickson et Anderson ., 1992). Etant donné I’omniprésence des microorganismes dans 1’eau,
le sol, I’air, les matieres fécales, la peau des animaux, le contenu gastrique, etc., différents
auteurs s’accordent a dire que les carcasses a 1’abattoir subissent toutes une contamination
superficielle plus ou moins importante en fonction des conditions d’hygi¢ne et de travail
(Lastaet al ., 1992) . Selon Jouve (1990), 80 a 90 % de la microflore des viandes parvenant au
consommateur résultent de contaminations survenant a 1’abattoir.

Par ailleurs, I'utilisation des antibiotiques en dehors du cadre l1égislatif en pratique vétérinaire,
a eu pour conséquence l’émergence de souches multirésistantes qui peuvent parvenir a
I’homme ; ce phénomene est d’autant plus inquiétant qu’il touche des souches jusqu’alors
sensibles et s’étend a des antibiotiques réservés a la médecine humaine d’ou le risque
d’impasse thérapeutique.

L’objet de notre travail porte sur la recherche des salmonelles dans les matieres fécales et les
carcasses bovines et ovines et la détermination des serovars, suivie de 1’étude de la sensibilité
aux antibiotiques des souches isolées.

En résumé, 1’objectif de notre étude est d’enrichir la base de données sur les salmonelles

dans les différentes matrices alimentaires, et d’étudier I’impact possible sur la santé publique.
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Généralités sur les Salmonelles

1. Historique :

L'histoire des Salmonella, depuis l'isolement de la premiere souche jusqu'a la
compréhension du groupe et des interrelations entre ses membres, est longue et

compliquée et s’étale sur une période de plus de 50 ans (Dedet.,2007).

En 1880, Eberth mis en évidence le premier bacille typhique a partir de coupes de rate et de
ganglions lymphatiques prélevés d'un malade mort de fievre typhoide (Frobisher. et Ferster.,
1976). Actuellement Salmonella Typhi a été connue sous l'appellation d'Eberthella
typhosa (Frobisher. et Ferster., 1976); Gafflcy en réussit la culture en 1884 (Le Minor et
Veron .,1989)

Le nom Salmonella fut, pour la premiere fois évoqué par Lignieres en I’an 1900, en
reconnaissance aux travaux menés par le bactériologiste américain Daniel Elmer Salmon (1850-
1914). En collaboration avec Smith, ce dernier décrivit en 1886 aux Etats—Unis, l'agent causal
de «Hogcholera », Bacterium suipestifer appelé par la suite,Salmonella Cholerasuis ( Bell et

Kyriakides ., 2002).

En 1888, Gaertner isola Bacterium enteritidis (actuellement, Salmonella Enteritidis), a
I'occasion d'une épidémie de gastro-entérite 57 cas (Jay et al., 2005), a partir de la viande
d'une vache abattue d'urgence ainsi que des organes d'un étre humain ayant consommé cette

viande avariée et mort 36 heures apres (Lederer.,1970).

En 1892, Leefiler isola Salmonella Typhimurium a partir du rat (Dedet ., 2007). De Nobelé

l'isola a partir d'un cas d'intoxication alimentaire chez 'homme, en 1898 (Moustadier ., 1968).

A cette époque, la rareté des caractéres permettant le diagnostic différentiel avec d'autres
bacilles a mis en doute toutes les observations précédentes ; ce n'est qu'en 1896 que Pfeiffer

et Kolle d'une part et Gruber et Durham d'autre part, montreérent que le sérum d'un animal

immunisé par une culture de bacille typhique acquérait des propriétés agglutinantes pour celle-
ci. En Juin de la méme année, Widal a Paris et Grunbaum a Londres, découvrirent
indépendamment que les sérums de malades atteints de fievre typhoide agglutinaient les

cultures de bacilles typhiques ; ce fiit la naissance du sérodiagnostic (test de Widal).
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Par ailleurs, et au courant de la méme année, Achard et Bensaude attribuerent I'appellation de
bacilles paratyphiques aux bactéries isolées de malades développant un syndrome typhique
mais avec un sérodiagnostic de Widal négatif. La méme observation fut décrite par Gwynn en

1898 (Le Minor et Veron ., 1989).

L'analyse des antigénes somatiques et flagellaires appelés respectivement O et H par Weil et
Félix en 1918, se basa sur la méthode d'absorption des agglutinines développée par Castellani
en 1902 (Le Minor et Richard., 1993). En 1922, Andrews démontra que les antigenes
flagellaires pouvaient exister dans une méme culture sous deux spécificités différentes (Le

Minor et Veron ., 1989).

L'antigene d'enveloppe Vi dont la présence peut masquer 1’agglutinabilité de I'antigéne

somatique O, flit découvert en 1934 chez Salmonella Typhi par Félix et Pitt (Le minor ., 1972).

En se basant sur l'identification des facteurs antigéniques, White établi en 1925 les
premieres regles de la classification des Salmonella; ce travail fit repris et amélioré par
Kauffmann des 1930 et est, jusqu'a ce jour, connu sous l'appellation de schéma de

Kauffmann-White (Dedet ., 2007).
2. Classification et nomenclature

Salmonella est un genre appartenant a la famille des Enterobacteriaceae. Sa classification

est complexe, elle a fait 1'objet de controverses, de confusions et est en évolution continue. En

1976, Kauffmann le divise en quatre sous-genres représentés par le tableau I. (Brisabois.,

2001) .



Tableau I : Caracteres biochimiques distinctifs des quatre sous-genres de Salmonella selon la
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classification de Kauffmann (Gledel., 1996).

Genre Sous-genre I Sous-genre 11 Sous-genre IIT Sous-genre IV

Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Houtenae
Kauffmann Salamae Arizonae

Caractere

Ducitol + + + _

Lactose _ _ -/x _

ONPG _ _ + _

Salicine _ _ _ +

Gélatine _ + + +

Malonate _ + + _

D-tartrate + -Ix -/X -/xX

KCN _ _ — +

Le sous-genre I regroupait la majorité des souches. Dans cette classification, les sérotypes

sont considérés comme des especes (Grimont et al., 1994).

En 1982, Le Minor et al, ont proposé¢ d'importantes modifications sur la base d'étude des
techniques d'hybridation génétique et de taxonomie numérique, permettant de démontrer que le
genre Salmonella est constitué d'une seule espece qui porte le nom de Salmonella

Cholerasuis, elle-méme, divisée en 07 sous-especes (Angulo et al 2000)

Sous-espece 1 : Salmonella enterica subsp. enterica,

Sous-espece Il : Salmonella enterica subsp. salamae.

Sous-espece llla: Salmonella enterica subsp. arizonae.

Sous-espece IlIb: Salmonella enterica subsp. diarizonae.
Sous-espece IV: Salmonella enterica subsp. houtenae.

Sous-espece V : Salmonella enterica subsp. bongori devenue espece

Sous-espece VI : Salmonella enterica subsp. indica
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Le nom spécifique Salmonella Cholerasuis est aussi un nom d'un sérotype et afin de résoudre la
difficulté liée a la terminologie de Cholerasuis Le Minor et al. (1989), ont proposé de retenir le

nom de Salmonella enterica au lieu de Salmonella Cholerasuis (Euzeby., 2005).

La plupart des salmonelles isolées des animaux a sang chaud (pour lesquels elles sont
fréquemment pathogenes) appartiennent a la sous-espece enterica, par contre celles isolées chez
les animaux a sang froid (tortues, serpents, 1ézards) appartiennent a la sous-espece salamae
(IT), arizonae et diarizonae (111a et IIIb) et semblent non seulement démunies de pouvoir
pathogeéne mais encore faire partie de leur flore intestinale normale, (Haslay et Leclerc., 1993 ;

Toma et al., 2004)

Colin., (2002) mentionne également la présence des Salmonella chez les animaux aquatiques

(poissons, mollusques).

Les études génétiques évaluant la parenté génomique entre les souches ont montré par la suite
l'existence de deux especes dans le genre Salmonella, Salmonella enterica, espece fréquente et

Salmonella bongori, espece rare (Korsak et al., 2004).

Les especes de Salmonella sont ensuite classées en sérotypes différentiables par la nature de

leurs antigeénes et dont le nombre dépasse 2800 (Bonnefoy et al., 2002).

Ces sérotypes peuvent €tre par la suite subdivisés, en lysotypes (sensibilité aux phages), en
antibiotypes (sensibilité aux antibiotiques) et en colicinotypes (sensibilité aux bactériocines)

(Haslay et Leclerc. ,1993)

Selon Euzeby. (2005), les noms des sérovars refleétent soit le pouvoir pathogene (Typhi,
Abortusequi, Abortusovis...) soit I’espece animale concernée (Gallinarum, Pullorum), soit
l'origine géographique de la premiere souche isolée (Panama, London, Paris, Tel-El-Kebir... ). Il

peut s'agir parfois, du nom du microbiologiste I'ayant découvert (Virchow).

A partir de 1966, tous les sérotypes des sous espece 11, III, IV, VI et de I'espece bongori sont

exclusivement désignés par leur formule antigénique. (Le Minor et Veron., 1982 ; Philippe et

Bouvet ., 2002).
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Le profil de la majorité¢ des salmonelles isolées chez 'homme et les animaux a sang chaud,

appartenant a la sous-espece 1 (Salmonella enterica sub-espece enterica).
3. Caracteres bactériologiques :

Selon la seconde édition du Bergey's manual of systematic bacteriology, Salmonella est le
32°" genre sur les 41 que compte la famille des Enterobacteriaceae (Prescott et al., 2003) dont

elle possede les principaux caracteres (Korsak et al .,2004).

3 .1. Caracteres morphologiques :
Les bactéries du genre Salmonella sont des bacilles a Gram négatif, de 0,7 um a 1,5 um de largeur
sur 2,0 um a 5,0 um de longueur, mobiles grace a une ciliature péritriche, a 1'exception de
certains mutants immobiles (Salmonella Pullorum, Salmonella Gallinarum), ne présentent ni

spores ni capsule (Fasquell., 1974; Avril et Faucher., 2002; Fosse et Magras., 2004).

3.2. Caracteres biochimiques :

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

I’identification du genre Salmonella sont résumés dans le tableau I1.

Tableau II : Epreuves biochimiques déterminantes (Afnor ,2008).

Réaction attendue
Milieu Réaction Observation en présence de
Salmonella.

Réaction positive : Noircissement du
culot ou de la pente ou les deux.

Gélose |Production d’H2S Positive
a) Réaction négative : Aucun

lysine-fér noircissement.
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Gélose lysine -

fér

Lysine
Décarboxylase b)

Réaction devient

pourpre.

positive :Culot

Réaction négative :Culot vire au jaune

Positive

Lysine désaminase

Réaction positive : Pente vire au rouge.

Réaction négative : Couleur de pente
ne change pas.

Négative

Utilisation du

Lactose ¢)

Réaction positive : Pente vire au jaune.

Réaction négative : Couleur de pente

ne change pas.

Négative

Gélose Kligler

Utilisation du

Glucose

Réaction positive : Culot jaune avec ou
sans poches de gaz..
Réaction négative : Couleur de culot ne

change pas.

Positive

Production d’H2S

Réaction positive : Noircissement du
culot ou de la pente ou les deux.

Réaction négative Aucun

noircissement..

Positive
(possibilité
dégagement lent)

Formation de gaz

Réaction positive : Poches de gaz dans

le milieu.

Réaction négative : Absence de poches

de gaz dans le milieu.

Positive

Milieu
indole

urée-

Présence d’uréase

Réaction positive : Le milieu vire au
rose /rouge.

Réaction négative: La couleur du
milieu ne change pas.

Négative
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Production d’indole | Réaction positive : L’addition du réactif
de Kovacs entraine la formation d’un
anneau rouge.

Réaction négative: L’addition du|Négative
réactif de Kovacs entraine la formation
d’un anneau jaune/brun.

a) Production d’H2S : Certaines souches de Salmonella peuvent avoir une réaction négative.

b) Lysine Décarboxylase : Certaines souches de Salmonella peuvent avoir une réaction
négative.

c) Utilisation du lactose : Certaine souches de Salmonella peuvent I’ utiliser.

3.3. Caracteres culturaux :

Les Salmonella sont chimiotrophes (Joly., 2003) et majoritairement phototrophes ; celles
qui sont auxotrophes appartiennent essentiellement aux sérovars dont le pouvoir pathogene est
restreint a un hote particulier (Bouvet.,2002). Leur culture est possible sur des milieux

nutritifs ordinaires a base d'extraits de viande (Hmbert ., 2005).

Apres 24 heures d'incubation a 37°C, la culture sur la gélose Hektoen, dont le pouvoir inhibiteur
vis-a-vis des autres germes (autres coliformes et Proteus) résulte de sa teneur en sels biliaires,
donne des colonies de Salmonella présomptives bleues ou vertes alors que la culture sur la gélose
Xylose-Lysine-Décarboxylase donne des colonies rosées (Guiraud.,2003); sur ces deux milieux
sélectifs, les colonies productrices de H,S y présentent un centre noir plus ou moins volumineux
(LeMinor et al.,1993). Elles ont un diametre de 3 a 4mm, mais certaines peuvent €tre naines soit
exceptionnellement a la suite de mutations (LeMinor.,1989), soit de maniere constante chez
certains sérovars: Abortusovis, Typhisuis (Pilet.,1978) et Abortusequi (Gledel ., 1991) ; elles sont,
dans la majorité des cas, bombées, lisses (ou smooth, en abrégé S), brillantes, rondes a bords
nets. En milieu liquide, elles donnent une culture homogene sur toute la hauteur du tube (Le

Minor., et Richard ., 1993).

La croissance des Salmonella est favorisée lorsque des valeurs optimales des parametres suivants

sont réunies (Jay ., 2005).
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3.3.1. La température

Les Salmonella sont mésophiles ; leur croissance est optimale entre 35 et 37°C (Gledel.,
1996), reste possible de + 5 a + 46°C, ralentie mais significative entre + 5 et + 10°C  (Guiraud .,

2003).

Les températures de réfrigération < + 5°C bloquent leur multiplication (Larpent., 1997) mais
permettent leur survie. D'aoust a conclu qu'elles peuvent proliférer dans les viandes fraiches a
2°C pendant 6 jours et dans les ceufs, a 4°C pendant 10 jours (El-Gazzar et al., 1992). La
congélation ou la surgélation provoque une réduction du nombre de Salmonella sans pour autant en
assurer leur disparition (Humbert., 2003). Les plus basses températures de croissance rapportées

sont 5.3°C pour S. Heidelberg et 6.2°C pour S. Typhimurium (Jay et al .,2005).

Non sporulées, elles sont relativement sensibles a la chaleur (Korsak et al., 2004). Dans le lait, la
pasteurisation (72°C/15s) suffit pour les détruire (Leyral et Vierling .,2001). Elles sont
toutefois, plus thermorésistantes quand leur pH de croissance est optimal (Jay et al ., 2005) ;
Humphrey (1991) I'a démontré avec des souches de S. Enteritidis dans le blanc d'ceuf, dont le pH est
voisin de 9.2 (Gledel., 1996). Les Salmonella disparaissent au bout de 8h d'exposition aux rayons

solaires (Ben Salah et al., 2004).
33.2.LepH:

Les Salmonella sont capables de se multiplier dans une plage de pH allant de 3.8 2 9.5 (Bell ;
Kyriakide ., 2002) avec un optimum entre 6,6 et 8,2 (Jay et al ., 2005). Certains auteurs rapportent
une valeur minimale de pH égale a 4,05 (El- Gazzar ; Marth., 1992) alors que d'autres 1'estiment a 4.5
(Gledel., 1996), cette variation dépend du type d'acide utilisé pour abaisser le pH (acide citrique, pH
min : 4,05 ; acide lactique, pH min : 4,40 ; acide acétique, pH min : 5,04), mais aussi du
sérovar : S.Typhimurium et S.Thompson semblent plus résistantes a la destruction acide que
S. Seftenberg. Le milieu aérobie semble également favoriser leur croissance a des pH acides (Jay et al.,
2005) ; en définitif, il a ét€ observé une croissance de Salmonella a un pH de 4.1 lorsque le reste des

parametres sont les plus favorables (Leclerc et Mossel .,1989).
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Ce parametre revét un intérét particulier avec l'apparition de toxi-infections alimentaires liées a la
consommation notamment, de mayonnaises contaminées par S. Enteritidis préalablement présente

dans les ceufs ; une acidification convenable (utilisation de I'acide acétique ou de 1'acide citrique)

assurant un pH inférieur a 3.6 aboutit a leur élimination (Gledel ., 1996). Selon Lerche, les
Salmonella contaminant les mayonnaises sont détruites lorsque le pH du milieu est en dessous de 4.0
; cecl nécessiterait plusieurs jours si le niveau de contamination est élevé et seulement 24 heures s'il

y a présence d'un petit nombre de bactéries (Jay et al ., 2005).

Il importe de noter que 1'adaptation ou la survie des Salmonella a des pH faibles est nécessaire au
role pathogene puisque l'infection se produit via l'estomac ; a partir d'un pH voisin de 6, S.
Typhimurium semble traiter ses 1ésions induites par le suc gastrique en synthétisant des protéines
dites «de choc acide » (Singleton ., 2005), elles sont codées par des genes spécifiques de tolérance a

l'acidité (Hirsh ., 1999).

3.3.3. L’activité de I'eau (Aw) :

Les Salmonella proliferent bien pour des valeurs d'Aw allant de 0.945 (Guiraud ., 2003) a
0.999 (Korsak et al., 2004) ; elles peuvent toutefois survivre longtemps dans les produits
déshydratés (Gledel ., 1996). Leur croissance est inhibée pour des valeurs d'Aw inférieures a 0.94

dans un milieu a pH neutre (Jay et al.,2005).
3.3.4. Autres parametres :

Généralement, le chlorure de sodium (NaCl) possede des propriétés inhibitrices sur les

bacilles a Gram négatif (Leyral et Vierling ., 2001).

Les Salmonella ne tolerent pas des concentrations €élevées (Humbert., 2005) ; a 3%, leur croissance
est inhibée (D’aoust ., 2001). Néanmoins, elles sont relativement sensibles et peuvent parfois
contaminer les saumures (Gledel ., 1996). Ces variations dépendent du sérovar mis en cause et de la
température de croissance, plus cette derniere se rapproche de la température optimale, plus les
Salmonella tolerent des concentrations élevées de NaCl (a 37°C, elles survivent a des concentrations

entre 7 et 8%) (El- Gazzar.et Marth., 1992). S.Typhimurium peut survivre a des

10



Généralités sur les Salmonelles

salinités allant jusqu'a 70g/1 (Ben Salah. et al., 2004).

Une étude a montré que certaines épices (Poivre, Carvi, Cumin) ont un effet inhibiteur sur
S.Typhimurium alors que d'autres (Piment rouge, Coriandre) n'ont aucun effet sur cette espece (Ben

Salah ., 2004).

Les Salmonella sont sensibles aux rayonnements ionisants (Korsak .,2004) avec des doses

comprises entre 5 et 7.5 KGray.

Elles sont d'autant plus sensibles aux nitrites que les valeurs de pH du milieu sont basses (Jay et al.,

2005).

La conservation sous atmosphere modifiée enrichie en dioxyde de carbone inhibe partiellement
leur croissance (Bourgeois et Zucca ., 1996) ; la présence d'oxygene est beaucoup plus favorable

(Milord ., 1993).

Leur résistance a certains antiseptiques (vert brillant, sélénite de sodium) est utilisée a des fins

diagnostiques (Milord ., 1993).

In vivo, les lipides jouent un role protecteur notamment dans le cacao et le chocolat qui entrent dans
la préparation de certains produits laitiers (Gledel., 1996). La croissance est inhibée par un effet
barriere de la flore microbienne (Humbert ., 1998) ; au niveau du gros intestin, grace a
I'antagonisme microbien, Escherichia coli produit des bactériocines (colicines) qui s'opposent a la

prolifération des Salmonella (Tortora et al., 2003).
4. Caracteres antigéniques :

Comme toutes les Entérobactéries, Salmonella peut posséder 3 types d’antigenes :

4. 1. Les antigénes somatiques O :

Ils sont portés par les chaines lipopolysaccharidiques (LPS), composant majoritaire de la
paroi bactérienne (Humbert.,1998; Yan et al., 2003), ils représentent 1’endotoxine des Salmonella
(Gledel et Corbion., 1991), il en existe 67 (Humbert.,1998), et sont constitués de plusieurs
éléments : le lipide A, identique chez toutes les Entérobactéries, responsable du pouvoir pathogene

(Gledel., 1996), le « Core » ou partie basale dont la structure est semblable chez toutes les

11
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salmonelles (Humbert., 1998), et le polysaccharide support de la spécificité

antigénique « O » (Gledel., 1996).

4. 2. Les antigenes flagellaires H

Ce sont les protéines qui forment les flagelles (Hanes., 2003). La composition en acides
aminés et les autres niveaux de structure déterminent la spécificité antigénique de ces antigenes H
(Humbert., 1998). La majorité des Salmonelles sont diphasiques, cependant, un certain nombre se
révele monophasique (Gledel et Corbion., 1991; Yan et al., 2003). La phase H1 est spécifique et est
associée avec I’identité immunologique des sérovars (Hanes., 2003).
On exprime la phase 1 par des petites lettres, et la phase 2 par des chiffres (Yoshikawa., 1980 et
Jay et al., 2005) .

4. 3. Les antigenes d’enveloppe (antigenes capsulaires K)

Ce sont des polysaccharides capsulaires (Gledel., 1996), pouvant plus ou moins masquer les
antigenes somatiques, et bloquer ainsi 1’agglutination O (Hanes., 2003), cette derniere n’est
débloquée que par destruction de 1’antigeéne K apres un chauffage de 1h a 60°C ou 10 mn a 100°C .
(Gledel et Corbion., 1991; Stiegler., 2003).

Le seul antigéne capsulaire reconnu chez Salmonella est 1’antigéne Vi de virulence qui est fréquent
chez les sérotypes Typhi, Paratyphi C, et Dublin (Yoshikawa., 1980; Gledel., 1996 ; Humbert.,
1998).

4.4.Détermination et classification des sérovars :

Le sérotypage permet d’obtenir la formule antigénique qui désigne un sérovar par une technique
d’agglutination directe sur lame mettant en jeu différents antisérums avec la bactérie a tester ,sa
méthodologie est illustrée dans la figure 1.11 est impératif de vérifier que la souche n’est pas auto-
agglutinable en la testant en eau physiologique, le sérotypage ne pourra se faire qu’en cas de
réaction négative. Une réaction positive signerait le caractere auto- agglutinant de la souche et de
ce fait réagirait avec tous les sérums (Bonnefoy et al ., 2002).

Le test se pour suit en utilisant les sérums mélangés anti-O: d’abord le sérum OMB afin de
déterminer les groupes correspondants, pour exemple ,une agglutination positive avec le sérum
OMA signifie que la souche appartient a des groupes A,B,D,E .,et L, on recherchera alors

I’agglutination dans les sérums anti-O caractéristiques de ces groupes (Bonnefoy et al .,2002).

12
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Dans le cas d’une réaction négative avec les sérums OMA et OMB, il est nécessaire de vérifier la
présence de I’antigéne Vi en testant le sérum anti-Vi, s’il est présent, il sera détruit afin de
permettre le sérotypage .Dans le cas contraire, il sera nécessaire de vérifier qu’il s’agit bien d’une
Salmonelle avant de recommencer le sérotypage.

Le sérotypage est ensuite complété par le test des sérums anti-H correspondant au groupe.

On détermine ainsi le nom du sérovar en se reportant au tableau de Kauffmann-White.

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

Non Test positif : le sérotypage est impossible, il faut
réaliser un nouveau isolement
Test avec mélanges anti O : W
SiOMA + Si OMB + OMA et OMB négatifs
Groupe A, B,D,EouL Groupe C,F,GouH Tester le sérum anti Vi
Testeranti O : Tester anti O : Négatif : Positif ;
» groupe B:antt 0 4,5 le plus courant est le Vérifier qu'il s'agit Détruire
» groupe D anti 09 groupe C: bien d'une Salmonelle | 'antigéne Vi par
» groupe E: ant1 O 3,10,15 anti06,7,8 et recommencer le chauffage 10'a
» groupe A:antiO 1,2 sérotypage 100°C et
recommencer le
sérotypage.
:
Tester les sérum anti H correspondants au groupe. On
détermine ainsi le nom du sérovar. Attention le nom
de genre et de séravar nortent une mainsenle

Figurel : Conduite du sérotypage des Salmonella (Anonyme, 2011).

Le schéma de Kauffmann-White est le tableau des formules antigéniques des sérovars de
Salmonella ou sont indiqués, dans 1’ordre, les facteurs O, I’antigene Vi éventuellement, les
antigénes H phase let 2. Le tableau III, présente les sérovars les plus importants chez les

mammiferes (NF U47-102/Janvier 2008) (annexe n° 01).

13
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Par exemple, la formule antigénique du sérovar Abortusovis s’écrit 4, 12, ¢, 1,6, ce qui signifie
qu’il possede les facteurs O : 4- majeur- et 12- accessoire- ,qu’il ne possede pas I’antigene Vi, que

I’antigene H1 a la spécificité c et H2la spécificité 1,6.

5. Habitat :

Les salmonelles sont essentiellement des parasites intestinaux des animaux vertébrés. Dans la
plupart des cas les cultures isolées sont fréquemment pathogenes. Cependant, elles sont moins
pathogenes ou fait partie de la flore digestive des animaux a sang froid (Le Minor et Michel., 1982).
Les Salmonella Typhi et Paratyphi A sont strictement adaptées a I'hnomme. Par contre, les autres
Salmonella sont avant tout des parasites du tube digestif de I'homme et des animaux, ces

sérotypes qui n'ont pas de spécificité de 1'hote sont appelés ubiquitaires (Avril et al., 1988).

Toutefois Pilly (1997), confirme que le réservoir est surtout -animale (volaille, oiseaux, rongeurs,
ruminants ....), le réservoir humain est essentiellement représenté par des porteurs sains.
Cependant les salmonelloses peuvent étre disséminées dans l'environnement par les excréta ; si
elles ne peuvent pas s’y multiplient de maniere significative elles peuvent survivre en particulier dans
le sol pendant plusieurs semaines, ou méme plusieurs mois si les conditions de température et de pH

et d'humidité sont favorables (Korsak et al., 2004).
6. Virulence et pathogénie des salmonelles :
6.1. Virulence :

Les salmonelles sont des parasites intracellulaires facultatifs capables de pénétrer , survivre et
souvent se multiplier dans divers types de cellules épithéliales et phagocytaires et causer ainsi selon
le sérotype et I’hdte ,des maladies allant de la gastro-entérite a 1’infection systémique
(Baiod.,1997).Elle produisent des facteurs de virulence complexes pour parcourir 1’organisme et

causer la maladie.
6.1.1. Principaux facteurs contribuant a la virulence des salmonelles sont :
6.1.1.1. Les toxines :

Les salmonelles produisent au moins trois types de toxines (Baiod ., 1997) :
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» L’endotoxine : est constituée du lipide A, composant des LPS, joue un réle dans les

diarrhées
des formes gastro-entériques ( Flandrois .,1997 ;Garre et Pennec .,2003).

» La cytotoxine : se traduit in vitro par une inhibition de la syntheése des protéines et la mort

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

similaire sur le plan antigénique et immunologique a la toxine cholérique (Gandouly et al.,
1999) ,les autres salmonelles par contre produisent une entérotoxine thermostable

(Baiod.,1997).
6.1.1.2. L’adhésion :

L’attachement préliminaire des salmonelles aux muqueuse digestives est indispensable ,évite son
expulsion par les mouvements péristaltiques de I’intestin ( Leclerc et Meyer .,1994) ; réalisé grace
aux fimbriae (adhésine), qui jouent un role essentiel dans la pathologie et la spécificité de certains

sérotypes  (Korsak .,2004 ;Nauciel et Vilde .,2005).
6.1.1.3. Les flagelles :

Les flagelles ont une structure rigide, de longueur de 5 pm a 10um, assurent la mobilité de la
bactérie (absents chez les salmonelles immobiles) et stimulent les interactions hdte-bactérie par
I’augmentation de la surface de contact et la résistance aux forces de répulsion de I’intestin (Leclerc

etal ., 1995).
6.1.1.4. L’invasion :

Les salmonelles pénétrent ,puis transitent par les entérocytes ,envahissant plus profondément les
tissus a travers et entre les cellules épithéliales sans destruction de la muqueuse ,puis proliferent
dans lamina propria et les ganglions mésentériques .( Cossart et TranVan Nhieu .,2001 ; Korsak et

al., 2004 ).
6.1.1.5. Survie et capacité e multiplication intracellulaire :

L’une des propriétés importantes des salmonelles est leur capacité de suivre et de se multiplier dans
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les cellules de ’hote méme dans les macrophages grace a :

» La résistance aux formes réactives de 1’oxygeéne par la production de complexes

enzymatique qui inhibent la réduction d’oxygene en superoxyde (antibactérien).

» La présence de certaines protéines au niveau de la membrane externe qui lui conférent une
résistance aux défensines secrétées par les cellules intestinales pour perméabiliser la
membrane bactérienne. (Leclerc et al ., 1995 ; Bossie et al .,1997 ; Garre et Pennec . ,2003 ;

Nauciel et Vilde .,2005).
6.1.1.6.Le systéme de captation du Fér :

Les salmonelles synthétisent des entérochélines ou entérobactines qui sont des sidérophores de la
famille des phénolates, elles sont secrétées dans des conditions limitantes en fer (Leclerc et Meyer.,

1994).
6.1.1.7. Survie dans le sérum :

L’effet bactéricide du sérum joue un role déterminant dans la défense contre 1’infection
bactérienne ;ce phénomene est lié principalement a 1’activation du complément qui conduit a la lyse
bactérienne .La chaine polysaccharidique portant 1’antigéne O et la chaine lipopolysaccharidique
portant 1 antigéne Vi sont impliquées en tant que barriere physique au complexe d’attaque formé

par le complément .(Baiod ., 1997 ; Flandrois .,1997 ;Sansonetti .,2002).
6.1.1.8. Les plasmides de virulence :

Divers sérovars de Salmonella hébergent des plasmides de virulence qui sont importants pour la

phase systémique de I'infection (Marcus et al ., 2000).

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

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

Tous ces facteurs de virulence sont représentés par la figure 2.

Adhesion

o ot I wmiotiite |
Eimbrise

Survie dans |
le servm
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les macrophages | nvasines Y Entérochéiine

e | Invasion
i

Figure 2: Facteurs de virulence potentiels des salmonelles (Millemann .,2005).
6.2. Pathogénie des salmonelles :

Les salmonelles sont des bactéries entéro-invasives, ayant la capacité de franchir la barricre
intestinale. Leur réplication et dissémination dans 1’organisme se fait lorsque I’inoculum dépasse les
capacités de défense du tube digestif. La dose minimum infectante est généralement de I’ordre de
10° 210® bactéries /ml, quelquefois méme plus faible et inferieure a 10 bactéries (Flandrois ., 1997 ;

Fosse et Magras ., 2004 ; Nauciel et Vilde ., 2005).

Le processus infectieux comporte deux phases : la phase intestinale et la phase systémique (Nauciel

et Vilde ., 2005).
6.2.1. La phase intestinale :

Les salmonelles ayant survécu a I’acidité de 1’estomac passent dans I’intestin .Les bactéries s’y

attachent et injectent une série de protéines bactériennes dans la cellule de I’hote en réorganisant son
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squelette et induisant la formation de projections de son protoplasme qui I’entourent en quelques
minutes, et se transforment rapidement en feuillets membranaires, pour conduire a son

internalisation dans une vacuole de phagocytose (Menard et Sansonetti ., 1996 ; Bertrand et al.,

2005).
Une fois a I'intérieur des cellules hotes, les salmonelles sont capables de réprimer leur processus
normal d’apoptose, afin de se multiplier tranquillement a 1’abri de leur systtme immunitaire.

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

(Malo et Salez., 2004).
6.2.2. La phase systémique :

Les salmonelles phagocytées par les macrophages ,demeurent a 1’intérieur d’une vacuole VCS ou
elle développent une stratégie de survie afin de se multiplier .Cette multiplication a lieu sous le
contrdle du systeme de sécrétion type III ,codé par I’ilot de pathogénicité 2 ,qui présente la structure
d’une aiguille par laquelle des protéines de la bactérie sont injectées a travers la membrane de la

vacuole (Hensel et al ., 2000 ; Boucrot et al ., 2005 ; Martinez et Terrier ., 2006).

Ces protéines bactériennes ont un réle dans 1’inhibition de la fusion entre la VCS et le lysosome du
macrophage qui contient des substances toxiques pour la bactérie et interviennent aussi dans

I’inhibition de la production de NADPH- oxydase des phagocytes.

Cette enzyme est une arme tres efficace dans la lutte du macrophage contre les bactéries car elle
catalyse la réduction d’oxygene moléculaire en superoxyde, qui a un puissant effet antibactérien

(Fang et Vazquez-Torres., 2001 ; Malo et Salez ., 2004).

Les salmonelles peuvent bloquer la migration des vésicules contenant la NADPH-oxydase vers le

VCS (Cossard et Trans Van Nhieu ., 2001).

Les macrophages contenant les salmonelles passent alors dans le sang et puis dans les organes tels

que le foie et la rate. Apres leur mort par apoptose, les salmonelles seront libérées dans tout
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I’organisme en donnant ainsi une infection systémique (Nauciel et Vilde ., 2005).

Le schéma simplifié de la pathogénie des salmonelles est représenté par la figure 3.

{
(
;
P
i
1
n

Noduies

1 D O O

Ksia B
ATOIHLIOSE
e

Signes généraux

Excrétion Ultérieure Intermittente : 10°-10°/ g

et e i e

Figure 3 : Histoire naturelle de I’infection par Salmonella (Jarvelain .,2003). In Salmonlla une

bactérie zoonotique et ubiquiste (Millemann., 2005).
7. Méthodes de détection et de caractérisation :
7. 1. Méthodes microbiologiques de référence :

Au niveau international, la norme ISO 6579 est la méthode horizontale de référence pour
la recherche de Salmonella dans les produits destinés a la consommation humaine ou a
l'alimentation animale. Cette norme est pratiquement inapplicable (chaque prélevement

correspond a 16 boites d'isolement), elle est réservée aux cas de litiges.

Au niveau francais, la norme « de routine » AFNOR V08 - 052 reprend en 1'allégeant la

norme ISO.
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7.2. Techniques de caractérisation des Salmonella

L'importance des infections salmonelliques associées aux conséquences
économiques et en santé publique a entrainé le développement de nombreuses méthodes
phénotypiques, puis plus récemment moléculaires pour la caractérisation des Salmonella

(Brisabois., 2001).
7.2. 1. Méthodes phénotypiques

Elles se basent sur les caracteres exprimés par les microorganismes.
» Le biotypage

Le biotypage repose sur la mise en évidence des caracteres biochimiques différentiels qui
permettent de classer les souches selon leur activité métabolique (Brisabois., 2001), plusieurs
schémas de biotypie ont été publiés pour le sérotype Typhimurium (Grimont., 1992), mais ils
sont peu utilisés en pratique excepté pour le sérotype Paratyphi B qui se distingue en 2

biotypes « d-tartrate négatif» et « d-tartrate positif» dit biotype « Java » (Barker et al., 1988).

La biotypie est un marqueur peu discriminant, cependant, elle peut €tre utilisée comme un

systeme d'alerte (Brisabois., 2001).
» Le sérotypage

C'est la méthode la plus commune utilisée pour la différenciation des souches qui sont
épidémiologiquement les unités bactériennes les plus petites dont les isolats portent les
mémes caracteres phénotypiques et génotypiques (Yan et al., 2003). Un schéma de sérotypage a
été défini par Kauffmann et White puis revu par Le Minor, il tient compte de la structure
antigénique des Salmonella (Grimont., 1992) et repose essentiellement sur la mise en
évidence de facteurs antigéniques et permet ainsi une classification des sérotypes en groupes

antigéniques «O» : A. B, C et au sein de chacun d'entre eux, selon les antigenes flagellaires

«H» dont les antigenes H de la phase 1 sont désignés par des petites lettres, et ceux de la
phase 2 sont désignés par des numéros (Jay et al., 2005).

Sur les deux especes de Salmonella : enterica et bongori, environ 99% des sérotypes

appartiennent a l'espece enterica et presque 60% d'entre eux sont regroupés dans la

sous-espece enterica (Yan et al., 2003).
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» Le lysotypage

Parmi les méthodes classiques de caractérisation, le lysotypage consiste a 1'étude de la
sensibilit¢ ou de la résistance d'une souche a une série de bactériophages sélectionnés
(Grimont., 1992). Plusieurs systemes de lysotypie ont été élaborés, ils visaient a étudier de
facon plus précise des souches appartenant a des sérotypes revétant des caractéristiques
particulieres au niveau de la pathogénicité (Typhi, Dublin), fréquence d'isolement
(Typhimurium, Enteritidis) (Brisabois., 2001), ou de la résistance aux antibiotiques exemple
de Salmonella Typhimurium lysotype DT104 multiresistant (Korsak et al., 2004). Le
nombre de bactériophages utilisés ainsi que le nombre des lysotypes identifiés sont tres
variables d'un sérotype a l'autre (Brisabois., 2001), avec 200 lysotypes différents,
Typhimurium est un sérotype polymorphe alors qu'environ 70 lysotypes différents ont pu
étre identifiés chez Enteritidis (Humphrey et Jorgensen., 2006).
Bien que le lysotypage des Salmonella utilise un matériel peu coliteux, il nécessite une
main d'ceuvre bien formée et est généralement réservé aux laboratoires de références

(Grimont., 1992; Yan et al., 2003; Brisabois., 2001).

7.2.2. Méthodes moléculaires :

Elles sont divisées en deux groupes

» Celles reposant sur la caractérisation des protéines (électrophorese
d'enzymes)
Le principe de ces méthodes repose sur la séparation des protéines cellulaires en fonction

de leur poids moléculaire et leurs charges €lectriques par électrophorese en gel
(Brisabois., 2001). Toute mutation qui changera la taille et la charge électrique d'une enzyme
modifiera la migration éléctrophorétique de cette enzyme (Grimont., 1992). Parmi les

enzymes caractérisées, les estérases ont été particuliecrement étudiées chez Salmonella

permettant de définir différents profils électrophorétiques apres migration des (Brisabois et

Goullet., 1993).
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» Celles reposant sur la caractérisation du génome a partir de I'ADN
Elles sont basées sur l'analyse de 'ADN chromosomique ou plasmidique, et sont
utilisées pour de nombreuses especes bactériennes, y compris Salmonella enterica

(Brisabois., 2001).

% La PCR (Polymerase Chain Reaction) ou amplification moléculaire:

Elle consiste en la synthese sélective et répétée d'une portion d'ADN. Apres dénaturation
du double brin, les deux chaines sont hybridées et ensuite polymérisées (Lonvaud-
Fune., 1991). Cette technique abaisse considérablement le seuil de détection des bactéries
pathogenes dans un aliment et peut €tre utilisée tant pour le simple diagnostic pour caractériser
les souches isolées dans la production agro-alimentaire que pour les cas des toxi-

infections alimentaires collectives (Korsak et al., 2004).
% La RAPD (Random Amplification Polymorphic DNA)

C'est une méthode tres utilisée, et nécessite une amorce formée d'une dizaine de bases
nucléotidiques qui peuvent s'apparier de facon aléatoire a différents endroits du génome
bactérien (Korsak et al., 2004). Les profils des produits amplifiés ainsi obtenus peuvent étre
caractéristiques de la souche, et permettent une bonne discrimination au sein d'un sérotype

donné (Hilton et al., 1996).
% La REA (Restriction Enzyme Analysis)

Elle consiste a couper 'ADN avec une enzyme de restriction permettant ainsi de produire des
fragments séparés ensuite par électrophorese en gel (Brisabois.. 2001), cependant les souches
de Salmonella ont des profils de restriction treés semblables a cause de la grande taille des

fragments difficiles a migrer (Grimont., 1992).

*» La PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis ou électrophorése en champ
pulsé)

C'est une variation de 1'électrophorese en gel qui permet 1'analyse des fragments d'ADN

22



Généralités sur les Salmonelles

beaucoup plus gros que ceux séparés par REA (migration forcées (Grimont., 1992),
cette technique présente un tres bon pouvoir discriminant pour Salmonella, mais avec des

variations en fonction du sérotype (il existe un bon polymorphisme par PFGE chez

Typhimurium par rapport a Enteritidis) (Brisabois., 2001).
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Définition :

Plusieurs définitions ont été élaborées, (Canu et Peter., 2001), décrivent les antibiotiques
comme étant des molécules produites par certains micro-organismes, bactéries ou
champignons, capables a faible concentration d'inhiber la croissance d'autres micro- organismes
ou méme de les détruire et présentent une toxicité sélective vis-a- vis des cellules procaryotes

(Fauchere et Avril ., 2002) .

Selon Euzeby (2005), cette définition inclue aussi, les produits obtenus par synthése ou semi

synthese.
1. L'utilisation des antibiotiques chez I’animal

Chez les humains; les antibiotiques ne sont généralement utilisés que pour traiter les
personnes malades. Chez les animaux par contre, la plupart de ces antibiotiques sont non seulement
utilisés pour les soigner mais aussi pour prévenir les maladies ainsi que pour stimuler la

croissance (Lariviere.,2002).
3. Etude de la sensibilité aux antibiotiques :

L'antibiogramme est une méthode qualitative simple appliquée en routine a toute
bactérie considérée comme pathogene. Il permet 1'exploration in vitro, d'une multitude
d'antibiotiques vis-a-vis de chaque souche bactérienne (Chevalier et al., 2003) dont le but est
de guider le thérapeute dans le choix d'un antibiotique pour traiter une infection bactérienne

(Comite de redaction ., 2008).

Sa standardisation concernant aussi bien la technique et la liste des antibiotiques a tester en
fonction des germes isolés que les contrdles de qualité, a rendu plus faciles les échanges de
données épidémiologiques entre les laboratoires nationaux et internationaux qu'ils soient
médicaux ou vétérinaires; des données fiables et constamment réactualisées, qui sont
principalement exploitées pour la surveillance des résistances bactériennes aux

antibiotiques.

A Tléchelle nationale, la standardisation de l'antibiogramme en médecine humaine et en
médecine vétérinaire est le fruit de la participation de 1'Algérie aux travaux de 'OMS en 1994

(Geneve) ; ceux-ci ont conduit a I'élaboration des "Lignes directrices pour le contrdle de la
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sensibilité aux antimicrobiens a l'intention des laboratoires de niveau intermédiaire situés dans
des pays aux ressources limitées". Ces directives recommandent l'application des techniques
préconisées par un comité américain de standardisation, le Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) anciennement appelé le National Committee for Clinical Laboratory Standards

(NCCLS) (Comite de redaction ., 2008).
3.1. Valeurs critiques et notions de sensibilité et de résistance

L'évaluation de l'activité d'un antibiotique nécessite la détermination in vitro des
Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) de la croissance bactérienne. Les valeurs critiques

qui en résultent, délimitent 3 catégories cliniques :

* Les souches sensibles (S) a l'antibiotique sont celles pour lesquelles il y a une forte
probabilité de succes thérapeutique dans le cas d'un traitement par voie systémique aux
posologies usuelles. La CMI dans ce cas est inférieure aux concentrations

minimales des antibiotiques administrées.

* Les souches résistantes (R) sont celles pour lesquelles il y a une forte probabilité
d'échec thérapeutique. La CMI dans ce cas est supérieure a la concentration

maximale que I'on puisse administrer sans atteindre le seuil toxique.

Les souches intermédiaires (I) sont celles pour lesquelles le succes thérapeutique est
imprévisible. La CMI est comprise entre les deux concentrations critiques précédentes
(Kezzal., 1993 ; Amhis et al., 2001). Toutefois, I'activité de I'antibiotique vis-a-vis des souches
sensibles ou intermédiaires peut €tre remise en cause du fait de I'acquisition de mécanismes de

résistance (Comite de redaction ., 2008).

Les valeurs critiques délimitant ces catégories ainsi que les recommandations spécifiques a
certaines especes bactériennes et a certains groupes d'antibiotiques, sont réactualisées chaque
3 ans et publiées par le réseau national de surveillance des résistances bactériennes aux
antibiotiques, et reportées sur des fascicules de standardisation de 1'antibiogramme inspirés des

communiqués établis et révisés régulicrement par le CLSIL.
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Ces valeurs sont également communiquées par le Comité de I'Antibiogramme de la Société

Francaise de Microbiologie (CASFM).

4. Antibiorésistance

4 .1. Définition :

La résistance bactérienne aux antibiotiques a en fait, deux définitions (Courvalin et Philippon.,

1989) :

Une souche est dite « résistante » lorsque la concentration d'antibiotique qu'elle est capable

de supporter est notablement plus élevée que la concentration atteignable in vivo.

Une souche est dite « résistante » lorsqu'elle supporte une concentration
d'antibiotique notablement plus élevée que celle qui inhibe le développement de la
majorité des autres souches de la méme espece (Rapport technique n°210 de 'OMS.,

1961).

D'un point de vue génétique, la résistance aux antibiotiques est due soit a la modification de

l'information génétique endogene (mutation), soit a I'acquisition de matériel génétique exogene

(Plasmide ou transposon) (Courvalin et Trieu-Cuot., 1989).

4.2. Les différents types de la résistance
La résistance d’une bactérie aux antibiotiques peut étre naturelle (intrinséque) ou acquise.
4. 2. 1. Résistance naturelle

C’est une insensibilité aux antibiotiques, existant naturellement chez tous les membres d’un

ou d’une espece bactérienne. Il s’agit d’une résistance innée, et fait donc partie du patrimoine

N

génétique normal du germe. Elle est due le plus souvent, a I'inaccessibilit¢ de la cible a

I’antibiotique ou a une faible affinité de celle-ci a I’antibiotique ou plus rarement a 1’absence de la

cible. (Yala et al., 2001). D’apres Poyart (2003), ce type de résistance est détecté des les premieres

études

réalisées, afin de déterminer I’activité d’un antibiotique et contribue a définir son spectre

antibactérien.
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4.2.2. Resistance acquise

C’est une propriété nouvelle qui n’apparait que chez quelques souches d’une espece
bactérienne donnée jusqu’a leur sensible (Poyart., 2003). La bactérie acquiert cette résistance par des

genes a localisation chromosomique ou extra-chromosomique (Liassine ., 2000).

Elle résulte d’une modification génétique qui peut €tre due soit a une mutation, soit a une acquisition
de genes de résistance qui seraient ensuite transférés a d’autres bactéries par différents mécanismes

(Roy., 1997 et Cambau., 2006).
4.2.2.1. Résistance chromosomique

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

recombinaison (Mirabaud., 2003).

» Mutation: définie comme étant I’apparition d’un nouveau caractére génétique suite a une
modification de gene impliqué dans le mode d’action d’un ou plusieurs antibiotiques et
porté par le chromosome bactérien (Prescott et al., 2003). Les mutations sont rares,
spontanées, stables, présentent une transmission verticale et ne concernent que 10% des cas
de résistance des souches pathogenes isolées en clinique (Liassine., 2000; Philippon et

Posts., 2002).
Leur fréquence d’apparition est de I’ordre de 10°° 2 10°° par génération (Ruimi., 2004).

» Recombinaison : il s’agit d’un transfert de fragments de génes d’un endroit du chromosome
bactérien a un autre. Si ces fragments sont incorporés a des endroits bien précis, ils sont
appelés intégrons mais s’ils se déplacent librement, il s’agit de transposons (Mirabaud.,

2003).
4.2.2.2. Resistance extra-chromosomique

Représente la forme la plus importante de la résistance acquise (Mcewen., 2002).
L’acquisition d’un ou de plusieurs genes étrangeres se fait par transfert horizontal entre des bactéries
d’une méme espece ou d’especes €loignées phylogénétiquement (Canu et Peter., 2001; Doublet.,
2004). Liassine (2000), souligne que ces génes ont pour origine des micro-organismes producteurs
d’antibiotiques ou ceux qui cohabitent avec eux dans I’environnement. Cependant, Andremont

(2002), rapporte que ces genes peuvent exister naturellement chez les bactéries, mais rester
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silencieux et ne s’expriment que lorsque la pression de sélection crée des conditions

favorables.
5. Profil et enzymes de résistance de Salmonella spp. aux antibiotiques

Les souches sauvages de Salmonella sont sensibles a tous les antibiotiques actifs sur

les entérobactéries (Weill ., 2008).

Elles sont naturellement sensibles aux B-lactamines a l'exception des pénicillines G et M, aux
aminosides, aux quinolones et aux fluoroquinolones (Prescott .,1999), aux sulfamides, au

chloramphénicol (Frobisher et Fuerest ., 1976).

La résistance aux B- lactamines, a 1'exception des carbapéne¢mes (imipéneme) et des
céphalosporines de quatrieme génération (C4G) (Chevalier et al.,2003), résulte d'une part,
de 1'élaboration d'une large variété de B- lactamases mais aussi de lI'imperméabilité de la
paroi bactérienne ou a un défaut de protéines liant les pénicillines (PLP), d'autre part (Prescott.,

1999).

La résistance aux B- lactamines les plus anciennes était due a la production de B- lactamases

d'origine plasmidique de type TEM-1. TEM-2, SHV-1, OXA-1 (ou OXA-30) ou PSE-1

(ou CARB-2) inactivant les aminopénicillines et les céphalosporines de premiere, voire de
deuxieme génération (C1G et C2G). La résistance aux céphalosporines de troisieme
génération (C3G) est également due a la production de B-lactamases d'origine plasmidique
qui appartiennent a trois grandes classes dont deux, celle des B-lactamases a spectre
étendu (BLSE) et celle des céphalosporinases sont majoritaires (Duval ., 1989; Bergogne-
Berezin et Dellamonica ., 1999). Les BLSE principalement issues des pénicillinases
classiques (TEM-1, TEM-2 et SHV-1), ont été décrites au cours des années 1990. Depuis les

années 2000, une nouvelle famille a émergé, celle des CTX-M.

Plusieurs céphalosporinases sont décrites dans le genre Salmonella ; 1'enzyme
prédominante étant CMY, et plus particuliecrement CMY-2 (G.Arlet et al., 2006) par le gene
plasmidique blaCMY-2 ; ce dernier a été identifié chez S.Typhimurium (Yan.S et al .,2003) et

secondairement chez S. Newport (S.Egorova et al., 2008).

Concernant les aminosides, la résistance est due a 1'équilibre entre un transport peu
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efficace des aminosides a l'intérieur de la bactérie et l'inactivation enzymatique de ces
molécules par une Aminoside-PhosphoTransférase (APH),une Aminoside-Acétyl Transférase

(AAT) et une Aminoside-Nucléotidyl Transférase (ANC) .La résistance aux quinolones est

exclusivement acquise par mutation chromosomique (molécules entierement synthétiques,
improbables dans la nature) qui entraine soit une modification de la cible, soit une
interférence avec le transport de 1'antibiotique (Courvalin et Philippon ., 1989). La résistance
d'origine plasmidique aux sulfamides et au triméthoprime se traduit respectivement par
la synthese constitutive d'une dihydrofolatesynthétase et d'une dihydrofolateréductase

(Kezzal., 1993).

Quant aux phénicolés, la résistance acquise d'origine plasmidique est due a 1'élaboration de

la Chloramphénicol-Acétyl Transférase (CAT) (Courvalin et Philippon ., 1989).

La résistance acquise inductible aux tétracyclines qui est d'origine plasmidique ne repose pas
sur l'inactivation enzymatique mais sur l'insuffisance de concentration intracellulaire. Le
systtme actif de transport est en balance avec un systeéme excréteur responsable de la

résistance : les protéines TET (Kezzal., 1993).

6. Evolution de la résistance aux antibiotiques dans le genre Salmonella et notion

de multi résistance :

La résistance bactérienne aux antibiotiques n'est pas un phénomene récent, 1'existence
de bactéries multirésistantes, I'apparition de nouveaux caracteres de résistance et I'émergence de
résistance dans des especes considérées jusqu'alors universellement sensibles a des
antibiotiques bien définis, en font un véritable probleme de santé publique et vétérinaire qui

évolue rapidement, de maniere alarmante (Courvalin et Philippon .,1989).

Les premieres études crédibles sur I'étude de la sensibilité aux antibiotiques des
Salmonella non typhoidiques, datent de la fin des années 1940 aux Etats-Unis ; elles ne
concernaient que les cyclines et les phénicolés qui ont été testés sur des souches

appartenant au sérovar dominant, Typhimurium, collectées a travers tout le pays.

En 1948, toutes les souches étaient sensibles aux cyclines mais en 1956- 1957, 5 % des
souches étaient devenues résistantes a la tétracycline (Te), pour atteindre 13,9 % en 1959-1960

et 38% en 1962. En parallele, des études de sensibilité avaient été conduites sur des souches
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isolées de volailles et une augmentation encore plus notable de la résistance a la Te avait été
rapportée (1948, 0%; 1956-1957, 9%; 1959-1960, 29 %). La résistance au chloramphénicol
était faible chez les souches humaines (de 0 % en 1948 a 1,9 % en 1959-1960) et inexistante

chez les souches issues de volailles. Des 1963, l'utilisation systématique de Te dans
I'alimentation des animaux destinés a la consommation humaine était évoquée comme

cause probable de 1'apparition de ces souches résistantes (Weill ., 2008).

Ultérieurement, cette hypothese a été émise par plusieurs auteurs qui sont unanimes sur le fait
que l'utilisation permanente de certains antibiotiques (en prophylaxie ou comme additifs ou
promoteurs de croissance), le plus souvent a des doses sub-inhibitrices dans les aliments pour
animaux, peut conduire a une résistance des bactéries pathogenes et commensales chez ces
animaux, aux mémes antibiotiques ; les déterminants génétiques de cette résistance peuvent
étre alors transmis a I'homme par contact direct ou par l'intermédiaire de la chaine
alimentaire(Angulo et Jetal., 2004 ; Bada- Alambedji et al., 2006). Ceci est un argument
extréemement solide de l'absence d'étanchéité entre le monde animal et les populations

humaines.

D'autres études ont démontré que l'apparition des résistances chez des Salmonella
humaines ne serait pas liée a I'utilisation des antibiotiques en pratique vétérinaire dans les
élevages, mais plutdt a des antibiothérapies médicales excessives (Milord., 1993) ou mal
adaptées (Prescott et al., 2003) ; la pratique d'une bi ou tri-antibiothérapie semble pouvoir
prévenir 1'émergence de mutants résistants (Courvalin et Philippon ., 1989), a l'origine de

I'échec des traitements (Threfall ., 2002).

La multirésistance aux antibiotiques est un probleme de santé majeur chez
S.Typhimurium ; certaines souches peuvent étre résistantes a plus de six produits (Prescott .,
1999). Au Royaume Uni, de nombreuses épidémies avaient commencé a €tre signalées chez
les bovins a partir de 1964, suite au développement de 1'élevage intensif de ces animaux. Les
souches bactériennes de S. Typhimurium appartenaient majoritairement au lysotype appelé
Définitive Type (DT) (Gledel ., 1996). Différentes familles d'antibiotiques (Te, pénicillines,
aminosides, phénicolés, sulfamides et nitrofuranes) avaient été utilisées pour les combattre et en
conséquence, les souches DT29 d'origine bovine avaient acquis graduellement des

résistances a ces antibiotiques.
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L'étude américaine de 1975 effectuée sur 754 souches de S.Typhimurium provenant de 46 états

constatait pour la premiere fois, de rares souches résistantes a l'association

triméthoprime/sulfaméthoxazol (Sxt) et a I'acide nalidixique (Nal) (Weill ., 2008).

Les souches de S. Typhimurium DT104 étaient connues depuis le début des années 1960 au
Royaume Uni, mais les premieres souches DT104 multirésistantes dataient du début des
années 1980. A la fin de cette décennie, la prévalence de ces souches allait connaitre un
essor considérable avec une émergence et une dissémination internationale rapide

(Brisabois ., 2001).

S Typhimurium DT104 est caractérisée par sa résistance quasi-systématique associée a cing
antibiotiques : ampicilline, chloramphénicol, streptomycine, sulfamides tétracyclines
(c'est le profil ou le phénotype ACSSuT) (Mulvey et al.,2006 ; Bornert .,2000) et codée par
un gene chromosomal dans une région nommée ilot génomique 1 (Salmonella
Genomic Island : SGI1) (Peter et al.,2007 ; Chauvin ., et al.,2006) transférable qui lui

confere une plus grande virulence et une dissémination rapide

(Mulvey et al., 2006) ; tandis qu'un autre lysotype, S.Typhimurium DT193 manifeste
souvent une pentarésistance AKSSuT (K pour Kanamycine) codée par un gene plasmidique

(Quinn et Markey ., 2003).

Le SGI1 a été décrit dans plusieurs pays, chez 13 autres sérovars dont Agona, Albany,

Newport, Derby et Infantis (Velge et al ., 2005).

A Theure actuelle, le principal probléme est I'isolement croissant de souches DT104 ayant
acquis une résistance additionnelle aux deux familles utilisées en premiere intention chez
I'homme, les C3G et les fluoroquinolones (Weiil .,2008) ; une diminution de la sensibilité a la
ciprofloxacine a été observée chez 15% des isolats (Threlfall .,2002). Une étude a
démontré une association entre ces souches et la consommation de saucisses et de patés de

viande (Tahiri et Diouri ., 2004).

Dans le cadre de la surveillance de 1'antibiorésistance, I' AFFSA ainsi que I'Institut Pasteur
d'Algérie réservent un intérét particulier aux souches présentant un des phénotypes de résistance

"d'alerte" suivants :
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* Résistance aux C3G.
* Diminution de la sensibilité ou résistance aux fluoroquinolones.

* Pentarésistance de type «<ASCTSu».
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Etude Expérimentale

Objectifs :

Notre travail poursuit plusieurs objectifs :

1.

2.

4,

I1 vise en premier lieu a contribuer a I’évaluation des niveaux de contamination de nos
carcasses bovines et ovines (prévalences) par les salmonelles, ce qui va nous permettre
d’avoir des informations sur les conditions de I’hygiene de I’abattage dans nos
abattoirs.

L’isolement des Salmonelles dans les feces des deux especes étudiées, et 1’étude de
leurs prévalences vont nous permettre non seulement d’étudier le rapport entre la
présence du germe dans les feces et la contamination superficielle des carcasses, mais
également de confirmer plus tard par des études de génotypage la relation entre les
deux étapes.

Apporter des informations quant aux sérotypes incriminés, ce qui aidera grandement
aux futures enquétes épidémiologiques.

Apporter des informations relatives a la sensibilité aux antibiotiques des souches de
Salmonelles isolées, et contribuer ainsi a la sensibilisation des autorités sur les dangers

encourus par la santé publique.

En résumé, 1’objectif de notre étude est d’enrichir la base de données sur les salmonelles

dans les différentes matrices alimentaires, et d’étudier I’impact possible sur la santé publique.

Notre partie expérimentale comprend les parties suivantes :

=>» Une description de I’abattoir d’El-Harrach.

=>» Les matériels et méthodes utilisés.

=>» Les résultats obtenus.

=>» La discussion de nos résultats.

=>» Et enfin des recommandations.

Notre étude est scindée en trois étapes :

* La premiere étape effectuée au niveau du laboratoire d’analyses d’H. .LD.A.O.A a I’Ecole

Nationale Supérieure Vétérinaire d’El-Harrach, est réservée a I’isolement ainsi qu’a
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I’identification biochimique du genre salmonella a partir de 215 prélevements (carcasses et

matieres fécales OV et BV), il en résulte une étude sur la prévalence de ce germe.

* La deuxieme étape, réalisée au sein du service des Entérobactéries de 1’'Institut Pasteur
d’Algérie, concerne la confirmation sérologique, il en résultera une étude sur les sérotypes de

salmonella qui prédominent, et leur distribution en fonction des espeéces étudiées (BV.OV)

*La troisieme étape, réalisée également au sein du service des Entérobactérie de I'IPA, se
penchera sur 1’étude du profil d’antibiorésistance de chaque souche de salmonella spp. isolée
et sérotypée. Cette étude nous permettra d’apprécier la résistance de chaque souche de
salmonella spp. vis-a-vis d’'un ou de plusieurs antibiotiques testés dont certains sont

communément utilisés en clinique, ceci nous amenera a cerner la notion de multirésistance.
I. Description de I’abattoir d’El-Harrach

L’abattoir d’El-Harrach, construit en 1919, est actuellement situé en plein centre d’une
agglomération urbaine, ce qui est en complete contradiction avec les normes de construction
d’un abattoir. Il est entouré a I’Est par une brigade militaire, par 1’ouest par un vieux
batiment, par le nord des locaux commerciaux et une autoroute, et au sud par une route

principale.

Les lieux de stabulation ont une superficie de 800m?2. Ils sont souillés par de tres

grandes quantités de matieres fécales et les especes sont souvent mélangées.

La salle d’abattage est une salle commune pour 1’abattage des bovins, ovins et caprins.
L’acces a cette salle se fait par un portail de 3m de large qui permet I'introduction des
animaux nuisibles (chats, chiens...); c’est par cette entrée également que ressortent les

carcasses estampillées et leurs issues.

Le plafond est ouvert et recouvert par des nids d’oiseaux et marqués par la présence
d’un grand nombre de pigeons au dessus de la salle. Les murs ne sont pas lisses et sont dans

un état de saleté apparente.

Toutes les opérations d’abattage (saignée, habillage, éviscération et fente) sont
réalisées sur place, c'est-a-dire en poste fixe. Les carcasses se trouvent en contact direct avec

les animaux vivants d’ot le risque de contamination croisée (figure 4).
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Les petits animaux sont saignés en décubitus latéral, et gardés entassés les uns derrieres les
autres (figure 5), ce qui favorise les risques de contaminations croisées a partir des peaux et

du sang.

Les secteurs fondamentaux d’équipement existent, mais leur agencement et leur état
de vétusté ne permet pas d’assurer une viande saine sans danger pour le consommateur. Les
secteurs ne sont pas agencés de telle maniere a permettre une marche en avant, il y’a de

nombreux entrecroisements.

Pour toutes ces constatations, nous pouvons conclure que I’abattoir d’El-Harrach, ne répond

pas a la notion d’établissent classé préparant une denrée alimentaire saine.

'.s

Figure 4: Animaux vivants au contact Figure 5 : Ovins abattus entassés les uns
des carcasses (photo personnelle) derrieres les autres (photo personnelle)

I1. Matériels et méthodes :

I1.1 Matériels :

I1.1.1 Matériel biologique (animaux) :

Notre étude a été réalisée sur des animaux des especes ovines et bovines abattues dans
I’abattoir d’El-Harrach, sans distinction de race, de sexe ou d’age. Par manque d’information
et de tragabilité, ’origine exacte des animaux est difficile a déterminer, ils appartiennent
généralement a différents éleveurs provenant de la région centre d’Algérie (Blida, Bouira,

Médéa,..).
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I1.1.2. Echantillonnage :

Les prélevements ont été effectués toujours durant les apres-midi entre le17 Mars 2013 et le 3

juillet 2013.

N

Notre étude a été réalisée sur 215 prélevements de surface (carcasses) et matieres
fécales des animaux de 1’espece ovine et bovine abattues au niveau de 1’abattoir d’El-Harrach

sans distinction de race, de sexe ou d’age des animaux abattus.

IT) 1.2 1:Distribution de I’échantillonnage :
A/ Prélevements de surface :
*Carcasses ovines : nous avons effectué des prélevements sur 53 carcasses ovines.

*Carcasses bovines : nous avons effectué des prélevements sur 52 carcasses
bovines.

B/ Matieres fécales :

Ovins : nous avons effectué 57 prélevements de matieres fécales fraichement
récoltées a partir du rectum des ovins

Bovins : nous avons effectué 53 prélevements de matieres fécales fraichement
récoltées a partir du rectum des bovins.

I1. 1.3. Matériel de prélevement

Les écouvillons utilisés consistent en des disques cosmétiques stériles en coton ; ils
sont recouverts de papier aluminium avant leur stérilisation a la chaleur seéche pendant 1h a

120°C (Figures n°6 et 7) (Décision européenne n°2001/471/CE du 21 juin 2001).
La préparation des écouvillons est toujours réalisée la veille du prélevement :

e Opvins : 08 disques sont regroupés ensemble (02 disques par site).
¢ Bovins : 08 disques sont regroupés ensemble (02 disques par site).

e Pour les maticres fécales : Nous avons utilisé des sacs de prélevement stériles a usage

unique.
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I1.1.4.Matériel d’analyse et milieux de culture :

Nous avons utilisé des équipements classiques d’un laboratoire de microbiologie
(annexe n°2). Les milieux de culture utilisés sont décrits dans le chapitre analyses

microbiologiques.
II).2.Méthodes

I1.2.1. Méthode de prélevement
I1.2.1.1. Choix de la méthode

Bien que la meilleure technique de prélevement pour évaluer le niveau des
contaminations microbiennes des surfaces des viandes soit le prélevement des lambeaux,
jugée par plusieurs travaux (Snijders et al, 1984 ; Kain et al.,1999 ;Palumbo et al., 1999 ;
Ware et al., 2001 ; Yu et al., 2001 ; Hutchison et al., 2005 ; Pepperll et al., 2005 ) comme
étant la méthode la plus reproductible permettant de récupérer la majorité des germes ; elle
présente néanmoins un grand inconvénient résidant dans le fait qu’elle détériore 1’aspect de la

carcasse, la déprécie et la rend commercialement inacceptable.

Pour cette principale raison et pour des raisons de simplicité et de rapidité, nous avons utilisé
la technique non destructive du double écouvillonnage validée parla norme ISO 17604

concernant le prélevement d’échantillons sur des carcasses en vue leur analyse

microbiologique.

Figure n°6 : Disques cométiques en coton

utilisés comme écouvillons (photo personnelle).
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Figure n °7 : écouvillons préparés (photo personnelle).

II. 2.1.2 Technique de I’écouvillonnage :

Un premier écouvillon humidifié avec une solution stérile de TSE (figure n°8) est frottée
verticalement, horizontalement, puis en diagonale, pendant au moins 20 secondes sur la
surface de la carcasse délimitée par un cadre métallique en acier inoxydable. Une pression

aussi forte que possible est appliquée. La méme procédure est répétée avec le deuxieme

écouvillon sec.

-Les 8 écouvillons (des 4 sites) sont mis dans un méme sachet Stomacher qui sera

ensuite identifié.

- Des gants jetables sont utilisés, et changés apres chaque prélevement.

Figure n°8 : Imbibition de I’écouvillon (photo personnelle).
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I1. 2.1.3 Sites de prélevement

Carcasses ovines :

Nous avons choisis 4 sites anatomiques différents par carcasse, tel que recommandé par la

norme [ISO17604 relative au site de prélevement. Ces sites sont représentés par la figure n°9.

L’ensemble des écouvillons (des 4 sites) représente un échantillon d’une seule et

méme carcasse et sont regroupés dans un méme sachet Stomacher.
Icarcasse = 1 échantillon (4 sites = 8 écouvillons)

Les sites choisis sont les suivants :

Site A : flanc (abdomen) (3).

Site B : partie latérale du thorax (4).
Site C : Entrecuisse (6).

Site D : partie latérale de la poitrine (7).

La surface de chaque site est de : 100 cm? (10 cm X 10 cm) ce qui nous donne une surface
totale de 400 cm? (Arrété Royal du 28 Aout 2002 de L’ AFSCA, Belgique).

a) Latéral b) Médial

Figure n°9 : Agneau : Exemples d’emplacements de prélevement.
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*Carcasses bovines :
Nous avons choisi 4 sites anatomiques différents par carcasse représentés par la figure n°10

L’ensemble des écouvillons (des 4 sites) représente un échantillon d’une seule et méme
carcasse et sont regroupés dans un méme sachet Stomacher.

1 Carcasse = échantillon (4 sites = 8écouvillons)

Les sites choisis sont :

Site A : partie latérale de la cuisse (8)
Site B : la pointe de la poitrine (2)
Site C : le flanc (4)

Site D : I’aine (6)

La surface de chaque site est de 400cm? (20cmX20cm). (Arrété Royal du 28 Aout 2002 de
L’ AFSCA, Belgique).

'

a) Latéral b) Médial

Figure n°10 : Beeuf : Exemples d’emplacements de prélévement.
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*-Les Matieres fécales sont prélevées a partir du rectum par fouillis (Bovins) et toucher (Ovin)

rectal.
I1.2.2 Transport et conservation des échantillons :

Les échantillons identifiés, conservés dans une enceinte réfrigérée sont transportés
rapidement vers le laboratoire de 'ENSV, pour étre traités le méme jour. Ainsi, le temps

écoulé entre le prélevement et le début de travail au laboratoire est généralement d’environ

30 minutes.

Le diagramme général du travail depuis la récolte des prélevements jusqu’a 1’analyse

bactériologique est représenté par la figure n°11.
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Ovins et Bovins

carcasses / \ Matiéres fécales
‘ l

4 sites anatomiques Prélevés du rectum

Sont écouvillonnés Par fouillis rectale

\ 4

Les 8 écouvillons sont mis \ 4

La quantité prélevé mise dans
dans un sachet stomacher

\ / Un sac de prélevement

Transport dans un conteneur isotherme

vers le laboratoire

l

Ajout de 100 ml d’EPT dans chaque sachet stomacher et sac de prélevement

A 4
Analyse bactériologique

Figure n °11 : Diagramme général de la méthode utilisée (de I’abattoir au laboratoire).

I1.2.3 Méthodes d’analyses bactériologiques :

11.2.3.1 Prélevements de surface :

La méthode de recherche des salmonella est effectuée selon la norme francaise de routine NF

V08-52 (annexe n° 3) en suivant les étapes suivantes :
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Pré-enrichissement

100 ml d’eau peptonée tamponnée (EPT) sont ajoutés dans chaque sachet Stomacher
contenant les 8 écouvillons de chaque prélévement, qui sera ensuite placé dans un appareil
d’homogénéisation de type Stomacher pendant trois minutes, puis conservé dans I’étuve

pendant 24 heures a 37°C.

Enrichissement

N

L’enrichissement est réalis€ a 1’aide de deux bouillons sélectifs : le bouillon Rappaport

Vassiliadis (RV) et le bouillon sélénite de cystéine (SC).

A partir de la culture obtenue apres le pré enrichissement, 1ml est transféré dans chacun des
deux milieux précédents. L’incubation est de 24h a 37°C pour le sélénite de cystine, et a 42°C

pour le Rappaport-Vassiliadis.
Isolement :

L’isolement est réalisé sur milieu gélosé Hecktoen. Apres la période d’incubation, une
goutte de la culture du milieu RV est ensemencée par une anse de platine sur la surface du
milieu Hecktoen coulé préalablement dans des boites de pétri. La méme procédure est répétée

avec le milieu SC. Les boites sont retournées et placées dans 1I’étuve a 37°C.

Apres 24h d’incubation, les boites sont examinées afin de rechercher la présence des

colonies présumées de Salmonella spp.

Les colonies caractéristiques des Salmonella sont vertes ou bleues vertes avec ou sans

centre noir sur le milieu Hecktoen (Figure n°12).
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Figure n°12 : Résultat de I’isolement de Salmonella sur Gélose Hecktoen (Photo
personnelle).

Confirmation biochimique :

*A partir de chaque boite des milieux d’isolement, deux colonies suspectes sont

repiquées sur le milieu TSI comme suit :

A T’aide d’une anse de platine, la pente inclinée du milieu est ensemencée en strie, ensuite le
culot et piqué profondément, les tubes ne sont pas fermés hermétiquement pour permettre

d’avoir une réaction gazeuse.

Les réactions typiques de salmonella spp. Correspondent a la formation de trois
couleurs superposées, une pente rouge (lactose négatif), un culot jaune (Glucose positif), et
généralement une couleur noiritre au centre (formation H2S), la formation de gaz se

manifeste par la formation d’une bulle latérale ou le décollement du milieu a la base de tube.

Apres 24h d’incubation a 37°C, nous avons obtenu des réactions H,S fortement

positives . (figure n°13).
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Figure n °13 : Confirmation biochimique sur le milieu TSI.

¢ Galerie biochimique miniaturisée : les galeries de type Api 20 E (BioMérieux) sont
utilisées, les réactions produites se traduisant par des virages colorés spontanés, ou révélés
par addition de réactifs. La lecture se fait a I’aide du tableau d’identification par
I’interprétation du profil numérique obtenu en codant I’ensemble des réactions notées sur

la fiche des résultats( Figure n °14).

Figure n°14: Aspect de Salmonella spp sur la galerie api 20 E (photo personnelle).

I1).2.3.2 Matieres fécales :

Pour I’isolement des salmonelles, nous avons utilisée la méthode la plus communément
utilisée dans les laboratoires régionaux vétérinaire de microbiologie au niveau national et qui

semble €tre de routine (méthode classique).
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Cette méthode est basée sur I'utilisation de I’eau peptonée tamponnée comme milieu de pré-
enrichissement et du bouillon au sélénite de sodium pour un enrichissement puis un

ensemencement sur des milieux sélectifs solides, tel que le milieu Hecktoen (Figure n °15).

Les colonies caractéristiques des Salmonella sont vertes ou bleues vertes avec ou sans centre

noir sur le milieu Hecktoen.

Les colonies présomptives de salmonelles lactose négatif et H2Spositif sont ensemencées sur

milieux TSI suivi d’une caractérisation par galerie API.

Pré- enrichissement 25g (feces)/100ml

(EPT)

|l

Incubation (18:|- 2) h dans une

étuve réglée a (3742) C°

|1

Enrichissement :1 ml" de suspension de pré

enrichissement +10 ml bouillon de

sélénite Incubation (18 + 2)h a 37 C°

|1

Isolement : sur une gélose Hektoen

et incubation de 18h a 24h a 37 C°

I

Identification biochimique
et  sérologique

Figure n°15 : Diagramme des différentes étapes de la recherche des salmonelles dans les
matieres fécales.
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I1.2.4.Confirmation sérologique (sérotypage)

Cette partie est effectuée au du service des entérobactéries de I'IPA selon la méthode

d’agglutination sur lame.

I1.2.5.Etude de la sensibilité aux antibiotiques : La sensibilité aux antibiotiques est réalisée
au niveau du service des entérobactéries de I'IPA, en utilisant la méthode des disques

(antibiogramme standard) basée sur la diffusion en milieu gélosé Mueller-Hinton.
Les antibiotiques testés sont reportés dans le tableau 4 en Annexe 04.
I1.2.6.Méthodes statistiques

Cette étape a été réalisée selon le teste de khi-deus d’indépendance avec la correction de

Yates.
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III. RESULTATS :

II1.1.Etude des taux de contamination par salmonella:
II1.1.1. Taux de contamination global pour les deux especes :

Sur les 215 prélevements, nous avons pu isoler 39 souches de Salmonella spp. ce qui
représente une taux de contamination de 18,1% [13% ; 23,3%]. Parmi ces 39 souches isolées,
24 appartiennent a I’espece bovine soit un taux de 61,58% et 15 a I’espece ovine soit un taux
de contamination de 38,46% (Tableau S et figure n°16).

Tableau 5: Taux de contamination global des carcasses par Salmonella spp.

Taux de

Nbre de souches de Salmonella | contamination
Espece isolées (%)
Bovin 24 61,58
Ovin 15 38,46

H Bovin Ovin

Figure n°16 : Taux de contamination global par Salmonella spp. chez les

deux espéces bovine et ovine
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I11.1.2. Taux de contamination chez I’espece

II1.1.2.1. Dans les carcasses:

bovine :

Les résultats obtenus montrent que sur les 52 carcasses bovines analysées, 17 souches de
salmonella ont été isolées, ce qui représente un taux de contamination global de ’ordre de

32,69% (Tableau 6 et figure 17)

Tableau 6 : Taux de contamination global des carcasses bovines .

Nombre total de|Nombre total de|Taux de
carcasses bovines | souches de | contamination
préleveés salmonelles isolées

52 17 32,69%

e

O'I/ |/

M taux de contamination
des carcasses bovine
prélevées

Figure n°17 : Taux de contamination global des carcasses bovines.

II1.1.2.2. Dans les féces:

Sur 53 prélevements de matieres fécales des

bovins

nous avons isolé 07 souches de

salmonelles, ce qui représente un taux de contamination global de I’ordre de 13,20%

(Tableau 7 et figure 18).
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Tableau 7 : Taux de contamination global des feces bovines .

Nombre total de|Nombre total de|Taux de
feces bovines | souches de | contamination
prélevées salmonelles isolées

53 07 13,20%

14
12

10 M taux de contamination

des féces bovines
préleveeés

o N OB O

Figure n°18 :Taux de contamination global des feces bovines .

I11.1.3. Taux de contamination chez I’espéce ovine :
II1.1.3.1. Dans les carcasses:

Les résultats obtenus montrent que sur les 53 carcasses ovines testées, 15 souches de
salmonella ont été isolées, ce qui représente un taux de contamination global de I’ordre de
28,30% (Tableau 8 et figure 19).
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Tableau 8 : Taux de contamination globale des carcasses ovines .

Nombre total de|Nombre total de|Taux de
carcasses  ovines | souches de | contamination
prélevées salmonelles isolées

53 15 28.30%

B Taux de contamination
des carcasses ovines
prélevées

20 7 //
15 A //

10 ~

0 b -

Figure n°19 : Taux de contamination globale des carcasses ovines.

I11.1.3.2. Dans les feces:

Aucune souche de salmonelles n’a été isolée a partir des 57 prélevements de matieres fécales
d’ovins, ce qui représente un taux de contamination global de 0% (Tableau9 et figure 20).

Tableau 9 : Taux de contamination global des féces ovines.

Nombre total de|Nombre total de|Taux de
feces ovines | souches de | contamination
prélevées salmonelles isolées

57 0 0%
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B Taux de contamination
des féces ovines

prélevées

Figure n°20: Taux de contamination global des féces ovines.

I11.2. Etude sérologique des souches de Salmonella spp. isolées :

Sur les 39 souches de Salmonella isolées au cours de notre étude, 24 étaient d’origine bovine

et 15 d’origine ovine.

I11.2.1. Sérotypes de I’espece bovine :

Les sérotypes de Salmonella les plus fréquemment isolés lors de notre étude chez 1’espece
sont par ordre de fréquence décroissant: S.
Muenster (44,44%) , S. Infantis(27,77%) et S. Richmond ( 22,22%) pour les carcasses
bovines et S. Muenster (42,85%), S. Infantis ( 28,57%) et S. Montevideo ( 28,57%) pour les

bovine pour les deux types d’échantillons

feces bovines (Tableau 10 et figure n°21).

Tableau 10: Répartition des souches de Salmonelles en fonction du sérotype chez les

bovins.

Sérotypes Carcasses bovines | Feéces bovines
(n=17) (n=7)
N % N %
S. Muenster 8 47,06% 3 42,86%
S. Infantis 5 29,41% 2 28,57%
S. Richmond 4 23,53% _ _
S. Montevideo _ _ 2 28,57%
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47,06%

0, —_
50% 86

45% A
40% -
35% A 294 57 28,57%

30% - 73,53%
25% A
20% A
15% -
10% -
5% - > 007

0% 1 1 T 1

S Muenster S Infantis S Richmond S Montevideo

B Carcasses M Feces

Figure n°21 : Répartition des souches de Salmonelles en fonction du sérotype chez les
bovins.

I11.2.2. Sérotypes de I’espece ovine :

Les sérotypes les plus fréquemment isolés lors de notre étude dans les carcasses ovines sont
par ordre de fréquence décroissant: S. Muenster (46,66%), S. Infantis (33,33%), et en
troisieme position S.Typhimurium, et S. Anatum (6,66%) (Tableau 11 et figure n°22).

Tableau 11 : Répartition des souches de Salmonelles en fonction du sérotype chez les
ovins.

Sérotype de Salmonella | Carcasses ovines Feces ovines
(n=15) mn=0)
N %
S. Muenster 7 46,66%
S. Infantis 5 33,33%
S. Typhimurium 2 13;33%
S. Anatum 1 6,66%
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50%
45%
40%
35%
30%
25%
20%
15%
10%

5%

0%

33,33°

13,339

S Muenster S Infantis STyphimurium S Anatum

M Carcasses

Figure 22 : Répartition des souches de Salmonelles en fonction du sérotype chez les

ovins.

I11.3. Etude de la sensibilité aux antibiotiques des souches de Salmonella spp.isolées :

Nous avons testé 26 antibiotiques sur chacune des 39 souches de Salmonella spp. isolées et
sérotypées. Les résultats obtenus sont rapportés dans le tableau 12 en annexe n°5S.

I11.4.1.Etude globale de la sensibilité aux antibiotiques des souches de Salmonella spp.:

Nous notons que sur les 26 antibiotiques testés, Salmonella spp. exprime globalement une
résistance vis-a-vis de 09 d’entre eux, ce qui représente un taux de résistance global de
34,61% (Tableau 13 et figure n°23).

Tableau 13 : Réponse de I’étude globale de la sensibilité de Salmonella spp. aux ATB

Résistance | Sensibilité
Nbre d’antibiotiques
testés 9 17
% 34,61% 65,39%
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M Résistance

B Sensibilite

Figure n°23: Expression globale de I’étude de la sensibilit¢ de Salmonella spp. aux
antibiotiques testés.

La résistance a concerné 02 souches sur les 39 testées, représentant un taux de résistance
global de I’ordre de 5,12% (Tableau 14 et figure n 24).

Tableau 14 : Pourcentage de résistance des souches Salmonella spp.aux antibiotiques
testés.

Nombre de souches Taux (%)
Sensible 37 94,87
Résistante 2 5,12
5,13%

B Aucune résistance MReésistant

Figure n°24 : Pourcentage de résistance des souches Salmonella spp.aux antibiotiques
testés
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I11.3.2. Etude de la sensibilité de Salmonella spp. en fonction de I’antibiotique :
(Tableau 15 en annexe n°6 et figure n°25).

Nos résultats montrent que pour la famille des B lactamines, Salmonella spp. est résistante a
I’ampicilline, a la ticracilline, a la pipéracilline, a ’augmentin et a I’amoxicilline, avec un
taux de l'ordre 5,12% pour chacun d’entre eux. Aucune résistance n’a été notée aux
antibiotiques suivants: cefazoline, mecillinam, cefoxitine, ceftazidine, céfotaxime,
ceftriaxone, aztreonam, imipene¢me, céfépime).

Dans la famille des quinolones, Salmonella spp.est résistante a 1’acide nalidixique avec un
taux équivalent a 5,12%. Aucune résistance n’a été remarquée a la pefloxacine et a la
ciprofloxacine.

Enfin, Salmonella spp. montre une résistance vis-a-vis de la tétracycline avec un taux de
5,12%, elle est aussi résistante au chloramphénicol et aux furanes avec le méme taux.

Concernant la famille des aminosides et des sulfamides, Salmonella spp. est sensible a tous
les antibiotiques testés avec un taux de 100%.

Une sensibilité a la colistine est constatée avec un taux de 100%.

94,87% des souches de Salmonelles ont présenté un phénotype sauvage ; sensible a tous les
antibiotiques testés.

AMP
TIC
FAZ
PIP
AMX
MEC
KAN
GEN
NET
AN
PEF
CIp
AUG
FOX
CET
FOT
FTR
AZT
IMI
FEP
TRI
CON
CcoL
CHL
TET
FUR

W résistance M sensibilité

Figure n°25 : Résultat de I’étude de la sensibilité de Salmonella spp.aux antibiotiques en
fonction de la catégorie clinique.
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II1.3.3.Etude de la sensibilité aux antibiotiques de Salmonella spp. en fonction du
serovar :

Les résultats obtenus suite a 1’étude de la sensibilité aux antibiotiques de chaque souche de
Salmonella spp. isolée et sérotypée sont résumés dans le tableau 16.

Sont reportés uniquement les antibiotiques pour lesquels nos souches ont acquis une
résistance, ils sont au nombre de 09 :

Tableau 16 : Résultats de I’étude de la sensibilité aux antibiotiques de chacune des

Souches de Salmonella spp. S :Sensible ,R : Résistante.

AMP |TIC PIP |AMX|AN |AUG |CHL|TET |FUR
S, Muenster
(18 souches) S S S S S S S S S
S, Infantis
(12 souches) S S S S S S S S S
S, Anatum
(1 souche) S S S S S S S S S
S.Typhimurium
(2 souches) R R R R R R R R R
S, Richmond
(4 souches) S S S S S S S S S
S, Montevideo
(2 souches) S S S S S S S S S

Au cours de notre étude nous avons isolé deux souches de S.Typhimurim qui présentent
une multirésistance a 9 antibiotiques.

I11.3.4. Antibiotypes (profils de résistances, phénotypes) :

Dans notre étude le serovar S. Typhimurium montre un seul profil d’antibiorésistance
(Tableau 17).

Tableau 17 : Profil de résistance aux antibiotiques du serovar Typhimurium.

Serovar Nombre de | Profil d’antibiorésistance
souche
résistante

Typhimurium

(n=02) 02 souches AAATPCTeFrAc
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(AAATPCTeFrAc) : Ampicilline, Amoxicilline, Augmentin, Ticarcilline, Pipéracilline,
Chloramphénicol, Tetracycline, Furanes et Acide nalidixique.

S.Typhimurium a présenté un taux de multirésistance de 100%  vis-a-vis de 09
antibiotiques.

Aucune résistance additionnelle n’a été notée concernant le reste des antibiotiques testés,
notamment vis-a-vis des fluoroquinolones (ciprofloxacine, pefloxacine) et des
céphalosporines.
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IV. Discussion :
IV .1. Taux de contamination global des carcasses par Salmonella spp.:

Cette étude nous a permis d’isoler 39 souches de Salmonella spp a partir des 215
prélevements ; 24 appartenant a 1I’espece bovine avec un taux de contamination 61,58% et
15 aI’espece ovine avec un taux de 38,46%.

Statistiquement (test de Khi-deux), la prévalence de Salmonella spp. chez les bovins n’est pas
significativement supérieure (p>0,05) a celle de I’espece ovine.

Small et al. (2002), en étudiant la présence de Salmonella spp. et E. coli O157 :H7 dans
I’environnement des abattoirs des bovins et des ovins et sur leurs peaux, ont expliqué les taux
élevés de la contamination des abattoirs des bovins et leurs peaux par rapport a 1I’espece ovine
par le portage intestinal élevé de ces deux germes pathogenes par les bovins.

Par ailleurs, I'importance de la biomasse des bovins fait de ces animaux des agents
redoutables de multiplication des salmonelles (Martel et al., 1996).

Martel et al. (1996) considerent que I’espece bovine est particulierement sensible a 1’infection
salmonellique.

Dans une étude similaire menée par Small et al. en 2006, au Sud-ouest de I’ Angleterre les
carcasses bovines étaient plus contaminées par les salmonelles que celles des ovins.

En Islande, la contamination par salmonella est rare, mais les moutons sains transportent
salmonella dans leurs amygdales et provoquent des intoxications alimentaires chez les étres
humains qui consomment les tétes de moutons (Hjartardottir et al., 2002).

Moo et al. (1980) ont signalé un taux de contamination de 5% des carcasses de mouton en
Australie.

En revanche, plusieurs études effectuées en Australie entre 1994 et 2002 ont montré le
contraire, les carcasses ovines étaient plus exposées a la contamination salmonellique que
celles des bovins (Sumner et al., 2004).

IV.1.1.Taux de contamination de salmonella dans les carcasses bovines :

Nous avons enregistré un taux de contamination global des carcasses bovines de I’ordre de
32,69% [19,94% ;45,4%].

Ce taux relativement important témoigne de la mauvaise manipulation des carcasses lors des
opérations d’abattage/habillage, et de I’insuffisance d’hygiene observée au cours de notre
étude.
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En outre, Berends et al. (1997) ont rapporté qu'une fois que la chaine d’abattage est
contaminée avec Salmonella spp., ce microorganisme va s’installer sur la machinerie,
I’équipement et les mains des opérateurs et causer des contaminations croisées.

Le taux de contamination enregistré relativement élevé au cours de notre étude pourrait etre
du a plusieurs facteurs, parmi lesquels nous citerons : le contact des carcasses avec le sol tres
souillé, la mauvaise éviscération, se traduisant souvent par la perforation des sac gastriques,
mais également par les souillures de la peau des autres animaux abattus.

Notre résultat peut s’expliquer aussi par le fait que I’abattoir d’EL-HARRACH est un
abattoir artisanal ou toutes les étapes de la transformation de I’animal en carcasse et en
cinquieme quartier (saignée, dépouillement, éviscération ...) se font en postes fixes, ce qui
augmente le risque des contaminations croisées entre les carcasses et les peaux, le sang, les
visceres, et le contenu gastrique du méme ou des autres animaux (Figure n°26).

Figure n°26 : Proximité entre carcasse lors du dépouillement et une carcasse au
moment de ’abattage (photo personnelle).

En Algérie, Nouichi (2007), a enregistré un taux de contamination de salmonelle sur les
carcasses bovines de 1’ordre de 10%.

En revanche, le faible taux de salmonella de 1,5% retrouvé sur les carcasses bovines en
Irlande du Nord pourrait étre expliqué par le biais d’échantillonnage (Madden et al., 2001).

Le taux de contamination par les Salmonella spp. des carcasses est variable en fonction des
études. Cependant, il est impératif d’étre réservé en faisant des comparaisons directes entre les
estimations de la prévalence des bactéries pathogénes a cause des différences dans les
techniques de cultures. En plus, le nombre, la fréquence, le temps de prélevement, la

manipulation, le transport, le stockage des échantillons, la saison, I’age des animaux, et le
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sérotype de la bactérie peuvent affecter I’estimation de la prévalence (Van Donkersgoed et al.,
1999). Cependant, nos résultats sont supérieurs a la plupart des taux enregistrés dans plusieurs

études étrangeres que nous avons résumés dans le tableaul8.

Taux Nombre
Pays Référence
D'isolement (%) | D'échantillons
Algérie
(Abattoir .
10 % 70 &’El-Harrach) Notre étude
1% 80 France PUYALTO et al (1997)
0,7 288 USA KAIN et al (1999)
0,08 % 1247 Canada VANDONKERSGOED et al (1999)
0,9 % 640 USA BACON et al (2000)
6,25 % 32 Maroc DENNAI et al (2001)
1,5 % 200 Grande Bretagne | MADDEN et al (2001)
0,2 % 1275 Australie PHILLIPS et al (2001a)
1,6 % 240 USA RANSOM et al (2001)
0% 192 USA WARE et al (2001)
0,09 % 1016 USA BARKOCY-GALLAGHER et al (2003)
7,6 % 250 Grande Bretagne | McEVOY et al (2003)
Abattoir 1: 0 %
525 / abattoir USA RIVERA-BETANCOURT et al (2004)
Abattoir 2: 0,8 %
0% 191 Belgique DIERICK et al (2005)
2 % 100 Australie FEGAN et al (2005)
0% 1155 Australie PHILLIPS et al (2006a)
12,7 % 330 Grande Bretagne | SMALL et al (2006)

Tableau 18 : Comparaison du taux de contamination a Salmonella spp. des carcasses bovines

obtenu au cours de notre étude aux différents taux enregistrés dans les travaux.
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IV.1.2. Taux de contamination de salmonella dans les féces bovines :

En ce qui concerne les feces bovines, nous avons enregistré un taux de contamination global
par salmonella spp. de I’ordre de 13,20% [5,48%-25,34%].

Plusieurs études ont été effectuées dans différentes régions du monde pour rechercher les
salmonelles dans les matieres fécales des bovins afin d’étudier le portage et I’excrétion chez
cette espece animale. Un niveau de contamination similaire fut rapporté dans une étude
américaine, menée par the National Animal Health Monitoring System (NAHMS) en 2007,
ou le taux d’isolement était 13,7%, ce faible taux reflete un nombre moins élevé en portage
salmonellique.

D’autres enquétes épidémiologiques réalisées dans différentes régions des Etats-Unis ont noté
des résultats 1égerement inferieurs. C’est le cas de 1’étude effectuée par Warwick et al., dans
le Michigan, le Minnesota, le Wisconsin et 1’état de New York qui ont rapporté un taux de
9,3% (Warnick et al., 2003).

Cependant certains auteurs ont noté des taux de contamination a salmonelles relativement
élevés, nos résultats sont nettement inférieurs a ceux décrits par Edrington et al. (2004), qui
ont enregistré eux, un taux de 25, 19% (393 /1560), qui pourrait s’expliquer par le nombre
élevé des échantillons traités.

Dans une autre enquéte réalisée aux Etats-Unis, 21,3% des 5087 échantillons de contenu
caecal et du colon de vaches laitieres de réforme contenaient salmonella (Troutt et al., 2001).

Dans une étude effectuée au Burkina-Faso, Kagambéga et al., (2013) ont obtenu une
prévalence de 52% sur un échantillon de 383 vaches. Ces résultats sont largement supérieurs
aux notres, leur prévalence est a mettre en relation avec la méthode de diagnostic utilisée, la
PCR en 'occurrence. En effet, les méthodes moléculaires sont reconnues tres sensibles et
spécifiques pouvant détecter le pathogéne méme dans des prélevements faiblement
contaminés (Kagambéga et al., 2013).

N

La région peut aussi influencer la fréquence d’isolement d’une étude a 1’autre. En effet,
plusieurs chercheurs ont confirmé cette hypothese, Callaway et all., (2005), a titre d’exemple,
ont estimé que 27 a 31% des troupeaux laitiers a travers les Etats-Unis sont colonisés par des
Salmonelles, I’'une des plus graves bactéries pathogenes, responsable d’infections d’origine
alimentaires aux Etats-Unis.

Heuchel et al (2000), dans une étude francaise pour déterminer les facteurs de risque de
contamination des élevages bovins ont enregistré un taux de contamination de 1’ordre de
25%.

L’effet de la saison (température supérieure a 28°C), a été aussi déterminé comme un facteur
de risque de contamination des élevages bovins laitiers par les salmonelles par une étude
plus récente, effectuée dans une grosse ferme laitiere du sud-ouest des Etats-Unis ; celle-ci
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fait état d’une prévalence d’excrétion fécale tres variable, allant d’'un maximum de 96%
durant le mois d’aolt a un minimum de 19% au mois d’octobre (Edrington et al., 2008).

En revanche, d’autre études ont rapporté des prévalence tres faibles, c’est le cas des travaux
d’Adésiny et al., en 1996 effectués en Espagne, qui ont noté un taux d’isolement de 0,9% sur
un nombre de prélevement de 333 vaches laitieres au cours d’une étude effectuée sur
plusieurs entéropathogenes.

En Angleterre, un taux de 1,4% a été obtenu au cours d’une étude effectuée en 2003, sur
plusieurs especes animales y compris les bovins (Milines et al., 2009). Fossler et al., ont
retrouvé un taux de 4,8% dans une étude complémentaire a 1’étude effectuée préalablement
par Warnik et al., en 2003.

IV.1.3. Taux de contamination de salmonella dans les carcasses ovines :

En ce qui concerne les carcasses ovines, nous avons enregistré un taux de contamination
global par salmonella spp. de 28,30% [16,17% ; 40,4%] ; ce taux n’est pas significativement
inferieur a celui enregistré chez 1’espece bovine.

Ce taux de contamination pourrait s’expliquer par la contamination croisée entre les carcasses
et les peaux ; le sang et les visceres (figure n°27).

Figure n°27 : Proximité entre des ovins vivants et des carcasses lors de I’abattage (photo
personnelle).

L’état de présentation des animaux a I’abattage a été étudié par plusieurs auteurs (Bell et
Hathaway., 1996 ; Bisse et Hathaway. ,1996 ; McEvoy et al., 2000) qui ont démontré que le
degré de contamination des peaux des animaux a un impact direct sur la contamination de la
carcasse.

Biss et Hathaway en 1995, ont enregistré un taux de contamination microbiologique sur des
carcasses ovines dont la laine était sale et longue (> 6 cm), plus élevé de 5 fois que le taux de
contamination des carcasses provenant des ovins dont leurs toisons étaient propres et courtes
(£2cm). Cependant, I’état d’hygiene visuelle de I’animal avant I’abattage ne peut pas étre
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utilis€ comme un indicateur précis de la qualité microbiologique des carcasses (Biss et
Hathaway., 1998).

Plusieurs auteurs ont signalé la rareté voir 1’absence des salmonelles sur les carcasses ovines.
Au Maroc, Kahrib et al. (1994) en étudiant la contamination microbienne sur 10 carcasses,
n’ont détecté aucune salmonelle ; la méme remarque est signalée en Inde par Narasimha Rao
et Ramesh (1992) ainsi que Bhandare et al. (2006) sur respectivement 50 et 144 carcasses. En
Nouvelle Zélande, la NZFSE (New Zealand Food Safety Authority) a enregistré un taux de
contamination de 0% et Armitage (1995) a obtenu lui, un taux de 0,65% (n =5/772).

Phillips et al. (2006b), apres une enquéte nationale en Australie qui a touché 1117 carcasses
ovines, ont enregistré également un taux de contamination nul; alors que 1’enquéte
précédente touchant 917 carcasses avait révélé un taux de contamination par salmonelles de
I’ordre 0,1% (Philips et al., 2001b).

Une autre étude en Algérie menée par Nouichi (2007), pour les carcasses ovines ou le taux de
salmonelles isolées est de I’ordre de 1,11%.

Ces faibles taux de contamination pourrait s’expliquer soit par la présence en petit nombre
de ce micro-organisme, soit par un probleme d’échantillonnage ; car leur distribution peut étre
si ponctuelle qu’ils ont pu les rater en prélevant des sites bien déterminés et non pas la totalité
de la surface de la carcasse. Ceci est signalé par Gill et Jones (2000) qui ont rapporté que
I’analyse des grandes surfaces des carcasses permet d’augmenter [’efficacité de la
récupération des microorganismes les moins fréquemment contaminants.

Cependant certains auteurs ont noté des taux de contamination a salmonelles relativement
élevés. Ainsi, nos résultats sont relativement supérieurs a ceux décrits par Sierra et al.
(1995), et Small et al. (2006) qui ont enregistré des taux respectifs de 10% (3/30), et 9,6%
(23/240).

IV.1.4.Taux de contamination de salmonella dans les féces ovines :

Dans notre étude la prévalence de Salmonella était nulle sur un total de 57 échantillons de
matieres fécales ovines. Ce taux est significativement inférieur a celui enregistré chez 1’espece
bovine en appliquant le test de Khi-deux avec correction de Yates.

Ceci est signalé par Davies et al, en 2004 dans une enquéte nationale en Grande-Bretagne afin
d’estimer la prévalence du portage fécal de salmonella a I’ abattoir, chez des porcs, des bovins
et des moutons en bonne santé. Ces auteurs ont rapporté un taux de 0,1% sur 973 échantillons
de matieres fécales de moutons.

Ainsi que lors d’une étude réalisée en Australie par Vanselow et al., en 2007, qui eux ont
rapporté un taux de contamination de 0,2% par les salmonelles.

Dans une étude visait a déterminer la présence et la concentration d’Escherichia-coli O157
et salmonella spp sur la laine, matieres fécales et carcasses de moutons durant I’abattage sur
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164 échantillons ou les salmonelles ont été isolés a partir de 20% de matieres fécales,13% de
toisons et 1,3% des carcasses. Ce faible taux indique un faible risque d’infection humaine de
produits dérivés de ces animaux (Duffy et al., 2010).

En Ethiopie, Muckle et al., (2005) ont rapporté une prévalence de salmonella de 2,1% et 3,3%
dans les feces de moutons et de chevres respectivement.

Les moutons sont considérés comme le réservoir le moins important de salmonella
(Chambers., 1977).

Une étude britannique rapporte un taux de 1,1% pour salmonella spp. dans les feces de
moutons a 1’abattoir (Milines et al., 2008).

En revanche, Rubino et al., (2001), ont noté que les petits ruminants, comme les moutons et
les chevres sont potentiellement porteurs de salmonella et d’Escherichia-coli O157 :H7 qui
pourrait etre expliqué par la sécrétion de la bactérie Salmonella dans les maticres fécales des
animaux infectés, en particulier lors d'un stress, ce qui contaminerait I'environnement et la
transmission de l'infection a d'autres animaux, qui peuvent devenir des porteurs.

La différence dans les prévalences de salmonella déclarées pourrait €tre associée au plan
d’échantillonnage et au type d’échantillon, de la distribution de salmonelles dans un lot
examiné et de la méthode de détection utilisée.

Le test de Khi-deux d’indépendance appliqué au résultat de contamination des carcasses et
des feces ovines nous a permis de déceler une différence significative (p<0,05) ce qui signifie
que les carcasses sont plus contaminées que les feces.

IV.2.Etude sérologique des souches de Salmonella spp. Isolées :

Sur les 39 souches de Salmonella isolées au cours de notre étude, 24 étaient d’origine bovine
et 15 d’origine ovine.

Lors de notre étude, concernant 1’espéce bovine, les sérotypes de Salmonella les plus
fréquemment isolées dans les deux types d’échantillons sont par ordre de fréquence
décroissant : S. Muenster (44,44%), S. Infantis (27,77%) et S. Richmond (22,22%) pour les
carcasses et S. Muenster (42,85%), S. Infantis (28,57%) et S. Montevideo (28,57%) pour les
feces.

Ces résultats concordent avec ceux obtenus par Callaway et al.( 2005), ou les serovars les plus
souvent isolés sont, S. Muenster et S. Montevideo.

En revanche, Salmonella sérotype Muenster est rare en France et en Europe (Van Cauteren et
al., 2009).

En Algérie, Chellali en 2014, a trouvé que les serovars les plus isolés dans les matieres
fécales bovines sont par ordre de fréquence décroissant S. Muenster (45%), S. Eastbourne
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(20%), S. Infantis (20%), S. Kentucky et S. Mbandaka (10%) et S. Saintpaul et S.
Typhimurium (5%).

La prédominance de S. Muenster dans les excréments témoigne que nos bovins constituent le
premier réservoir de ce serovar, et que 1’absence de surveillance périodique augmente sa
propagation entre les bovins.

Une autre enquéte réalisée sur les carcasses bovines aux Etats-Unis par Schlosse et al., (2000)
a détecté les sérotypes suivants : S. Montevideo, S. Typhimurium, S. Muenster et Kentucky.

Dargatz et al. (1998), dans une autre étude sur les feces bovines ont montré que le sérotype le
plus fréquent est S. Anatum (27,9%) suivi de S. Montevideo (12,9%), ce qui est inferieur au
résultat trouvé dans notre étude et S. Muenster (11,8%), S. kentucky (8,2%) et S. Newington
(4,3%).

Le sérotype S. Montevideo a été 'isolat le plus commun dans du beeuf haché cru et des
carcasses bovines (Wayne et al., 2000).

Dans une autre étude pour évaluer les facteurs de risque associés a la contamination des
carcasses bovines, S.Montevideo occupait la troisieme place des sérotypes les plus fréquents
(9,2%) (Gary et al., 2002).

Stevens et al., (2006), dans une étude a Dakar (Sénégal) sur des carcasses bovines, ont noté
que le sérotype S. Muenster avait une prévalence de (8%), ce qui est fortement inferieur a
celui rapporté dans notre étude.

Une prévalence tres faible de S. Montevideo (7,25%) et S. Muenster (4,35%) par rapport a
notre étude est rapportée dans notre pays, par Mezali en 2009 dans différentes matrices
alimentaires dans la wilaya d’Alger.

Concernant le sérotype S. Infantis, Davies et al (2004), ont rapporté des résultats inférieurs
aux notres, dans une étude sur les carcasses de porc ou le sérotype prédominant est S.
Infantis (0,2%).

Berghold et al., (2002), du laboratoire national de référence des salmonelles en Australie
indiquent que sur un total de 2424 salmonelles d’origine animale isolées en 2001, le sérotype
Infantis avait une prévalence de 5,3%, ce qui reste inferieur a celui enregistré dans notre
étude, et S. Montevideo a 2,7%, ce qui est tres faible par rapport a notre résultat.

A Constantine Elgroud et al., (2008), ont enregistré dans une étude sur le poulet de chair une
prévalence de (11%) du sérotype S. Infantis.

Concernant le sérotype S. Richmond aucune étude n’a été retrouvée chez I’espece bovine.
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Chez les ovins, les sérotypes les plus fréquemment isolés lors de notre étude dans les
carcasses sont par ordre de fréquence décroissant: S. Muenster (46,66%), S. Infantis
(33,33%), S. Typhimurium (13, 33%) et S. Anatum (6,66%).

Dans les carcasses ovines, S. Muenster est le serovar dominant avec une prévalence de
(46,66%) alors que plusieurs études ont spécifié la prédominance du serovar S. Abortus qui
est étroitement adapté a I’espece ovine (Pardon et al., 1988, Humbert., 1998, OIE., 2005a).

La présence de S. Muenster dans les carcasses ovines pourrait €tre expliqué par la
contamination croisée entre les deux especes et ce par I’intermédiaire du matériel, des mains
des opérateurs contaminées par les matieres fécales ou par les visceres des bovins malades.

Des résultats similaires chez les ovins sont rapportés par Woldemariam et al., (2005), dont S.
Infantis était le principale sérotype parmi les sérotypes de salmonella identifiés avec
(45,5%), S. Anatum était présent avec une prévalence de 3%, ce qui est légerement inferieur
a notre résultat.

Par ailleurs D’aoust et al., (1989) ont cité des études menées dans un certain nombre de pays
que S. Infantis a été parmi les sérotypes dominants identifiés a partir des souches humaines et
non —humaines de salmonella qui ont une importance pour la santé publique.

En Ethiopie, des rapports sur la prévalence des sérotypes de Salmonella a partir de différents
sources d’origine animale, ont indiqué que S. Infantis et S. Butantan étaient les serovars les
plus répandus (Molla et al., 2003).

Nabbut et Al-Nakhli en 1982 ont rapporté que les serovars les plus fréquemment isolés aux
abattoirs de Ryad en Arabie Saoudite sont S.Typhimurium et S. Anatum.

Un résultat similaire pour le S.Typhimurium a été rapporté par Gizachew Muluneh (2005), ce
méme sérotype occupait la troisieme position des souches de salmonella isolées des
carcasses bovines avec une prévalence de 13,1%. Une méme prévalence de S.Typhimurium
(14%) a été enregistrée par McEvoy et al. (2003), dans des carcasses et matieres fécales
bovines.

La prévalence de S.Typhimurium était faible dans notre étude, en revanche, une étude menée
dans neuf abattoirs Irlandais en 2000, a enregistré une forte prévalence de S.Typhimurium
dans les carcasses bovines (Keogh et al., 2001).

Au Royaume-Unis, Little et al., (2008) ont isolé S.Typhimurium a partir des viandes rouges
avec un taux de 54,2%.

A T’échelle nationale, I’étude réalisée par Nouichi en 2008 sur la contamination bactérienne
superficielle des carcasses ovines et bovines a I’abattoir d’El-Harrach, une seule souche de S.
Anatum a été isolée a partir de 90 carcasses ovines, ce qui représente un taux de
contamination de 1,1% ; résultat en accord avec les résultats de notre étude.
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Selon Brisabois (2001), le centre de sérotypage de I’AFSSA-LERHQA (France) a classé le
sérotype Anatum parmi les dix premiers sérotypes isolés de prélevements d’origine non
humaine en 2000, enregistrant un taux d’isolement de 3% a partir du secteur de I’hygiene
alimentaire et de 04% de I’écosysteme, ce qui avoisine le pourcentage retrouvé dans notre
étude (6,66%).

En Ethiopie (Ejeta et al., 2005), ce sérotype a été isolé a partir de 8,3% des viandes ovines et
13% des viandes hachées bovines prélevées des marchés.

Woldemariam et al.,, (2005) ont isolé le sérotype Anatum des nceuds lymphatiques
mésentériques des ovins abattus apparemment sains.

En Afrique du Sud, Van Nierop et al.,. (2005) ont enregistré un taux de contamination de
5,26% des carcasses de volaille par S. Anatum.

Une autre étude rapportée par Jorgensen et al., (2002) a montré que ce sérotype représente
3,3% des souches de Salmonella isolées dans de la viande de poulet.

En Australie, Fegan et al., (2004) ont isolé S. Anatum dans des matieres fécales de bovins
présentés a 1’abattage, ce qui représente une source de contamination des carcasses par ce
sérotype.

En revanche, Aux Etats-Unis, le CDC (2005) a rapporté que S. Anatum a avancé dans le rang
pour étre parmi les sérotypes les plus rencontrés dans les isolats de Salmonella d’origine
humaine.

IV.3.Etude de la sensibilité de Salmonella spp.aux antibiotiques :
IV.3.1.Etude globale de la sensibilité de Salmonella spp.aux antibiotiques :

Dans notre étude la résistance a caractérisée 02 souches atteignant une prévalence de
5,12%.

Nos résultats montrent que 1’antibiorésistance des souches de Salmonella spp. isolées a partir
des carcasses et feces bovines et ovines est significative (34,61%).

L’émergence d’une résistance aux antibiotiques résulterait, selon de nombreux auteurs dont
Weill (2008), Little et al. (2008), Thi Thu Hao et al. (2007), Bada-Alambedji et al. (2006),
Oliveira et al. (2006), Velag et al. (2005), Angkititrakul et al. (2005) et Antunes et al. (2003),
de leur incorporation systématique dans I’alimentation des animaux d’élevage, a des doses
souvent sub-thérapeutiques, en prophylaxie ou dans le but de stimuler la croissance et
d’améliorer le rendement.

Bien qu’a des doses faibles, la présence permanente de ces produits dans le milieu exerce une
pression de sélection antibiotique permettant aux bactéries d’acquérir des genes de résistance
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(Fauchére et al., 2002) qui seront par la suite, transmis a I’homme via la chaine alimentaire
(Schmid et al .,2004).

De nombreuses études internationales ont rapporté des résultats plus alarmants que les notres.
Une recrudescence de la résistance observée dans de nombreux pays a partir des années 60
coinciderait avec le développement des modes d’élevage intensifs. En Europe ,10% des
souches seraient résistantes a 4 produits au moins; au Japon, cette proportion est de 1’ordre de
28% (Pechere ., 1989).

Dans la présente étude, 94,87% des souches isolées ne montrent aucune résistance vis-a- vis
des 26 antibiotiques testés, ce taux est supérieur a celui enregistré au Sénégal par Stevens et
al. (2006) qui est de I’ordre de 22%. Le taux de résistance est évalué a 77,7%, il est par
ailleurs hautement supérieurs (p<0,05) a celui observé dans notre étude (5,12%).

Dans une autre étude similaire en Australie, Fegan et al., (2004) ont trouvé que la majorité des
isolats de Salmonella ont été sensibles a tous les antibiotiques testés, avec seulement deux
isolats résistants a plusieurs antibiotiques et seulement trois isolats résistants a un antibiotique
seul.

Aux Etats-Unis, Dargatz et al., (2003), ont constaté que la plupart des Salmonelles isolées de
parc d’engraissement et de la viande de bovin étaient sensibles aux antibiotiques testés.
Toutefois, les antibiotiques testés étaient différents de ceux utilisés dans la présente étude.

Pohl et al., (1977) au Centre National Belge , ont constaté une prévalence inférieure a celle
trouvée dans notre étude, 62% des souches sont sensibles aux cinq antibiotiques
expérimentés.

Une autre étude réalisée au Vietnam par Thi Thu Hao et al., (2007), a rapporté une prévalence
de résistance a au moins un antibiotique équivalent a (50,5%) et une prévalence de
multirésistance estimée a 20,9%, ce qui est bien supérieur a la valeur notée dans la présente
étude (5,12%).

IV.3.2.Etude de la sensibilité de Salmonella spp. en fonction de I’antibiotique :

Nos résultat sont similaires a ceux obtenus en Algérie par Mezali (2009), qui enregistre un
taux de 4,47% de résistance a 1’ampicilline, I’amoxicilline, la ticarcilline et a la pipéracilline.

Au Rwanda, Bogaerts et al., (1982), ont rapporté un taux de résistance de 4,5% vis-a-vis de
I’ampicilline et du chloramphénicol, ce qui n’est pas significativement inferieur (p>0,05) a
celui enregistré dans notre étude 5,12% , et un taux de résistance de I'ordre 6,5% a la
tétracycline.

Avec un taux de résistance de 43%, Cruchaga et al. (2001) placent 1I’ampicilline et la
tétracycline au 1 rang, cependant aucune résistance aux céphalosporines et aux
fluoroquinolones n’a été notée.
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L’étude de Thi Thu Hao et al. (2007) affiche des taux de résistance de 1’ordre de 40,7% et de
22% respectivement a 1’ampicilline/amoxicilline et a I’acide nalidixique, résultats nettement
supérieurs a ceux observés dans notre étude (5,12%).

En revanche, En Allemagne, Miko et al., (2005) ont enregistré les taux de résistance aux
antibiotiques les plus élevés : streptomycine (94%), sulfaméthoxazol (92%), tétracycline
(81%), ampicilline (73%), chloramphénicol (48%), et triméthoprime (27%), avec un taux de
résistance a 1’acide nalidixique de 'ordre de 15%, ces résultats sont supérieurs (p<0,05) a
ceux observés dans notre étude (5,12%).

La résistance a la streptomycine et a la tétracycline est fréquente chez les Salmonella isolées,
elle a été observé précédemment en Algérie (Elgroud et al., 2008 ) et en Allemagne ( Miko et
al.,2005).

Concernant 1’acide nalidixique, statistiquement, il n’existe pas de différence significative
(p>0,05) par rapport au taux enregistré par Chandra et al. (2006) (6,67%).

Par ailleurs, I’augmentation de la résistance a I’Acide Nalidixique a été rapportée par
plusieurs études dont celle de Miko et al. (2005).

Une étude similaire sur des souches de Salmonella Typhimurium DT104, isolées en Irlande a
constaté que 5 a 6% étaient résistantes a 1’acide nalidixique, et aucune d’entre elles n’était
résistante aux fluoroquinolones (Murphy et al., 2001).

Le faible taux de résistance aux antibiotiques (ampicilline, ticarcilline, pipéracilline,
augmentin, amoxicilline, acide Nalidixique, tétracycline, chloramphénicol et aux furanes)
enregistré au cours de notre étude, refléterait probablement une utilisation modérée de ces
produits dans nos élevages.

Sowl et al.(2000) ont relevé un taux de 66% des souches de Salmonelles qui ont présenté un
phénotype sauvage, sensible a toutes les B-lactamines, ce résultat qui est significativement
inferieur (p<0,05) a celui remarqué dans notre étude (94,87%).

Le phénotype sauvage des souches de Salmonella spp. est caractérisé par une sensibilité a la
totalité des antibiotiques actifs sur les Enterobacteriaceae, mais il est de plus en plus fréquent
de retrouver des souches ayant acquis des caracteres de résistance a une ou plusieurs familles
d’antibiotiques, s’exprimant majoritairement par une inactivation enzymatique (Weill.,,
2008).

Molla et al. (2006) ont remarqué que tous les isolats de Salmonella étaient sensibles a 1’effet
antimicrobien des antibiotiques suivants : ceftriaxone, cefoxitine, ciprofloxacine, gentamicine,
kanamycine, acide nalidixique. Les taux de résistance pour les autres antimicrobiens variaient
de 4,6% a 18,2%.
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Les différences observées dans les taux de résistance aux antibiotiques entre notre étude et les
études respectives pourrait étre du aux différents stéréotypes récupérés, et éventuellement en
raison de la fréquence d’utilisation des antimicrobiens chez les animaux.

La forte sensibilité des Salmonelles aux fluoroquinolones enregistrée, a déja été notée par
Bakir et al., (1997) en Tunisie. C’est pourquoi les quinolones peuvent €tre proposées dans
I’antibiothérapie de premiere intention en cas de Salmonellose.

IV.3.3.Etude de la sensibilit¢é de Salmonella spp. aux antibiotiques en fonction du
serovar :

La résistance aux antibiotiques varie selon le serovar. Au cours de notre étude nous avons
isolé deux souches de S.Typhimurium qui ont présenté une multirésistance a 9 antibiotiques.

En Algérie, la méme prévalence a été observée dans une étude menée par Chellali (2014), ou
la résistance des 2 souches de Salmonella Typhimurium isolées, était de 100% pour les
antibiotiques suivant : I’ampicilline, 1’augmentin, la ticarcilline, I’acide nalidixique et le
chloramphénicol.

Cette forte multirésistance pourrait étre expliquée par I’utilisation anarchique et abusive des
antibiotiques en raison de leur large disponibilité sur le marché algérien, en I’absence de
législation réglementant leur utilisation a titre thérapeutique et préventif, d’ou I’émergence
des plasmides de résistance.

La multiresistance aux antibiotiques est un probleme de santé majeur chez S.Typhimurium ;
certaines souches peuvent €tre résistantes a plus de six produits (Prescot., 1999).

Payne et al., (2007) ont rapporté le méme taux de multirésistance (100%) de S.Typhimurium a
I’ampicilline, streptomycine et tétracycline.

Une multirésistance a 5 antibiotiques (Amp/Clo/Sul/Tet /Stx) a été enregistré in Italy par
Perugini et al., (2010), avec un taux de 14%, significativement inferieur au taux obtenu dans
notre étude.

Les plasmides de S.Typhimurium sont autotransférables et pourraient éventuellement se
retrouver dans d’autres germes. Cependant Pohl et al., (1977), dans une étude ont trouvé
parmi les 40 souches de ce sérotype étudié, une seule souche qui résistait a plus de deux
antibiotiques (streptomycine, tétracycline, chloramphénicol et ampicilline) il est donc peu
vraisemblable qu’elles constituent un réservoir important de facteur R.

Dans une autre étude, toute les souches de S.Typhimurium sont multirésistantes, dont une

parmi elles, a montré un modele de multiresistance a 09 antibiotiques
(AmpAmcCefChlSptStrSulSxtTmp), une autre souche a montré une résistance a I’ampicilline,
amoxicilline céfalotine, chloramphénicol, tétracycline et triméthoprime,

(AmpAmcCefChlSxtTmp) (Molla et al.,2006).
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Gebreyes et Altier (2002) ont remarqué que Salmonella Typhimurium type 193, est une
souche responsable d’épidémies de multirésistance chez ’homme a la fin des années 1980 et
au début des années 1990, principalement en Europe.

Les souches de Salmonella Typhimurium isolées du Ressab présentent en grande majorité un
profil d’antibiorésistance de type « ACSSuT » (ampicilline/amoxicilline, chloramphénicol/
florfenicol, streptomycine/septinomycine, tetracycline et sulfamide. (Chazel, Buret, 2006).

Mezali et Hamdi (2012) en Algérie, ont constaté un mode de pentarésistance « ACSSuT »
dans trois souches de Salmonella Typhimurium.

En Espagne, la résistance « ACSSuT » était la multirésistance la plus communément
retrouvée parmi les S.Typhimurium polychimiorésistantes isolées de I’homme (Cruchaga et
al., 2001).

Selon Grimont et Weill (2007), Salmonella enterica sérotype Typhimurium appartenant au
lysotype DT104 est habituellement résistant a 1’amoxicilline, a la streptomycine, aux
sulfamides, au chloramphénicol, et a la tétracycline. Ce phénotype « AmSSpSulCTe » s’est
répandu dans les pays développés chez 1°homme et 1’animal depuis la fin des années 80.

Cette forte multirésistance est inquiétante car elle représente un risque énorme pour nos
élevages lors de transmissions plasmidiques des résistances d’une bactérie a une autre, d’ou
des échecs aux traitements, et par conséquent une diminution de la production a cause des
morbidités et de mortalités élevées.
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V.CONCLUSION

Les taux de contaminations globales de Salmonella spp. chez les bovins et les ovins sont de
I’ordre de 61,58% et 38,46% respectivement.

Chez I’espece bovine, nous avons enregistré des taux de contamination dans les carcasses et
des matieres fécales respectifs de 32,69% et 13,20%.

Dans les carcasses et les feces ovines nous avons noté des taux de contamination respectifs
de 28,30% et 00%.

Comparativement aux valeurs retrouvées dans la littérature, ces taux de contaminations sont
relativement élevés, notamment pour 1’espece bovine.

Le test de Khi-deux d’indépendance appliqué au résultat de contamination des carcasses et
des féces nous a permis de déceler une différence significative (p<0,05), ce qui signifie qu’il
n’existe pas de rapport entre la présence du germe dans les feces, et la contamination
superficielle des carcasses.

Les résultats enregistrés au cours de notre travail ainsi que ceux d’El-Groud (1999) et d’El-
Hadef et al., (2005) a Constantine, témoignent des mauvaises conditions d’abattage, de
manipulation des carcasses, et des insuffisances en matiere d’hygiene au niveau des abattoirs
dans notre pays en général et ceux d’El-Harrach en particulier. Ces niveaux de contamination
limitent les possibilités de conservation et par conséquent la durée de vie commerciale des
denrées en question, comme ils accentuent les risques économiques par perte de denrées
(putréfaction), et les risques sanitaires pour la santé publique par les toxi-infections
alimentaires.

Les tests sérologiques opérés sur les 39 souches de Salmomnella spp. nous ont permis
d’identifier 06 serovars distincts, classés par ordre de fréquence décroissant comme suit : S.
Muenster, S. Infantis, S. Montevideo, S. Richmond, S. Typhimurium et S. Anatum.

Globalement, les résultats publiés dans la littérature corroborent les notres, pour témoigner
d’une vaste distribution et diffusion des Salmonella. ubiquistes et prototrophes, elles peuvent
aisément traverser la barricre de 1’espece pour atteindre les populations humaines et engendrer
des TIA en empruntant particulierement les maillons de la chaine alimentaire, profitant des
mauvaises conditions d’hygiéne qui y régnent.

L’étude de la sensibilité aux antibiotiques des 39 souches de Salmonella spp. vis-a-vis des 26
antibiotiques testés, a démontré que 94,87% des souches étaient sensibles, alors que la
résistance (multirésistance) a atteint un taux de 5,12%.

Nous avons isolé deux souches de S. Typhimurium qui présentent une multirésistance a 9
antibiotiques avec un méme profil d’antibiorésistance (AAATPCTeFrAc). Cette
multirésistance peut étre expliquée par I’émergence d’un plasmide responsable de 1’excrétion
de béta-lactamase, ou ’utilisation anarchique des antibiotiques.
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Le fait que ce méme serovar soit sensible aux fluoroquinolones (ciprofloxacine, pefloxacine)
et aux céphalosporines (céfazoline, céfoxitine, ceftazidime, cefotaxime, ceftriaxone),
témoigne de la non émergence des plasmides responsables de I’excrétion des enzymes de
résistance (BLSE, AMPC) et une utilisation modérée et sensée de ces produits. Les
fluoroquinolones ainsi que les C3G constituent les antibiotiques de choix pour le traitement
des salmonelloses humaines.
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VI. RECOMMANDATIONS

Les taux de contamination et de résistance aux antibiotiques de Salmonella spp. que nous
avons enregistré sont importants, les réduire passe par 1’application des mesures de prévention
et de contrdle strictes dans 1’espoir de diminuer le nombre des cas de TIA et de préserver la
santé humaine.

VI.1. Mesures visant a réduire la prévalence des Salmonella dans les carcasses bovines et
ovines : Nos propositions se résument comme suit :

Le respect de la mise au repos et de la diete hydrique des animaux avant
I’abattage.

Concevoir un périmetre de sécurité autour de 1’abattoir pour éviter ’entrée des
chiens et des chats, et interdire 1’entrée aux personnes étrangeres a 1’abattoir.
Réfection des sols et des murs: les sols devront étre étanches et faciles a nettoyer
pour éviter la stagnation des eaux. Les murs devront étre en carrelage lisse de teinte
claire.

Respect de I’hygiene et de la désinfection des locaux et du matériel.

L’éviscération doit étre effectuée avec plus de soins.

Exiger la continuité de la chaine du froid pour le transport des viandes dans des
conditions appropriées.

Respect de I’hygiene du personnel : corporelle et vestimentaire d’ou la nécessité
d'équiper 1'abattoir en douche, salles d'eaux. Les manipulateurs doivent étre soumis a
des examens médicaux réguliers et périodiques selon la réglementation en vigueur.
Prévoir un effort de sensibilisation, d’éducation, de formation, de vulgarisation et
d’organisation en faveur de I’ensemble des ouvriers, des professionnels et industriels
de la viande, en association avec les services vétérinaires et les municipalités, pour
lutter contre [I’insalubrité des produits et une plus grande maitrise de la filiere
viande.

Donner plus de prérogatives aux inspecteurs vétérinaires pour I’application des

regles d’hygiene.

IV.2. Mesures visant a contrecarrer I’apparition de 1’antibiorésistance :

¢ Restreindre leur utilisation en les substituant par des additifs anti-Salmonella (la
liste des antibiotiques et des additifs autorisés par le ministere de I’agriculture a

étre utilisés dans 1’alimentation animale comme coccidiostatiques, figure dans la

76



Etude Expérimentale

décision N° 427 du 24/122006 publiée dans le fascicule de standardisation de
I’antibiogramme en médecine vétérinaire a I’échelle nationale, édition 2008).

e Renforcer la surveillance de la sensibilité aux antibiotiques de Salmonella non —
typhiques collectées chez I’homme, chez 1’animal et dans les aliments grace a
des réseaux de laboratoires ou la coordination et I’établissement d’une base de
données, permettrons de suivre 1’évolution des tendances au cours du temps, et
de pouvoir mettre en ceuvre des stratégies de prévention, et détecter des clones
bactériens résistants ou des plasmides de résistance émergents et d’en déterminer

la source.
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ANNEXE N°I.

Tableau n°03 : Sérovars les plus importants chez les mammiferes U 47-100.
Salmonella enterica subsp.enterica
Groupe O : 4

Salmonella Typhimurium: 1,4,5,12:1: 1,2

Salmonella Derby o 1,4,5,12: 1, g:-
Salmonella Bredeney : 1,4,12,27 :Lv:1,7
Salmonella Indiana 1,4,12:2: 1,7
Groupe O:7

Salmonella Infantis 6,7, 14:1: 1,5
Salmonella Montevideo : 6,7, and 14: g, m, s-
Groupe O: 8

Salmonella Newport :6,8,20:e,h: 1,2
Salmonella Hadar : 6,8:2:10:e,n,x
Groupe O : 9

Salmonella Enteridis : 1,9,12: g, m:-
Salmonella Dublin o 1,9,12(vi) 1 g, p :-
Salmonella Panama : 1,9,12:Iv: 1,5

Groupe O : 3,10

Salmonella Anatum : 3,10:e,h:1,6
Salmonella Give o 3,10:01 v:1,7
Salmonella London ;o 3,10:0, v:1,6

Groupe O:1, 3,19

Salmonella Sentfenberg  : 1, 3,19:g, t:



Annexe n° 02 : Matériels et méthodes.

Matériels d’analyses, milieux de culture, additifs et réactifs

Matériels :

= Tubes a essai stériles.

= Pipettes graduées de 1ml, 2ml, 10ml.
= Conteneur pour pipettes.

= Stérilisateur.

= Bain-marie.

= Incubateurs réglés a 37°C, 42°C.

= Des boites de pétri.

= Pipettes pasteur.

= Agitateur a tubes ou Vortex.

= Bec bunsen.

= Balance électrique.

= Eprouvettes.

= Sacs stomacher.

= Homogénéisateur péristaltique ou Stomacher.
= Portoirs.

= Anse de platine.

= Réfrigérateur.

= Ecouvillons.

=  Micropipettes.

Milieux de culture, additifs et réactifs :

= Eau physiologie.

= Eau peptonée tamponnée.

= Bouillon de Rappaport-Vassiliadis.
=  Bouillon au sélénite-cystine.

=  Gélose XLD.

= Gélose inclinée au TSI

= Milieu Urée-Indole.

= Réactif ONPG.

= Huile de vaseline stérile.

= Galerie API20 E (Bio Mérieux).
= Milieu de conservation.

= Eau distillée stérile.



Gélose Hektoen.

Additif Hektoen.

Additif desoxycholate de sodium.
Additif xylose a 2%.

Réactif Kovacs.

Réactifs VP1 et VP2.



ANNEXE N°3.

Recherche des Salmonelles (norme francaise de routine NF V 08-52)

La méthode de la recherche des salmonelles est effectuée selon la norme francaise de

routine (Norme NF V 08-52), elle nécessite plusieurs phases successives:

A. Pré- enrichissement
Il est effectué dans I'eau peptonée tamponnée (EPT), le volume ajouté au sachet stomacher
dépend du nombre d'écouvillons présents dedans :
Bovin et ovins : écouvillons regroupés (08 écouvillons): 100 ml de 1'EPT sont ajoutées
dans le sachet stomacher.
B. Enrichissement
A partir de la culture obtenue apres le préenrichissement, 1 ml est transféré dans un tube a
essai contenant 10 ml de sélénite cystine (SC), et 0,1 ml dans un tube de 10 ml de
Rappaport Vassiliadis (RV). Les deux milieux ensemencés sont incubés de la facon
suivante :

¢ Le milieu RV a 42°C pendant 24h ;

¢ Le milieu SC a 37°C pendant 24h.
C. Isolement
Apres la période d'incubation, une goutte de la culture dans le milieu RV est ensemencé
par une anse de platine sur la surface des milieux gélosés Hecktoen et SS (Salmonella-
Shigella)coulés préalablement dans des boites de pétri.
La méme procédure est répétée avec le milieu SC.
Les boites sont retournées et placées dans 1'étuve a 37°C.
Apres 24h d'incubation, les boites sont examinées afin de rechercher la présence des
colonies caractéristiques de Salmonella, si le développement est faible, les boites sont
réincubées pendant 24 supplémentaires a la méme température.
Les colonies caractéristiques des Salmonella sont :

e Vertes ou bleues vertes avec ou sans centre noir sur le milieu Hecktoen

e Transparentes avec ou sans centre noir sur le milieu SS.

D. Confirmation biochimique
A partir de chaque boite des milieux d'isolement, deux colonies (au moins) suspectes sont

repiquées sur les milieux suivants :



1) Kligler Hajna (KIA)

A T'aide d'une anse de platine, la pente inclinée du milieu est ensemencée en strie, ensuite
le culot et piqué profondément, les tubes ne sont pas fermés hermétiquement pour
permettre d'avoir une réaction gazeuse. Les tubes sont ainsi incubés a 37°C pendant 24h.
Les réactions typiques de Salmonella spp correspondent a la formation de trois couleurs
superposées, une pente rouge (lactose négatif), un culot jaune (Glucose positif), et
généralement une couleur noiratre au centre (formation H2S), la formation de gaz se
manifeste par la formation d'une bulle latérale ou le décollement du milieu a la base de
tube.

2) Milieu urée indole

0,5 ml de milieu urée indole est ensemencé par un inoculum raclée de la surface de la pente
du milieu KIA a l'aide d'une anse de platine; les tubes sont ensuite portés a 1'étuve a 37°
Cependant 24h.

Lecture : le virage du milieu vers une couleur rouge violacée indique la présence d'une
uréase. (La couleur originale du milieu est jaune)

Apres 24h d'incubation, quatre a cinq gouttes de réactif de Kovacs sont ajoutées dans le
tube ensemencé; la formation d'un anneau rouge a la partie supérieure du milieu indique
une réaction indole positive.

3) Milieu LDC (Lysine Décarboxylase)

0,5 ml du milieu LDC est ensemencé juste au dessous de la surface de liquide par une
goutte d'une suspension bactérienne (une colonie suspecte mise dans environ 5 ml de I'eau
physiologique stérile), 3 a 4 gouttes de l'huile de vaseline stérile sont ajoutées dans le
milieu pour former une couche superficielle créant des conditions semi anaérobiques.

Un autre tube contenant 0,5 ml du milieu LDC témoin est ensemencé de la méme maniere.
Les deux tubes sont ensuite incubés a 37°C pendant 24h.

Lecture : aprés incubation, une couleur violette sur le milieu LDC indique une réaction
positive.

Une couleur jaune indique une réaction négative.

La couleur du milieu témoin doit virer au jaune, si la couleur reste violette, la colonie n'a

pas donc développé.

4) Milieu pour la réaction de Vosges- Proskauer (VP)
Un tube contenant le milieu Clark et Lubs est ensemencé avec 3 a 4 gouttes de la

suspension bactérienne préparée dans le test précédent.



Apres une incubation de 24h a 37°C, on ajoute 10 gouttes de réactif VP1 et 10 gouttes de
réactif VP2.

La formation d'une coloration rose a rouge dans un délai de 15 a 20 minutes indique une
réaction positive, dans le cas inverse, la couleur reste inchangée (jaune).

5) Milieu Rouge de Méthyle (RM)

Un tube du Clark et Lubs est ensemencé de la méme procédure que le test VP, apres
l'incubation a 37°C pendant 24h, quelques gouttes de réactif RM sont ajoutées.

Une réaction positive est traduite par le virage du milieu vers une couleur rosatre.

6) Milieu Citrate de Simmons

La surface du milieu est ensemencée par une goutte de la suspension bactérienne,
l'incubation est de 24h a 37°C. La réaction positive se manifeste par un virage vers le bleu.
7) Test B-Galactosidase (ONPG)

Un disque ONPG est mis dans la suspension bactérienne restante de 1'ensemble des tests
précédents. Le tube est porté a l'incubation a 37°C pendant 24h.

L'apparition d'une couleur jaune indique une réaction positive.

Interprétation des tests biochimiques

Les salmonelles donnent en général les réactions indiquées dans le tableau suivant:

Interprétation des tests biochimiques

Essais Réaction | Exceptions

Glucose + -

Lactose - -

Formation de gaz + S.Typhi est anaérogene
H2S - -

Uréase - -

Indole - -

VP - -

RM + -

ONPG - Les souches de S. arizonae et S. salamae sont ONPG +
Citrate de Simmons | 4 -

LDC + -

Les colonies suspectes présentant les criteres cités dans le tableau sont conservées sur la
gélose nutritive inclinée apres une incubation de 24h a 37°C.

h) Galerie biochimique miniaturisée




Les galeries de type api 20E (BioMérieux) sont utilisées, 20 tests biochimiques sont
étudiés pour avoir le plus de caracteres possibles de maniere a identifier de facon plus
certaine les différentes entérobactéries et autres bacilles a Gram négatif non fastidieux.

La galerie api 20 E comporte 20 microtubes contenants des substrats déshydratés.

Les réactions produites pendant la période d’incubation se traduisant par des virages
colorés spontanés, ou révélés par addition de réactifs. La lecture de ces réactions se fait a
I’aide du tableau de lecture d’identification qui est obtenu avec le catalogue analytique ou
d’un logiciel d’identification.

Préparation et inoculation de la galerie :

Une atmosphere humide est crée par la répartition d’environ 5 ml d’eau distillée dans
les alvéoles.

Les microtubes sont ensuite inoculés avec une suspension bactérienne préparée a 1’aide
d’une seule colonie fraiche, bien isolée sur un milieu gélosé, mise dans 5 ml de I’eau
physiologique stérile, et homogénéisée soigneusement.
e Les tubes et les cupules des tests CIT, VP, et GEL sont remplis avec la suspension
bactérienne.
e Uniquement les tubes (et non les cupules) des autres tests sont remplis.
e Les cupules des tests ADH, LDC, ODC, H2S, URE, sont remplis par I’huile de
vaseline stérile pour créer une anaérobiose.
Les galeries sont ensuite portées a I’incubation pendant 18 a 24 h a 37°C.
Lecture : Apres la période d’incubation, toutes les réactions spontanées sont notées sur la
fiche des résultats.
Les tests TDA, IND, et VP, nécessitent 1’addition de réactifs :
e Letest TDA : Une goutte de réactif TDA est a ajoutée.
e Letest IND: Une goutte de réactif Kovacs est ajoutée.

e Le test VP : ajouter une goutte de chacun des deux réactifs VP1 et VP 2.



Lecture de la galerie miniaturisée api 20 E

Microtube | Substrat Caractere recherché Résultat | Résultat
positif négatif
ONPG Ortho-Nitro- B-galactosidase
Phényl-
Galactosidase
ADH Arginine Arginine déhydrolase 9
LDC Lysine Lysine décarboxylase -
ODC Ornithine Ornithine décarboxylase v
CIT Citrate de sodium | Utilisation de citrate ' ' '
H2S Thiosulfate  de | Production d’H2S
sodium '
URE Urée Uréase "
TDA Tryptophane Tryptophane désaminase
IND Tryptophane Production d’indole
VP Pyruvate de | Production d’acétoine
sodium
GEL Gélatine de Kohn | Gélatinase
¥ .
GLU Glucose Fermentation/ oxydation
e | @
MAN Mannitol Fermentation/ oxydation
Ye | @
INO Inositol Fermentation/ oxydation
Ye | @
L
SOR Sorbitol Fermentation/ oxydation
e | @
RHA Rhamnose Fermentation/ oxydation
e | @
SAC Saccharose Fermentation/ oxydation
Ye | @
MEL Melibiose Fermentation/ oxydation
Ye | @
AMY Amygdaline Fermentation/ oxydation
e | @
ARA Arabinose Fermentation/ oxydation
e | @




Annexe N°4

Tableau n°04 : Classification des différents antibiotiques téstés

Famille Antibiotiques

B-Lactamines
1-Pénicillines
1-1-Aminopénicillines Ampicilline, Amoxicilline, Augmentin .
1-2-Carboxypénicillines. | Ticarcilline.
1-3-Uréidopénicillnes. Pipéracilline.

1-4-Amidinopénicillines | Mecillinam.

2-Céphalosporines

2-1- 1ére génération Cefazoline.

2-2- 2éme génération Cefoxitine, Cefuroxime.
2-3- 3éme génération Ceftazidime, Cefotaxime.
2-4- 4éme génération Céfépime.

3-Autres bétalactamines
3-1- Monobactames Aztreonam

3-2- Carbapénémes Imipenéme




Aminosides

Kanamycine
Gentamicine

Netilmicine

Quinolones
lére génération
Fluoroquinolones

2éme génération

Acide nalidixique

Pefloxacine, Ofloxacine

3émé génération Ciprofloxacine
Sulfamides Triméthoprime
Cotrimoxazole
Nitrofuranes Furanes
Phénicolés Chloramphénicol
Autres antibiotiques Colistine




ANNEXE N°5

"2

Itats de 1'étude de la sensibilité aux antibiotique des souches de
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Tableau n°12

Salmonella spp, isolées et sérotypées.

Fur

Tet

Chl

Con

Col

Fep | Tri

Imi

Azt

Ftr

Fot

Cet

Fox

Pef | Cip | Aug

An

Net

Gen

Kan

Mec

Amx

Faz

Pip

Amp | Tic

S

S

S

R

R

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S
S:Sensible

S.Anatum

S.Muenster

S.Muenster

S.Muenster

S.Typhimurium

S.Typhimurium

S.Muenster

S.Infantis

S.Infantis

S.Muenster

S.Muenster

S.Infantis

S.Montevideo

S.Montevideo

S.Richmoud

S.Richmoud

S.Richmoud

S.Infantis

S.Infantis

S.Infantis

S.Muenster

S.Muenster

S.Muenster

S.Infantis

S.Infantis

S.Infantis

S.Muenster

S.Muenster

S.Muenster

S.Muenster

S.Muenster

S.Infantis

S.Infantis

S.Infantis

S.Muenster

S.Muenster

S.Muenster

S.Richmoud

S.Muenster

S.Infantis

.R :Résistante



Annexe N°6

Tableau n°15:Résultats de 1'étude de la sensibilité de Salmonella spp.aux antibiotiques en fonction de la catégorie clinique.

Antibiotiques téstés

N de souches résistantes

Taux de résistance

N de souches

Taux de sensibilité

sensibles
AMP 2 5,12% 37 94,87%
TIC 2 5,12% 37 94,87%
FAZ 0 0,00% 39 100,00%
PIP 2 5,12% 37 94,87%
AMX 2 5,12% 37 94,87%
MEC 0 0% 39 100%
KAN 0 0% 39 100%
GEN 0 0% 39 100%
NET 0 0% 39 100%
AN 2 5,12% 37 94,87%
PEF 0 0% 39 100%
CIP 0 0 39 100%
AUG 2 5,12% 37 94,87%
FOX 0 0% 39 100%
CET 0 0% 39 100%
FOT 0 0% 39 100%
FTR 0 0% 39 100%
AZT 0 0% 39 100%
IMI 0 0% 39 100%
FEP 0 0% 39 100%
TRI 0 0% 39 100%
CON 0 0% 39 100%
coL 0 0% 39 100%
CHL 2 5,12% 37 94,87%
TET 2 5,12 37 94,87%
FUR 2 5,12 37 94,87%

N:Nombre




Résumé :

Les Salmonella responsables de toxi-infections alimentaires posent un probléme aussi bien
pour les pays industrialisés que pour les pays en voie de développement. Cette étude a pour
objet la détermination de la prévalence des souches de Salmonella spp. isolées a partir de
carcasses et de matieres fécales bovines et ovines, ainsi qu’a 1’identification sérologique et
I’étude de la sensibilité de ces souches aux antibiotiques.

L’analyse des 215 prélevements recueillis au niveau de 1’abattoir d’El-Harrach a permis
d’isoler 39 souches de Salmonella spp. . Des taux de contamination respectifs de 32,69%,
28,30%, 13,20%, 00% ont été enregistrés pour les carcasses bovines, les carcasses ovines,
les feces bovines et les feces ovines.

Les tests sérologiques nous ont permis d’identifier 06 serovars distincts. Le serovar Muenster
vient au 1“ rang avec une prévalence 46,66% pour les carcasses ovines, 44,44% pour les
carcasses bovines et 42,85% pour les feces bovines. Les autres serovars identifiés sont par
ordre décroissant S. Infantis, S. Montevideo, S. Richmond, S.Typhimurium et S. Anatum.

L’étude de la sensibilité aux antibiotiques des souches de Salmonella spp. vis-a-vis de 26
antibiotiques montre, que 94,87% des souches de Salmonella sont sensibles a tous les
antibiotiques testés. Le taux global de résistance est de 5,12% et les résistances sont
observées pour 9 antibiotiques différents (soit 34,61%).

La multirésistance vis-a-vis de 9 antibiotiques a caractérisé un seul et unique serovar, le plus
fréquemment mis en cause dans les cas des toxi-infections alimentaires : S.Typhimurium.

Le serovar S.Typhimurium est sensible aux céphalosporines et aux fluoroquinolones.

Mots clés : Salmonella, carcasses, feces, ovins, bovins, sérotypage, prévalence,
antibiorésistance.



Abstract:

Salmonella responsible for foodborne a problem for both industrialized countries and the
developing countries. This study aims to determine the prevalence of strains of Salmonella
spp. isolated from carcasses of cattle and sheep faecal, as well as serological identification
and study of the sensitivity of these strains to antibiotics.

The analysis of 215 samples collected at the slaughterhouse of El-Harrach was used to isolate
39 strains of Salmonella spp. Respective rates of contamination of 32.69%, 28.30%, 13.20%,
00% were recorded for beef carcasses, carcasses of sheep, cattle and sheep faecal.
Serological tests have allowed us to identify 06 distinct serovars. The serovar Muenster comes
in 1st place with 46.66% prevalence for sheep carcasses, 44.44% for beef carcasses and
42.85% for bovine faecal. Other serovars identified in decreasing order S. Infantis, S.
Montevideo, S. Richmond, S. Typhimurium and S. Anatum.

The study of the antibiotic susceptibility of strains of Salmonella spp. of 26 antibiotics
shows that 94.87% of the Salmonella strains were susceptible to all antibiotics tested. The
overall resistance is 5.12% and the resistors 9 are observed for different antibiotics (or
34.61%).

Multidrug resistance of 9 antibiotics featured a single serovar, most commonly implicated in
cases of food-borne infections: S. typhimurium.

The serovar S. typhimurium is sensitive to cephalosporins and fluoroquinolones.

Keywords: Salmonella, carcasses, faecal, sheep, cattle, serotyping, prevalence, antibiotic

resistance.
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