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Résumé

Les sérovars de Salmonella font partie des princigegathogénes bactériens pouvant
provoquer des pathologies d'origine alimentairésetherichia coli est un excellent indicateur

de contamination fécale.

Le but de cette étudeétait de détecter et identifier ces microorgansmagn d'évaluer la
gualité bactérienne du poulet. Les échantillongalailles ont été recueillis au hasard a partir
de différents points de vente de six communes dureeville d’Alger et analysés pour
déterminer la prévalence des souches de Salmamgllde dénombrement d’Escherichia coli
ainsi que d’évaluer la sensibilité de ces deuxdrged aux antibiotiques.

Au total 57 carcasses de poulet on fait I'objetn@uecherche de salmonelles selon la norme
ISO-6579/ NFV08-052, le dénombrement d’Eschericbiaa été réalisé selon la norme

ISO-16649-2 ainsi qu'une évaluation de la sensg@ik dix antibiotiques par méthode

microbiologique classique de diffusion sur gélose.

Les échantillons prélevés au niveau d’El Biar, 8uMii et de Draria ont permis d’isoler cinq
souches de salmonelle, la prévalence globale dadballa spp. a été évaluée a 8,8% avec
identification de deux sérovars S.Kentucky et SMiw. Les résistances les plus élevées ont
concerné I'Erythromycine (résistance de 100%) p@isioxicilline, I' Amoxicilline+Acide
clavulanique et les Tétracyclines avec une résistamoyenne de 60%. S.Kentucky a revéle
une proportion inquiétante de résistance a diftésemolécules testées en particulier a la

Ciprofloxacine.

Nous avons obtenu une prévalence de 100% pour Edulecoli avec un dénombrement
moyen de 2,6+1,8 UFC/gCes résultats ont permis d’évaluer a 86% le tdigghantillons
présentant des valeurs dépassant le seuil d'atiigtdixé par les normes Algériennes
(arrété interministériel du 24 janvier 1998) et rigaises (FIA 2009 -Reéeglement (CE) n°
2073/2005). Deux antibiotiques ont présenté un @exésistance maximal de 100% pour
'Erythromycine et les Tétracyclines, suivis paAipiciline, I’ Amoxicilline et I'Acide
nalidixique avec respectivement 63,2% ,70,2% e4%3]e résistance.

Mots-clés. Poulet, carcasse, bactéries, Salmonella, Escharictoli, prévalence,
antibiotiques, antibiorésistance, Kentucky, Virchow



Abstract

Salmonella serovars are among the major bacteathbgens that can cause foodborne

disease and Escherichia coli is an excellent indigat fecal contamination.

The purpose of this study was to detect and identify these organisms tosasée bacterial
guality of chicken. Samples from poultry were coléel randomly from different outlets six
communes of the city center of Algiers and analytredetermine the prevalence of strains of
Salmonella spp, Escherichia coli count and to eataluhe sensitivity of these bacteria to

antibiotics.

A total of 57 chicken carcasses on the subject éach for Salmonella according to ISO-

6579 / NFV08-052, the enumeration of Escherichlaweas performed according to standard

ISO 16649-2 and an assessment of the sensitivignt@antibiotics by microbiological method

conventional agar diffusion.

Samples taken at El Biar, 1er Mai and Draria haaated five strains of salmonella, the
overall prevalence of Salmonella spp. was estimate®.8% with identification of two
serovars S. Kentucky and S. Virchow. The highesistances are concerned Erytromycin
(resistance of 100%) then the Amoxicillin, I' Amaxlin+Acide clavulanic and Tetracyclin
with an average resistance of 60%. S. Kentuckyaledean alarming proportion of resistance

to different molecules tested in particular Cipoafcin.

We obtained a prevalence of 100% for Escherichlavath an average count of 2.6 + 1.8
CFU / g. These results were used to assess thefr8&6 of samples with values exceeding
the acceptability standards set by the Algeriate{ministerial decree of 24 January 1998)
and French (FIA-2009 Regulation (EC) No. 2073 / 300Two antibiotics showed a
resistance rate of up to 100% for Erytromycin aettdcyclin, followed by the Ampicilin, the

Amoxicillin and Acid Nalidixic respectively 63.29%0.2% and 38.6% resistance.

Keywords. chicken, carcass, bacteria, Salmonella, Escharictli, prevalence, antibiotics,

antimicrobial resistance, Kentucky, Virchow.
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Introduction

La production avicole représente une source noligeéyle d’apport protéique

dans les pays en voie de développement. Malgsédtenotable de la filiere avicole en
Algérie ces trente dernieres années, les pratidjégs/age et d'abattage accusent un retard
technologique considérable par rapport aux payssim@lisés, ce qui retentit non seulement

sur la productivité mais aussi et surtout surdalig¢ hygiénique du produit.

En effet, la problématique de la filiére avicole ke plan sanitaire reste toujours tributaire
des conditions d'élevage en général mais aussEghect des normes sanitaires imposées au

cours de l'abattage et de la conservation des derfkaci et al. 2001).

En raison de la frequence relativement élevée deanunation de la volaille par des
germes pathogénes, ces produits sont responsalmes dombre important de cas
d'intoxication alimentaire humaine et doivent déaice I'objet d’une importante surveillance.
(Cohen et al, 2007).

Dans des mauvaises conditions d’hygiéne, le poesetexposé a une contamination par
différents types bactériens tels db@monella Escherichiacoli ou Campylobacter.

La viande de volaille constitue d’ailleurs le rés@r principal du genreSalmonella
(Enteritidis, Typhimurium, Hadar, Virchowsaniere, 2008) pathogene pour ’lhomme dont la
maitrise est devenue un pré-requis indispensabile [ consommateur et un argument

économique pour les industriels (Carlier et Lagear&01).

Par ailleurs la fréquence de plus en plus impogtagiintibiorésistances des bactéries
zoonotiques impose une réelle vigilance. L’émergede souches multi résistantes est
inquiétante. Au début du mois d’aolt 2011, la géci@argill procédait a un rappel de plus de
16 000 tonnes de viandes de dindes hachées aus-UHta contaminées p&@almonella
Heidelbergmulti-résistante aux antibiotiques (Anonyme, 20XQ)elques jours plus tard, le
Centre national de référence des salmonelles t{ihsHasteur, Paris) lancait une alerte
concernant une autre souche de salmon&@imonellaKentuckymultirésistante notamment

aux fluoroquinolones (Devos, 2011).

ABDELLI Mouni Kahina, Magistere 2010-2011 1



Introduction

Le danger potentiel des salmonelles ne doit aucenemduire une sous-estimation
du risque que peuvent représenter certaines enidoles tellegju’Escherichia coli dont
certaines souches ont acquis des facteurs de mnellecapable d’induire différentes
pathologies humaines. Par ailleurs, des produitsse de viande de volaille ont déja été
suspectés dans des épidémiés eoli O157:H7 et la présence de STEC non Ol15VEetcoli
0157:H7 a été mise en évidence dans des viandes deupoulet et de dinde démontrant que
le risque de transmission de souct#scoli pathogenes par la viande de volaille ne doit pas

étre pris a la Iégere.(Espié et Vaillant, 2002).

Dans cette étude, la recherche de ces deux bactéréz le poulet a permis a la fois
une évaluation hygiénique puisque IEscherichia colisont d’excellents indicateurs de
contaminations fécales mais aussi sanitaires pegclaerche de la présence de Salmonelles
potentiellement dangereuses pour le consommateéraluation de la sensibilité aux
molécules antibiotiques renseigne sur l'importard®Es souches antibiorésistantes qui

constituent un véritable souci sur le plan théréigee tant en médecine humaine qu’animale.

Dans cette perspective, I'étude décrira dans umipretemps la problématique des
salmonelleset des Escherichia colPuis nous aborderons, dans un second temps [esséta

de I'étude proprement dite.

ABDELLI Mouni Kahina, Magistere 2010-2011 2



Partie Bibliographique CHAPITRE | : LES SALMONELES

CHAPITRE | : SALMONELLA
[-1: TAXONOMIE ET NOMENCLATURE DES SALMONELLES

Le genreSalmonella,de la famille des Enterobacteriaceae, a été nomims en
I’'hnonneur du médecin vétérinaire américain Daniehé& Salmon méme si nous devons la
découverte de ce genre au bactériologiste Thedbmilith, qui travailla sous la direction de
Salmon auBureau of Animal IndustryBAI) dés 1884. Ses travaux sur l'efficacité d’un
vaccin bactérien chez le porc lui permirent de dédo ce gu'’il pense étre I'agent causal du
choléra porcin. Il s’agissait en fait d’'une noueelispéce bactérienn®almonella enterica
(Brown, 1935).

Ce genre est divisé en deux espécB8senterica espece majoritaire & bongori
espéce rare mais sa classification complexe restsujet largement controversé. |l est
phylogénétiquement proche des genEssherichiaet Hafnia et phénotypiquement proche

des genre€itrobacteretHafnia (Tindall et al. 2005).

Antérieurement Kauffmann établit un systéeme de ssifwation basé sur
I'identification biochimique, ainsi le genr8almonellaest divisé en quatre sous genres
désignés par des chiffres romains ( | a I'dalmonella Kauffmanijsous genre ISalmonella
salamae(sous genre Il)Salmonella arizonagsous genre 1) eBalmonella houtenagsous
genre IV) (Gledel, 1996). Cependant, la « Judi€lammission» qui est une commission
spécialisée du Comité International de SystématitpseProcaryotes, considere que 5 especes
ont un statut dans la nomenclatureSalmonella arizonae, Salmonella choleraesuis,

Salmonella enteritidis, Salmonella ty@tiSalmonella typhimuriumEuzeby, 2005).

Grace aux techniques de biologie moléculaire giléadémontré que toutes les souches
de salmonelles appartenaient a une seule espéecmmggre appeléSalmonellacholeraesuis
Ce nom d'espece a éteé retenu parce que c'estdeclespece type du gerd@almonella Les
cing espéces citées par la Judicial Commission rappaent donc a cette unique espéce
génomique (Le Minor et al. 1982).

ABDELLI Mouni Kahina, Magistere 2010-2011 3
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L’'unigue espec&almonella choleraesuisst divisée en 7 sous especes :
Salmonella choleraesuissubsp. arizonae, Salmonella choleraesuisubsp. bongori,
Salmonella choleraesuisubsp. choleraesuis, Salmonella choleraes@sbsp. diarizonae,
Salmonella choleraesuisubsp. houtenae, Salmonella choleraesusibsp. indica et

Salmonella choleraesusibspsalamagLe Minor et Veron , 1990).

La nomenclature d8almonellacholeraesuisest également le nom d'un sérovar, pour
éviter toute confusion, Le Minor et Popoff (1986)t groposé de remplacer I'épithete
Cholerasuis par Enterica afin de bien distinguer espece et sérovar. L'especterica
comportant 7 sous-especes, se retrouve ensuitet@enple I'une delles lorsqu’en 1989
Reevestal. élévent la sous-espeSalmonellacholeraesuisubspbongoriau rang d'espece
Salmonellabongori (Grimont et al, 2000 ; Su et Chiu, 2007), ceci@ensuite confirmé par

I'évaluation de la parenté génomique entre lestsesi¢Korzak et al, 2004).

En 2004, Shelobolinat al. ont proposé la nomenclature 8almonellasubterranea
pour une souche bactérienne isolée d'un sédimésed at contaminé par des nitrates et de
l'uranium. L'analyse de son ADN montre que cetteeke présente 96,4 % d'homologie avec
Salmonellabongoriet 96,3 % d'homologie avéinterobactercloacae Cependant, certains
auteurs refusent encore cette nomenclature et mgdéwent pas cette souche comme étant

une salmonelle (Grimont et Weill, 2007).

On distingue dans chaque sous espece, des séoawaésotypes caractérisés par leur
antigene O, H et éventuellement Vi. Il en exidtesle 2800 décrits (Bonneffoy et al, 2002,
Korsak et al 2004). Ces sérotypes sont eux-mémasedi en lysotypes, antibiotypes et

colicinotypes (Hasley et Leclerc, 1993).

En bactériologie, les sérovars d'une espéce me ddous-espéce bactérienne sont
habituellement désignés par leurs formules antigés. Les sérovars de la sous-espece
Salmonella enterica subsp. enterica (Salmonella choleraesuissubsp. choleraesuiy font

exception a cette regle et portent un nom. (Po2§e6).

Les noms des sérovars reflétent soit un syndramene maladietyphi, abortusequi
abortusovis bovis-mortificans.) soit un héte de prédilectiogallinarum-pullorum..) soit

l'origine géographique de la premiére souche is(@@@ama london paris, tel-el-kebir...).
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Actuellement, la désignation des nouveaux sérosstreffectuée exclusivement en fonction

de l'origine géographique. (Grimont, 1992).

Au Neuvieme Congres International de Microbiologli@ été décidé de condenser les
noms composeés : on doit actuellement éabertusovis abortusequitelelkebir (Bergey et
Holt, 1968). En ce qui concerne le séroGallinarumPullorum on peut noter que I'édition
1997 de l'ouvrage "Formules antigéniques des ses@eaSalmonelld le désigne simplement

par l'appellatiorGallinarum.

Dans la pratique courante, afin de simplifier mmenclature, Le Minor et Popoff
proposent également de désigner les sérovars seu®ume abrégée sans mentionner la sous
espece, pour exemple le nom completS#monellaabortusovis esSalmonellaenterica
subsp.entericasérovarAbortusovisL'absence de mention de la sous-espéce ne peétrpas
une source de confusion car seuls les sérovara deuls-especgalmonellaentericasubsp.

entericaportent un nom.

Un auteur n'est pas obligé de suivre les recomatamss de Le Minor et Popoff,

toutefois, la trés grande majorité des scientifigswit ces regles.
I-2: CARACTERISTIQUES BACTERIOLOGIQUES
I-2-1 : Caractéres morphologiques

Le genreSalmonellafait partie des 32 genres de la famille des ebtsteriacae , ce
sont des bacilles droits Gram négatif, généralemmeatiiles grace a une ciliature péritriche
mais quelques sérotypes sont néanmoins immobllegi¢ele sérotyp&allinarum-Pullorum

ainsi que certaines mutants pouvant étre observés.

De dimension moyenne (0,5 a uB de largeur sur 2,0 a 5,0m de longueur), ce
genre ne présente ni spores ni capsules (Berg8y).19%s différents composants structuraux
sont présentés sur la figure °1.
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Figure°l : Structure schématiqueS@monella TyphiHu et Kopecko, 2002)

I-2-2 : Structure bactérienne

La membrane cytoplasmique est séparée de la meebeaterne par l'espace
périplasmique constitué de peptidoglycanes. Céttetsire de la paroi des salmonelles leur
confere leur forme ainsi que leur rigidité (FigL@® et leur permettrait de résister a une

pression osmotique relativement élevée dans I'enmement (Rycroft, 2000).

OM (outer membrane) : membrane externe, P (penptaspace) : espace périplasmique , CM (cytoplasmeimbrane) :

membrane cytoplasmique.

Figure °2 : Représentation simplifiée de I'envelepie Salmonella (Rycroft, 2000).

Le génome bactérien est composé d'un ADN chromapwmnet d’'un ou plusieurs
plasmides protégés par une membrane cytoplasmiglle;méme entourée par le
peptidoglycane ainsi qu’une paroi externe portamts dlagelles, pili, glycocalix et
lipopolysaccharide. Ces derniers jouent un rbleortgmt pour la survie de la bactérie et

comme facteurs de virulence (Camart-Périé, 2006).
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- Le glycocalyx constitué de polysaccharides, recouvre la memsbexiterne. Il n’a pas de
réle vital pour la bactérie mais lui confere carés propriétés. Il intervient lorsque les
bactéries se développent dans le sol ou dans I'elas sont alors présentes sous forme de
microcolonies adhérentes entourées de glycocdliyalticipe aussi a I'adhérence de la

bactérie sur la cellule hote.

- Lesflagelles constitués principalement d’une protéine -ladlige- permettent a la bactérie
de se déplacer par chimiotactisme. Celui-ci s'¢ffecpar I'intermédiaire de récepteurs

protéiques membranaires. Les flagelles sont égalepueteurs des antigenes H.

- Lesfimbriae (ou pili), constitués essentiellement d’une pradiila piline) sont observables
au microscope électronique sous forme d’appendaées. Ills sont de deux types : les pili
communs et les pili sexuels. Les pili communs so#g nombreux : cent & deux cents par
cellule. lls conferent notamment des propriétésdggiutinantes aux bactéries qui les portent.
Les pili sexuels sont I'expression de certains mpldss. Toutes les salmonelles n’en
possedent pas et lorsqu’ils sont présents, ils peatnombreux : un a quatre par bactérie
(Desprez, 1992). Ces pili sont impliqués dans le&npmenes de fixation de bactériophages
et de transfert de matériel génétique entre bastéu cours de la conjugaison.

- Lamembrane externeporte différents réecepteurs a des phages et aasrimcines.

- Le lipopolysaccharide (LPS est composé de trois parties (Figure®3) : lalBph fixé a la
membrane externe (c’est I'endotoxine des entérébias), le core ou partie basale
(oligosaccharide constant chez &almonellacultivant sous forme de colonies lisses S alors
que chez les mutants R, il est incomplet ou n'astlj@ aux chainons suivants ) et les chaines
polysaccharidiques latérales appelées antigéndgsp@seédant un fort pouvoir immunogéne.
Les mutants R ont perdu ces chaines latéralesnétsmins pathogenes. Du fait de sa forte
charge électronégative, le LPS est thermostableoatére a la bactérie les propriétés
suivantes : résistance aux sels biliaires, auxrgiémes, aux protéases, aux lipases, au

lysozyme, a de nombreux antibiotiques (Rycroft,®00

Au moins trente génes sont requis pour la syntltksd PS, leur position sur le

chromosome d8. Typhimuriums connue avec précision (Popoff et Norel, 1992).
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O side-chain Quter core |1 Inner core Lipid A

Figure °3 : Représentation schématique de la streicte la chaine lipopolysaccharidique des
antigénes somatiques (Rycroft, 2000).

I-2-3 : Caracteres biochimiques

Les salmonelles présentent des caractéristiquedibiiqgues communes utilisées pour
leur identification afin de les différencier dedrag entérobactéries. Le tableau °1 regroupe
les principaux caracteres utilisés pour leur ideatiion.

Les méthodes utilisées en microbiologie viserdemiifier 'expression du phénotype
au niveau du métabolisme de la cellule ; par exergpprésence d'une nitrate réductase leur
permet de réduire les nitrates en nitrites, edgméntent le glucose avec ou sans production

de gaz et sont oxydase négatif.

Tableau®l : Les principaux caracteres biochimiquiisés pour l'identification des
SalmonellgPilet et al. 1987).

Caracteres biochimiques Salmonella
Gazs en présence de glucose +
Lactose -
ONPG -
H2S +
Uréase -
TDA -
Indole - Sauf,Salmonella Typhimuriunmagazogeéne,
H2S + faible et Citrate de Simmons —
LDC +
Salmonella ParatyphiL.D.C. -, Citrate de
TTR + Simmons — et H2S —le plus souvent.
Citrate Simmons + Salmonella Abortus equH2S —
Gelatine - Salmonella Abortus ovi$i2S —
D-tartrate (en plusieurs jOUI‘S) + Salmonella Senftenberbactoset.
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Certains caractéres biochimiques permettent aesgiffrencier les salmonelles entre

elles. La classification de Kauffmann-White anciement basée sur les caractéristiques

biochimiques de&almonellapermettait de différencier les sous espéeces efigs (Grimont,

2000). Ainsi,Salmonella entericast subdivisée en six sous especes qui correspoade

anciens sous genres de cette classification (Tat#¢a

Tableau

°2 . Caractéristiques biochimiques difféeflies des espéces et sous espéeces du

genreSalmonellaGrimont, 2000).

Salmonella Salmonella
Enterica Bongori
Caractéres Subsp. Subsp. Subsp Subsp. Subsp. Subsp.
biochimiques |enterica |salamae |arizonae. |diarizonae |houtenae |indica
O.N.P.G. - - + + - v +
Gélatinase - + + + + +
(36 °C)
culture sur|- - - - + - +
milieu KCN
Dulcitol + + - - - v +
fermentation
Malonate - + + + -
(utilisation)
Sorbitol + + + + + +
fermentation
Béta-glucu v v + - v
ronidase
Alphaglutamyl | v + + - + +
transférase
Lyse par le + + - + - + +
phage 01.

I-2-4 : Caractéres antigéniques

Comme toutes les entérobactéries, les salmoneflegent posséder différents types

d’antigenes importants pour le sérotypage (Millemal998). La Figure® 4 montre la

structure antigénique des salmonelles.

Ag O somatiques . . X
polysaccharidiques Fimbriae (100 &
1000) jouant un réle

_/’———: : J // dans l'adhésion

Paroi

Plasmide
ADN
chromosomique
&
A1
\\
' Membrane
Taille : cytoplasmique
2a3px
f.6n ~~ Flagelle {54 10)

Jouant un role
AgH dans la mobilite

Figure®4 : Structure antigénique des salmonellesi(let, 2007).
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La détermination du sérotype est d’'un intérét nieesgique capital ; elle est définie par
I'association caractéristique de chacun des tmig@nes suivants :

a) Les antigénes de la paroi ou somatiques ou antgéne

Les antigénes somatiques sont constitutifs de éamlmane externe de la paroi
bactérienne et sont de nature lipopolysaccharidigu.S). lls ont un réle trés important du
point de vue diagnostique et représentent la tosamérotrope ou endotoxine de la bactérie. |l
est thermostable 2h30 a 100°c, résiste au phéadlacool.

White et Kauffmann ont établi, dés 1925, une cfecsgion des salmonelles basée sur leur
identification antigénique, les différents sérovaxnt ainsi répartis en groupes au sein
desquels ils ont tous au moins un facteur O en aameh 97 antigenes O sont considérés, on
en distingue deux types :
» Les antigenes O majeurs : permettent la classibicatdes sérotypes en groupe O, les
souches qui le possedent en commun font partieénexgroupe, par exemple dans le groupe
B toutes les souches possédent I'antigéne O : #i@Idyphimurium
» Les antigenes O accessoires : toujours liés a tigeae majeur, leur intérét est mineur et
leur présence est liée a la modification de lactine du LPS par une enzyme, un
bactériophage ou par un plasmide.

Chez les souches R, l'antigéne O n’existe pas ¢oe ou ce qu'il en reste est

responsable de spécificités sérologiques R, quisaors intérét pour le typage antigénique.

b) Les antigenes flagellaires ou H

Les flagelles sont des structures permettantbadéérie de se mouvoir, composées de
polyméres de flagelline, protéine ayant une comjosconstante en acides aminés pour un
type antigénique donné. Elles sont thermolabiletrudes par I'alcool mais résistent au
formol.

ChezSalmonellal'antigene H peut s’exprimer sous deux forme$édintes chez un
méme sérotype :

» un état unique ou la bactérie ne produit qu'un typdlagelle. Ce cas, le moins fréquent

chezSalmonellaest retrouvé che. Typhiou encore che3. Enteritidis
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» un état diphasique ou la bactérie telle udyphimuriunpeut exprimer alternativement

deux types de flagelles, présentant des spéctiamdigéniques différentes.

Ces phases sont codées par deux genes de strgciucEterminent la séquence
primaire de la flagelline (Berche et al. 1988). Bigue certains sérotypes soient
monophasiques, la plupart des souches possédenieagsgénes mais un seul s’exprimera

lors de la mise en culture.
c) Les antigénes d’enveloppe, capsulaire ou Vi

L’antigéne Vi a été découvert par Felix et PitezB. Typhi et n’a été identifié que
chez trois sérovarsSalmonella Typhi, Salmonella Paratym@tiSalmonella Dubliravec une
fréquence décroissante. Toutefois, toutes les ssudhs ces sérovars ne possédent pas cet
antigéne (Rycroft, 2000).

Sa spécificité réside en sa capacité a masqueigémne O, mais un chauffage a 100°C
pendant une dizaine de minutes, permet de le diskeibet démasquer ainsi I'antigene O qui

devient alors agglutinable par les sérumes anti-O.
I-2-5: Sérotypage et schéma de Kauffmann-White:

Le sérotypage permet d’obtenir la formule antiggaiqui désigne un sérovar par une
technique d’agglutination directe sur lame mettanjeu différents antisérums avec la

bactérie a tester, sa méthodologie est illustrés taFigure n°5.

Il est impératif de vérifier que la souche n’eas @uto-agglutinable en la testant en
eau physiologique, le sérotypage ne pourra se pouesgqu’en cas de réaction négative. Une
réaction positive signerait le caractére auto-aguint de la souche, qui de ce fait, réagirait

avec tous les sérums. (Bonnefoy et al. 2002).

Le test se poursuit en utilisant les sérums mékmagé-O : d’abord le sérum OMA
ensuite le sérum OMB afin de déterminer les grogpeespondants, pour exemple, une
agglutination positive avec le sérum OMA signifieeda souche appartient a un des groupes
A, B, D, E ou L, on recherchera alors I'agglutioatdans les sérums anti-O caractéristiques

de ces groupes. (Bonnefoy et al. 2002).
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Dans le cas d’'une réaction négalavec les sérums OMA et OMB, il est nécessair
vérifier la présence de I'antigéne Vi en te< le sérum antWi, s'il est présent, il sera détru
afin de permettre le sérotypage. Dans le cas domtrbsera nécessaire de vérifier qu'il s’e
bien dune Salmonelle avant de recommencer le séroty
Le sérotypage est ensuite complété par le es sérumanti H correspondants au groupe.

détermine ainsi le nom du sérovar en se reportatdatdeau de KauffmarWhite.

] Test d'auto agglutination sur lame (eau + colonie) I
Non Test positif ; le sérotypage est impossible, 11 faut
réaliser un nouveau isolement

Test avec mélanges anti O : OMA, OMB et OMC

S1 OMA + Si OMB + OMA et OMB négatifs
Groupe A,B,D.Eoul Groupe C,F, Gou H Tester le sérum anti Vi
Tester ant1 O : Tester ant1 O : Négatif : Positif
# groupe B :anti O 4.5 le plus courant est le Vérifier quil sagit Détruire
» groupe D :ant1 O 9 groupe C : bien d'une Salmonelle | 'antigéne Vi par
» groupe E :ant1 0 3.10.15 an1 06, 7.8 et recommencer le chauffage 10'a
~ groupe A:antiO 1,2 sérotypage 100°C et
recommencer le
sérotypage.

Rechercher les Ag len utilisant les
antisérums adaptés au grot

Figure®5: Conduite du sérotypage c¢SalmonellgAnonyme, 2011

Le schéma de Kauffma-White est le tableau des formules antigéniquesérs/ars
de Salmonellaou sont indiqués, dans l'ordre, facteurs O, I'antigene Vi éventuellement,

antigénes H phase 1 et 2. Le tableau n°3 préserg&trait du tableau de Kauffme-White.

Par exemplela formule antigéniqt du sérovarAbortusoviss'écrit 4, 12, ¢, 1, , ce
qui signifie qu’il posséde | facteurs O : 4 - majeur - et 12ecessoir+-, qu’il ne possede pas

I'antigene Vi, que I'antigéne H1 a la spécité ¢ et H2 la spécificité 1,
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Tableau °3 : Extrait du tableau de Kauffmann-WHis formules antigéniques de quelques
salmonelles (Grimont et Weill,2007)

Mélange O Groupe Nom usuel Antigenes O Antigenes H
Phase 1 Phase 2
Typhimurium 14,12 f,g,s -
OMA B Brandenburg 1.4, 15],12 i 1,2
Heildelberg 1.4,15], 12 i, v e, n, z15
Coeln 14,12 r 1,2
Essen 4,[5], 12 y 1,2
Abortusovis 4,12 c 1,6

Facteurs entre crochets : peuvent étre absents gaede sérotype soit changé.

Facteurs O soulignés : liés a la conversion phagilysogénique).

[-2-6 : Caracteres culturaux

Les salmonelles sont des germes mésophiles aégsednmies facultatives, apres 24h
d’'incubation a 37°C sur milieu ordinaire. Les coém obtenues sont circulaires a bord
régulier et ont un diametre de 3-4mm. Généralergsgs (S : smooth), rarement rugueuses
(R : rough), les salmonelles R sont rarement pathes;

A partir d'un échantillon monomicrobien tel queskeng, une gélose ordinaire suffit a
leur croissance alors que dans les cas de prélenempelymicrobiens comme les selles, les

milieux sélectifs sont indispensables. (Blondelatdat, 2001).

[-3: DONNEES EPIDEMIOLOGIQUES :

I-3-1: Habitat

Le réservoir des salmonelles est trés large etnambreuses espéces animales
(animaux a sang froid ou chaud) et 'homme, swsceptibles d’héberger des salmonelles
pathogenes ou non (Pilet et al. 1983) mais le prahecéservoir est constitué par I'intestin des
vertebrés.
Les salmonelles possédent deux caractéristiquesxgliqguent probablement leur trés large
distribution : d’'une part la diversité des animauwsceptibles de les héberger et d’autre part

leur capacité de survie dans leur environnemeoayBt, 1995).
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La dissémination par les matiéres fécales fad#ite propagation dans I'environnement (sol,
boue, eaux, paturages...etc.) ou elles peuvent sarphsieurs mois si les conditions sont
favorables.

On rencontre aussi des salmonelles hautementgetibe chez des porteurs de germes
apparemment bien portants ce qui contribue a dissEnfinfection, ces porteurs sont
généralement des sujets convalescents mais ieedést porteurs permanentsSleyphi (trés
abondante dans la vésicule biliaire), ainsi cestaiseaux peuvent excréter des salmonelles de

facon continue ou intermittente pendant de longée®des (plusieurs mois).

[-3-2: HOtes

En fonction de leur héte de prédilection, les salelies ont pu étre classées en trois groupes :

Ce groupe comprends les salmonelles étroitemenitéem & I'hnomme Salmonella Typhi
S.Paratyphi A, B, C et S. Senddiqui sont responsables respectivement de leefigphoide

et paratyphoide, ces sérotypes ne sont pathogeegsogr I’'homme.

Ce groupe comprend les salmonelles étroitementtéela@ des especes particulieres tel que
le sérotypePullorum-Gallinarumchez la volaille ouAbortusovischez les ovins alors que
certains sérotypes tels quublin chez les bovins olholerasuischez le porc peuvent

toucher aussi 'homme.

Ce groupe comprend les sérovars les plus couratdgs plus nombreux, qu’on retrouve aussi
bien chez 'homme que I'animal, c’est le groupe @emcipaux agents de salmonelloses
actuelles tels qu8.Enteritidis, S.Typhimurium, S.Panama, S. Saihtpatc.

[-3-3 : Sources

Les différentes sources de salmonelles sont metignt illimitées (oiseaux
domestiques ou sauvages, volailles, rongeurseseyrpeaux, aliments, etc.). Chez les oiseaux
infectés, la colonisation de l'intest{ites caecums en particulier) et des ovaires chez |
poules pondeuses infectées Rateritidis & parfoisTyphimuriumfacilite la dissémination du

germe.
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Les matieres virulentes principales sont les @iengt les matiéres fécales, souvent

propagées par les animaux et 'homme a la faveuredirs d’élevage ou de production.

Les aliments le plus souvent mis en cause pouIAE causées paBalmonella
Enteritidis sont essentiellement les ceufs et les ovoprogoitsr’ant contenir des bactéries
viables crus ou insuffisamment cuits ainsi quevieasdes de volaille insuffisamment cuites,
le lait cru et les produits laitiers non pastelgisétc.

Plusieurs agents peuvent étre incriminés lorsl&€Tle tableau°4 présente les agents
identifiés ou suspectés et aliments responsablesuspectés lors de TIAC déclarées entre
2001 et 2003 en France.

Tableau °4: Agents identifiés ou suspectés et alismesponsables ou suspectés lors de TIAC
déclarées entre 2001-2003 en France (Delmas 20@H).

Salmonella Clostridium Autres
- ] perfringens | Staphylococcus | agents Agent
AIMENIS: | b i Typhimurium S;ﬂgreses ?ﬁéﬁﬁyﬁf Bacillus aureus (dont | indéterminé Total
i cereus virus)

Laits

produits 2 5 11 3 5 34 12 ¥ 79
laitiers

CEufg et‘

iR | 60 53 4 64 6 95 3 17 | 334
d'oeufs

Viandes 4 5 1 10 44 29 3 28 134
Produits de

el I 2 11 9 20 17 11 88
Volailles 3 1 4 15 19 13 19 1 85
Poissons et

fruits de 3 1 0 6 5 9 76 13 113
mer
Coquilages | 8 2 0 2 7 2 89 11 121 |
Autres

e | 2 3 1 25 78 56 25 42 251
E

S 0 0 0 1 1 3 4 12 21
Aliments

non 37 13 5 40 50 68 63 285 561
retrouves

Total 251 90 28 177 224 259 321 437 1787 |
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[-3-4 : Résistance des salmonelles dans le mikétrieur

Les travaux de McLaren et Wray en 1991 suggérdileypothése que les salmonelles
pouvaient persister sur les lieux d’'une infecttoo8.Typhimuriunpendant des périodes allant
de quatre mois a deux ans avec une moyenne de B4 ®dublinpeut survivre dans les
feces d’'un animal infecté jusqu’ a 28 semainesigy’'a 10 mois sur les murs, voire 8 a 36
mois dans les feces desséchées. (McLaren et W88¥).1

La survie des salmonelles est étroitement liétusiqurs facteurs : la température, le

Ph, 'Aw...etc

a) Latempérature
Les salmonelles peuvent se multiplier a des tenwp@s allant de 7°c a 41°c avec un
optimum de 35-43°c ; elles sont détruites a 65-p@talant 5-15min.
Des températures basses en dessous de 10°c sdatti® croissance alors qu’une
température inférieure a 5.2°c permet de I'arrégerefrigération permet leur survie alors que
la congélation et la surgélation n’entrainent mas compléte destruction. (Le Boucher et al,
1997).

b) Le Ph
Les salmonelles se multiplient & des ph compriseeht et 9.0 avec un optimum entre 6.5 et
7.5 mais peuvent supporter des ph plus acidest gllagu’'a 3.8, elles sont détruites a des ph
inférieurs a 3.8 et supérieurs a 9.4. (Grimont,0300

c) Activité de I'eau (Aw)
Les valeurs optimales pour leur croissance sonfpcses entre 0.945 et 0.999 mais peuvent
survivre dans des produits déshydratés tels quialie®es, dans les aliments elles peuvent se

multiplier jusqu’a des valeurs d’Aw de 0.93.

d) Radiations

Les salmonelles sont inactivées par la lumiérestdyons ionisants.

e) Sel (Nacl)
Les salmonelles y sont peu sensibles, elles orétguisolées de saumures a 3,2% (Peiffer,
1999).
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La survie des salmonelles dans I'environnementégsiement liée a la nature du

support, les différentes durées de survies sonéseptées dans le tableau®s.

Tableau®5 : Résistance des salmonelles en fonddda nature du support
(Elgroud, 2008 ; Bell et Kyriakides, 2002)

Nature du support Durée de survie des salmonelles
Sol , eau d’étang a température 4-20°C 4 a 9 mois
Poussieres Plus d’'un an
Fientes seches de volailles Jusqu’a 28 mois
Duvet de couvoirs Jusqu’a 5 ans
Carcasse de poulets congelés a -21°C Jusqu’a B3 moi

I-3-5: Modes de transmission
a) Chez 'lhomme

La principale voie de contamination pour 'lhomns¢ @imentaire (David, 2009), elle
est le plus souvent liee a la consommation dalisefiorigine animale que veégétale
(Poulain, 2003). L'infection résulte de la consomiorad’aliments contaminés. Elle peut étre
intrinséque, comme cela peut étre le cas pourdessqRabsch et al. 2001), ou extrinseque
suite au contact avec des matiéres fécales lofalmttage pour les aliments issus d’animaux
contaminés, ou encore avec une surface ou un alirtrent contaminé lors de la préparation
ou de la transformation des denrées ; on parles aler contamination croisée. Ceci est
d’autant plus vrai lors de consommation d’alimenfsctés insuffisamment cuits tels que les

ceufs a la coque ou le blanc de poulet rosé (Bor2@dD).

Cependant, la contamination peut également amairgar contact avec des animaux
infectés, notamment avec des animaux de compadgriess NAC (nouveaux animaux de
compagnie) (Woodward et al. 1997; De Jong et &052@Gwanson et al. 2007). Ce dernier
mode de transmission non alimentaire serait d’umportance trop souvent sous estimée
(Barber et al. 2003).
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b) Chez la volaille
Le mode de transmission des salmonelles chezodlkedlles peut se faire selon deux

voies : verticale et horizontale.

» Voie Verticale :

La transmission des salmonelles aux ceufs par vansdvarienne est possible pour certains
sérovars tels qus.Enteritidis Elle peut se faire aussi par contamination dmguille lors du
passage dans le cloaque. L'ceuf peut aussi étraroord par des matieres fécales présentes
sur la litiere ou dans un couvoir mal nettoyé réms$mission verticale est considérée comme

la plus difficile a maitriser (Valancony Et al, 200

» Voie Horizontale :

Elle peut étre directe ou indirecte ; la transnoisslirecte se fait par contact avec des animaux
porteurs sains ou malades, en effet un animal pos@n peut excréter de 10 & Hactéries
par gramme de féces (Humbert, 1998).

Alors que la transmission indirecte se fait pantérmédiaire de vecteurs tels que I'eau de

boisson (eau polluée) et I'aliment (aliment soyil&& excréments de sujets contaminés).

Les vecteurs tels que les rongeurs ou les inspet@gent jouer le rle de vecteurs de
salmonelles. Aussi, les supports et surfaces sesillle matériel contaminé et insuffisamment
nettoyé ainsi que le personnel malade sont sows@nices de dissémination du germe. La
figure°6 représente le cycle de transmission ddmaseelles et les différentes voies
s’articulant autour de ’'homme, 'animal et 'enemement, permettant ainsi la diffusion du

germe.
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Figure®6: Cycle de diffusion des salmonelles dans I'envirement (Decludt et al. 1996)
I-3-6: Pathogénie et virulence des salmonelles

Les salmonelles font partie des bactéries entémoganes invasives, elles sont toutes
potentiellement pathogenes mais la gravité dedditbn provoquée dépend non seulement de
la souche, de la quantité de bactéries ingéréesamasi du statut immunitaire de I'héte.

La contamination se fait toujours par voie digestdt provoque des infections variées allant

de la gastro-entérite a la septicémie chez lesssimgnunodéprimés.

L'inoculum peut étre faible (fObactéries), et de l'importance de cet inoculum
dépendent la durée de I'incubation et I'importades symptémes. Un inoculum lourd (JLO
est habituellement nécessaire pour induire unectiofe chez un sujet immunocompétent,

mais une hypo-acidité gastrique, une diminutionlaemotilité intestinale (médicaments,
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diabéte), peuvent contribuer a rendre pathogénssimbeulums faibles (Pennec et Garre,
2003).
L’infection salmonellique peut prendre trois agpdelumbert, 1998 ; Carlier, 2001) :

excrétées par gramme de matiére fécale allant desnde 10 a plus d@’, cette excrétion

peut étre intermittente et on parle alors de poigain.

» Un portage sain avec passage de quelques bactélaes |'organismemais sans
symptébmes apparents : les salmonelles sont aldoer¢es dans les monocytes et les

macrophages ou elles sont capables de surviveeratiKiplier.

» Une maladie avec symptobmes diarrhéiques et hypenibe lorsque le systéme
immunitaire de I'h6te est soit déficient, soit dép@ par I'importante charge bactérienne

envahissant I'organisme, cette maladie a pu s’exgrria la faveur d’'une :

1) Ingestion d’une forte dose de salmonelles &0F bactéries)

2) Multiplication importante dans le tube digestifine quantité initialement faible de
bactéries ingérées, leur accroissement est dued&séquilibre de la flore digestive pouvant
étre du a un stress, une pathologie intercurrenteum changement brutal de régime

alimentaire.

a) Principales étapes de la pathogénie des infectio8almonella
Les caractéristiques essentielles de la pathogisesalmonelles sont leur capacité a
entrer dans les cellules hoétes et y persister Bh dae parasite intra-cellulaire facultatif
(Millemann, 1998). Leur processus infectieux seitixl phases : une intestinale puis une autre

systémique (Figure®°7) (Nauciel et Vilde, 2005)

a-1) Phase intestinale

Aprés ingestion d’eau ou d’aliments contaminég partie de la charge bactérienne
subit une premiere élimination grace a l'effet Bacide de I'acidité gastrique. A ce stade,
seulement 1% des bactéries de I'inoculum initiauavivre. Elles parviennent au niveau de
l'intestin gréle ou 80% seront évacuées par legsfetans les 6-10heures post-infection,

environ 15% vont atteindre la lumiére intestinaleatles vont se multiplier (Baumler et al.
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2000). Les caeca représentent le site le plus ir@pbpour la colonisation intestinale chez la
volaille (Reed et al. 2002 ; Desmidt et H997).

L’invasion des cellules épithéliales constitue @t@pe cruciale dans la pathogénese
(Van Immerseel, 2005). Elle débute 15min apreddation, ce temps est nécessaire a la
sécrétion des molécules impliquées dans linvas{Santos et al.2002). L’apparition
d’appendices appelés « invasomes » résulte derfiction entre la bactérie et la face apicale
des cellules épithéliales; induisant simultanémareg dégénérescence des microvillosités et
de la bordure en brosse avec ondulations membesndés cellules épithéliales (Millemann,
1998).

Au moment ou la bactérie s’attache a la cellulghépale, elle injecte une série de
protéines bactériennes a l'intérieur de la celtldel’nbte. Ces protéines vont interagir avec
les protéines de la cellule hote, avec pour eHetébrganisation du squelette de la cellule
épithéliale qui induit la formation de projectioda protoplasme qui I'entoure en quelques
minutes. La bactérie se retrouve ainsi dans uneokaca I'intérieur de la cellule ou elle
possede la capacité de réprimer le processus nafa@dptose de la cellule, elle peut donc

s’y multiplier tranquillement a I'abri du systénmamunitaire (Van Immerseel, 2005).

Au niveau intestinal, les salmonelles présentaet certaine affinité pour les cellules
M des plaques de Peyer, elles sécrétent un ensemebi@molécules grace a un systeme
particulier appelé TTSS (Type Three Secretion SyhstBysteme de sécrétion de type 3).
Parmi les protéines codées par ce systeme, legasiimes » se fixeraient & des récepteurs

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

La reconnaissance et la liaison aux cellules Mesgiteraient la présence des fimbriae
(adhésines) et de résidus de type mannosyl danadeas (Dibb-Fulleet al. 1999 ; Thorns et
Woodward, 2000 ; Vimagt al. 2000), s’ensuit une rapide internalisation puie dastruction
de la cellule M (Millemann, 1998 ; Korsak et al 020.

a-2) Phase systémique
Apres avoir franchi la barriere épithéliale, lealnsonelles phagocytées par les
macrophages sont transportées jusqu’aux nceuds &tigpes, il semblerait que les cellules

dendritiques participent également a ce transpaiid( 2001).
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A lintérieur des macrophages, les salmonelleses®uvent dans une vacuole VCS
(vacuole contenant de&salmonelld et peuvent survivre et se multiplier. Leur muigation
est sous le contrble du systeme de sécrétion @exypTSS) codé par I'ilot de pathogénicité
2 (SPI-2. Ce dernier présente une structure en aiguilldgopmelle des protéines bactériennes
sont injectées a travers la membrane de la vadda Immerseel, 2005 ; Hensel et al.
2000).

La bactérie développe une série de stratégigsehmettant de survivre a I'intérieur du
macrophage. Parmi elles, la bactérie est capablébdrer des protéines du TTSRI-2
inhibant la fusion entre la VCS et le lysosome. rhacrophage dispose d’'une arme tres
efficace dans la lutte anti bactérienne, la NADPX/dase des phagocytes catalyse la
réduction d’'oxygene en superoxyde qui a un effetibaotérien puissant. Lors de la
stimulation du macrophage, les différentes soudésnde ce complexe enzymatiques
fusionnent et I'activent maiSalmonelladispose d’une stratégie pour inhiber la productien
la NADPH oxydase ou bloquer la migration des vds&wgontenant la NADPH oxydase vers
la VCS.

Autre stratégie, mais dont le mécanisme exace r@store peu connu, les salmonelles
semblent pouvoir manipuler la viabilité des macemEs, ce qui a aboutit selon le stade de
I'infection & sa nécrose ou a son apoptose. (Van\Izdden et al. 2000 ; Van Immerseel,
2005).

La pénétration des salmonelles dans le systemeuleeendothélial permet leur
dissémination vers les organes tels que le fola eite ou elles se multiplient, s’ensuit alors
une phase bactériémique puis un envahissementedsetble des organes, la libération

d’endotoxine aprés lyse bactérienne induit un ¢bgigue.

Les salmonelles peuvent également rester de nomlipneis dans un état latent, sans
multiplication, I'héte est qualifié ainsi de portelatent, une multiplication et une excrétion

sont alors possibles a la faveur d’'une immunodéjpes
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Figure°7 : Pathogénie du gerBalmonellaMillemann, 2005)

b) Facteurs de virulence mis en jeu
Les facteurs bactériens sont indispensables almoselles pour provoquer la
maladie. La figure®°8 présente les principaux fastele virulence mis en jeu poBalmonella

Typhimurium.

Fimbriac : ADHESION

LPS (AgO) K { /// Flagelles (AgH) : MOTILITE
COO00
SURVIE DANS

LE SERUM
Plasmide

—— Cytotoxines

SURVIE DANS LES Entérocholine
MACROPHAGES Invasines CAPTATION
INVASION DU FER

Figure©8 : Facteurs de virulence potentielsSdémonella TyphimuriurfDesprez, 1992)

ABDELLI Mouni Kahina, Magistere 2010-2011 23



Partie Bibliographique CHAPITRE | : LES SALMONELES

b-1) L’Adhésion aux cellules hétes épithéliales

L’adhésion des salmonelles aux cellules épittediatst indispensable, elle permet
d’éviter leur expulsion par les mouvements pétiisgaes de I'intestin (Leclerc et al. 1995).
Cet attachement, réalisé grace aux fimbriaes oil $8l réalise en deux phases dont la

premiére est réversible.

De nombreuses études in vitro ont démontré queilemterviennent dans I'adhésion des
salmonelles a un grand nombre de lignées cellglaaeiaires ou de mammiferes et

contribuent a 'invasion de ces cellules (Craveal1992).

b-2) Survie dans le sérum

L’effet bactéricide du sérum est principalemeétdil’activation du complément. Les
chaines polysaccharidiques portant I'antigene Ctrimrent a la résistance bactérienne en
jouant le role de barriere physique contre le cexgpld’attaque formé par le complément
(Sansonetti, 2002 ; Millemann, 1998).

La protéine RCK (resistance to complement Kkillirmpdée par un gene plasmidique du
plasmide sérotype-spécifigue ou SSP est égalemmepliguée dans ce phénoméne de

résistance et joue aussi un réle dans l'invasienceédules eucaryotes.

b-3) Plasmide de virulence

Plusieurs sérovars dealmonellahébergent des plasmides de virulence importants
pour la phase systémique de l'infection (MarcualeR000), nécessaires pour la propagation
de I'infection au-dela de la barriére intestingdermettant notamment 'augmentation du taux
de croissance des salmonelles dans le foie etida Par ailleurs la perte du plasmide SSP
réduit la capacité de la bactérie a provoquer urfeciion systémique chez la souris
(Millemann, 1998

b-4) Toxines
Différentes toxines sont responsables des maaifess cliniques observées chez
I’hote, parmi les toxines produites par les salntlese
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» Endotoxine (Lipide A du LPS):

Constituée par le lipide A, responsable en grgmaltie de la toxicité du LPS, ses

effets sont liés a I'activation de phénomenes mfteatoires importants avec libération de
plusieurs cytokines: TNF, IL 1, 2 et 6. L'endoto&i est responsable de la plupart des
symptémes de la fievre typhoide et du choc sepiopéen mais aussi dans les diarrhées des
formes gastroentériques (Millemann, 1998 ; Gariieegtnec, 2003).

> Entérotoxines :

Les entérotoxines jouent un rdle dans les diaghies formes gastroentériques, et un
peu plus de la moitié des salmonelles produiseatamérotoxine thermolabile similaire sur
le plan antigénique et immunologique a la toxineléhque (Millemann, 1998). Elle se lie a
I'épithélium de la muqueuse intestinale et stimbWeVIP cyclique ce qui provoque une

sécrétion d’ions et d’eau.

» Cytotoxines :
La cytotoxine joue un role dans la destruction dglkiles M, la survie intracellulaire

(Millemann, 1998) et est capable de chélater las ©a++ et Mg++. Cette chélation avec la
membrane des cellules de la muqueuse intestinaegehprobablement la structure de la
membrane cellulaire permettant l'introduction debkctérie dans la cellule héte avec fuite

sélective de molécules (Desprez, 1992).

b-5) Systeme de captation du fer

Le fer est un des facteurs de croissance indighémsour la multiplication des
salmonelles chez I'h6te. Certaines salmonelles salirs capables de synthétiser
I'entérochéline ou entérobactrine, un sidéropharéadamille des phénolates secrété dans des
conditions limitées en fer telles que celles rem@as dans I'organisme héte afin de capter le

fer nécessaire a leur multiplication (Popoff et &pi992).

Il a été démontré que ce sidérophore favorisgdessance dans le sérum murin mais

n'est pas indispensable a la virulence pour laisgBenjamin et al. 1985 ; Millemann, 1998).
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[-4: ASPECT CLINIQUE
[-4-1: Salmonelloses aviaires

Les salmonelloses aviaires, anciennement dénompagatyphoses (paratyphoid
salmonellae), sont essentiellement définies comtaet des manifestations d’'une infection
causée par des salmonelles autres que le sé@altmarum-Pullorum(agent de la typhose-

pullorose) (Ganiere, 2008).

Ce sont des maladies infectieuses contagieusesenies et inoculables (Poppe, 2000).

S’il existe de nombreux sérovars ubiquistes conclusz le poulet, les plus importants
compte tenu de la fréquence des cas de TIAC [tHemmme sontEnteritidis, Typhimurium,
Hadar, Virchow et Infanti§Ganiéere, 2008).

> Salmonelloses dues a Salmonella Gallinarum Pullorum

La pullorose du poulet est dueSalmonella enterica subspecies enterica sérovar
Pullorum (Salmonella Pullorum)La forme aigué de cette maladie est spécifiquérnan
affection septicémique chez les poussins. La trégsssam ovarienne est le principal mode de
contamination de la maladie. Le gibier a plumedest volailles de basse-cour sont les
principaux réservoirs de l'infection et les oiseaauvages peuvent étre vecteurs de I'agent

infectieux, jouant ainsi un réle important danpitEmiologie de la maladie.

La typhose des poulets est quant a elle due @aBlinarum et est le plus souvent
observée chez des oiseaux plus agés ou adultemyieo 2005), le risque zoonotique lié a
ces germes est considéré comme minimal (Shivapraeag).

L’infection peut prendre plusieurs formes :

Forme _inapparente: se traduit par le portage de la bactérie sarsirsu manifestation

clinique chez les animaux apparemment sains oueanement malades, le risque que
représente cette forme s’explique par I'excrétiennpanente ou épisodique de salmonelles
durant toute la vie du sujet ce qui facilite laséisination a bas bruit du germe (Vilatte,
2001).
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Forme clinigue chez le jeune sujet se traduit tout d’abord par une diminution de

I'éclosabilité des le sixieme jour et aprés le giéme jour d’incubation associée a une

mortalité en coquille (Brugere-Picoux, 1992).

La pullorose est une maladie provoquée $aimonella Pullorumelle se transmet
pendant I'incubation ou immédiatement aprés éctostoentraine un pic de mortalité vers les
4 et 5emes jours, tandis qu’un second pic de nigrials d’'une infection post-natale survient
vers le 18™jour.

Les poussins présentent des symptébmes généraguésails sont abattus, les plumes
ébouriffées, les ailes tombantes, les yeux mi-classitant a se déplacer avec refus de
s’alimenter. La diarrhée est d’abord jaune verdptrs grise-blanche, crayeuse avec parfois
des traces de sang et a la particularité de sercallx pourtours de I'anus allant jusqu’a
I'obstruer, des atteintes oculaires (conjonctividpacité de la cornée) sont aussi décrites
(Ganiere., 2008).

La déshydratation sévére aboutit a la mort enquesl jours, le taux de mortalité varie

entre 20 et 80% mais peut approcher exceptionneiiefas 100%.

Les poussins sont déshydratés et émaciés (Brugmrex? 1992). On constate la persistance
et l'infection du sac vitellin, une typhlite cathale, une entérite, des foyers de nécrose
hépatique ainsi que des pétéchies sur le foieratdaqui sont hypertrophiés et congestionneés.

Les reins sont péales avec dépdts d'urates. (Bre@ieaux, 1992 ; Poppe, 2000).

Forme Subaigue a chronigue L'’infection est localisée au niveau de I'apparedtém-

articulaire, se manifestant par des arthrites #ib&atarsiennes ou se traduisant par des
torticolis ou des cedemes sous cutanés, avec papeétit, développement du plumage
compromis d'ou l'observation d'une hétérogénéitéd genalise fortement les résultats

technico-économiques du lot infecté.

Forme clinigue chez le sujet adulte La forme aigue de I'infection chez I'adulte ou typsk

est une maladie provoquée almonella Gallinarumles symptdémes sont caractéristiques
d’une infection septicémique, les oiseaux sonttabatla respiration est laborieuse et de la

diarrhée jaune verdatre striée de sang.

ABDELLI Mouni Kahina, Magistere 2010-2011 27



Partie Bibliographique CHAPITRE | : LES SALMONELES

Dans les élevages de reproducteurs les seuls @graptpeuvent étre une diminution
des taux de ponte et d’éclosabilité.
Lors de typhose, du fait d’'une septicémie généralite foie est généralement hypertrophié,
sombre et friable avec une couleur vert-bronzecta@rnatique. La moelle osseuse est souvent
brunatre, le caeur présente une péricardite exsedatil'intestin présente une entérite aigue
catarrhale. Les reins et les poumons sont le gieégeécroses localisées (Anonyme, 2005 ;
Shivaprasad, 2000).

Les Iésions de l'appareil génital sont des ovailpisgites, les ovaires sont deformés
ou rabougris et présentent plusieurs kystes. Detpies sont observées lors de ponte intra
abdominale : les ceufs sont de mauvaise qualitGckiés de sang ou présentent des débris

nécrotiques.

» Salmonelloses dues aux autres sérotypes :

Le développement de l'incidence des toxi-infecioalimentaires chez 'homme
causées pabalmonella Typhimuriunet Salmonella Enteritidissuite a la consommation de
produits d’origine aviaire, a mis l'accent sur lfportance sanitaire de la contamination de la
filiere avicole par ces bactéries. Pour ces raisoes deux infections font partie depuis 1995
de la liste des MRC (Ganiere, 2008).

Le portage sain est le cas de figure le plus #atehez les volailles, I'infection est
strictement limitée a la sphére digestive et cpwad a un portage avec élimination continue
ou intermittente de salmonelles dans les feces. p@&deurs sont alors cliniquement
indécelables.

Chez les jeunes sujeSalmonella Typhimuriurpeut provoquer des formes cliniques
graves, d’allure septicémique avec mortalités bestalans les jours qui suivent I'éclosion
avec prostration, diarrhée liquide blanchatre ettneegonflé. Chez les poussins plus agés,
I'allure est d’avantage subaigie, les sujets sistes, assoiffés, cyanosés et présentent une
diarrhée aqueuse jaune verdatre parfois hémorragigne cécité est parfois observée
(Snoeyenbos et Williams, 1991).

Salmonella Enteritidigprovoque le plus souvent une pathologie transiteir fruste,
compte tenu de sa forte affinité pour le tractusitgé I'infection peut alors se transmettre

verticalement. (Feuillet, 2007).
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Salmonella Enteritidiset Typhimurium peuvent provoquer, en particulier chez la
poule, une chute de ponte, une diminution de Hliféret de I'éclosabilité et une mortalité

accrue des jeunes. (Ganiere, 2008)

La mortalité due &.Typhimuriunvarie de 1,7 a 10,6 % dans les quinze premiers jou
de vie contre 2% pou8. Enteritidis une forte proportion de survivants restera postsains
et excréteurs. (Padron, 1990).

Les lésions observées sont une non-résorptiomcuwitellin avec un contenu souvent
liquide et grumeleux, un aspect cuit généralisée Umépatomeégalie avec des Ilésions
dégénératives nodulaires, des Iésions ceecale®plomins intenses avec présence fréquente
d'un magma caséeux (parfois tres discret), éveetuent de la péricardite et de

I'aérosacculite.

Diagnostic :
Les symptomes et les lésions des formes apparneateent orienter le diagnostic vers

une suspicion de salmonellose, mais seul un digignespérimental fondé sur l'isolement,

I'identification et le typage des salmonelles pdtem la confirmation.

Les méthodes bactériologiques peuvent étre réalissur différents types de
prélevements. Les salmonelles peuvent étre is@lgestir du foie, de la vésicule biliaire ou
du sac vitellin chez les poussins mourant en pkapéicémique, alors que chez les sujets
vivants, la recherche est réalisée sur l'intestisraurtout le contenu caecal ou les fientes.

En ce qui concerne le contrble sérologique, il esilisé en pratique pous.
Gallinarum-pullorumalors que pour la plupart des salmonelles au gnopisurtout digestif,
elles générent peu ou pas de réponse sérologigectalde.

L’infection par S. Enteritidischez la poule s'avere particuliere, en raison &’un
systématisation plus fréquente de I'infection clhete espéce : des tests ELISA sont ainsi
utilisables pour détecter les troupeaux infectésJodnteritidis(cette possibilité existe aussi
pourS. Typhimurium(Ganiere., 2008).

La répétition des tests sérologiques (deux foigimmim) est indispensable afin
d’éradiquer les sujets infectés jusqu’a I'obtentilenrésultats négatifs pour tous les oiseaux de

I'élevage (Anonyme, 2005).
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Au dela du simple diagnostic, le dépistage prinairdies troupeaux infectés passe par la

recherche systématique des salmonelles dans desements adaptés a chaque situation :

» Prélévements de garnitures de fonds de boiteséédbrs de la livraison des oiseaux livrés
dans une exploitation, prélevements de fientesHes, chaussettes pour les troupeaux
élevés au sol, chiffonnettes frottées sur les sagf@xposeées (éclosoir, surface des tapis a
déjections, fonds des cages, etc. (selon des prE®déglementaires), échantillons de

coquilles brisées provenant des éclosoirs...etc.

» La détection d’'une contamination verticale vraimdaen plus efficacement détectée dans
I'éclosoir que chez les reproductrices ou a fortsor les ceufs. En effet, on considére que
seulement 0,1% a 1% des ceufs pondus par une pufeldée parS. Enteritidissont
contaminés. La transmission horizontale tres rapiele salmonelles parmi les poussins

d’un éclosoir permet d’augmenter tres significatiemt la sensibilité de la détection.

Traitement :

- Le traitement antibiotiqgue des salmonellosesrstdit.

- Les traitements antibiotiques (quinolones...) rédat le portage, mais ne le suppriment pas,
favorisant ainsi la dissémination du germe partdiimédiaire de ces porteurs latents, avec

comme risque, I'apparition d’antibiorésistancessraissibles a ’lhomme.
I-4-2: Gastro-entérite & salmonelles chez 'lhomme

La gastro-entérite a salmonelles est un syndroms’exprime suite a I'ingestion d’'un
aliment contaminé par une soucheS#&monella subsp. Entericutre que le sérotypeyphi,
Paratyphi et Sendagt est souvent causée par des sérotypes ubiqtetteasueS. Enteritidis
S. Virchow ou S.Typhimuriuratc.

On estime a 64% le pourcentage de toxi-infecteimentaires a salmonelles mais |l
faut insister sur le caractere non exhaustif desdézlarés et évalué, mondialement, & 10 ou
100 fois plus le nombre de cas réels.

Apres consommation d’'un aliment contaminé, la quiid’incubation varie de 8 a
72h, en général 12 a 36h aprés le repas, unedosge de salmonelles ou une sensibilité du

sujet raccourci la période d’incubation.
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Les troubles apparaissent de facon soudaine etaséfestent par une fievre de 38-
39°C, des frissons, des douleurs abdominales vederdes vomissements, de la diarrhée
fétide habituellement glaireuse et parfois sanglamtec abattement général et céphalées.
L’infection peut s’aggraver par des symptomes derderveux (mouvements cloniques,
somnolence).

L'évolution est le plus souvent spontanée et fable sans aucun traitement
antibiotique, néanmoins des complications gravesge étre observées chez les sujets ageés,

les jeunes enfants ou les personnes immunodéprimées
I-4-3: Prophylaxie

La prophylaxie fait appel aux mesures de prévengbrde lutte spécifiques aux
salmonelloses, elle répond aux différentes recondatéons de 'arrété interministériel n° 006
du 20 janvier 2003.

Les mesures générales d'hygiéne doivent étre mmsptace aux différents stades, tant
au niveau du couvoir et des élevages en suivaptratocole de nettoyage et de désinfection

rigoureux avec un contréle systématique des élevage

Tenant également compte des multiples sourcesdtioh (eau, aliments, visiteurs,
rongeurs, insectes, etc.) et notamment des oissadps ceufs issus d'élevages non indemnes)
pouvant jouer le rdle de vecteur ou de réservosalmonelles.

En cas de dapparition d'un foyer salmonellique,diestruction de la totalité du
troupeau infecté ainsi que des ceufs suivie d'uneinfiction des locaux et matériel

contaminés et un vide sanitaire sont souvent lerseyen de permettre d'éliminer l'infection.

La prévention médicale peut également faire appaésivaccins mais également a
I'utilisation de flores de barriére protégeant laqueuse intestinale des germes exogenes.

L’acidification de l'eau de boisson par additionud’ acide organique permet
d’empécher la multiplication des salmonelles paisgement du pH de I'eau et du contenu
intestinal rendant le milieu défavorable au dévptpent des salmonelles. (Van Immerseel et
al. 2005).
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I-5: METHODES DE DETECTION DANS LES DENREES ALIMENT AIRES
I-5-1 : Techniques classiques de microbiologie :

Compte tenu des conditions de traitement et deecwason des aliments, les
salmonelles éventuellement présentes en petit mbayant subi un stress nécessitent un
isolement en plusieurs étapes successives (préhessgment, enrichissement, isolement puis
confirmation biochimique et sérologique) entrainamttemps de réponse relativement

important (Korsak et al, 2004).

Ces méthodes sont spécifiques et constituent l&ésoaés de référence bien qu’elles
présentent le principal inconvénient d’étre aseeglies alors que I'analyse des produits

alimentaires nécessiterait un résultat rapide.r{idg, 2008).

Les deux principales méthodes microbiologiqudssaas pour la recherche de
salmonelles dans les denrées alimentaires soninéthode NFV08-052/1997 et la méthode
ISO 6579-2002. Cette derniére est actuellememéthnode de référence pour la détection de
Salmonella spp. dans les denrées alimentaireségalement dans des échantillons
d’environnement collectés dans les entreprises-algrentaires. (Korsak et al, 2004).

Dans un contexte de globalisation des échanges eocraux de denrées alimentaires, cette

norme est la référence internationale pour la diéede Salmonella dans les aliments.
Protocole d’isolement de Salmonella

Pré-enrichissement

C'est une phase non sélective permettant la resatibn des salmonelles
éventuellement présentes dans l'aliment. Vingt agjngmmes (25g) de I'échantillon sont
déposés dans un sac Stomacher stérile auxquels agmumies 225ml d’'eau peptonnée
tamponnée a température ambiante. L'échantilloreestiite broyé et homogénéisé dans un
broyeur de type Stomacher puis transféré dansacoril stérile avant d’étre incubé pendant
une durée allant de 16 a 20h a 37°C.
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Enrichissement

L’enrichissement est successivement réalisé suilltmoRappaport-Vassiliadis-Soja
(RVS) et bouillon Sélénite-Cystéine. 0,1ml du miligré-enrichi est transféré dans un tube de
10ml de RVS et incubé a 41,5+1°C et 1 ml du milp@é-enrichi dans 10ml de bouillon
Sélénite-Cystéine puis incubé a 37+1°C pendant 24h.

Cette phase d'enrichissement permet une croissaétective des salmonelles
notamment par la résistance des salmonelles auxdéeiMalachite présent dans le bouillon

RVS et I'inhibition de la croissance des autresdaes.
Isolement

A partir des milieux d’enrichissement utilisésstlement est réalisé sur gélose XLD
(Xylose/Lysine/Desoxycholate) a partir du bouill®VS et sur gélose Hektoen pour le

bouillon Sélénite-Cystéine suivis d’'une incubatéo87+1°C pendant 24+3h.

Le lendemain, les boites sont examinées afin deereber la présence de colonies

présentant les caractéristiquesSamonella.
Purification et Confirmation

La purification est réalisée par ensemencementedgéiose nutritive afin d’isoler les
colonies avant de procéder aux tests biochimiqaesodfirmation.

Pour des raisons pratiques et afin d’obtenir uneabbko indication, les colonies
suspectes sont repiquées a la fois sur géloset B8l enini galeries API20E.
L’ensemencement de la gélose TSI est réalisé planéént en surface et piqure centrale, le
tube est ensuite incubé a 37° pendant une dura® dé 18 a 24h.

La confirmation biochimique est complétée sur ngalierie API20E Biomérieu) afin de
mettre en évidence les différents caracteres hiuicies. Les différentes phases d’isolement

des salmonelles sont synthétisées dans la Figure®9.
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Pré-
enrichissement

RVS: 41.5"
§C:37°
24h

Isolement

Purification

Purification sur Gélose nutritive

Confirmation 2
biochimique
37°C Confirmation biechimique sur
24h : tube TS| +Galerie APIZ0E

Figure®9: Protocole de recherche et d’'isolementsdémonelles
(Norme ISO 6579/NFV08-052)
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a) ldentification bactériologique, morphologique ebtiimique
b-1) Etude macroscopique

Sur gélose Hektoen, les colonies de salmonellespreg une coloration bleu-vert avec ou

sans centre noir, qui deviennent entierement neinn d’'incubation telles que présentées

sur la figure©10. Elles sont de forme ronde a boédsiliers, Iégerement bombées avec un
diametre de 1 a 1,3 millimétres (Biokar Diagnos2ig]11)

Figure®°10: Aspect des colonies typiquesSéémonella Typhimuriursur gélose Hektoen
(Biokar Diagnostic, 2011)
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Sur gélose Xylose Lysine Desoxycholate XLD, leson@s typiques de salmonelles
sont rondes a bords réguliers et présentent umeceair entourées d’'un halo clair transparent
rouge, dd a un changement de l'indicateur du miletes que représentées sur la figure®11.
Les variantes d8almonellaH2S négatif §.ParatyphiA) sont roses avec un centre rose fonce
(Heipha Diagnostic, 2008) et les salmonelles lactogssitif sont jaunes sans noircissement

(AFNOR- ISO6579, 2002).

Figure °11:Aspect des colonies typiques 8almonella Enteritidisur gélose Xylose Lysine
Desoxycholate (XLD) (Biokar Diagnostic, 2011).

b-2) Etude microscopique

Une fois la coloration de Gram réalisée, I'obsdoratau microscope optique (G
X1000) permet de mettre en évidence le caracteramGnégatif des salmonelles, la

morphologie du genre Salmonella aprés coloratioGiden est représentée par la figure©°12.

= bl

Figure®12 : Morphologie microscopique du genre Salalla aprés coloration de Gram :
bacille & Gram négatif (Fraperie, 2007)

Purification

Apres examen visuel des boites de géloses Heldb&hD, I'apparition de colonies

bien distinctes permet de procéder a la fois a étnde biochimique et a une purification
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nécessaire a la réalisation ultérieure d'un angilsiome. |l était parfois nécessaire de
procéder a plusieurs purifications successives pbtenir des cultures pures. Pour cela, trois
a cing colonies sont repiquées sur gélose nutritvélektoen et incubées a 37°C pendant 24

heures.

Etude biochimique

L'étude des caractéres biochimiques nous renseaignée métabolisme des bactéries
ainsi que leurs enzymes. Pour des raisons pratiqoes avons procédé a une identification a

la fois sur gélose TSI et sur mini galerie API2B8Exmérieux).

Gélose TSI

La gélose TSI permet de mettre en évidence la faiatien du glucose, du lactose, la
production de sulfate d’hydrogéne ainsi que la potion de gaz.

L’ensemencement se fait par étalement en surfaoeete centrale, le tube est ensuite
incubé a 37°C pendant une durée allant de 18 alZ4lecture est basée sur les différentes

colorations du milieu :

Lors de suspicion de Salmonelle, trois coloratialiférentes de la gélose sont
obtenues. L'utilisation du glucose induit le viragie culot au jaune suite a l'acidification du
rouge phénol et la production deSise traduit par I'apparition d’'un précipité noarhé a
partir des acides aminés a radical soufré. Enfincdloration rouge de la pente reflete
I'absence de fermentation du lactose. La figureitll@tre les différentes modifications de
couleurs obtenues sur tube TSI lors de suspiciosalil@onelles, la coloration jaune étant

masquée par I'importance du précipité noir.

TS| Salmonella

Figure®13 : Aspect typique d’'une gélose TSI lorsdspicion du genre Salmonella
(Mehdar, 2010).
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La dislocation de la gélose est due a la produa®maz lors de la fermentation du
glucose. Il est important de noter gBeGallinarumne produit pas de 43, induisant donc
I'apparition de deux couleurs seulement (rougeaahg) et que les souches lactose positif

telle queS.Arizonadermentent le lactose d’ou le virage de la penteodige au jaune.

Galerie miniaturisée API 20E

La galerie API20E comprend 20 microtubes conterded substrats déshydratés
(Figure®14), inoculés avec une suspension bact&ieuni reconstitue les tests. Les réactions
produites pendant la période d’incubation se tisghti par des virages colorés spontanés ou
révélés par I'addition de réactifs afin d’identifiéges bacilles Gram Négatif appartenant a la

famille des Enterobacteriacae.

Figure °14 : Galerie Api20E avant inoculation dslspension bactérienne (Anonyme,2008).

Protocole de la galerie API 20E

Une colonie jeune obtenue a partir d’une cultureedde 18 a 24h de la souche a tester
est suspendue dans un volume de 5ml d’eau phygjolegtérile d’opacité 0,5 sur I'échelle
de Mac Farland. Cette derniére est homogénéiseertax et introduite a I'aide d’une pipette

dans les tubes de la galerie, en l'inclinant |égpnat afin d’éviter la formation de bulles.

Pour certains tests tel que le [VP], il est nédesske remplir les tubes et les cupules
alors que pour d’autres tests tel que }& Hest impératif de remplir la cupule d’huile de

paraffine afin de créer une anaérobiose. Les bsdrtsainsi incubées a 37°C pendant 18-24h.

La figure°15 présente les différents résultats mitesur galerie API120e permettant la

lecture et I'interprétation des réactions obserg&dan les différents tests.
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Les codes couleurs permettant de distinguer ledtaés positifs et négatifs so

présentés en Annexe.

Tests Substrat Caractére recherché Eeésultat:
Negatf Posidf
ONPG Ortho-niro-phenyl- Beta-galactosidase mncolore Jaune
zalactoside
ADH Arginine Arginine dihydrelase Jaune Rouge/orangé
LD Lysine Lvsine décarboxylase Jaune Orangé
oDC Ommithine Omithine décarboxylaze Jaune Pouge/ocrangé
CIT Cifrate de sedium Utilisation du citrate Vert pile/jaune Eleu-vert/vert
H,5 Thiosulfate de sodmm Production d"H,5 Incolers/gnsatre | Dépdt noir fin lisers
URE Urée Uréase Jaune Fouge/orangs
DA Tryptophane Tryptophane désaminase TDA ! Immediat
jaune | Mamron foncé
IND Tryptophane Production d'indole IND / I mn, maxi
jaune | Anneau rouge
VP Pymuvate de sodinm Production d’acétomne VP1+VP2/10 mn
incolore Fosé-rouge
GEL Gélatine de Kohn Gélatinase Non diffusion Diffusion du
pigment noir
GLU Glucose Fermentation/oxvdation Bleuwbleu-vert Jaune
ALAN Mannirol Fermentation/oxvdation Bleuwbleu-vert Jaune
INO Inesitol Fermmentation/'oxvdaticn EBlewbleu-vert Jaune
SOR Sorbitol Fermentation/oxvdation Bleuwbleu-vert Jaune
RHA Fhamnose Fermmentation/'oxvdaticn EBlewbleu-vert Jaune
SAC Saccharose Fermentation/oxvdation Blewbleu-vert Jaune
MEL Melibiose Fermmentation/oxvdation EBlewbleu-vert Jaune
AMY Amvgdaline Fermentation/oxvdation | Bleubleu-vert Jaune
ARA Arabinose Fermentation/oxvdation EBlewbleu-vert Jaune

Figure®15:Tableau de lecture de galerie API 26 (Delahaye, 201(

Les réactions qu’elles soiepositives (+) ou négatives)(sont rapportées sur u
fiche permettant d’obténun profil numérique (Figurd6) et I'identification est obtenue
I'aide du logiciel APIweb.Référence : 880300)
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Code n®: 5215 773 (55) ~

Figure°16: Exemplé’interprétation numérique des réans lues sur galerie AP12C
(Anonyme, 2010)
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Quelques principes des tests représentés sur &xigahPI120E :

ONPG : Recherche de B galactosidase

La B galactosidase est une enzyme capable de scindectiese en glucose et
galactose. Sa recherche se base sur [l'utilisatien T@ONPG (Ortho-nitrophenyl-f-
galactopyranoside) qui est un composé incolorevguitre scindé par Ig-galactosidase en
libérant de l'orthonitrophénol de couleur jauneg(i¥e°17). Grace a ce test, nous pouvons

classer les bactéries en lactose positif et negatif

ON
THQGH 2 P Tupnu LN
Ho A0 - Ho A0 oy h
S < WS i W ' A } HO—4 L ;;
b -
H OH H OH
Ortho-nitro-galactoside Galactose 4-nitro-phénol

Figure °17: Principe de la réaction de 'TONPG salege API20E (Anonyme, 2011)

CIT : Recherche de I'oxydation aérobie du citrate

Le citrate constitue lI'unique source de carbonenilieu. Les bactéries possédant une
citrate-perméase et les enzymes du catabolismeitchtecpeuvent se développer avec
oxydation aérobie du citrate, engendrant ainsialoalinisation du milieu entrainant le virage
du bleu de bromothymol du vert au bleu.

URE : Recherche de l'uréase

Ce test permet la mise en évidence de l'uréasdrgnsforme I'urée en carbonate
d’ammonium, ce qui induit une alcalinisation duienil et par conséquent le virage du rouge
de phénol au rouge orangé. Par ailleurs, une ofackgative se traduit par une coloration

jaune.

LDC : (lysine décarboxylase), ODC (ornithine décarbagg) et ADH (arginine dihydrolase)

Ces enzymes, dont l'action est favorisée en milsmide et en conditions
d’anaérobiose, forment des substances alcalinestié ges acides aminés avec libération de
COQ.. La décarboxylation de la lysine produit de laasa#tine, la L-ornithine est décarboxylée

en putrescine et I'arginine est décarboxylée eratigempuis hydrolysée en putrescine.
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L’hydrolyse du seul acide aminé présent dans Iéemihduit la production d’amine
avec alcalinisation du milieu auparavant acideyisaht le virage de l'indicateur de pH qui

est le rouge de phénol du jaune au rouge.

IND : Recherche de la production d’indole

Grace a la tryptophanase, certaines bactéries aiEgréde tryptophane en indole qui
réagit avec la fonction aldéhyde du paradiméthyteninenzaldéhyde pour donner un composé

coloré en rouge, sa réveélation se fait par I'additiu réactif Kovacs (Figure°18).

,lL o
o : | | = +H‘\ /H == N +H50J\f/cj + H\I‘.I/H
W 0 AN OH H
tryptoﬁhane Indole  pyruvate

Figure®18: Principe de la réaction de 'indole gaterie API20E (Anonyme, 2011)

b-3) Sérotypage

La recherche de la présence des antigenes « @i» au « H » deSalmonellaest effectuée
par une agglutination sur lame a 'aide d’une ageltobtenue en 18-24h a 37°C avec des

sérums appropriés selon le schéma de KauffmanneW(iigure©5).

I-5-2 : Nouvelles techniques de détectamSalmonella spp

De nouvelles méthodes de détection plus rapidphistsensibles ont été développées
mais beaucoup d’entre elles nécessitent des egamgsmnéreux ou encore un haut niveau de

technicité afin d’étre appliquées (Favrin et alD2pD

Une des voies d’amélioration fut I'utilisation deligux semi-solides exploitant les
propriétés de mobilité de la plupart des salmosekds que le MSRV (modified semi-solid
Rappaport-Vassiliadis) permettant a la fois d’obiteles résultats négatifs en 48h mais aussi
de détecter un petit nombre de salmonelles présatdas I'échantillon parmi une flore

compétitive importante (Korsak et al, 2004).
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Bien que les méthodes bactériologiques demeurseninithodes de références, elles
tendent petit & petit a laisser la place aux teples telles que la PCR qui abaissent
considérablement le seuil de détection des bast@@hogenes dans I'aliment. Plusieurs
systemes commerciaux en kit sont actuellement dibfs, deux d’entres eux ayant été
validés AFNOR : Probelld SalmonellaBioRad)et BAX™ SalmonellagQualicon (Carlier
et al, 2001).

D’autres méthodes mettent en ceuvre des procédésinotogiques et immuno-
enzymatiques tels que le Salmonella rapid t€3X@ID) et le Dynabeads Salmonella
(DYNAL (Carlier et al, 2001) utilisant des particules gmetiques sur les quelles des
anticorps spécifiques des salmonelles ont été &kasde capturer spéecifiquemeddlmonella
spp Ainsi que le systeme automatisé VIDASidmérieuy largement utilisé par les

laboratoires de diagnostic de routine. (Korsal,e2@04).
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CHAPITRE Il : ESCHERICHIA COLI

[I-1: NOMENCLATURE

Le bactériologiste et pédiatre allemand TheodahBsch décrit pour la premiere fois
la bactérieEscherichia colien 1885 suite a son isolement dans les fecesutesswon, elle fut
appelée Bacterium coli Commune puis renommée el 1par Castellani et Chambers en
I’'honneur de son découvreur (Meng et Schroeder/7R0Blle appartient a la famille des
Enterobacteriacae et représente l'organisme vilanplus étudié a ce jour de part son

ancienneté et sa culture aisée.

Le genreEscherichiaregroupe six espéceg: albertii, E.blattae, E.coli, E.fergusonii,
E.hermanii et E.vulnerigGrimont, 1987)Escherichia coliconstitue I'espéce dominante de
la flore aérobie de I'intestin de ’lhomme et degraux a sang chaud, le plus souvent a I'état
commensal, certaines souches peuvent cependangath@genes, a I'origine de pathologies
intestinales (Levine, 1987) ou extra-intestinaksh(, 1993).

[I-2 : CARACTERISTIQUES BACTERIOLOGIQUES

[I-2-1 : Caracteres morphologiques :

E.coli est une bactérie Gram négatif, bacille droit masut,1-1,5um de large et 2,0
a 6,0 um de long, lls se présentent soit seuls ou groupéplus souvent par deux
(diplobacilles), plus rarement ils sont rencon@samas, le plus souvent mobile grace a une
ciliature péritriche, non acido-résistants, parfoispsulée et asporulée. (Meng et

Schroeder,2007). A Flagell
: Flagelles

B : Nucléotides

: Ribosomes

o O

: Cytoplasme

m

: Membrane plasmique
F : Espace périplasmique
G : Paroi cellulaire

H : Capsule

!l 5
L I : Pil

Figure®19: Structure microscopiqdé&Escherichia coliAnonyme, 2011)
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[I-2-3 : Caractéres biochimiques:

Au sein de la famille des Enterobacteriacae, Besgscherichia coliest identifiee en
pratique courante par les caractéeres Lactose bldng, Uréase — , % -, TDA -, VP — et
LDC+. Certaines souches présentent un profil brodpie proche de celudie ShigellaElles
sont immobiles, agazogénes, parfois Lactose — @®&N(Bonnefoy et al, 2002).

Le tableau®°6 présente les principaux criteres Hiliues permettant, également, de
différencier les espéeces du gemischerichia:

Tableau®6: Quelques criteres biochimiques permedteifférencier les espéces du genre

Escherichia(Grimont, 1987).

Caracteéristiques E.coli non E.coli E. hermanii  E.vulneris  E.fergusonii
0157 :H7 0157 :H7
Indole + + + - +
Pigment jaune - - + (+) -
LDC () (+) - + +
oDC +/- +/- + - +
B xylosidase - - - + -

B glucuronidase +) - - - -
Sorbitol + - - - -
Malonate - - - + )
Adonitol - - - - +

(+), positif avec la majorité des souches ; +/-sfiih ou négatif selon les souches; LDC, Lysine
Décarboxylase ; ODC, Ornithine Décarboxylase

[I-2-4 : Caractéeres antigéniques :

L’'antigene somatique O, définissant le seérotypest eontenu dans les

lipopolysaccharides (LPS) présents sur la parciévgenne des souches a Gram négatif.
L’antigene flagellaire H est de nature protéiqueant dans la structure du flagelle (cilliature
péritriche) permettant la mobilité de la bactéliantigene K de surface qui est de type L, A

ou B, il inhibe I'agglutinabilité de I'antigéne @rsqu’il est présent. (Pilet et al. 1983)
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Les antigénes O

L’antigene O contient un grand nombre d’'unitésetéps d’oligosaccharides de 3 a 6
sucres dont la combinaison détermine la diversi®gs dantigenes O, de nature
lipopolysaccharidique tres complexe. Plus de 1p@dydifférents sont décrits (Bonnefoy et
al. 2002).
Il est possible de classer sérologiquement leshasudeE. coli dans les groupes 0 au moyen
d'immun-sérums spécifiques (Pilet et al. 1983)teCeérotypie est la seule a étre utilisée en
routine, mais cette technique est limitée par leioi@ de plus en plus élevé de sérums a
fabriquer et par la présence d'agglutinations éesientre les antigenes OHlecoli, Shigella
et ceux deSalmonella Des méthodes de sérotypage moléculaire reposatiaealyse de la

diversité des antigénes O sont en perpétuel dépefoent(Weill et Filliol, 2008).

Les antigénes H

Il en existe plus de 52, présents que chez leshesumobiles (Meng et Schroeder,
2007) et sont trés difficiles a mettre en évidernisene sont pas utilisés pour l'identification
desEscherichia colipathogénes mais présentent un intérét du pointideépidémiologique.
La diversité des antigenes H est due aux differeypes de flagelline (la composante

essentielle du flagelle), (Wang et al. 2003).

Une technique de sérotypage moléculaire a doncégdement développée pour
déterminer I'antigéne H. L'antigéne H est codél@aenefliC. Les parties N et C terminales
de la flagelline sont tres conservées et c'estatigpmédiane, plus variable, qui donne la
spécificité de I'antigéne H. Lé&S coliimmobiles possédent également le gl mais sont
incapables de synthétiser un flagelle fonctionAgirtes amplification et restriction du gene
fliC, il est possible de typer I'antigene H en camgmt le profil obtenu a une base de données
de profil-type. Par exemple, le profilC (noté F) portant le numéro F8, correspond au type
H8 obtenu avec le sérum (Weill et Filliol, 2008).

Les antigénes K
On distingue plus de 90 antigénes K de structofgspccharidique : les souches les

plus pathogénes, responsables notamment de mésipgissedent I'antigene K1.
On distingue trois types d’antigenes K désignédgmalettred., A etB : (Pilet et al. 1983) :
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a) L'antigéne L : est le plus fréquent, c’est un antigene de surficest thermolabile et
détruit en 30 minutes a 100°C. Le chauffage parséguent va provoquer une perte du

pouvoir antigénique.

b) L'Antigéne A: est beaucoup plus rare ; c’est un antigéne cajppsurencontrés chez les
Escherichia coli responsables d’infections urinaires. Il est thestable et n'est détruit que

par autoclavage.

c) L'Antigéne B : est rencontré chez les soucheBsgherichiacoli responsable de gastro-
entérite infantile. Il est thermolabile et détrait 30 mn a 100°C. (Djelouat, 2011).

[I-2-4 : Caracteres culturaux :

E.coli est une bactérie mésophile aéro-anaérobie fageltgousse sur milieux usuels
a 37°C en présence d’'oxygéne avec un temps deagi@memoyen de 20 mn environ (Leyral
et Vierling, 2007). Sur gélose Hektodfscherichia coliprésente des colonies circulaires de
couleur jaune saumon, sur gélose EMB les coloroes lsombées de couleur violet foncé a
reflet métallique (Richard, 1996).

-3 : DONNEES EPIDEMIOLOGIQUES

[I-3-1: Habitat

Escherichia coliest un hdte normal du tube digestif de I'hnommedest animaux a sang
chaud et représente pres de 80% de la microflorebie (Ghebru, 1988). Ainsi chez
’lhomme, son établissement dans le tube digestifetue durant les premieres heures ou
journées qui suivent I'accouchement (Wikipédia,20albrs que chez la volaille, il peut se
faire a I'éclosion de I'ceuf par contamination fécale la coquille ou chez le poussin

nouvellement éclos par l'intermédiaire de I'alimenta litiere contaminés.

Le plus important réservoir déscoli aviaires est le tractus digestif de I'animal dont
10-15% de la population colibacillaire appartienen des sérotypes potentiellement
pathogénes. Chez le poulet les concentrationsdmiiordre de10® colibacille par gramme
de matiere fécale, les plus grandes concentrationsretrouvées chez les animaux de moins
de trois semaines, essentiellement au niveau dwusraigestif postérieur (Gross, 1994 ; Dho-
Moulin et Fairbrother, 1999 ; Strodeur 2002).
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La présence de colibacilles ou especes voisires qbliformes) dans I'eau est un
témoin de contamination fécale. (Cohen Et Karil)&0

[I-3-2: Sources de I'agent pathogéne

Les sourcesd’Escherichia colisont diverses, les animaux peuvent constituer un
réservoir et la dissémination dans I'environnenpeatient essentiellement de contaminations
fécales. Peuvent aussi étre contaminé I'eau, les pooduits d’activités agroalimentaires et
les aliments.

Le risque de contamination des denrées alimestdimgigine animale est en fonction
de l'importance du portage animal, mais égalementrebpect des procédures d’hygiéne
appliguées notamment en abattoir et dans les @ealie transformation. (Cohen Et Karib,
2006).

La bactérie peut ainsi se transmettre par l'intslimire des selles provenant de
porteurs du germe de différentes maniéres notammesninains sales, sa recherche dans
I'aliment et 'eau témoigne d’'une éventuelle conitaation fécale

Les produits contaminés d’origine non animale tgle les fruits et Iégumes peuvent
étre une source de transmission de la bactéreli est facilement véhiculée par la poussiere
qui constitue une source importante de contaminatio élevage, elle peut contenir jusqu’a

10° colibacilles par gramme (Stordeur et Mainil, 2002)

[I-3-3 : Resistance aux différents facteurs
a) Latempérature
La température optimale de croissaddescherichia coliest proche de la température
corporelle des animaux a sang chaud (35-43°) mai$ pousser entre 15 et 45°C. La limite
de croissance inférieure se situe aux environs'Ge 7
La congélation et la surgélation ont peu d’eftetla populatiord’E.coli présents dans
un aliment alors qu’'une température supérieure & 718s détruit rapidement (Cohen Et
Karib, 2006).
b) Le pH
Le pH optimum avoisine les 7.5, La croissames E. coliest arrétée a des pH
extrémes (<3,8 ou >9,5) (Cohen et Karib, 2006).

c) Activité de I'eau (Aw)

Les valeurs optimales pour leur croissance avenites 0,94.
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lI-3-4: Pouvoir pathogene et virulence
Certaines souched’Escherichia coli peuvent étre pathogénes et entrainent alors
diverses manifestations telles que des gastroimggdes infections urinaires, des méningites

ou des septicémies.

Chez I'homme, une classification basée sur laqupthie et la symptomatologie des

syndromes diarrhéiques permet de classeE lesli en six « pathovars » ou « pathotypes » :

Les E.coli entéropathogenes ou EPEC qui furent les premiea¥srits, les E.coli
entérohémorragiques ou EHEC, Ilds.coli entérotoxinogénes ou ETEC, les.coli
entéroinvasifs ou EIEC, Ids.coli entéroaggrégatifs ou EAEC et IEscoli a adhésion diffuse
ou DAEC (Kaper et al. 2004)Les différents modes d'actions de ces pathovard son

schématiseés sur la figure©20.
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Figure®20 : Modes d'actions des grands pathovals lbactéri€escherichia colinduisant des
diarrhées (Kaper et al. 2004)
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* Les E.coli entéropathogénes BREC

Elles sont a l'origine de diarrhées sévéres surthiez I'enfant et rarement chez
I'adulte, provoquant alors des épisodes diarrh&quec vomissements et fievre nécessitant
parfois une hospitalisation du patient avec sespsymes peuvant se prolonger au dela de
deux semaines (Cohen Et Karib, 2006).

Dans certains pays en voie de développement IE€EBNt responsables de 30 a 40%
des cas de diarrhées infantiles, dépassant méruwsgancidence des diarrhées a Rotavirus.
Les principaux sérotypes impliqgués sont O111-B4 Ce#19-B14 avec une fréquence

importante du sérotype O111-B4 dans I'UE depuisgges années (Loukiadis, 2007).

L'infection par les EPEC est caractérisée par pajion de Iésions dites
d’attachement-effacement ou A/E, celles-ci sontvpguées par l'adhésion intime des
bactéries aux entérocytes. (Cohen Et Karib, 2@Bahed et al, 2007).

La désorganisation du cytosquelette de la celdite, combinée a I'accumulation
d’actine polymérisée en regard de la zone d’adhédm la bactérie, induit la destruction
locale des microvillosités intestinales avec foiprade piédestaux épousant la bactérie. Ces
|ésions résultent de I'action combinée de proténmées par des genes regroupés dans des
ilots de pathogénicité « LEE » (Locus of enterecgffacement). La Figure°21 illustre les

points clés des lésions d’attachement-effacememat{€d et al, 2007).

1um

Les E. coli attachantes et effacantes
(AEEC) s’attachent intimement a
I'entérocyte et effacent les
microvillosités (MV) conduisant a
I'accumulation d’actine et a la
formation du piédestal (fleche)
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* Les E. coli entérohémorragiques BHEC

Décrites pour la premiére fois en 1982 suite aépidémie survenue aux Etats-Unis
aprés consommation d’hamburgers contaminés (Kdgzr 2004).

Elles sont associées a des troubles variés allana gimple diarrhée aqueuse a la
colite hémorragique parfois accompagnée d’insuffisarénale, syndrome hémolytique et
urémique (SHU) chez I'enfant, purpura thrombotigiethrombocytopénique avec méme
parfois une atteinte du systéme nerveux centralgaiconduire a la mort du patient (Riley et
al. 1983).

Les EHEC sont caractérisées par la productioroxieds « STX » (Shiga like toxine)

anciennement appelées « Vérotoxines » en raisteudéoxicité sur les cellules Véro.

Le changement d’appellation fait suite aux traval@’'Brien et al, qui démontrent
que l'effet cytotoxique de ces Vérotoxines peue &teutralisé par un sérum dirigé contre la
Shiga toxine chez les souches EHEC 0157 :H7 (O'Beieal. 1982).

La toxine STX est codée par le g&teet est responsable de Iésions de I'endothélium
vasculaire au niveau rénal, intestinal et céréles. souches possédant le g8ivesont

appelées « STEC » pour « Shiga like toxin produEirgli » (Loukiadis, 2007).

Tout comme les EPEC, les EHEC sont capables diiedies lésions d’A/E in vivo et

possedent aussi un locus d’effacement des enté(@bhen Et Karib, 2006).

* Les E. coli entérotoxinogénes BUEC

Elles sont le plus souvent associées aux diardhéemurrisson et des enfants agés de
moins de trois ans, notamment dans les pays endeodéveloppement. Elles sont souvent

décrites lors de diarrhées dites du « voyageur « touista ».

Le processus pathogénique se fait par colonisationgréle par des adhésines
reconnaissant des oses ou des osamines composargk/abpéptides de la membrane
cytoplasmique (Cohen Et Karib, 2006). Les ETECwvpeati produire des entérotoxine de type
thermostable « ST » ou de type thermolabile « [(Toukiadis, 2007).
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e Les E. coli entéroinvasifs dtiEC

Les EIEC sont biochimiquement et génétiqguemeneézagsoches deshigella Spp
(Brenner et al, 1973) avec similitudes égalemenhigeau de leur pathogénie, responsables
de diarrhées aqueuses suivie d'une dysenterie seeEs muco-purulentes, accompagnée

d’une forte fievre, de crampes abdominales et dest@es. (Kaper et al, 2004).

Elles peuvent pénétrer dans les cellules épitkeélide la muqueuse colique, s'y
multiplier avant de se déplacer a travers le cy@siple de la cellule infectée pour gagner les
cellules adjacentes. Cette invasion induit une rentérocytaire avec réaction inflammatoire
lorsque la bactérie atteint la lamina propria. Laef hydro-électrique résulte de I'action de
toxines cytotoxiques (Cohen Et Karib, 2006).

* Les E. coli entéroaggrégatifs ®AEC

Les EAEC sont responsables de diarrhées avecs satlaeuses ou non formées
persistant au-dela de 15 jours (Cohen Et Karib,6R0&lles présentent un phénotype
d’adhésion aux cellules Hep-2 (Human Epitheliorharinx n°2) proche de celui des EPEC
mais formant des amas en brique. L’adhésion desCEAHa muqueuse intestinale, le plus
souvent colique, est a l'origine de nécroses ale @pical des villosités avec cedeme

inflammatoire et hémorragique de la sous-muqueuse.

L'expression des facteurs de virulence des EAEE axlée par des genes
plasmidiques ou chromosomiques, dépendants devbéetr de transcriptiolggR Les
souches dites « typiques » d’EAEC sont celles ptzsdéce gén@AggR dors que celles n'ont
possédant pas sont dites « atypiques » (Loukia@@y).

e Les E. coli a adhésion diffuse BAEC

Les DAEC sont responsables de diarrhées pouvasisier de 8 a 15 jours avec fievre
et vomissements. (Cohen Et Karib, 2006).

Elles sont caractérisées par un mode d’adhésiancallules épithéliales Hep-2 de
type « adhésion diffuse » grace a I'expression el'adhésine fimbriale et d’une protéine de

membrane externe, induisant un effet cytopathiquex dormation d’extensions cellulaires
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s’enroulant autours de la bactérie et d’une integsetion inflammatoire (Loukiadis, 2007).
La figure°22 présente différents phénotypes d’aidinédesE.coli responsables de diarrhées

permettant de définir les pathovars précédemmess.ci

A. Les EPEC typiques adhérent aux cellules en formant
des micro-colonies : c'est le phénotypique d’adbrsi
localisée (LA « localized adherence »).

B. Les EAEC adhérent aux cellules en formant des aggég
en « amas en brique » : c’est I'adhésion agrégative
(AA « aggregative adherence »).

C. Les DAEC adheérent a la surface cellulaire entiére,
avec une distribution diffuse : c’est 'adhésioffue
(DA « diffuse adherence »).

Figure®22 : Phénotypes d’adhésion aux celluledéfiies HEp-2 en culture dés coli
responsables de diarrhées chez I'homme et définiteodifférents pathovars (Nataro et
Kaper, 1998).

Outre ces pathovars responsables d’infectionstinades, d’autres pathovars sont a
I'origine d’infections extra-intestinales, commes [PEC (pour « Uropathogentt coli »),
responsables d’infections du tractus urinaire,Hegoli associés a des méningites (MNEC
pour « Meningitis-associatdel coli ») ou a des septicémies. Ces souches ont récendtdéent
regroupées sous le terme de EXPEC (pour « Exteatinal pathogenik. coli» (Wikipédia,
2011).
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[I-3-5 : Facteurs de virulence mis en jeu
De nombreux facteurs interviennent dans le poupathogéne dek.coli et sont a

I'origine de troubles variés :

a) Les adhésines
Les souchesd’E.coli pathogenes mettent en jeu des facteurs d’adhégion
permettant de coloniser des sites ou elles nemmprésentes normalement comme ['urétre.
L’adhérence constitue une étape essentielle deathogenése des infections dues aux
bactéries entériques. Les adhésines conferensauoches qui les possedent la propriété de se

fixer aux cellules épithéliales.

» Les adhésines fimbriales les fimbriaes disposées tout autour de la bacp@aient

des adhésines se fixant de maniére spécifiquerécepteur cellulaire.

* L’intimine : protéine de la membrane externe codée par le gér@mosomique

jouant un réle important dans I'attachement Beli.

Apres une premiere adhésion lache des pilli, umadigde transduction provoque la
phosphorylation des protéines des cellules hétex augmentation de la concentration
intracellulaire du calcium et du dinositol-triphbsgpe causant [I'effacement des
microvillosités. (Cohen Et Karib, 2006).

b) Les toxines
Selon des caractéristiques structurales, biochiesicainsi que le mode d’action, les

entérotoxines protéiques furent classées en dewpgs :

Premier_groupe : les entérotoxines cytotoniguestouchent les cellules épithéliales

intestinales pour en altérer les fonctions séaétoid’ou la manifestation d’'une diarrhée non

inflammatoire et d’'une déshydratante induite pdoiane produite par les ETEC.

Deuxieme groupe :les entérotoxines cytotoxiguegagissent sur I'épithélium intestinal avec

des dommages histologiques importants, telleseg&TX produites par les EHEC.
Certaines facteurs tels que la réponse spécifigukéhdte a la toxine peut rendre difficile le

classement d’'une toxine dans un de ces deux gr¢gQoéen Et Karib, 2006).
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c) Les enzymes
L’entérohémolysine est produite par 90% des EHEGirede croissance bactérienne
et agit en formant des pores dans la membrane cilide. L’'alpha-hémolysine quant a elle
est fréquente pour des souches uropathogénes otred’anfections extra-intestinales chez
I’'hnomme. Elle est produite tres tét pendant lassance bactérienne et est aussi a l'origine de
formation de pores induisant une fuite ionique mdktement de la cellule (Cohen Et Karib,
2006).
d) Systeme de captation du fer
E.coli produit des sidérophores (entérobactine ou aétiolecretrouvés également
dans le milieu permettant de capter le fer libispensable a la multiplication bactérienne.
Les récepteurs cellulaires des sidérophores chaagédes protéines de la membrane externe,

qui sont aussi des récepteurs de phages (Mair@iB)20

e) Résistance au sérum
La résistance a l'effet bactéricide du sérum essible grace a plusieurs structures
bactériennes telles que la capsule qui s'opposephagocytose ou le LPS qui empéche la

fixation du complément (Stordeur Et Mainil, 2002).

[I-4 : ASPECT CLINIQUE

[I-4-1 : Colibacillose aviaire

Un certain nombred’E.coli appelées APEC pour Avian Pathogericcoli et
appartenant a des sérotypes bien particuliers asstuciés a un syndrome de colibacillose
surtout chez le poulet de chair. La présence dbrifaa de type P est significativement plus
fréequente chez les souches isolées de pouletcé&mygues que chez des souches isolées de

poulets sains (Stordeur et Mainil, 2002).

La colibacillose aviaire est le plus souvent cdégte comme une infection secondaire
mais constitue 'un des motifs de saisie les phégjdents a I'abattoir induisant des pertes
économiques importantes.

La voie d’entrée principale étant le tractus netpire par I'inhalation de particules de
poussieres contaminées par desoli excrétées du tractus digestif. Les manifestatieins

lésions engendrées sont variables selon 'ageadanal (Stordeur et Mainil, 2002).
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Parmi les pathologies rencontrées lors de colilose) nous pouvons citer :

a) Mortalités embryonnaires et du jeune poussin

La contamination de I'ceuf se fait essentiellemers de la ponte, par les féces lors du
passage de I'ceuf dans le cloaque. Les bactériétrpéha travers les membranes coquillieres
pour contaminer la membrane vitelline.

Les ceufs contaminés présentent une coquille dearssuqualité, plus chauds avec
une surface humide, les mortalités apparaissenayaut I'éclosion et se poursuivent pendant
une période de 3 semaines.

Les poussins peuvent présenter des lésions d'ditgghaprés 3 semaines ils
présentent bien souvent des Iésions de péricaliite que parfois, la seule manifestation de

la maladie est la diminution du gain quotidien moy@uerin et Boissieu, 2008).

b) Complexe respiratoire chronique

Cette maladie est la principale manifestation decdlibacillose, elle touche les
animaux de deux a douze (2-12) semaines avec des [iaportantes entre quatre et neuf (4-
9) semaines. Le taux de mortalité varie de 30 a 30%c un taux de morbidité pouvant
dépasser les 50%.

D’importantes pertes économiques sont enregisttédait des retards de croissance,
des saisis a I'abattoir et de 'augmentation dufa@ent alimentaire.

L'infection par lesE.coli est secondaire et se fait par voie respiratoiexssit une
baisse de la consommation alimentaire, de I'hyeentiie et de I'abattement avec signes de
détresse respiratoire.

Les lésions observées concernent principalemensdes aériens (aérosacculite avec
perte de I'aspect transparent, épaississemenpetiasongestif), le cceur (péricardite), le foie

(périnépatite) et le péritoine.

c) Swollen Head Disease
Cette maladie est associée a une inflammatioreagiubaigie des cellules de la peau
et du tissu sous cutané de la téte et des rég@iwipitaires.
La colonisation des tissus par les colibacillessesondaire a une infection par des
agents prédisposant comme les virus (Pneumovimgn@virus) ou a des teneurs élevées en

ammoniac.
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Les lésions observées sont un cedeme de la t@¢datrégion périorbitaire, un exsudat
caséeux dans le tissu conjonctif de la téte, dégmn périorbitaire et des glandes lacrymales.
Méme si la morbidité est faible (1%), les retaddscroissance résultant de l'infection

sont a l'origine de pertes économiques importantes.

d) Hjarres’s disease
Hjarres's diseaseou Granulome &.coli, est une maladie touchant I'adulte et a
mortalité sporadique mais pouvant atteindre 75%sdaertains lots. Des granulomes
apparaissent dans le foie, le caecum, le duodénune enésentere, avec trés peu de
symptdbmes. La rupture des granulomes est a I'arigitune mort subite. En plus de ces
maladies, il existe d’autres manifestations de débacillose telles que des ovarites, des

salpingites et des dermatites nécrotiques.

[I-4-2 : Diagnostic

En présence de lésions évoquant la colibacillossyl un isolement et une
identification de I'agent pathogene permettent aldicmer le diagnostic.

Lors de la réalisation des prélévements, il esesgaire d'éviter toute contamination
par le contenu intestinal, le typage de l'isolat é&cessaire, mais ne permet pas toujours de
conclure sur la pathogénicité de la souche idéwtifi

Le diagnostic différentiel se fait essentielletnavec des pathologies pouvant imiter
la manifestation de la colibacillose, comme : |stparellose, la salmonellose, le coryza
infectieux, la variole aviaire, les mycoplasmosastaberculose dans le cas de la maladie de

Hjarre. (Guerin et Boissieu, 2008).

[1-4-3 : Traitement

Le traitement est essentiellement basé sur I'emtibrapie et I'antibiogramme est

nécessaire du fait des nombreuses antibiorésistabservées.

Si le choix est possible, il est préférable diséit des molécules comme les quinolones
par voie orale (Acide Nalixidique, Acide Oxoliniqué&lumeéquine, Enrofloxacine), les
lincosamides par voie orale, les aminosides page yairentérale, lef-lactamines par voie

orale, et les tétracyclines.
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Certains antibiotiqgues, comme les aminosides,olestme, la spectinomycine ou la
framycétine, ne franchissent par la barriére imag : ils sont donc inactifs lorsqu’ils sont
administrés par voie orale sur les colibacillogeté&miques (Guerin et Boissieu, 2008).

Des traitements alternatifs existent, égalememimme I'acide ascorbique qui

contribue a intensifier I'activité des phagocyt8sofdeur et Mainil, 2002).

lI-4-4 : Prophylaxie

La prophylaxie vise & maitriser les facteurs d&ues en limitant les sources de
contamination (alimentation, conditions environnataes ou plus globalement respect des
regles de biosécurité). La prévention médicale pmalement faire appel a des vaccins
inactivés administrés aux reproducteurs, pour gestées jeunes poussins avec les anticorps

d’origine maternelle (Guerin et Boissieu, 2008).

[1.5: METHODES DE DETECTION DANS LES DENREES ALIME NTAIRES

[I-5-1 : Techniques classiques :

Pour dénombrer les bactéries, I'analyse microbiglog classique des aliments
nécessite une phase de revivification grace a adisadion d'une suspension mére dans
laquelle I'échantillon est généralement dilué axiedne (ex: 10g d’aliment dans 90ml d’eau
peptonnée tamponneée). La deuxiéme étape consigti@esmise en culture sur les milieux
gélosés sélectifs. Plusieurs types de milieux pauére utilisés, ces milieux doivent
permettre au personnel de laboratoire de distintasiement les colonies de coliformes sur

géloses VRBL, Mc Conkey ou &. colisur milieux TBX, rapicE.coliou coli ID.

L’étape de confirmation consiste en leur caracéns biochimique, moléculaire et
sérologique. Pour lek. coli pathogenes les techniques d’identification sonfiedéhtes de
celles destinées a cultiver IEs coliindicateurs de contamination fécale et consistent fa
recherche des EHEC a I'utilisation de la gélose Kaokey au Sorbitol + BCIG (EHEC sont
sorbitol etB-glucuronidase négatives) et la méthode de séparatiagnétique. (Cohen et
Karib, 2006).
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Plusieurs norme microbiologiques sonidisponibles pour la recherche et
dénombrementl’Escherichia co dans les denrées alimentajrearmi elles, la norme 1<-
16649-22001 est la norme horizontale pour le dénombrendestE.coli B-glucuronidase
positives a 44°Cau moyen de -bromo-4-chloro-3-indolyB-D-glucuronat. Elle présente
'avantage de fournirles résultats en 2. sans nécessiter de phase de confirme

biochimique.

a) Principe de la méthor

La gélose TBX (TryptoneBile, X-Glu) est un milieu sélectif permettant un isolen
et une énumération rapide de:coli, son principe repose sur la combinaison de lsdilsres
inhibant la croissance des microorganismes a Grasitifpet favorisant la récupération ¢
Escherichia coliainsi que d’'un substrat chromogéne, le BCIG (a&-bromo-4-chloro-3-
indolyl-B-D-glucuronique). La plupart des souctd'Escherichia col possédant ung-D-
glucuronidase, agissent clivagedu BCIG, entrainant la coloration des colonies ku

selon le mécanisme réactioniprésenté sur la figure©23.
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Figure °23:Principe réactionnel de la méthode d’isolemenigglose TBX (Bioka
Diagnostic, 2010).

b) Protocole

Afin d’obtenir unesuspensic-mére diluée au dixieme, 10gr d’'un mélange de pé
de muscle du bréchet sont mélangés avec 90ml dgdbgsiologique stérile dans un ¢
stomacher. léchantillon est ensuite broyé et homogénéisé damsbroyeur de typ

Stomacher et des dilutisécimales successives sont ensuite réa.
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Des prises de un millilitre du produit a analysede sa dilution sont transférées dans
des boites de Pétri stériles. La gélose TBX ealderpuis refroidie a une température variant
entre 44 et 47°C et 15ml sont coulés en simple ledwfin d'améliorer la lisibilité et la
praticabilité. La boite est ensuite homogénéisdieatément puis incubée a 44°C pendant 24

heures tel qu’expliqué dans la figure °24.

Suspension mére : 10gr échantillon/90ml| d'EPS

Ainsi que les dilutions décimales successives

Transfert d"1ml dans des boites de pétri

Couler la gélose TBX

Ad44-47°c

Mélanger I'inoculum et laisser solidifier

Incubation a 44°c pendant 21+3h

Lecture par comptage des colonies
caractéristiques

Figure°24 : Protocole d’'isolement et de dénombredrddtscherichia coli
(Schéma personnel)

c) Lecture

Le dénombrement’Escherichia coli est réalisé par comptage des colonies bleues
caractéristiques dans les boites en contenant ngns50. Par ailleurs, celles-ci doivent
contenir moins de 300 colonies caractéristiquemptcaractéristiques au total.

Les colonies non caractéristiques présentent demies blanches a beige vert sur le
milieu TBX (Figure °25).
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Escherichia coli
Colonie caracténstique

Couleur bleue

Figure °25: Aspect des colonies caractéristigliEscherichia colisur gélose TBX
(Biokar Diagnostic, 2010)

[I-5-2 : Nouvelles techniques de détectio&stherichia coli

De nombreuses méthodes immunologiques permettedéteter E. coli O157:H7
dans l'aliment. Ces méthodes ne recherchent souyeatl'antigene somatique 0157 et
nécessitent une étape de confirmation apres isokemie caractérisation biochimique et
sérologique de la bactérie cible. Deux méthodeswsiées AFNOR pour la détection de E.
coli O157:H7 dans l'aliment. L'une utilise 'immursgparation magnétiquéMsS - Dyna),
I'autre 'automate VIDAS BioMérieu®. (Cohen et Karib, 2006 ; Anonyme, 2001).

Des méthodes génétiques de détection des EHECstamtsen la détection des genes
Stxcodant les vérotoxines, soit directement sur teogee total (hybridation de sondes ADN),

soit apres amplification d’'une partie des genebemhés (PCR).

Il est possible aussi de détecter des genes spéxsfidu sérotype O157 :H7 : le gandA
(gene codant I8-glucuronidase), le génfé@C (gene codant la flagelline de H7) ou du gene
rbfE(géne codant I'antigene O157). (Cohen et Karib620@nonyme, 2001).
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I. Objectif de I'étude

Notre travail a consisté en la recherche Smonellaet Escherichia colidans les
carcasses de poulets destinées a la consommaten,identification et a la détermination de

leurs sensibilités aux agents antimicrobiens manéthodes microbiologiques.

Il. Echantillonnage

[I.1. Nature des échantillons et lieux de préléevenms

Dans la présente étude, la recherche des bact@rié® réalisée a partir de 57
échantillons représentés par des carcasses deagpréevées au niveau de boucheries de six
communes du centre ville d’Alger. La répartitiossdechantillons effectués selon les lieux de

prélevements est présentée dans le tableau°®7.

Le choix de ces communes a été fortement influpacéa proximité de ces derniéres,
limitant ainsi les trajets et permettant d’effectles prélevements le matin méme pour étre
directement acheminés au laboratoire de microbielet) d’hygiéne alimentaire de I'Ecole
Nationale Supérieure Vétérinaire d’El Harrach (ENM sont réalisées les analyses.

Il est a souligner que les échantillons positifarda recherche des salmonelles ont fait

I'objet d’'un sérotypage au niveau du laboratoird’idstitut Pasteur d’Algérie.

Tableau® 7: Répartition des échantillons effectedsn les lieux de prélevements

"Numérode lot  Nombre d’échantillons (n)  Lieux de prélévements
1 10 Hydra
2 10 ' Mai
3 10 Ben Aknoun
4 10 El Biar
5 10 Draria
6 7 Alger Centre
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II.2. Méthode d’échantillonnage

Les prélévements ont été effectués au niveau deshbdes et détaillants choisis de
maniere aléatoire, a raison de 10 poulets préléeéméme jour pour chaque zone, a

I'exception de la zone d’Alger centre ou seulenmgéthantillons ont été collectes.

Les carcasses ont été immeédiatement déposéesiaudéms une glaciere afin de
conserver au mieux la charge bactérienne initfales directement acheminées au laboratoire

de microbiologie et d’hygiene alimentaire de TENSV

[I. Analyses microbiologiques

[11.1. Milieux de culture

La liste ainsi que la composition des milieux ddture, bouillons et réactifs utilisés est

présentée en annexe.

[11.2. Protocoles de recherche des salmonelles Etcoli

Une fois arrivés au laboratoire, les échantilloeesueillis sont directement traités pour

la recherche de salmonelles dEsicherichiacoli.
[11.2.1 Prélevements

Des prélevements de peau et de muscle ont été&wsfteau niveau de la zone du
bréchet tel que schématisé sur la figure°26, amaie 25gr pour la recherche de salmonelles
et 10gr pour la rechercligEscherichia coli

Figure®26: Schématisation de la zone de prélévedenéchantillons de peau et de

muscle au niveau du bréchet.
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111.2.2. Recherche et isolements des salmonelles

Pour lisolement des salmonelles, nous avons addatéméthode directe de
bactériologie classique. La disponibilité des ddféés milieux nous a mené a établir un
protocole de recherche et disolement des salmemedin référence aux normes ISO-
6579:2002 et NF V 08-052:1998 comportant dess@hade pré-enrichissement,

d’enrichissement, d’'isolement et de confirmatiohé&uatisées par la figure®9 (voir page 34)..
I11.2.3. Recherche, isolement et dénombremerdes Escherichia coli

Pour la recherche, l'isolement ainsi que le dénemantd’ Escherichia coli nous
avons opté pour une méthode dite rapide par Bation d'une gélose chromogénique
« TBX » permettant la mise en évidence des Esdhiarali -D-glucuronidase positive dans
les produits alimentaires. Nous avons retenu llaion 10~2 qui nous a permis de réaliser
aisément le dénombrement. Le protocole de dénonemedeskE.Coli est présenté dans la

figure°24 (voir page 58).

Toutes les souchasEscherichia coliobtenues sur gélose TBX, ont fait I'objet d’une
purification sur gélose Hektoen, afin de procédane part a une confirmation biochimique
sur galerie Api20E, et d’autre part, afin d’obted@s cultures pures pour la réalisation d’'un

antibiogramme.
[11.3. Test de sensibilité aux antibiotjues — antibiogramme-

L’antibiogramme permet de tester sur milieu de welt I'action de molécules
antibiotiques sur une souche bactérienne donnast @es indications sur I'efficacité vitro

de ces antibiotiques.

Pour la réalisation des antibiogrammes des soudb&almonellaet d’Escherichia
coli, nous avons opté pour la méthode standardikeungélosé dite méthode des disques.

[11.3.1. Principe

La culture bactérienne est ensemencée a la sutéalzegélose de Mueller-Hinton, des
disques pré-imprégnés d'une dose connue d’antipietisont déposés a sa surface.
L’antibiotique diffuse a partir du disque en créam gradient de concentration. La
détermination du diamétre de la zone d’inhibiti@rmet une évaluation de la sensibilité ou

de la résistance de la souche bactérienne auxatifes|s molécules testées.
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[11.3.2. Technique

Un inoculum est préparé a partir d’'une colonie obéesur une culture pure agée de
18 a 24h et mélangées dans 5ml d’eau physiologgjéele. La suspension est ensuite

homogénéisée au vortex avec une opacité de 0,F-kidand.

Nous avons opté pour la technique d’écouvillonrefgrede limiter les contaminations

dues aux aérosols lors de I'utilisation de la téphe par inondation.

Un écouvillon stérile est imbibé de suspensionéaatne et I'exces est éliminé en le
pressant légerement et en le faisant rouler spadai du tube. L’ensemencement est effectué
en stries serrées sur toute la surface de la géltsés reprises, en dessinant a chaque fois un
sens différent afin que toute la surface géloségesmuverte.

L’écouvillon est ensuite passé sur le bord de laeba@ette derniére est séchée a

couvert pendant quelques minutes a températureaatebi

Les disques d'antibiotiques sont ensuite déposdside d'une pince stérile en
appuyant légerement afin qu’il adhere a la gélbss.boites sont incubées a 37°C pendant 16

a 18h, le protocole de 'antibiogramme est schésaatur la figure°27.
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Isolement ( 18-24h sur milicu non sélectif)

s

Suspension en ean physiologique
de wrouble dguivatent au standard
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A 1'aide d’un écouvillon essoré, ensemencer toute
la surface du milieu (3 passages a orientation décalée
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Dépdt des disques d antibiotique selon schéma de disposition
(maximun 6 disques sur grande boite de pétri)

Figure °27: Protocole de réalisation d’'un antibaagme (Moreda,2007).

Le choix des antibiotiques testés a été conditiopag leur disponibilité et leur
utilisation sur le terrain. L’antibiogramme a é&alisé avec dix antibiotiques de différentes
familles, la classification des différents antiljoies est présentée dans le tableau® 18 en

annexe. Le tableau°8 présente les différentes ebatantibiotiques utilisées.
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Tableau®8: Types d’antibiotiques et charge desudisaitilisés pour I'antibiogramme

Type d’antibiotique Charge du disque
Ampicilline 10 mcg
Amoxicilline 25 mcg

Amoxicilline+Acide clavulanique 20/10 mcg
Chloramphénicol 30 mcg
Céfotaxime 30 mcg
Ciprofloxacine 5 mcg
Gentamycine 10 mcg
Erythromycine 15 mcg

Acide Nalidixique 30 mcg

Tétracyclines 30 mcg
111.3.3. Lecture

Pour chaque antibiotique, le diamétre de la zonaehibition est mesuré avec
précision. Ces données sont ensuite comparées aexiry critiques figurant dans des
tableaux d'interprétation dont un exemple est pri€sdans le tableau®17 en annexe.

Ceci nous permet de déterminer la catégorie dealdébe vis a vis de chaque

antibiotique testé, qu'elle soit classée en seesibintermédiaire ou résistante.
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Ce travail a permis, apres évaluation de la comtatitin de carcasses de poulets destinées
a la consommation par les salmonelles eEksherichia colide procéder a l'identification de

ces bactéries et enfin a la détermination de lensibilité aux agents antimicrobiens.

. RECHERCHE DES SALMONELLES

[.1. Isolement et identification

La recherche de salmonelles réalisée sur un tetdd7déchantillons de carcasses de
poulet de chair (prélevement de peau et de muscleréchet), prélevées au niveau de six

zones du centre d’Alger, nous a permis d’isoleoches de salmonelles soit une prévalence

de 8,8% La répartition des échantillons positifs est repriéée dans les Tableaux °9 et °10 et

la Figure©28.

Tableau °9 : Résultats de la recherche de salneenéti=57)
Zone d’échantillonnage Recherche d8almonella

Négative Positive Total %

Hydra 10 00 10 00
Ben Aknoun 10 00 10 00
Alger Centre 07 00 07 00
El Biar 09 01 10 10
1% Mai 08 02 10 20
Draria 08 02 10 20
Total et % 52 05 57 8,8

Trois zones ont présenté des résultats négatifslrélyBen Aknoun et Alger Centre). En
revanche, les échantillons prélevés au niveau Bi&t, du £' Mai et de Draria ont permis
d’isoler cing souches, réparties au nombre de @t lgopremiére zone et de 02 pour chacune

des deux dernieres (Figure©°28).
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Figure °28: Répartition des échantillons positifa@gatifs selon les communes prélevées
(n=57).

Sur gélose Hektoen, les colonies obtenues étaimmies, a bords réguliers de

coloration bleu-vert avec un centre noir (Figur2d ét °30):

Figure® 29 : Résultat de I'isolement 8almonellasur gélose Hektoen pour

I'’échantillon prélevé au niveau de la zone §Mai (photo personnelle)
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Figure ° 30: Résultat de I'isolement 8almonellasur gélose Hektoen pour

I’échantillon prélevé au niveau de la zone de @r§photo personnelle)

Aprés isolement, la confirmation des colonies soatgsea été réalisée a la fois sur
gélose TSI et sur galerie API20E. La Figure °31 rehaspect des tubes TSI lors de I'étape
de confirmation pour les deux échantillons préleMésiveau de la zone dff Mai.

ag

Figure® 31: Résultats lors de la confirmation desaétillons prélevés au niveau de la zone du
1°" Mai sur tubes TSI (Photo personnelle)
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Le profil biochimique des échantillons a été ré&lbsir galerie Api20E, en se basant
sur le code couleur des différentes réactions. réesltats positifs (+) et négatifs (-) sont
inscrits sur la fiche fournie dans le kit, et I®fdrnumérique obtenu est reporté sur le logiciel
APIweb permettant de déterminer le type de bacigoié. La figure® 32 illustre le résultat de
I’échantillon positif prélevé au niveau de la zahiEl Biar, avec une identification qualifiée
d’excellente pour le profil bactérien obtenu.
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Figure °32 : Interprétation des résultats obtenugalerie API20E pour I'échantillon prélevé

a El Biar (Photos personnelles)
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Les tests sérologiques réalisés au niveau deituhfasteur d’Algérie ont permis de
confirmer les échantillons positifs. La répartitiates sérotypes est représentée sur le
tableau® 11.

Tableau® 11 : Résultats des sérotypages réaliséssscing souches isolées

Numeéro de I'échantillon positi Zone Sérotype
13 1* Mai Kentucky
20 1 Mai Kentucky
36 El Biar Virchow
42 Draria Virchow
48 Draria Virchow

Sur les cing échantillons positifs pour la recherde salmonelles (Tableau®9), le
sérotypage a permis de mettre en évidence deukypéso Ainsi, le sérotyp&entuckyest
retrouvé au niveau des deux échantillons posititdepés dans la zone did" Mai et le

sérotypeVirchowau niveau des prélévements opérés dans les titoés awnes.

[.2. Antibiogramme

Les cinq souches dealBnonellaisolées, ont fait 'objet d'un antibiogramme afie
tester leur sensibilité aux dix antibiotiques cipdgs haut, les résultats sont représentés dans

le tableau©°12.

Tableau® 12 : Résultats de I'antibiogramme réaligdes cing souches &lmonellasolées

Echantillon Zone AM AMC AMX CHL C CIP GM ERY NA TE
S.Kentucky 1¥*Mai R R R S S R S R R R
S.Kentucky 1*Mai R R R R S R S R R R

S. Virchow ElBiar S R R S S S S R S R
S.Virchow Draria S S S S S S S R S S

S.Virchow Draria S S S S S S S R S I
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Abréviations du tableau°12 : AM : Ampicilline, AMCAmoxicilline+Acide clavulanique, AMX : Amoxicille,
CHL : Chloramphénicol, C: Céfotaxime, CIP : Cipoofacine, GM : Gentamycine, ERY : Erythoromycine,
NA : Acide nalidixique, TE : Tétracyclines.

S : Sensible, R : Résistant, | : intermédiaire.

Les résultats obtenus révélent que les deux salleende sérotypeKentucky
présentent une résistance a au moins 07 sur lentliiotiques testés. Toutefois un des
échantillons prélevés dans la zone ¢l Mai, présente une résistance supplémentaire au
chloramphénicol (CHL).

Les salmonelles de sérotypdirchow sont sensibles a pratiquement tous les
antibiotiques testés a I'exception de I'ErythronmgciNotons que seul I'échantillon prélevé au
niveau d’El Biar présente une résistance a quatiécules (AMC, AMX, ERY et TE).

100
80
60
40

20

AM AMC AMX CHL C CIp GM ERY NA TE

H Résistance % ® Sensibilité %

Figure ° 33: Pourcentage des souches isoléesmesalles résistantes et sensibles aux

antibiotiques

La figure n° 33 montre clairement que toutes léssaelles isolées sont sensibles a la
GM et a la C (sensibilité de 100%), suivies paCHL (sensibilité de 80%) puis par les AM,
CIP et NA (sensibilité moyenne de 60%). Les rénista les plus élevées concernent en
premier I'ERY (résistance de 100%) puis celles ‘@M, 'AMX et les TE avec une
résistance moyenne de 60%.
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. RECHERCHE ET DENOMBREMENT DES ESCHERICHIA COLI

[1.1. Isolement et dénombrement

Le dénombremerd’Escherichia coliréalisé sur un total de 57 échantillons de peau et

de muscle du bréchet nous a permis d’obtenir lgdtads suivants (Tableaux 13 et 14).

Tableau® 13 : Résultats des dénombremeiiischerichia coli(n=57)

Zone de prélevements n TOUFC/g CVv
ler Mai 10 1,8+0,8 46,6
Ben Aknoun 10 1,911 56,8
Alger Centre 7 2,5+1,1 46,3
Hydra 10 2,815 53,6
El Biar 9* 2,9+1,6 54,2
Draria 8** 3,8+3,2 85,4
Moyenne générale 54 2,6+1,8 68,4

*et ** ; 1 et 2 échantillons ont une charge bact&rhe indénombrable

Cv coefficient de variation

Selon les tableaux 13 et 14 nous obtenons une meyd® dénombrement de 2,6+1,8
UFC/g avec un étalement de 0,5 & 9,6 “*10FC/g représentant ucoefficient de variation de

68,4%, avec toutefois trois échantillons indénorhlas

Le tableau °13 montre que les prélevements réadisasveau de la région de Draria
présentent le dénombrement moyenEdeoli le plus élevé : 3,8 * TAUFC/g (sans compter

les 02 échantillons jugés indénombrables).

Les régions d’El Biar, d’Hydra et d’Alger Centreépentent respectivement des
dénombrements estimés & 2,9% UFC/g; 2,77 * 16 UFC/g et 2,46 * 1HDUFC/g. Toutefois,
les lots d’échantillons présentant les dénombresnerdyens les plus bas proviennent des
zones de Ben Aknoun et dff fnai : respectivement 1,92 *10FC/g et 1,76 * 1OUFC/qg.

Se basant sur les valeurs seuils déterminées quaété interministériel (24 janvier
1998) ainsi que des normes microbiologiques présigar le manuel de la FIA (Fédération
des industries avicoles, 2007), le dénombrenddascherichia colia permis de révéler que

seuls cing échantillons (soit 9%) présentaient rdssiltats inférieurs a la limite autorisée.
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Alors que 49 (soit 86%g)résentaient des valeurs dépassant largementiledsaceptabilite
(Figure® 34) Rappelons que trois échantillons ont été jugésnonhdrable (soit 5%).

indénombrabl < 10* UFClg
5% 9%

> 10°UFClg
86%

Figure®34: Classes d'interprétation des dénombrements détgdtia col

[1.2. Antibiogramme

Les 57 souched’Escherichia oli isoléesont fait I'objet d’'un antibiogramme afin ¢
tester leur sensibilité aux dix antibiotiques ciodans notre étu. Le tablea®15 illustre les

résultats obtenus sur 'ensemble des souches $salériveau deéchantillons prélevé

L’antibiogramme a permis de déterminer le tauxésstance des différentes souc
isolées. Le tableau® 1frésente les pourcentages des souches classéesngibles
intermédiaires et résistantes aux différents aotiiiies tes.

Tableau n° 16Proportions de souches sensibles, intermédiatrassistantes at
antibiotiques testés (% ; n=57)

Antibiotiques Sensible Intermédiaire Résistant
AM 36,8 - 63,2
AMC 80,7 - 19,3

AMX 29,8 - 70,2
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CHL 85,9 = 14,0
C 96,5 3,5 -
CIP 68,4 12,3 17,5
GM 96,5 - 3,5
NA 61,4 = 38,6
TE - - 100
ERY . . 100

Nous remarquons que les taux de sensibilité les @levées concernent 'AMC, le
CHL, la C et la GM avec respectivement 80,7%, 85,96(6% et 96,5%, suivies par la CIP et
le NA avec 68,4% et 61,4%. L'AM et 'AMX présentel@s pourcentages les plus faibles
avec 36,8% et 29,8%.

Seules 3,5% et 12,3% des souches ont été classtmadiaires quant a leur

sensibilité vis-a-vis de la C et la CIP.

Dans la présente étude, deux antibiotiques oneptéan taux de résistance maximal
de 100% pour 'ERY et la TE, suivis par 'AM, 'AM>Xt le NA avec 63,2% ,70,2% et 38,6%
de résistance. Les taux les plus faibles ont &éreBs avec 'AMC, le CHL, la CIP et la GM
avec respectivement 19,3%,14%, 17,5% et 3,5%.

Les différents taux de résistance ont été classésrgre décroissant démontrant ainsi
un trés fort taux de résistance aux Tétracycliries lEErythromycine. La Céfotaxime est le
seul antibiotique présentant une efficacité quasalé contre toutes les souches isolées
(Figure® 35).

ABDELLI Mouni Kahina, Magistere 2010-2011 74



PARTIE EXPERIMENTALE Résultats
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80 1 70,18
70 - 63,16
60 -
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50 38,60 pourcentage resi
40 -
30 -
20 - 14,04
| 1
0 T T T u
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19,30 17,54

0,00

Figure® 35 Taux de résistance des souches d’E.coli te (% ; n=57)
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»  Aspects méthodologiques...........

......... et choix de I'échantillon

Dans notre étude, la recherche de salmonellesEschérichia coli a été réalisée sur
un total de 57 échantillons représentés par desmsses de poulets prélevées au niveau de

boucheries de six communes du centre ville d’Alger.

Afin de réaliser les différentes analyses micramajues, un mélange de peau et de

muscle du bréchet ont constitué la prise d’Ess$ajue recommandé par le manuel de la FIA.

Ce choix est justifiablgour plusieurs raisons, la premiére étant 'impweade la
peau en tant que barriere protectrice de la caecddie est ainsi davantage exposée aux
contaminations extérieures notamment celles duesnamipulations des différents acteurs de
la chaine alimentaire (abattage par saignée, cligr@umaison, stockage des carcasses....).
Ce qui concorde avec l'étude réalisée par Cardietlal (2002), révélant un pourcentage

d’isolement de salmonelles supérieure dans la gedil0% et de 7% pour le muscle.

Parallelement, la chair peut également révéler riessgmce de germes endogenes,
principalement suite au portage de ces bactéries au sans manifestation de la pathologie

correspondante, rendant la réelle appréciatiorcaemsses difficile.

Ce choix peut également étre expliqgué par notrentél d’évaluer le risque de
présence de ces deux germes au niveau du dernibormgu’est le consommateur, les
différentes habitudes alimentaires font que seuhétange de peau et de muscle se rapproche

le plus de la réalité de consommation.

Différentes études ont été réalisées avec des #@ubras de mélange de peau et de
muscle du bréchet, notamment lors de I'étude ®algar Cohen et al (2007) sur la qualité
microbiologique du poulet cru au Maroc avec préweet de 25gr d’'un mélange de peau et
de muscle sur le bréchet.

Dans I'étude d’Asensi et al (2005), la recherchesaenonellles et’&scherichia coli
fut réalisée sur le liquide de rincage de la caeake poulet entiere. Malgré le fait que cette
méthode pourrait permettre de récupérer davantageimes, elle présente l'inconvénient de

nécessiter une quantité plus importante d’Eau Peg® Tamponnée.
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Il semble important de noter que, dans notre étléehantillonnage fut réalisé par
lots de 10 poulets par zone. Le manque d’EPT, somade son indisponibilité a partir de la

derniere semaine, nous a contraints a réeduire Botrantillonnage a 57 au lieu de 60.

> Aspects méthodologiques....

..... et méthodes microbiologiques appliquées
Recherche et isolement des salmonelles

La norme 1SO-6579:2002, prévoyant une méthode bwotde pour la recherche de
Salmonella sppreste la méthode de référence la plus fréquemuotéisee notamment dans

différentes études sur la recherche de salmorddles les denrées alimentaires.

Apres pré-enrichissement, I'enrichissement esis@aur deux milieux utilisant trois
types de bouillons : le bouillon Rappaport VasdisaSoja (RVS), Muller Kauffmann au
tétrathionate novobiocine (MKTTn) et le bouillonl&éte Cystéine (SC). La norme NF EN
ISO-6579 prévoit I'utilisation des deux bouillon¥& et MKTTn.

Dans notre étude, nous avons retenu le RVS cotaptede son excellente sélectivité
(Waltman, 2000 ; Korsak, 2004) alors que lindisipdit¢ du MKTTn nous a conduit a
utiliser le bouillon SC comme deuxiéme bouillon rdiehissement. Ce dernier ayant été
également choisi comme milieu d’enrichissement ldes|'étude réalisée au Canada par
Bohaychuk et al en 2006 pour la recherche de sal@sndans le poulet cru ainsi que pour

I'isolement de salmonelles a partir de carcassgmdiets au Maroc (Chaiba et al, 2009).

Cette norme s’est vue améliordain autre choix de milieu d’enrichissement, avec
I'utilisation du milieu semi-solide MSRV (Rappapdfassiliadis semi-solide modifiée)
additionné d’une solution de Novobiocine a 2% (&enst al, 2003). Permettant d’obtenir des
résultats négatifs plus rapides mais aussi de t@ééteao nombre plus réduit de salmonelles
dans I'échantillon. Ce milieu présente néanmoinacdnvénient de ne pas détecter

S.Gallinarumchez la volaille.

Le milieu d’'isolement préconisé dans la norme 1FJ3%est le milieu XLD combiné a

~

un deuxieme milieu laissé a l'initiative du labaria¢, qui dans notre cas était le milieu

Hektoen. Il est a noter que, I'isolement des caesrmprésumées positives n'a pu étre réalisé
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gu’'a partir du milieu Hektoen, le milieu XLD n’a peis I'isolement d’aucune colonie
suspecte, ce qui nous laisse penser que le miiiizéétait de qualité médiocre.

Par ailleurs, I'existence chez la volaille de sascHeS.Gallinarumne produisant pas
de HS compligue la reconnaissance des colonies surilieund’isolement (Korsak et al,
2004). Cela pourrait étre pallié par l'utilisatidiun milieu chromogénique tels que la gélose
Rapid’Salmonella (BioRad), offrant non seulemenrd €acilité de manipulation mais aussi un
gain de temps a l'obtention des résultats négatifsositifs, plus particulierement lors de la

réalisation d’un protocole court.

Par ailleurs, de plus en plus dauteurs optent pdes techniques de biologie
moléculaire. En 2011, les travaux dirigés par Hass et al en Egypte ont permis
I'isolement et I'identification de salmonelles dashess échantillons de poulet récoltés a partir

de différents points de vente sur la base de tqoksiPCR

Isolement et dénombrement d’Escherichia coli

Pour I'isolement et le dénombremetiE.coli, nous avons opté pour la méthode de
référence NF ISO 16649-2 (Juillet 2001) relativelaa méthode horizontale pour le
dénombrement ddsscherichia col&a 44°C.

L'utilisation de la gélose destinée au dénombremdes Escherichia coli f-D-
glucuronidase positive dans les produits alimeesairpermet I'obtention de résultats
directement par comptage des colonies caractéresiqapres seulement 24 heures

d'incubation, sans qu'il soit nécessaire de pratigne étape de confirmation.

Cette méthode présente, outre le gain importatem@s et de milieux, 'avantage de
permettre une lecture aisée des résultats. Le athesxdilutions décimales dépend du type
d’échantillon et de son degré de contaminationeffet, nous avons retenu la dilution0
Ce choix fut orienté par un premier lot d’essaalis® avant le début de I'étude. Plusieurs
dilutions ont été préparées de maniere a évitde tsource de contamination externe pouvant
fausser le dénombrement. Aprés inoculation sursgélbBX et incubation, la lecture des
boites nous a poussé a retenir cette dilution [@oswite des essais.

Il est important de souligner que certains autealssque Cohen et al (2007) ont utilisé

la gélose chromogénique Rapid E’'Coli pour I'isolenet le dénombrement dé&scherichia
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coli. Celle-ci présente les mémes avantages que laeg@BX de part sa sensibilité et sa
rapidité, et sa validation a été réalisée en comtéravec le référentiel NF EN I1ISO 16140 par
rapport a la méthode de référence ISO 16649-2i{iCation AFNOR).

D’autres méthodes de dénombrement sont utilisékssqtie le test Petrifim™ pour la
numeration sélective des E. coli (SEC) a particaleasses de poulets de chair. Le Petrifilm
est un milieu de culture prét & I'emploi se basémit comme le TBX, sur l'utilisation du
BCIG (acide 5-bromo-4-chloro-3-indolgHD-glucuronique). Ce milieu permet un
déenombrement facile, rapide et est tres pratique déutilisations urgentes (Berrang et al,
2008).

Face aux méthodes bactériologiques, les technigpaésculaires sont de plus en plus
utilisées. Dans I'étude réalisée par Asensi et28l0%) sur la recherche et lisolement
d’Escherichia coli et de Salmonella, les méthodésrohiologique et moléculaire ont été
combinées. Il en ressort que la rapidité et laibéité des méthodes moléculaires en font des
méthodes de choix lorsqu’il s’agit de recherchgsdes notamment lors de toxi-infections

alimentaires.

L’antibiogramme

Avec l'augmentation croissante de bactéries rédissa aux antibiotiques,
I'antibiogramme est devenu un outil indispensaldasdle choix judicieux de la molécule

antibactérienne.

Dans notre étude, nous avons opté pour la techmigweuvillonnage afin de limiter
les contaminations dues aux aérosols lors deigatibn de la technique par inondation. Cette
méthode a la fois simple et efficace permet unartégwn homogéne de l'inoculum sur toute
la surface de la gélose Muller-Hinton. Elle restenéthode la plus courante et la plus utilisée
notamment lors de I'étude réalisée par Sharada (@0a0) sur I'évaluation de la sensibilité
d’E.coli isolée du poulet ainsi que pour les travagalisés par Bada-Alambediji et al (2006)
sur la sensibilité antibiotigue des salmonelledéisoa partir des carcasses de poulet au

Sénégal.

Il convient de préciser qu'un antibiogramme doiteéinterprété avec précaution

puisque les risques d’erreurs sont toujours présdinéxiste une résistance naturelle et une
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résistance acquise aux antibiotiques. Par exerpleherichia coliest naturellement résistant
aux Pénicilline G alors que la résistance a l'aifirie peut étre acquise (Zahar et Moumile,
2003).

Le développement de résistances acquises desibagiése un probleme en raison du
principe d’incertitude qu’elles introduisent datefflcacité de la prescription empirique d’'un

antibiotique et de I'impasse thérapeutique qui peutésulte(Genné et Siegrist, 2003).

Les méthodes microbiologiques fournissent des tesupouvant mettre plusieurs
jours avant d’étre disponibles. Des méthodes ggmesi d’identification peuvent déterminer
I'agent infectieux et ses résistances en moins el’naure. Ces techniques progressent et
conduisent au développement et a I'application oevelles stratégies perfectionnées pour

I'analyse de la résistance bactérienne aux anigpies(Genné et Siegrist, 2003).

En l'état actuel des connaissances, les deux meéshdivaluation des résistances
bactériennes, phénotypique et génotypique, sontplamentaires et sont le plus souvent
utilisées ensembles comme c’est le cas lors dedé&téalisée par Majtan et al (2006) sur la
résistance d8almonella Kentukginsi que lors des travaux de caractérisation giypigue et
génotypique des résistances des souditecherichia coliisolée a partir du poulet (Guerra et
al, 2003).

> Contamination des carcasses...........

......... par les salmonelles

Les Salmonelles sont la cause la plus fréquentetodeinfections alimentaires
transmises de lI'animal a I'homme par l'intermédiatte I'eau, viandes, ceufs et produits
avicoles (Riyaz-Ul-Hassan et al, 2004), les viardkesolailles crues sont considérées comme
étant les viandes présentant le plus haut risque $almonella (Jordan et al, 2006). Elles
représentent une réelle menace pour la santé peblej constituent un indicateur sanitaire

nécessitant une réelle maitrise et une sérieuseiance. (Norme n° 2073/2005).
Prévalence avérée des salmonelles......

La prévalence dS&almonellaa été évaluée a 8,8% sur un total de 57 échartilie

bréchets. Un niveau de contamination similaireréyiporté par Chaiba et al (2009) dans des
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carcasses de poulet avec 9,9% au Maroc, égaleprsndés travaux réalisés par Lidija et al
(2006) avec un pourcentage de 9,5% en Croatie aais avec 7,9% obtenus par Train et al
(2004) au Vietnam.

Les résultats que nous avons obtenus étaient l@uéseque ceux rapportés par Cohen
et al (2007) au Maroc avec une prévalence de 2{142& pour Zhao et al (2001) aux Etats-
Unis.

Notre prévalence était plus faible que celle rafgmpar I'étude réalisée par Mezali
(2008) avec 17,9% en Algérie contre 18,1% pour @giiket al (2005) en Turquie.

Plusieurs auteurs ont exposé des prévalences epicsrélevées notamment avec des
taux de 30% pour Bohaychuk et al (2006) au Car2fa, pour Cardinale et al (2003-F45) au
Sénégal et 60% par Asensi et al (2005) au Brésil.

La prévalence que nous avons obtenu peut ne padeseimportante (8,8%), or elle
doit étre interprétée avec précaution car notreagidlonnage n’a concerné que quelques
communes du centre ville d’Alger et par conséqleenbmparaison de ces chiffres avec ceux
d’autres études doit se faire de maniére réflédaims sous-estimation de I'impact des
salmonelles puisqu’elles sont toutes potentielldmathogénes pour I’homme.

Leur isolement a partir de poulets réfrigérés aueanil des différents points de vente,
suggere que la propagation des salmonelles neépeutoujours imputée au non respect des
consignes d’hygiene mais aussi a la possibilitéh @ortage initiale de I'animal et ou de
I’'homme (Cohen et al, 2007).

Les différences de résultats peuvent en partie éx@iquées par le choix des
échantillons (carcasses entieres, morceaux, fifgsjet frais ou congelé) (Bohaychuk et
al,2006 ; Elgroud,2008 ; Asensi et al, 2005 ; Ggitaet al, 2005), aux meéthodes de
détection des salmonelles (méthodes microbiologigeentre méthodes de biologie
moléculaire). (Hassanein et al, 2011 ; Majtan let2806 ; Guerra et al, 2003) et aux
conditions environnementales (effet de saison)a @dstion des élevages, aux procédés
d’abattage mais principalement au respect desgeatgebiosécurité. (Desenclos et al, 1996 ;
Cohen et al, 2007).
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Deux sérotypes de salmonelles identifiés.....
...... S.Kentucky et S.Virchow

Deux sérotypesS.Kentuckyet S.Virchowfurent identifiés a partir des cing souches de
salmonelles isolées. Ces deux sérovars ont égalattieiisolés lors des travaux réalisés par
Cardinale et al (2003), Bada-Alambedii et al (200®3ad et al (2007) et Bohaychuk et al

(2006) a partir de prélévements de paulet

L’étude réalisée par Yan et al (2004) révele queskrotypes les plus fréquemment

isolés chez le poulet aux Etats-Unis, serai®ntKentucky, S. Heidelberg, S. Hadar, S
Typhimurium, et S. Thompsaetrouvés dans les aliments et chez les humBmsnéme, les
résultats rapportés par Chang et al, (2000) cgastles sérovars les plus fréquemment isolés
dans les viandes blanches sbinchow et Enteritidis Cette distribution est trés proche des
résultats d’'une étude européenne, rapportant quesdeotypes les plus fréquents chez le
poulet de chair seraie@. Virchow, S. Hadar, S. Infantis, S. Typhimuriun® eEnteritidis
(Chemaly et al, 2006).

Les variations de prévalence des différents séestyppourrait s’expliquer
essentiellement par la charge initiale du sérovawvigant de I'animal ainsi que de I'état
d’hygiene au niveau des abattoirs dans lesquelsconeamination croisée des carcasses

d’origine fécale peut se produire.(Goncagul e2ans).

Résistance des salmonelles aux antibiotiques....

... S.Kentucky plus résistante

L'étude de la sensibilité aux antibiotiques indigquee les résistances les plus élevées
ont concerné I'ERY (résistance de 100%) puis TAMBMX et les TE avec une résistance

moyenne de 60%.

Or, une analyse globale induit forcément en erpusque nous avons eu affaire a
deux sérotypes au comportement tres différf@rkentuckyprésente une résistance largement
supérieure qui aurait tendance a étre masquéeapaorine sensibilité aux antibiotiques de
S.Virchow une vue d’ensemble est forcément sujette aux aisew interprétations d’ou la

nécessité d'une approche individuelle.

ABDELLI Mouni Kahina, Magistere 2010-2011 82



Discussion

S.Kentuckya révelé une proportion inquiétante de résistandéférentes molécules
testées, en particulier a la Ciprofloxacine. Satlwpe les Fluoroquinolones sont, avec les
Céphalosporines de®™ Génération, considérés comme étant I'ultime tnadtet contre les
salmonelles multirésistantes (Bada-Alambedjiaét 2006). L'émergence de souches de
S.Kentuckyrésistantes a la CIP constitue un probléme maewanté publique. En 2002 la
premiere souche fut isolée chez un patient frargaies un séjour en Egypte qui présentait
une gastro-entérite persistante, depuis, les ssuctmmt cessé d’augmenter pour atteindre
84% de CIBen 2009-2010 (Weill, 2011).

Les chercheurs estiment par ailleurs probableSgimonella&Kentuckyait acquis les
premiéres résistances par l'intermédiaire desréfiéaquacoles. Le recours massif aux
antibiotiques dans ces élevages développés en &gigst le début des années 90 aurait
favorisé la sélection des souches bactériennestagtes. La bactérie s’est ensuite propagée
dans la filiere volailles en Afrique, considéréentoe la principale vectrice de la souche chez
’'homme. (Le Hello et al, 2011).

Cette résistance peut étre liée a l'utilisationrenigue de ces molécules pourtant
couteuses. L'émergence d’une résistance aux atitjpes résulterait selon Weill (2008) et
Little et al (2008) d'une utilisation systématiquke ces molécules a des doses sub-

thérapeutiques en prophylaxie ou dans le but deudr la croissance des animaux.

Fort heureusement, aucune résistance aux cépbsltesp de troisieme génération

(3CG) n'a été mise en évidence dans notre étude.

Quant aS.Virchowet plus particulierement I'échantillon prélevé raueau d’El Biar
présentant une résistance aux quatre antibioti(elC, AMX, ERY et TE). La résistance
aux AMC/AMX pourrait s’expliquer par l'utilisatiomles béta-lactamines dans le traitement
des infections survenant en élevage. La résistan@MX peut étre liée a la production de
béta-lactamase or I'association de I'amoxicilinedetl’acide clavulanique supprime I'action
de cette enzyme, on peut donc supposer que laamsis simultanée a 'AMX et TAMC

pourrait ne pas étre d’origine enzymatique.

La résistance aux tétracyclines est de plus en foequiente puisque ['utilisation
fréquente et abusive de cette molécule depuisqultsiannées maintenant en pratique avicole
a provoqué une pression de sélection a 'originBémeergence de souches résistantes (Steele
et al, 2005).
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> Contamination des carcasses......

......... par E coli

Escherichia coliest I'espece dominante de la flore aéro-anérobid’idtestin de
'homme et des animaux a sang chaud. Sa préserilgge reine contamination fécale
permettant de juger la qualité de I'eau et des @enalimentaires. (Kapley, 2002 ; Min et

Baueumner, 2002), elle constitue donc un exceifghtateur d’hygiene.

Prévalence et dénombrement de E coli .....

..... Supérieure au seuil toléeré

Dans la présente étude, la prévalence Hewli fut de 100%, parmi les études
démontrant des taux aussi importants, nous pousibasAlterkruse et al (2009) aux Etats-
Unis avec 99,5%, Thomas et al (2006) avec 89,3%i gime les travaux de Sharada et al en
2010 avec 76,5% en Inde. Nos résultats étaieneraegt supérieurs a ceux obtenus par
Cohen et la (2007) avec 43% au Maroc, Voidarou gQ07) avec 40% en Gréce et Asensi et
al (2005) avec 26,6% au Brédi.coli étant un commensal du tube digestif de 'homnuest
animaux, il n'est pas surprenant de trouver cex taucause des mauvaises pratiques

d’hygiene.

L’hétérogénéité des résultats est le plus souvémtau respect des régles d’hygiene et
aux procédés d’abattage mais aussi aux conditi@endgrahsport et de conservation des
carcasses de poulet. Une prévalence aussi étBizéeoli ne doit nullement étre prise a la
légére puisqu’elle est forcément liée a une comatian fécale et peut étre a l'origine de
pathologies graves chez 'homme si parmi eux dexaie trouver des souches pathogenes.

Dans les textes législatifs algériens (arrété mieistériel du 24 janvier 1998), les
coliformes fécaux sont dénombrés sans précisisrines imposées polscherichia coli
nous avons donc du ajouter a ces données, lesesritaurnis par la Fédération des industries
avicoles (FIA 2007). Les industriels et les autmwitle contréle ont reconnu l'intérét d’utiliser
E. colidans les abattoirs de volailles comme indicateuca@htamination d’origine digestive.
Ce dernier point est confirmé par le fait que Hi & un faible potentiel de colonisation des

équipements de la chaine d’abattage.

Sachant que 86% de nos échantillons ont présestgaleurs dépassant largement le

seuil d'acceptabilité, la question du respect demnbks pratigues d’hygiene devient
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inquiétante, compte tenu des différentes étapesatsformation des produits avicoles de
I'élevage au point de vente en passant par l'abbatpmuvant causer a chaque fois une
contamination supplémentaire. La multitude des cside contamination par des dangers
biologiques a toutes les étapes de la chaine ataite impose une réelle surveillance et une

démarche scientifique rigoureuse.

Dans un souci de globalisation des résultats, mooss converti la valeur moyenne
des dénombrements obtenus en x;dodFC/gr, nous obtenons donc une moyenne de
déenombrement d’E.coli de 4,30 l@dJFC/gr, ces résultats sont plus faible que ceppaoeés
par Thomas et al. en 2006 (5,46:YFC/gr) maissont proches de ceux de Smith et al. en
2009 (4,1 logy UFC/gr) et de Berrang et al. en 2008 (3,3 dadf-C/qgr).

L’étude réalisée par Cohen (2007) a permis derenett évidence un dénombrement
de 1,9 logo UFC/gr en hiver et 2,9 lagg UFC/gr en été, les résultats plus faibles en hiver
pourraientfaire penser a I'effet direct de la température iamte sur la croissance bactérienne

et par conséquent sur le portage de germes.

La contamination a lieu le plus souvent lors depiaduction et la transformation
d’aliments crus d’origine animale, ou indirectemeviah la contamination de I'eau et des
différents supports. Il est important de noter uprincipale source de contamination far
coli est le tractus intestinal des animaux, sa présemcespond a un défaut de la technique
d’abattage, ou une contamination croisée, mais @galement étre due a une contamination

par les personnes manipulant ces denrées alimen{@hafir et Daube, 2007).

Résistance de E coli aux antibiotiques......

Sur les 57 souches testées, on constate que legnbage de résistance le plus éleve
concerne la TE et 'ERY avec une résistance de 10D&s résultats sont similaires a ceux
obtenus par Van der Bogaard et al en 2001, et cdanbavec ceux par Sharada et al (2010)
ayant révélé que les deux résistances les plusriemges observées furent de 83,1% pour la
TE et 94,2% pour 'ERY. La résistance naturelle Beoli aux macrolides (Erythromycine) a
déja été mentionnée par certains auteurs tels gnadset Siegrist (2003). La résistance aux
tétracyclines quant a elle, peut s’expliquer pas fBémes raisons évoquées pour les

salmonelles.
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L'importante résistance a ’AMX est en accord alexcrésultats rapportés par Soussy
et al (2004) concluant qu'un pourcentage tres étlvéésistance a 'AMX est trés fréquent
chez les entérobactéries. Dans notre étude, nauss abtenu 70,2% de souches résistantes a
cette molécule, ce qui concorde avec les résuttatKim et al (2007) avec 67,3% de

résistance chei.coli, pouvant étre due a la production de béta-lactamas

Par ailleurs, aucune soucti&.coli n'a présenté de résistance a la Céfotaxime, mais
nous avons obtenu 3,5% de souches intermédiagaegjiclemande une interprétation
particuliere car la résistance a la C a déja étgaste chez les souches aviaires par Timko et

Kmet (2003) et est le plus souvent liée a la prtdoae céphalosporinases.
En effet, en réponse a la pression de sélectioant@siotiques, les bactéries ont
développé, tant sur le plan biochimique que génétide nombreux mécanismes de

résistance a ces molécules (Figure°36).

Molécules antibiatigues
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Figure®36 : Les mécanismes de résistance des lescs@ton la nature des

antibiotiques (Julienne et Sergent, 1998).

Dans le cas des souclhsEscherichia coliprésentant une résistance guactamines,
celle-ci peut étre due a une inactivation de Iaotique par l'acquisition d’enzymes. Par
exemple la résistance aux aminopénicillines teljee 'AMX, est due a la production de
pénicillinases.

Ces enzymes peuvent étre de bas niveau et dononssgpges d’'une résistance aux

aminopénicillines, aux carboxypénicillines et awéidopénicillines, ou de haut niveau et
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donc responsables d’'une résistance non seulemenitcds antibiotiques cités mais aussi aux

molécules possédant des inhibiteurgdactamases ainsi qu’au céphalosporines de premiér
et deuxieme génération.

E.coli peut aussi acquérir une céphalosporinasapthque appelée bétalactamases a

spectre élargi (BLSE) responsable d’'une résistartoetes les béta-lactamines (Zahar et
Moumil, 2003).
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CONCLUSION :

Les entérobactéries sont des hétes normaux du drdaestif des animaux ainsi que de

’homme, cependant la problématique que représémtgortage de germes tels que
Salmonella ou Escherichia coli dans la filiere al@cconstitue un probleme majeur de
santé publique et représente un lourd fardeau écigpue dans de nombreux pays y compris

I'Algérie.

L’objectif principal de ce travail était de mettea évidence la présence de salmonelles dans
les carcasses de poulet prélevées au niveau dmbaaés du centre ville d’Alger mais aussi
d’évaluer le portage de&scherichia coli ainsi que leurs résistances aux molécules

antibiotiques.

Méme si les niveaux de contamination par SalmorgElavent paraitre bas, elles constituent
toujours un probléme d’actualité et il ne s’agit amcune maniere, d’'un combat d'arriére-
garde puisqu’elles sont parmi les premieres cadse®xi-infections alimentaires. Ceci est
d’autant plus inquiétant face a I'émergence de Isesic multi-résistantes telles que
Salmonella&Kentucky que nous avons pu isoler dans notre étude etldgmopagation ces

derniéres années inquiete le monde scientifique.

Il est impératif de songer a I'association de tégias phénotypiques et génotypiques
efficaces afin de tracer avec précision la diffnsial la persistanage S.Kentuckgui risque a
long terme de détrdner des sérotypes tels §uenteritidis ou S.Typhimuriuret dont

I'éradication sera de plus en plus difficile.

L’élimination des salmonelles chez la volaille @sbbablement une utopie, cependant en
théorie la prévention apparait simple. Sauf qu'eatique, la réalité est toute autre, puisque le
germe est en constante adaptation aux conditionsnifieu environnant, pouvant ainsi

contaminer aux différentes étapes de la chaineealiaire, une meilleure connaissance de
I'écologie des salmonelles apparait comme étantateyge importante dans la lutte contre ces

germes.
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Dans notre étude, nous avons utiliE&cherichia colien tant qu’indicateur de
contamination fécale. Une prévalence aussi imptatdors du dénombrement de cette
bactérie, suggeére que le probléme du respect desneb pratiques d’hygiéne et bonnes
pratiques de fabrication est loin d’étre résolett€ situation peut étre due aux conditions
précaires d'élevage et d'abattage, mais aussi manre des pratiques de gestion et d’hygiene
dans les élevages, abattoirs et points de vente.

Malgré le fait que globalement, les isoldi&.coli étaient résistants essentiellement a
des molécules anciennes telles que les tétracgcli@elanger que représente les
antibiorésistances ne doit aucunement étre padé&gere puisque ces germes constituent une
source de dissémination de genes de résistancetesdractéries sensibles de

I'environnement mais aussi a I’lhomme pouvant cadssréchecs thérapeutiques.

Les récentes épidémies observées en Allemagneretiane durant I'été 2011 dues a
la soucheescherichia colientéro-hémorragique EHEC sérotype 0104 prouveataju
diffusion de sérotypes, pourtant rares, peuvenir @&s conséquences gravissime ayant des
répercussions a long terme sur la confiance eotisommateurs et professionnels de I'agro-

alimentaire.

Le principal challenge sera donc de proposer umeégesaine et de promouvoir des
démarches intégrées d’analyse du risque pour asdarecommunication auprés du
consommateur afin que ce dernier soit conscienpasible danger lié a ce qu’il mange et
dont la responsabilité incombe au secteur avicoéesen entourage, y inclus les vétérinaires,
les éleveurs, les chercheurs, les décideurs eblesommateurs. Tous devront collaborer pour

que la lutte contre ces pathogénes majeurs deviamsacces.
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Tableau°17 : Exemple de tableau d’interprétationdiametres critiques des zones d’inhibition déages antibiotiques testés contre les
entérobactéries ( Rahal, 2008).

Antibictiques testés CEE.'HJE des Diameétres critiques (mm} CMI critigues {pg/ml)
Isques Résistant Intermeédiaire Sensible Résistant Sensible
B-lactamines :
Ampicilline | 1I'.“I!.:g_ <13 14 =18 =17 232 <8
Amoxicilline + Ac. clavulanigus 20M0ug =13 14 =17 =18 =A2/16 < B4
Cefazoine | 30ug <14 _ 1517 [ 252 _ <8
Cefalotine Sﬂpg <14 165 =17 =18 =32 <8
Cefaxtine 0pg =14 16-17 =18 =32 =48
Celomime | g <14 15-22 | s o <8
Ceftriaxone 30ug <13 14 - 20 2 21 ' 2684 <8
Imipenem 10pg <13 14-15 =18 =16 <4
A minoai
Amikacine | A0ug =14 15 =18 =17 _ =99 <18
Gentamicine 10ug <12 13=14 > 15 =8 <4
Quinolones T T T
Acide nalidixigue | 30ug =13 14 - 18 | z 1% =32 =8
Ciprofloxacine Spag <15 16 =20 =21 =4 21
Autes _ e
Chloramphenical A0pg <12 15=-17 =18 32 <8
Fursnes | 300ug <14 15 18 > 17 > 128 <32
Fosfomycine éﬂ.'j.u_g =12 15 =15 [ =18 = 256 _ < 64
Trimethoprime + sulfemethoxazole 1.25/23.75pg =10 11=15 =18 = RM52 < 238
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Classe d'antibiotiques

Tableau©°18 : Classification des différents antilgia¢s testés (Cohen et Jacquot, 2008).

Exemples de molécules |

B-lactamines
Amoxicilline+ év. un inhibiteur de
lactamaseacide clavulanique
Pénicillines
Ampicilline
(B-lactame)

Pénicilline G.Substance originale
de la pénicilline

Céphalosporines
(B-lactame)

lére génération
- Céfaclor
- Cefazoline

2éme génération
- Céfamandole
- Céfuroxime

3éme génération
- Céfixime
- Céfpodoxime
- Céfotaxime
- Ceftazidime
- Ceftriaxone

Aminosides

Streptomycine
Neomycine
Tobramycine
Amikacine
Gentamycine

Macrolides

Azitromycin
Erythromycine
Roxithromycine

Clarithromycine

Quinolones

Quinolones

Fluoroquinolones

1lére génération
- Acide nalidixique

2éme génération
- Pefloxacine
- Ofloxacine

3éme génération
- Ciprofloxacine

Phénicolés

Chloramphénicol

Cyclines

Tétracyclines
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. les bouill il e cul lisé

» Eau peptonnée tamponnée

» Bouillon Rappaport Vassiliadis Soja
* Bouillon Sélénite Cystéine

* Gélose XLD

* Gélose Hektoen

» Gélose nutritive

+ Gélose TSI

* Gélose Muller Hinton

» Eau physiologique stérile

* Gélose TBX

» (Gélose de conservation

Compositions pour un litre de milieu:

 Eau peptonnée tamponnée :

- Peptone de viande ou de caséine
- Chlorure de sodium (NacCl)

- Phosphate disodique

- Phosphate monopotassique

- Eau distillée stérile

+ Bouillon Rappaport Vassiliadis Soja :

- Peptone papainique de soja

- Chlorure de sodium

- Phosphate monopotassique

- Phosphate dipotassique

- Chlorure de magnésium anhydre
- Vert malachite (oxalate)

* Bouillon Sélénite Cystéine :

- Tryptone

- Lactose

- Phosphate disodique

- Hydrogénosélénite de sodium
- L-cystine

1049

4,309
7,20 g
3,509
1000ml

4509

7,209

1,269

0,18 g
134 g
36,0 mg

509
4049
10,0 g
4049
10,0 mg
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* Gélose XLD:

- Extrait autolytique de levure 3,09
- L-Lysine 5009
- Lactose 7549
- Saccharose 7549
- Xylose 3,50
- Désoxycholate de sodium 259
- Chlorure de sodium 509
- Thiosulfate de sodium 6,89
- Citrate ferrigue ammoniacal 0,84¢g
- Rouge de phénol 80,0 mg
- Agar agar bactériologique 13,59

« (Gélose Hektoen :

- Peptone pepsique de viande 120g

- Extrait autolytique de levure 3,09

- Lactose 120g

- Saccharose 120g

- Salicine 30

- Sels biliaires 9,049
- Chlorure de sodium 5009

- Thiosulfate de sodium 5049

- Citrate ferrique ammoniacal 159

- Bleu de bromothymol 65 mg
- Fuchsine acide 40 mg
- Agar agar bactériologique 1359

 Gélose nutritive :

- Tryptone B0

- Extrait de viande 1049

- Extrait de levure 209

- Chlorure de sodium 5009
- Agar agar bactériologique 12049
« Gélose TSI :

- Tryptone 140

- Extrait autolytique de levure 3,09
- Extrait de viande 3,00
- Glucose 01

- Lactose (101

- Saccharose 1@0

- Chlorure de sodium 5009

- Thiosulfate de sodium 0,3g



- Citrate ferrique ammoniacal
- Rouge de phénol
- Agar agar bactériologique

e Gélose Muller Hinton :

- Hydrolysét acide de caséine
- Infusion de viande

- Amidon soluble

- Agar agar bactériologique

« Gélose TBX:

- Tryptone

- Sels biliaires n°3

- BCIG

- Agar agar bactériologique

 (Gélose de conservation :

- Peptone

- Extrait de viande

- Chlorure de sodium

- Agar agar bactériologique

0,39
24,0 mg
1359

1759
20g
159

1709

2@0
159

7570
9,09

10,09
50¢9
509

10,0 g
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RESUME

Les sérovars de Salmonella font partie des pringip@athogénes bactériens pouvant provoquer desolpgibs d'origine
alimentaire et Escherichia coli est un excelledtdateur de contamination fécale.
Le but de cette étude était de détecter et identts microorganismes afin d'évaluer la qualitg&tdseenne du poulet. Les échantillons de
volailles ont été recueillis au hasard a partidifi&rents points de vente de six communes du eerille d’Alger et analysés pour déterminer la
prévalence des souches de Salmonella spp, le déaombt d’Escherichia coli ainsi que d’évaluer lasskilité de ces deux bactéries aux
antibiotiques.
Au total 57 carcasses de poulet on fait I'objetn@'urecherche de salmonelles selon la norme ISO/f68FY08-052, le dénombrement
d’Escherichia colia été réalisé selon la norme
1ISO-16649-2 ainsi qu’une évaluation de la sens@didix antibiotiques par méthode microbiologiglassique de diffusion sur gélose.
Les échantillons prélevés au niveau d’El Biar, duMai et de Draria ont permis d’isoler cing souckessalmonelle, la prévalence globale de
Salmonella spp. a été évaluée a 8,8% avec idaiiifit de deux sérovag&Kentucky et S.Virow. Les résistances les plus élevées ont concerné
I'Erythromycine (résistance de 100%) puis I’AmoXioe, I' Amoxicilline+ Acide clavulanique et les éfracyclines avec une résistance
moyenne de 60%8.Kentucky révélé une proportion inquiétante de résistardiférentes molécules testées en particulier@ifaofloxacine.
Nous avons obtenu une prévalence de 100% pour istlaecoli avec un dénombrement moyen de 2,68E€/g . Ces résultats ont permis
d'évaluer a 86% le taux d'échantillons présentaes daleurs dépassant le seuil d'acceptabilité fi#é les normes Algériennes (arrété
interministériel du 24 janvier 1998) et Francai¢ERA 2009 -Reglement (CE) n° 2073/2005). Deux aptibiies ont présenté un taux de
résistance maximal de 100% pour I'Erythromycindest Tétracyclines, suivis par I’Ampiciline, I'Amailline et I'acide Nalidixique avec
respectivement 63,2% ,70,2% et 38,6% de résistance.

Mots-clés : Poulet, carcasse, bactér@amonella, Escherichia colprévalence, antibiotiques, antibiorésistam@tucky, Virchow.

ABSTRACT

Salmonella serovars are among the major bactesiflogens that can cause foodborne disease andriebéheoli is an excellent
indicator of fecal contamination.
The purpose of this study was to detect and idethiése organisms to assess the bacterial qudlithioken. Samples from poultry were
collected randomly from different outlets six conmes of the city center of Algiers and analyzed étetmine the prevalence of strains of
Salmonella spp, Escherichia coli count and to atalthe sensitivity of these bacteria to antibgtic
A total of 57 chicken carcasses on the subject sdaach for Salmonella according to ISO-6579 / N&@62, the enumeration of Escherichia
coli was performed according to standard
ISO 16649-2 and an assessment of the sensitivigntantibiotics by microbiological method conventl agar diffusion.
Samples taken at El Biar, 1er Mai and Draria havkaied five strains of salmonella, the overall pience of Salmonella spp. was estimated at
8.8% with identification of two serovars S. Kenty@nd S. Virchow. The highest resistances are ecardeErythromycin (resistance of 100%)
then the +A.Clavulanic, Amoxicillin and Tetracyclimith an average resistance of 60%. S. Kentuckyaledean alarming proportion of
resistance to different molecules tested in pdeicGiprofloxacin.
We obtained a prevalence of 100% for Escherichliawdth an average count of 2.6 + 1.8 CFU / g. Thesmilts were used to assess the rate of
86% of samples with values exceeding the accefitabibndards set by the Algerian (interministedatree of 24 January 1998) and French
(FIA-2009 Regulation (EC) No. 2073 / 2005). Two aittilts showed a resistance rate of up to 100% fythEomycin and Tetracyclin,
followed by the Ampicilin, the Amoxicillin and A.Nigixic respectively 63.2%, 70.2% and 38.6% resista

Keywords: chicken, carcass, bacteria, Salmone#iah&richia coli, prevalence, antibiotics, antimied resistance, Kentucky, Virchow.
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