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Avant-propos

Ces travaux de these ont été en grande partie co-financés par une bourse de coopération
algéro-frangaise (BAF), et ['unit¢ MASQ-ENVA. L’autre partie du financement était un
financement personnel.

Les manips ont été réalisés au sein de ; [’Unité MASQ-ENVA (identification biochimique des
isolats, Marqueurs moléculaires fondés sur la PCR), 1’Unit¢ CEB-ANSES (sérotypage des
souches, tests d’antibiogrammes, PFGE, identification de genes de résistances par PCR), et
enfin ['unité INSERM U914 (séquencage des génes et les essais de conjugaisons).

Ces travaux ont fait l’'objet, a [’heure actuelle, de 2 publications dans des revues de
renommée scientifiques, & comité de lecture, et de communications orales dans des congres
internationaux. Deux autres articles sont en cours de rédaction.
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RESUME

Une etude épidémiologique préliminaire a été conduite de mars 2008 a novembre 2009
dans 18 élevages de poules pondeuses d’ceufs de consommation, situés dans deux régions
voisines d’Annaba et Eltarf (Algérie). Pour cela, les 18 batiments ont été échantillonnés une a
3 fois tout au long de la bande ; la 1% visite avait lieu en début de bande (22-31
semaines d’ge des pondeuses), la 2°™ visite s’est déroulée entre 47-60 semaines, et la
derniére visite s’est faite juste avant la dépopulation, entre 70-86 semaines. Le statut
salmonellique des troupeaux a été déterminé en analysant les 2754 prélévements
environnementaux recueillis. Huit élevages se sont réveélés positifs a Salmonella spp, avec une
fréquence plus élevée en fin de bande comparée au début et au milieu de la bande. Seulement
19 isolats ont été récupérés parmi les 2754 prélevements analysés, et 9 différents sérovars
identifiés. Treize isolats étaient résistants a au moins un agent antimicrobien. Parmi eux, six
étaient resistants aau moins trois différentes classes d'antimicrobiens. Les isolats de
Salmonella Kentucky étaient resistants aux fluoroquinolones avec une CMljpro > 8 mg/L. A
partir des questionnaires d’enquétes, 1’analyse statistique a permis d’identifier six indicateurs
de risque potentiellement liés au statut salmonellique des batiments. Une caractérisation
génotypique des souches isolées d’élevages, et de celles recueillies de cas humains durant les
2 années a éteé realisée. Les souches ont ainsi généré 21 pulsotype en PFGE, 13 profils en IS-
PCR, et 12 profils en ERIC-PCR. Ces 3 méthodes ont démontré d’un coté, le caractére clonal
de certains serovars notamment humains confortant ainsi I’hypothése d’une diffusion clonale
dans ces régions, et d’un autre coté, I’hétérogénéité des profils d’autres sérotypes laissant
ainsi supposer une possible diversité des sources de contamination dans ces deux régions. En
parallele, parmi les souches humaines recueillies, nous avons identifié les génes de résistance
aux B-lactamines, et aux aminosides. Le gene BLSE type CTX-M était présent chez 50
souches, dont 35 portaient également une pénicillinase type TEM. Une céphalosporinases
type CMY a été également identifiée chez 50 souches de Salmonella. Enfin, le gene armA a
été identifié chez 18 souches BLSE type CTX-M, conférant un haut niveau de résistance a la
gentamicine, kanamycine et une variabilité de résistance a la streptomycine.

Mots cles : elevages poules pondeuses, Salmonella, prévalence, antibiorésistance, indicateurs
de risques, ERIC-PCR, IS-PCR, PFGE, BLSE, ArmA, Algérie.
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Summary

A preliminary epidemiological study of Salmonella contamination in laying-hen flocks was
carried out in the regions of Annaba and Eltarf, Algeria, from March to October 2008 and
March to November 2009. Our objectives were (i) to estimate the prevalence of infection by
Salmonella spp. in seven pooled samples during the hens' laying period (ii) to identify the
serotypes and antimicrobial resistance phenotypes of isolates, and (iii) to characterize the
factors that may be related to Salmonella contamination in Algerian henhouses. For this
purpose, 18 out of 22 operational laying-hen houses were sampled one to three times during
these periods: once at the start of laying (pullets aged 22-31 weeks), once in the middle of
laying (47-60 week) and once at the end of laying prior to depopulation (70-86 week). The
flocks' Salmonella status was assessed by collecting 2754 environmental samples that were
analyzed according to the ISO 6579 method. Eight flocks tested positive for Salmonella spp.,
with a higher prevalence at the end of laying than at either the beginning or middle. Only 19
isolates were recovered from the 2754 samples analyzed and nine different serotypes
identified. S. enteritidis (n=4) was the most prevalent serovar, along with S. Kentucky and S.
Hadar (n=3), followed by S. Heidelberg, S. Manhattan and S. Virchow (n=2), whereas S.
Dublin, S. Typhimurium and S. Albany were found only once. Thirteen isolates were resistant
to at least one antimicrobial agent. Of these, six were resistant to at least three different
antimicrobial classes. Salmonella serovar Kentucky isolates were resistant to
fluoroquinolones with ciprofloxacin MIC>8 mg/L. Six risk indicators were identified as
potentially related to the Salmonella status of layer houses.

On the another side, we report a genotypic investigation on eighty seven Salmonella isolates
originating from laying hen flocks and human patients within Annaba and Eltarf regions. The
genetic diversity was assessed by three subtyping methods; Enterobacterial Repetitive
Intergenic Consensus —PCR, Insertion Sequence-PCR (IS 200-PCR), and Pulsed Field Gel
Electrophoresis. The ERIC-PCR, IS-PCR and PFGE allowed allocating the isolates to 09, 10
and 21 different profiles, respectively. The 3 genotyping methods, particularly the PFGE,
showed the clonality of some serotypes as S. Typhimurium, confirming the diffusion and the
persistence of the same clone through the field, and in our regions, but also the polymorphism
of other serotypes indicating the diversity of potential reservoirs of Salmonella.

We then identified the genes for antibiotic resistance among the 67 human strains collected
during the study period. All of the 50 ESBL-producing Salmonella isolates were positive for
the blactx-v gene. Among them, 43 and 35 isolates also harboured the blacyy and blargm
genes, respectively. Twenty-two out of these 50 ESBL-producing Salmonella isolates showed
varied levels of resistance to the aminoglycosides tested (gentamicin, kanamycin and
streptomycin) and were screened for detection of the armA methylase gene by PCR. The
armA gene was also detected in four isolates of Salmonella Enteritidis displaying high-level
resistance to gentamicin and kanamycin but susceptibility to streptomycin. No armA gene was
detected among the four isolates displaying high-level resistance to gentamicin and
streptomycin but susceptibility to kanamycin. Sequencing of the blactx-m genes from the 18
armA-positive isolates allowed identification of the CTX-M-15 determinant.

Words: laying hen flocks, Salmonella, prevalence, antibiotic resistance, risk indicators,
ERIC-PCR, IS-PCR, PFGE, ESBL, CTX-M, ArmA, Algeria.
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Les maladies d’origine alimentaire sont une cause importante de morbidité dans le
monde. Des millions de personnes tombent malades et un grand nombre d’entre elles
décedent apres avoir ingéré des aliments impropres a la consommation. Fortement préoccupés
par ce probléme, les Etats Membres de I’OMS ont adopté en 2000 une résolution
reconnaissant que la sécurité sanitaire des aliments est un aspect essentiel de la santé
publique. Dans les pays industrialisés, elle est devenue une demande exigée par les
consommateurs, et surtout un enjeu sanitaire majeur, comme en témoigne la derniére crise
sanitaire qui a survenue en juin 2011 dans certains pays d’Europe. Cette alerte sanitaire qui
¢tait liée a la présence d’une bactérie Escherichia coli, sérogroupe trés rare STEC 0 :104 :H4
(graines germées), avait causé 31 cas de déces parmi les 3000 cas qui sont tombés malades a
travers les 14 pays d’Europe touchés. A cet enjeu sanitaire s’ajoutaient les enjeux
commerciaux et économiques puisque cette épidémie a I’Escherichia coli a levé I’alerte
contre la consommation de salades, concombres et tomates crus, ce qui a couté des centaines
de millions d’euros aux agriculteurs européens.

Parmi ces pathogénes alimentaires zoonotiques, Salmonella est la seconde cause de ces toxi-
infections alimentaires bactériennes en Europe et dans le monde (Bouwknegt et al., 2004;
Collard et al., 2007). Elle provoque chez I’homme des symptomes d’un large éventail de
sévérité, allant de 1égers maux de ventres jusqu’a la septicémie, et dans certains cas, elles
engendrent la mort (Lo Dix-Foe et al., 2007). Cette zoonose représente pour la société de
nombreux pays, une charge importante pour la santé publique et un cout considérable. En
effet, chaque année, 93.8 millions de cas humains sont signalés partout dans le monde,
entrainant 155 000 décés (Majowicz et al., 2010).

Un large éventail d’animaux, particuliérement les animaux de rente ont été identifiés comme
des réservoirs de Salmonella non typhoidiques (Uzzau et al., 2000 ; Pires et al., 2009). Les
aliments contaminés, y compris le beeuf, le porc, la volaille ainsi que les ovo-produis sont
¢galement, de fréquents vecteurs responsables de la transmission de cette bactérie a I’homme
(Andrews-polymenis et al., 2009). Cependant, les sources de contamination les plus
importantes restent cependant les ceufs et la viande de volaille (EFSA, 2009). C’est pour
toutes ces raisons, et étant donné que ce pathogéne zoonotique alimentaire est ubiquitaire,
Salmonella est inscrite dans la réglementation dans la majorité des pays, et fait I’objet a la fois
d’efforts en termes de surveillance et de lutte par les pouvoirs publics.

Les fluroquinolones, telle que la ciprofloxacine et les céphalosporines a spectre étendu sont
considérés comme le traitement de choix dans les cas séveres de salmonelloses humaines.
Cependant, on assiste ces 15 dernieres années, a la diffusion de la résistance aux
antimicrobiens parmi les isolats de Salmonella non typhoidiques chez 1’homme. Cette
résistance aux antibiotiques représente un danger pour la santé humaine et un réel probleme
de santé publique, dés lors que cette réesistance est de plus en plus reguliere et en
augmentation (Varma et al., 2005).
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En effet, ces infections dues a ces bactéries résistantes ont été associées a une augmentation
du taux de morbidité et mortalité chez I’homme (Helms et al, 2000 ; Molbak, 2005). Selon la
communauté scientifique, cette diffusion de résistance pourrait étre principalement due a
I’utilisation abusive d’agent antimicrobiens dans les denrées alimentaire destinés aux animaux
(White, 1998 ; Angulo et al., 2000). Il faut savoir, que certaines souches de Salmonella multi
résistantes d’origine animale sont soupgonnées d’avoir acquis leurs geénes de résistance avant
d’étre transmis a ’homme par la voie alimentaire (Ungemach et al., 2006).

Depuis les années 80s, et dans le but de pallier a un deficit de protéines animales et ainsi
répondre aux besoins de la population en denrées alimentaires et produits dérivés,
I’aviculture algérienne a connue une grande évolution. Ainsi de nombreuses régions du pays
ont vu fleurir leurs investissements dans ce secteur. De ce fait, I’ Algérie est passée d’un pays
importateur d’ceufs de consommation et de viande blanche durant les années 1980, a une
production nationale qui couvre largement les besoins du pays dans le début des années 1990.
A ce jour, la production avicole en Algérie est estimée entre 330 et 342 millions de tonnes de
viande blanche (soit environ 240 millions de poulets par an) et plus de 3 milliards d’ceufs de
consommation par an (Ayachi et al., 2010). Concernant la consommation de la population, et
selon les statistiques de la FAO (2009), L’Algérie est arrivée en 2008, a des consommations
moyennes de 8.4 Kg/an/habitant en viande blanche et de 108 unités ceufs/ an /habitant.
Cependant, toutes ces mutations, le manque d’investissement ainsi que la prise de conscience
ont rendu la chaine alimentaire dans notre pays risquée en multipliant les possibilités de
prolifération d’agents pathogenes, et causant ainsi, d’importantes épizooties dans les élevages
(Ayachi et la., 2010). Malheureusement, la présence de ces épizooties dans nos élevages, et
surtout leur impact sur la santé publique n’est pas a ce jour évalué, et cela en raison de la
nette déficience de systemes de surveillance épidémiologique (Ayachi, 2010).

Ainsi, 1’objectif de ces travaux de thése était d’apporter des données expérimentales sur les
infections des élevages algériens par les salmonelles, et cela a partir d’une enquéte
épidémiologique terrain dans les élevages de poules pondeuses situées dans la région extréme
Est du territoire national.
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1. Revue générale de Salmonella et les salmonelles
1.1.  Salmonella
1.1.1. Historique

Les salmonelles sont des bactéries communément retrouvées dans le monde animal. Ces
bactéries sont a I’origine des salmonelloses qui se manifestent principalement sous forme de
fievres typhoides et de gastro-entérites ou encore sous forme asymptomatique. La
caractérisation de la fievre typhoide date du 19éme siecle. Louis nomma cette maladie
contagieuse ainsi en 1829 et en 1868, Pettenkoffer mit en évidence le rdle de 1I’eau de boisson
dans sa dissémination. Cependant, ce n’est qu’en 1880 que le premier bacille ne fut observé
par Eberth dans des coupes de rate et de ganglions lymphatiques. La culture in vitro de cette
bactérie fut mise au point par Gaffky en 1884 (Le Minor & Véron, 1989).

1.1.2. Taxonomie et nomenclature

Salmonella représente certainement le genre le plus complexe et le plus vaste de la famille des
Enterobacteriaceae. Sa classification a fait 1’objet de beaucoup de modifications et de
controverses ces derniéres années. Elle repose notamment sur le schéma de Kauffmann-White
(Grimont et al., 2000) qui tient compte des caracteres antigéniques O (paroi), H (flagelle), Vi
(capsule) auxquels les données biochimiques et moléculaires (hybridation ADN-ADN) ont été
ajoutées. En 2004, deux espéces étaient distinguées : La premiere est Salmonella enterica qui
se divise en six sous-especes : S. enterica subsp. enterica (sous-espece 1), S. enterica subsp.
salamae (sous-espece Il), S. enterica subsp. arizonae (sous-espéce llla), S. enterica subsp.
diarizonae (sous-espéce IlIb), S. enterica subsp. houtenae (sous-espéce V) et S. enterica
subsp. indica (sous-espéce V). La deuxiéme espéce est Salmonella bongori (anciennement
sous-espece V) (Popoff et al., 2004; Reeves et al., 1989). Ainsi, le CDC (Center for Disease
Control, Atlanta, Georgie) et I’ASM (American Society for Microbiology) ont adopté les deux
especes de Salmonella décrites plus haut. Depuis, un troisiéme nom d’espéce, Salmonella
subterranea a été proposé récemment pour une souche isolée de sédiments contaminés aux
nitrates et a I’uranium (Shelobolina et al., 2004). Le nom de cette espéce a été validé en 2005
(Euzeby, 2005). Cette nomenclature est utilisée par ces deux organismes suscités. Le nom
des sérovars relatifs a la sous-espece enterica, portent un nom évoquant le lieu ou la souche a
été découverte ou la maladie qu’elle était suspectée provoquer lors de son isolement. Les
Sérovars s’écrivent avec une majuscule et en caractére romain (et non en italique) (Le Minor
and Popoff, 1987 ; Brenner et al., 2000). Ainsi, le sérotype Typhimurium par exemple, s’écrit
Salmonella enterica subsp. enterica sérovar Typhimurium ou de fagon plus concise
Salmonella Typhimurium ou S. Typhimurium.
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1.1.3. Structure antigénique et distribution en sérovars

Le schéma de Kauffmann-White (Kauffmann, 1966) permet de subdiviser les salmonelles en
sérovars en se basant sur I’identification de trois différents types d’antigénes. L’antigéne
somatique (O), ’antigéne flagellaire (H) qui est associé avec les flagelles péritriches, et
I’antigéne capsulaire (Vi) qui est retrouvé seulement chez quelques sérovars de Salmonella,
comme par exemple Typhi (Guthrie, 1992). Selon la nomenclature, un antigéne qui peut étre
absent ou présent sans que le diagnostic du sérotype soit changé, est écrit entre crochet (ex :
O:[5]). Un extrait du tableau de Kauffmann-White est présenté ci-dessous pour les sérotypes
de la sous-espéce enterica les plus fréquemment isolés (Tableau 1).

Groupe Sérotype As O Ag H; As H,
B(O:4) Typhimurium 14[5].12 1 1.2
Saintpaul 14][5].12 eh 1.2
Brandenburg 14[5]1227 Lv e1.7]5
Derby 1.4][5]).12 fg [1.2]
Cl{O:6.7) Infantis 6,7.14 r 1.5
C2(0:6.8) Bovismorbificans 6.8.20 r.[1] 1.5
Hadar 6.8 z10 enx
D(D:9) Enteritidis 1912 [fl.e.m.[p] -
Dublin 1.9.12[V1i] gp -

Tableau 1 : Formules antigéniques des sérovars les plus fréguemment isolés de Salmonella enterica subsp
enterica, extrait du tableau de Kauffmann-White (Le Minor and Popoff 1987 ; Popoff and Le Minor,
1997), d’apres (Brisabois, 2001).

» L’antigéne O

L’antigéne O est associé a la membrane cellulaire et compose de lipopolysaccharides. Dans le
schéma de Kauffmann-White, 67 antigénes O sont considérés. On en distingue deux types :

* les antigenes O majeurs, qui permettent de classer les souches en sérogroupes O. Par
exemple dans le groupe D, sont retrouvés les sérotypes qui présentent I’antigéne O:9 tels que
Typhi et Enteritidis.

* Les antigenes O accessoires qui sont toujours liés a un antigene majeur. Ils peuvent n’avoir
aucun intérét pour le diagnostic. Ils peuvent aussi étre liés a la présence d’un phage dans le
cadre d’une conversion lysogénique qui entraine la modification de 1’antigéne O.

» L’antigéne H

L’antigene flagellaire (H) est associé aux flagelles péritriches (il est diphasique. En effet, pour
la majorité des Salmonella, deux genes de la flagelline peuvent se présenter avec 2 variants
de I’antigene H (Guthrie, 1992 ; Le Minor, 1984). Ces structures permettant a la bactérie de se
mouvoir. Ces polyméres de flagelline permettent 1’agglutination rapide et 1’immobilisation
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des bactéries avec de 46 a 114 formes antigéniques (Grimont et Weill, 2007 ; McQuiston et
al., 2004). Pour la plupart de Salmonella,

* un état unique ou la bactérie ne produit qu’un type de flagelle. Ce cas qui est le moins
fréquent chez Salmonella, est retrouvé chez S. Typhi ou encore chez S. Enteritidis.

* un état diphasique ou la bactérie peut exprimer alternativement deux types de flagelle,
présentant des spécificités antigéniques différentes. Par exemple, S. Typhimurium peut
présenter un antigene H soit de type i soit de type 1,2. La phase 1 de I’antigéne H correspond
a D’expression de la flagelline FliC. Les souches monophasiques comme S. Enteritidis
expriment ce type de flagelle. La phase 2 correspond a la flagelline FljB. Le passage de la
phase 1 a la phase 2 s’opére via I’inversion d’une région chromosomique, nommée région H.
Cette région comporte le promoteur de 1’opéron codant la flagelline FljB et une protéine FljA.
L’inversion de cette région conduit ainsi a I’absence de transcription de cet opéron (position «
off ») ce qui provoque la synthése de la flagelline FIiC (phasel). Lorsque cette région est en
position « on » (le promoteur dans le sens de transcription de 1’opéron), les génes fljB et fljA
sont transcrits.

» L’antigéne Vi

Le seul antigéne capsulaire connu chez Salmonella est ’antigéne Vi. Il a été découvert par
Felix et Pitt chez S. Typhi. Ce dernier n’a été identifi¢ que chez 3 sérovars, Typhi, Paratyphi
C et Dublin. Leurs formules simplifiées peuvent étre trouvées dans le tableau de Kauffmann-
White (Popoff and Le Minor, 1997). L antigéne Vi, d’intérét diagnostique, masque 1’antigéne
O, rendant les bactéries « O-inagglutinables ». Par chauffage de la suspension bactérienne a
100°C pendant 10 min, ’antigéne Vi est solubilisé et I’antigéne O devient accessible aux
agglutinines.

1.1.4. Classification en sérovars

Le genre Salmonella compte actuellement 2541 sérovars (Tableau 2) (Popoff et al., 2004). La
plupart de ces sérovars appartiennent a 1’espéce S. enterica. La sérotypie (subsp. enterica)
regroupe la majorité des sérovars identifiés (1504 sérovars) (Popoff et al., 2004). L’espéce S.
bongori comprend uniquement 22 (Popoff et al., 2004). Par ailleurs, les isolats appartenant a
la sous-espece enterica sont retrouvés chez les animaux a sang chaud, alors que les isolats des
autres sous-espéces, incluant 1’espéce S. bongori, sont isolés chez des animaux a sang froid et
dans I’environnement. Il est intéressant de noter que les isolats de toutes les especes et de
toutes les sous-espéces de Salmonella peuvent étre isolés chez les humains (Popoff et al.,
2004). Le tableau présenté ci-dessous montre le nombre de sérovars déja identifiés dans
chaque espéce ou sous-espece de Salmonella (Tableau 2).
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S. enfterica

Sous-espece enterica 1504
Sous-espece salamae 502
Sous-espece arizonae 95
Sous-espece diarizonae 333
Sous-espece houtenae 72
Sous-espece indica 13
S. bongori 22
Total 2541

Tableau 2 : Nombre de sérotypes identifés dans chaque espéce et sous-espece de Salmonella en 2004
(Popoff et al., 2004).

1.1.5. Bacteériologie de Salmonella
1.1.5.1. Caractéres culturaux et morphologiques

Les bactéries du genre Salmonella sont des bacilles @ Gram négatif, généralement mobiles
(possédant une ciliature péritriche) (a I’exception de S. Pullarum-Gallinarum). Ces batonnets
de 2 a 3 um de long sont des bactéries mésophiles, peu exigeantes d’un point de vue
nutritionnel. Elles peuvent se cultiver sur milieu ordinaire contenant des extraits de viande (Le
Minor et Richard, 1993), et donnent en 18 a 20 heures, des colonies de 2 a 3 millimétres de
diametre a I’exception de certains sérovars donnant toujours des colonies naines (Abortus
ovis, Abortus equi).

1.1.5.2.  Caracteres biochimiques

Les caractéres permettant I’identification biochimique du genre Salmonella sont 1’absence
d’uréase, de tryptophane désaminase, mais également I’absence de production d’indole et
d’acétoine (test de Voges-Proskauer négatif). Elles réduisent les nitrites en nitrates, peuvent
utiliser le citrate comme seule source de carbone, et fermentent le glucose. Cependant elles ne
fermentent ni le lactose ni le saccharose. Par ailleurs, elles produisent du gaz a partir du
glucose (sauf Salmonella Typhi). La réaction au test a ’oxydase est toujours négative (Le
Minor, 1984 ; International Commission on Microbiological Specifications for Foods, 1996 ;
Hanes, 2003). Les deux especes du genre Salmonella peuvent étre différenciées par leur
caractéres biochimiques : Salmonella bongori ne fermente pas le sorbitol, contrairement a
Salmonella enterica, et a I’exception de la plupart des souches de cette derniére, elle se cultive
sur un milieu contenant du KCN.
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Les six sous-espéces de I’espéce Salmonella enterica peuvent aussi étre identifiées et
différenciées par leurs caractéres biochimiques. Les caractéristiques biochimiques des
différentes especes et sous-especes sont résumées dans la tableeau 3 (Korsak, 2004).

Proprietés et caractéres

biochimiques Salmonella enterica 5. bongori
Hommes et
Habitat animaux & Animaux & =ang froid et environnement
sang chaud
Sous-espéce enterica salamae arizonae diarizonse houtense  indiana
Nombre de sérovars (2005) 1504 502 85 333 72 13 2
Caractéres biochimigues -
ONPG (2h) - - + + - d +
Gélatinase & 36°C - + + + + + -
B-glucuronidaze d d - + - d -
y-glutamyl transférase d + - + + + +
Culture sur KCN - - - - + - +
Duicitol + + - - - d +
Malonate - + + - - -
Galacturonate - + - + + + +
L{+)-tarirate + - - - - - -
Salicine - - - - + - -
Sorbitol + + + + +
Lyse par le phage O1 + + - + - + +

Tableau 3 : Caractéres généraux et classification des Salmonella (Le Minor, Popoff et al., 1986 ; Korsak,
2004).

+ : positif pour 90 a 100 des souches ; - : négatif pour 90 a100% des souches.

d : variable selon les souches.

1.1.5.3. Capacité de survie

Le développement de Salmonella est optimal pour des températures proches de la température
corporelle des animaux a sang chaud, entre 35 et 37°C, et pour un pH de 6,5 a 7,5. Leur
multiplication reste cependant assurée pour des températures variant de 6,7 a 41°C. Le large
spectre de températures (-20 a 60°C) et de pH (4,1 a 9) auxquels elles sont capables de
survivre, ainsi que leur capacité a résister a de aw (activité de 1’eau) de 0,94 en font des
bactéries extrémement résistantes aux conditions environnementales méme parfois difficiles
(congélation), tout en expliquant leur caractére ubiquiste (Griffith et al., 2006). Cependant, la
survie de ces micro organismes est stoppée a des pH extrémes (< 3.8 ou > 9.5) (Henry et al.,
1983), et a une valeur d’a,, inférieure a 0.94.

1.1.6. Méthodes de détection
1.1.6.1. Méthode de référence 1SO 6579

La norme NF en ISO (International Standard Organisation) 6579 est la méthode de référence
pour la détection de Salmonella spp. dans une denrée alimentaire, mais également dans des
¢chantillons d’environnement. Dans la nouvelle version (Association Francaise de
Normalisation, version 2002) (Figure 1).
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- L’étape de pré-enrichissement est restée la méme, dans la quelle 1’échantillon est dilué au
10°™ dans de I’eau peptonnée tamponnée.

- Pour I’étape d’enrichissement dans deux milieux liquide sélectifs, le sélénité-cystine a été
remplacé dans cette version 2002 par le milieu Muller- Kauffmann tétrathionate novobiocine
(MKTTn), et le Rappaport Vassiliadis Soja (RVS) est utilisé a la place de la formule simple
de Rappaport Vassiliadis. Ce dernier milieu est souvent le plus approprié pour Salmonella,
étant donne son excellence sélectivité (Oboegbulem, 1993 ; Busse, 1995 ; Watman, 2000).

- Cette méme méthode prévoit ensuite un isolement sur boites de Pétri, contenant également
le milieu d’isolement « Xylose-Lysine-Deoxycholate » (XLD) conjointement avec un autre
milieu de choix. Dans un contexte de globalisation des échanges commerciaux de denrées
alimentaires, cette norme est la référence internationale pour la détection de Salmonella dans
les aliments. La figure 1 ci-dessous schématise les différentes étapes de détection de
Salmonella spp. selon la norme international 1ISO 6579.

25 g dans 225 ml d'ean

/ peplonss lampormes \\

IEh_37°C

0.1 ml dans 10 ml de 1 ml dans 10 ml de
BWVS METTn

_1_;:1___‘.-1_}';\ Etalement sur XLD + ‘/Aﬂ/- iveg

milien an choax

§ Hh-eC

Etalement sur uns geloss
mutritive (1 colome et 4
51 la 1ére est négatrve)

* RER I

Confirmation biochi-
mique et sérologique

Figure 1 : Détection de Salmonella spp. dans les aliments selon la méthode normalisée 1SO 6579 :2002-
Mode opératoire (Korsak, 2004) (RVS, MKTTn, XLD désignent des milieux de culture de composition
spécifique).

1.1.6.2.  Nouvelles techniques de détection de Salmonella spp.

Les bactériologistes ont sans cesse tent¢ d’améliorer les techniques d’identification et
d’isolement de Salmonella, et cela dans le but d’atteindre un seuil trés bas de détection de
Salmonella (Busse, 1995).
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- Une des premiéres voies d’amélioration a résidé dans I’utilisation de milieux semi-solides,
exploitant la propriété de mobilité de la plupart des salmonelles. Pour cet effet, De Smedt et
al. (1986) ont montré une meilleure performance avec le milieu semi solide appelé « modified
semi-solid Rappaport-Vassiliadis » (MSRV) par rapport a un enrichissement classique avec le
tétrathionate. L’ISO a proposé également un amendement a la norme 6579 (2004) destiné a
utiliser le MSRV comme milieu d’enrichissement dans les échantillons prélevés dans les
exploitations.

- Plus récemment, une nouvelle formule a été proposée ; il s’agit du Diasalm. Ce milicu a
montré son efficacité en particulier dans les viandes de volailles (Landman et al., 1996 ; De
Zutter et Daube, 1998). Cette méthode utilisant le Diasalm est la méthode officielle belge
pour la recherche de Salmonella spp. dans les denrées alimentaires (méthode SP-VG-M002).
Elle permet de mettre en évidence un grand nombre de sérovars cependant, peut avoir comme
inconvénient majeur la non détection de S. Gallinarum-Pullarum chez la volaille, étant donné
qu’elle est immobile.

D’autre méthodes existent également telles que la « Polymerase Chain Reaction » (PCR), qui
abaisse considérablement le seuil de détection de la bactérie. Cette méthode peut étre utilisée
pour un simple diagnostic rapide, lors des enquétes dans les cas de toxi infections alimentaires
collectives (TIAC). A cet effet, plusieurs kits de détection ont vu le jour, les plus connus
d’entre eux sont BAX™, ig-Chek™ et Probelia». Ce dernier a été validé par AFNOR
(Dilasser et al., 1997 ; Benett et al., 1998). Des méthodes immunologiques ont été aussi mises
en ceuvre dans la détection de Salmonella, tel le cas de « Dynabeads » qui utilise des
particules magnétiques sur lesquelles des anticorps anti-Salmonella ont été fixés pour la
capture de la bactérie. Comme exemple, le systeme automatisé VIDAS (BioMeérieux), est
largement utilisé dans les diagnostics de routine.

1.1.7. Mécanismes de virulence et pouvoir pathogéne

En théorie, tous les sérotypes de Salmonella peuvent étre pathogénes chez ’homme. Cette
virulence et cette pathogeénicité dépend de la dose ingérée de la souche, et notamment du
sérotype (Coleman et al., 2004; Weinberger et al., 2004; Foley and Lynne, 2008; Jones et al.,
2008). Les salmonelles peuvent causer une infection systémique chez 1’humain au statut
immunitaire diminué, alors que la plupart d’entres elles engendreront une simple diarrhée
fébrile, parfois des vomissements, et des douleurs abdominales. Une fois ingérée, et de I’hote
Salmonella va gagner I’intestin qu’elle va pouvoir coloniser. Aprés avoir survécu au pH acide
de I’estomac qui exerce un effet bactéricide, la salmonelle entre en contact avec 1’épithélium
intestinal et révéle un tropisme pour les tissus lymphoides comme les plaques de Peyer,
situées au fond des cryptes intestinales chez les mammiféres et les tonsils caecaux chez les
oiseaux. Ensuite, Salmonella va résider dans les cellules épithéliales intestinales et les
cellules M localisées au niveau de 1’épithélium associées aux follicules. Il semblerait que des
fimbriae (adhésines) sont présentes pour permettre la reconnaissance et la liaison de
Salmonella aux plagues de Peyer (Dibb-Fuller et al., 1999 ; Thorns et Woodward, 2000 ;
Vimal et al., 2000). Par la suite, Salmonella est prise en charge par les macrophages de la
lamina propria, qui constituent une niche privilégiée pour sa persistance.
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En paralléle, la bactérie peut franchir la barriére intestinale par une autre voie d’entrée, celle
des cellules phagocytaires exprimant le CD-18 comme le cas des cellules dendritiques. Ces
derniéres sont capables de projeter des dendrites a travers 1’épithélium intestinal,
d’internaliser la bactérie présente dans la lumiere de I’intestin et de la transporter vers le coté
baso-latéral de 1’épithélium (Santos et Baumler, 2004).

1.1.8. Epidémiologie des salmonelles
1.1.8.1. Habitat

Les salmonelles sont des pathogénes intestinaux (D'Aoust, 1991), qui sont ainsi résentes dans
les intestins de I’homme et dans ceux des animaux. Il s’agit d’agents zoonotiques ;
transmissibles de 1’animal a I’homme et vice-versa. Leur désamination dans 1’environnement
provient essentiellement de contamination fécale (Berends et al., 1996 ; Murray, 2000) ;
Hanes, 2003). Les salmonelles peuvent survivre pendant plusieurs mois dans 1’environnement
(Korsak, 2004) ; de quelques jours @ 9 mois dans les sols et en surface des matériaux de
construction des batiments agricoles (bois, béton, acier et brique). Elles peuvent aussi survivre
dans les aliments d’origine animale (Haeghebaert et al., 2003 ; Oliver et al., 2005) ou
vegétale (Kirk et al., 2008), les fruits et Iégumes (Brandl, 2006). Leur capacité de survie leur
permet également de persister dans les boues d’épuration (Sahlstrom et al., 2006), dans les
poussieres, le duvet et les matiéres fécales bovines (Gray et Fedorka-Cray, 2001). Ces
bactéries peuvent se fixer également sur de nombreux supports, comme les bottes, les brosses,
les pelles, les roues et les vétements. Les rongeurs et les insectes sont aussi une source
importante de Salmonella dans les élevages (Letellier et al., 1999).

1.1.8.2. Réservoirs et spécificité d’hote

D’un point de vue épidémiologique, les sérovars de Salmonella peuvent étre classés selon
I’espece animale cible et le degré de pathogéneicité de ces sérovars (Kingsley et Baumler,
2000 ; Korsak, 2004), en trois catégories écologiques ;

Un premier groupe de sérotypes particulierement pathogénes pour I’homme (responsables de
la fievre typhoide et paratyphoide) n’est exclusivement isolé que chez celui-ci (Baumler et al.,
1998 ; Hu et Kopecko, 2003). A ce jour, on ne connait pas de réservoir animal a S. Typhi, S.
Paratyphi (bien que la Paratyphi B a été isolée chez les bovins) et S. Sendali.

Un deuxieme est constitué par toute une série de sérotypes qui sont spécifiques aux especes
animales, auxquelles ils sont étroitement adaptés et chez qui ils sont de responsables de
maladies parfois graves (diarrhées, avortements...).

On peut citer Abortus ovis chez les ovins, Abortus equi chez les équidés, Gallinarum-
pullorum chez les volailles, Dublin chez les bovins et Salmonella Arizona chez les reptiles
(Griffith et al., 2006, Libby et al., 2004). Chez les porcs, les serovars Choleraesuis et
Typhisuis se sont adaptés spécifiquement a cette espece (Barnes et bergeland, 1968, Griffith
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et al., 2006, Libby et al., 2004). Bien que fortement liés aux espéces citées, les sérotypes
adaptés sont transmissibles a I’homme pour qui ils peuvent étre pathogenes, voire hautement
pathogénes (D'Aoust 1991).

Enfin, la majorité des salmonelles sont ubiquistes. Leur ubiquité se traduit par un large spectre
de réservoirs : humains (Todd et al., 2008), animaux, et mammiféres (Dechet et al., 2006 ;
Swanson et al., 2007), volatiles (Uyttendaele et al., 1998 ; Hennessy et al., 2004 ; Kimura et
al., 2004 ; Arsenault et al., 2007 ; Letellier et al., 2007b ; Arsenault et al., 2007 ; Letellier et
al. 2007c), reptiles (Woodward et al., 1997 ; De Jong et al., 2005), crustacés (Butt et al.,
2004). Elles franchissent la barrieére d’espece et peuvent se transmettre de 1’animal a I’homme
et réciproquement. Elles sont potentiellement pathogénes pour I’homme, a différents degrés,
et declenchent des cas de salmonelloses par le biais de la chaine alimentaire (Jones et al.,
2000 ; Wallis et Barrow, 2006 ; Ingram et al., 2008). Elles font la plupart du temps 1’objet
d’un portage sain chez 1’animal voire d’une infection subclinique (Korsak, 2004). Ainsi, La
majorité des sérovars de S. enterica ne sont pas associés a un hote ou a une maladie en
particulier. S. Typhimurium et S. Enteritidis sont souvent isolées chez les vertébrés présentant
ou non des signes cliniques (Libby et al., 2004). S. Typhimurium est identifiée comme le
prototype des sérovars a large spectre d’hotes, elle a été isolée chez plusieurs espéces incluant
les humains et des animaux domestiques ou sauvages, des rongeurs et des oiseaux (Rabsch et
al., 2002).

1.1.8.3.  Sources et voies de transmission

La principale voie de contamination des salmonelles pour I’homme est alimentaire (D'Aoust,
1994; Angulo et al., 2000). Mead et al. (1999) estime en effet que 1’alimentation est, aux
Etats-Unis, la cause de 95% des infections a salmonelles. Pour ceux-ci, la contamination
peut étre intrinséque, comme cela peut étre le cas pour les ceufs de consommation (Tauxe,
1997 ; Rabsch et al., 2002 ; Tschépe et al., 2001). Tous les animaux de rente peuvent étre
¢galement contaminés et constituer une source de contamination. Toutefois, les ceufs et les
viandes de volailles restent les plus importantes (Telzak et al., 1990 ; Altekruse et al., 1993 ;
Henzler et al., 1994 ; Plummer et al., 1995). L’importance des ceufs comme source de
contamination a été davantage soulignée par Mumma et al. (2004). En effet, une
augmentation de 1% de la production d’ceufs en incluant un contréle de Salmonella a entrainé
une réduction significative des cas humains avec au moins 0.14%.

Une voie secondaire de contamination par Salmonella reste le contact avec des matiéres
fécales lors de I’abattage pour les aliments issus d’animaux contaminés, ou encore avec une
surface ou un autre aliment contaminé lors de la préparation ou de la transformation des
denrées ; on parle alors de contamination croisée. Par ailleurs, la contamination peut
également avoir lieu par contact avec des animaux infectés, notamment avec des animaux de
compagnie et des NAC (nouveaux animaux de compagnie) (Woodward et al. 1997 ; De Jong
et al., 2005 ; Swanson et al., 2007). Aux Etats Unis, Salmonella a été associée a des TIA a
partir de reptiles, utilisés comme animaux de compagnie (Center for Disease Control, 1999 ;
Mitchell et Shane, 2000).
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1.2. Les salmonelloses
1.2.1. Les salmonelloses aviaires
1.2.1.1. Introduction

Les infections aviaires causées par le sérovar Pullorum, responsable de la pullorose, et
Gallinarum, responsable de la typhose, sont des maladies graves avec une forte morbidité et
de mortalité dans les troupeau (Erbeck et al., 1993 ; Wong et al., 1996 ; Shivaprasad, 2003).
Elles sont aujourd’hui rares en Europe, mais encore prédominantes dans les pays en voie de
développement. Dans ces pays, ces infections sont responsables de véritables fléaux dans les
élevages (ICMSF, 1996) et engendrent des pertes économiques assez importantes pour les
producteurs de volailles (NISBET, 2001).

La pullorose est une salmonellose aigué touchant les jeunes poussins, due a S. Pullorum.
L’infection a lieu soit iN-0vo, soit aprés 1’éclosion. La maladie se traduit pat une atteinte plus
ou moins importante de 1’état général associée a une diarrhée blanche, crayeuse et collante.
Des formes subaigués ou chroniques peuvent également subvenir, avec des atteintes
localisées.

La typhose est une salmonellose aigué touchant uniquement les adultes, qui est due a S.
Gallinarum. Celle-ci se traduit par une importante atteinte de 1’état général, une cyanose des
appendices, une diarrhée verdatre et hémorragique, une atteinte respiratoire et parfois des
symptomes nerveux. Des formes chroniques peuvent également subvenir, et sont
généralement la conséquence d’une pullorose. Dans les pays industrialisés, la quasi-
éradication de la pullorose-typhose a crée un vide biologique qui aurait favorisé le
développement des infections a salmonelles ubiquistes chez la volailles (Ganiere et al., 2005).
Théoriquement, elles sont fréquemment dues a cing sérovars : S. Typhimurium, S. Enteritidis,
S. Hadar, S. Virchow et S. Infantis. Les salmonelloses aviaires sont généralement des
infections asymptomatiques. S’il existe de nombreux sérovars de salmonelles ubiquistes
connus chez la Poule (plus de 200 ont été identifiés chez les volailles), Salmonella Enteritidis
et Salmonella Typhimurium prédominent dans les problémes de santé publique. Ces bactéries
ubiquistes ne sont souvent la cause que de symptdmes tres limités, pouvant se présenter dans
les élevages avicoles, selon trois modalités :

v Le portage sain, avec la présence de quelques bactéries dans 1’organisme, mais sans
excrétion. Salmonella est ainsi hébergée dans les monocytes et les macrophages ou
elle est capable de survivre et de se multiplier (Humbert, 1992 ; 1994 ; 1998).

v' Le portage sain, strictement limité au tube digestif des volailles, avec un nombre de
salmonelles excrétées allant de moins de 10 & plus de 10° microorganismes par
gramme de matieres fécales. Dans ce cas, 1’excrétion peut étre intermittente, et
I’événement déclenchant peut étre le stress, le transport, la mue, les traitements
médicamenteux, et I’état immunodéprimé des poules (Van Giessen et al., 2006 ;
Golden et al., 2008).
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v' L’expression d’une maladie avec des symptdmes diarrhéiques et une hyperthermie,
lorsque le systéme immunitaire de 1’hdte est soit déficient, soit dépassé par le nombre
de salmonelles envahissant I’organisme. Elle peut étre due a 1’ingestion d’une forte
dose de Salmonella ou a une importante multiplication de la bactérie dans le tube
digestif (Humbert, 1992 ; 1994 ; 1998).

Il est a noter que les pertes directes par des salmonelles en élevage sont en général mineures
alors que les conséquences hygiéniques pour I’alimentation humaine et les pertes indirectes
liées aux limitations commerciales qui en découlent, par leur fréquence et leur gravité, en font
une zoonose majeure. Voici les sérotypes impliqués dans le statut réglementaire des
différentes salmonelloses des oiseaux et élevages (Tableau 4).

Sérovar Especes cibles Statut réglementaire
S. Enteritidis
S. Typhimurium Poules et dindes reproductrices
S. Virchow et futures reproductrices MRC
S. Hadar
S. Infantis
S. enterica tous sérotypes MDO
S. Enter_ltldls_ ’ MRC
S. Typhimurium Poules pondeuses d’ceufs de
S. enterica tous sérotypes consommation et  futures

pondeuses MDO

Tableau 4 : Statuts sanitaires des différentes salmonelloses des oiseaux en France (Ganiére et al., 2008).

MRC : Maladie Réputée Contagieuse
MDO : Maladie a Déclaration Obligatoire

1.2.1.2. La pathogénése de ’infection a salmonelles chez la volaille

La pathogenese de Salmonella débute par I’ingestion orale de la bactérie. L’environnement
des oiseaux est la source habituelle de cette transmission. L’aliment ainsi que 1’eau
contaminé sont les plus importantes sources d’infections a Salmonella chez la volaille (Cox
et al., 1991 ; Heyndrickx et al., 2002). La transmission verticale de certains sérotypes de
Salmonella peut aussi étre une importante source : les poussins d’un jour peuvent aussi étre
infectés par les poules productrices porteuse de la bactérie ainsi que leurs ceufs (Barrow,
1999 ; Poppe, 2000; Liljebjelke et al., 2005). Une fois que quelques animaux de 1’élevage
sont infectés, I’infection peut se propager dans tout le troupeau par contact direct entre
animaux (Byrd et al., 1998 ; Gast et Holt, 1999), par le biais de certains vecteurs tels les
rongeurs et les mouches (Kinde et al., 2005 ; Carrique-Mas et al., 2009), ou bien par voie
aérienne (Lever et Williams, 1996 ; Nakamura et al., 1997 ; Holt et al., 1998).
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L’adhésion de Salmonella a la surface des cellules épithéliales de 1’intestin de 1’hote est une
étape cruciale dans I’interaction entre 1’agent pathogene et son hote (Finlay et Falkow, 1989)
comme dans la pathogenese d’autres infections bactériennes intestinales. Ce processus
d’adhésion se produit principalement par le biais de fimbriae, bien que certaines protéines de
la membrane externe semblent jouer un réle aussi important (Fadl et al., 2002 ; Kingsley et
al., 2002).

Une fois attachée, Salmonella stimule son absorption par les différents types de cellules
épithéliales intestinales en utilisant un systéme de sécrétion du type III codé par I'ilot de
pathogéneicité numero 1 (Salmonella Pathogenicity Island, SPI-1) de 1’agent pathogéne
Salmonella (Darwin et Miller, 1999; Zhou et Galman, 2001). Il s’agit de la phase d’invasion
de la pathogenese. Chez la volaille, cela se produit principalement dans le caecum (Desmidt et
al., 1997 ; 1998). Les bactéries s’attachent a la paroi caecale par des interactions de type
récepteur-ligand.

Dans un deuxiéme temps, I’invasion des cellules épithéliales de 1’intestin s’établit par la
production des cytokines pro-inflammatoires (Kaiser, 1994 ; Klasing, 1998). Ces protéines
codées par le SPI-1 attirent les granulocytes hétérophiles et les macrophages du systeme
immunitaire de 1’h6te (Van Immerseel et al., 2002). Les bactéries de Salmonella sont
ingérées et phagocytées, et passent ainsi a travers la muqueuse caecale, et sont capables de
survivre et de se répliquer dans les macrophages. Cette étape nécessite également un systeme
de sécrétion de type Il codé par SPI-2, permettant la propagation des macrophages infectés, et
les bactéries sont en mesure d’atteindre d’autres organes internes tels que le foie, la rate, et le
tractus genital (Barrow et Lovell, 1991 ; Barrow, 1999). 1l s’agit de la phase systémique de
I’infection. Une fois que I’infection systémique s’est établie, la mort rapide de la cellule hote
constituerait un désavantage pour la bactérie. A ce stade, la bactérie demeure dans une niche
intracellulaire et retarde la mort cellulaire afin d’avoir plus de temps pour se multiplier dans la
cellule hote et atteindre d’autres organes et tissus de 1’hdte (Jesenberger et al., 2000 ; Van der
Velden et al., 2000).

1.2.1.3. Symptdmes et lésions chez la volaille

Chez le poulet, les biovars du méme sérotype S. Gallinarum et S. Pullorum, provoquent des
maladies graves chez le poulet, avec un fort taux de morbidité et de mortalité au sein du
troupeau (Erbeck et al., 1993 ; Wong et al., 1996 ; Shivaprasad, 2003). A I’exception de ces 2
biovars, les infections par les autres sérovars de Salmonella sont souvent la cause d’un
nombre tres limité de symptdmes, voire aucun chez le poulet. Toutefois, 1’infection par
Salmonella ubiquiste chez la volaille est plus observée chez les jeunes poussins agés de moins
de 15 jours, et moins fréquente chez les poulets de plus de 4 semaines. Les signes sont
généralement similaires a ceux observés chez les autres salmonelloses aviaires, ou ayant de
trés fortes ressemblances avec des signes de maladies septicémiques (Shivaprasad, 2003).
Chez le jeune poussin, les signes fréquents sont I’anorexie, et la dépression générale ; les
poussins se blottissent en petits groupes avec des plumes ébouriffées, et des diarrhees
(Marthedal, 1997 ; Mcllroy et al., 1989). Chez les adultes de poules pondeuses infectés, on
n’observe normalement pas de symptomes cliniques typiques qui se produisent, bien que
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parfois une augmentation limitée du taux de mortalité peut étre observée (Humphrey et al.,
1991 ; Kinde et al., 2000). Chez les adultes, les symptdmes ne sont pas spécifiques et sont
similaires quel que soit le sérovar. Cependant, et dans quelques cas particuliers (hotes a
risques, ingestion d'une grande quantité de salmonelles, invasivité de certaines souches pour
un méme sérovar, particulierement Salmonella Enteritidis, une pathologie transitoire et
frustre, essentiellement digestive avec diarrhée, est parfois accompagnée d'atteinte de I'état
géneral. Compte tenu de son tropisme pour le tractus génital, lorsque Salmonella Enteritidis
passe la barriere digestive et envahit I'organisme de I'hote (bactériémie), I’infection peut étre
transmise verticalement. Dans le cas des poules pondeuses, l'infection est ainsi transmise aux
ceufs du fait de I’aptitude a coloniser 1’ovaire et ’oviducte, et a la descendance dans le cas ou
il s'agit d'ceufs issus de reproducteurs. Salmonella Typhimurium, actuellement sérovar le plus
rencontré dans les salmonelloses aviaires ; provoque les formes cliniques les plus graves,
surtout observées chez les jeunes animaux souvent d’allure septicémique, et notamment en
période périnatale. Ce forme de salmonellose provoque une mortalité brutale dans les jours
qui suivent 1’éclosion, de la prostration (poussins en boules, frileux), une diarrhée liquide
blanchatre et un ventre gonflé. On observe également de nombreuses mortalités en coquille.

1.2.1.4. Les mécanismes de contamination des ceufs et le nombre d’ceufs
contaminés

Généralement, les ceufs peuvent étre contaminés par Salmonella, par transmission horizontale
ou verticale (Gantois et al., 2009). La transmission horizontale signifie que les ceufs sont
contaminés a travers la coquille de I’ceuf pendant ou aprés la ponte (Messens et al., 2005 ; De
Reu et al., 2006), avec les bactéries provenant des matiéres fécales (Gast and Beard, 1990b ;
Barrow et Lovell, 1991 ; Humphrey et al., 1991b).

Il est également possible que la contamination ait lieu directement avant la ponte dans les
différents composants de 1’ceuf (jaune, blanc, la membrane interne de [’ceuf)
(Keller et al., 1995; Miyamoto etal., 1997; Okamura et al., 2001), suite a I’infection du
systeme reproducteur de la poule pondeuse (Timoney et al., 1989 ; Shivaprasad et al., 1990).

1.2.1.4.1. Contamination de la surface de I’ceuf et la pénétration a
travers la coquille

La présence de Salmonella sur la surface extérieure de la coquille de I’ceuf et la contamination
du contenu de I’ceuf représentent une menace réelle pour la santé publique, puisque la
consommation d’ceufs ou d’ovo-produits contaminés sont les principales sources d’infection
par S. Enteritidis chez ’homme (Delmas et al., 2006 ; EFSA, 2006). La contamination de la
surface se fait soit dans la partie distale de 1’oviducte, soit par le biais d’une contamination
fécale. C’est le mode de contamination le plus souvent mis en cause. Beaucoup de travaux
scientifiques suggerent que la contamination de la coquille se produit pendant le passage dans
le cloaque au moment de la ponte, plutdt que par I’infection de I’ovaire (Rodrigue et al.,
1990 ; Barrow and Lovell, 1991). Afin de faire la distinction entre une contamination de la
surface de I’ceuf provenant de I’environnement, et celle qui a lieu pendant la formation de
I’ceuf, certains auteurs ont approfondi cette problématique en immergeant 1’ceuf entier dans le
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milieu de culture et en faisant ensuite des cultures de coquilles apres avoir assurer
préalablement la désinfection de leurs surfaces (Bichlet et al., 1996 ; Miyamoto et al., 1997 ;
Okamura et al., 2001). La coquille assure la protection de I’ceuf contre toute pénétration
microbienne susceptible de le contaminer au travers d’une félure ou lavage de la coquille.
L’intégrité de la coquille est donc déterminante pour le maintien de la qualité sanitaire de
I’ceuf. Pour cela, en France, sur une production de 16 milliards, 1 milliard d’ceufs est déclassé
pour défaut de coquille (INRA, 2006). Il est a préciser que dans I’industrie agro-alimentaire,
les salmonelles survivent au cours du stockage mais n’ont aucune possibilité de multiplication
a la surface de la coquille. Cependant, la contamination des denrées alimentaires se fait au
cours de la préparation et I’intoxication pourrait avoir lieu a la faveur d’une rupture de la
chaine du froid avant la consommation (Humbert, 2001).

1.2.1.4.2. Contamination interne des ceufs pendant sa formation

La contamination du contenu de 1’ceuf ait lieu pendant sa formation dans le tractus
reproducteur de la poule. Ce passage de I’adulte au jeune peut s’effectuer par la voie trans-
ovarienne, on parle alors de transmission verticale vraie, ou bien la contamination s’effectue
lors du passage de 1’ceuf dans 1’oviducte.

* En effet, une contamination réelle présuppose la contamination des organes génitaux de la
femelle et donc une dissémination des salmonelles a partir d’une voie d’entrée digestive ou
encore une contamination rétrograde a partir du cloaque.

Bien que S. Enteritidis soit le sérotype prépondérant dans le contenu de I’ceuf, comparé a
d’autres sérotypes, et que le rapport entre la fréquence de contamination du contenu de I’ceuf
et de I’extérieur de la coquille par S. Enteritidis est faible (Humphrey et al., 1991c ; Methner
et al., 1995), I’endroit et le moment exact ou se contamine 1’ceuf au cours de sa formation
restent a déterminer. Des études expérimentales sur la contamination des ceufs pondus par des
poules infectées n’ont pas permis de mettre en évidence une relation entre le portage
intestinal/fécal et la présence de la bactérie dans le contenu de 1’ceuf (Gast et Beard, 1990a ;
Humphrey et al., 1991b). De plus, des souches de S. Enteritidis ont pu étre isolées du systeme
reproducteur de poules pondeuses en 1’absence de colonisation intestinale (Bygrave et
Gallagher, 1989 ; De Buck et al., 2004a).

* Le contenu de 1’ceuf peut étre également contaminé lors du passage dans 1’oviducte. Ce long
organe, ouvert en ses deux extrémités, peut étre considéré comme une source potentielle de
diffusion bactérienne suite a la réception d’un follicule contaminé ou a une contamination
cloacale. La plupart des auteurs ont démontré que 1’albumen constitue le compartiment de
I’ceuf le plus fréquemment contaminé (Gast et Beard, 1990a ; Shivaprasad et al., 1990 ;
Humphrey et al., 1991c. Gast et Beard, 1993 ; Humphrey, 1994). Pour Humphrey (1994), le
fait que ’on retrouve des ceufs contaminés a des taux trés différents et parfois faibles,
implique que la contamination n’a pas toujours lieu au moment de la formation du jaune.
Dans ce cas de figure, tous les ceufs contaminés le seraient a des niveaux trés élevés. Le fait
que S. Enteritidis a été isolée du jaune aussi bien que du blanc d’ceuf provenant de poules
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infectées montre que la contamination du blanc d’ceuf ait lieu pendant le passage de 1’ceuf
dans I’oviducte (Gast et Beard, 1990b ; Shivaprasad et al., 1990 ; Humphrey et al., 1991c ;
Keller et al., 1995 ; Bichlet et al., 1996). En conclusion, la contamination interne des ceufs
semble résulter essentiellement de la capacité des souches de salmonelles a coloniser les tissus
reproducteurs (ovaire et partie haute de I’oviducte).ll s’agit essentiellement de Enteritidis,
mais aussi de Heidelberg (Gast et al., 2004).

1.2.1.4.3. Le nombre d’ceufs contaminés

Selon la dose d’infection et le nombre d’animaux utilisés dans les conditions d’inoculations
expérimentales, les taux de contamination des ceufs a partir des pondeuses infectées par
Salmonella varie considérablement, allant de 0% a 27% (Keller et al., 1995 ; Okamura et al.,
2001). Cependant, dans les conditions d’infections naturelles des troupeaux de poules
pondeuses par Salmonella, il est admis que ce pourcentage varie fortement, méme si la plupart
des études indiquent qu’il ne dépasse pas les 3% (Humphrey et al, 1989 ; Kinde et al., 1996 ;
Schlosser et al., 1999). En se basant sur les mod¢les statistiques d’évaluation quantitative
des risques, et en passant par la littérature, les estimations du nombre d’ceufs infectés par
Salmonella vont d’1 ceuf sur les 12000 a 1 sur 30.000 ceufs pouvant étre infectés (Ebel et
Schlosser, 2000 ; Hope et al., 2002). Le nombre d’ceufs contaminés peut également étre
déterminé au niveau détail. Selon le rapport de I’enquéte transversale de la Food Standards
Agency (2004) realisée au Royaume-Uni, et dont 1’objectif était d’étudier la proportion
d’ceufs contaminés par Salmonella au niveau d’un point de vente au détail (des boites de 6
ceufs), a montré que dans 0.34% des 14 753 boites de 6 ceufs testés (IC95%] 0.17-0.62]), au
moins un ceuf sur 6 a été déclaré positif pour Salmonella. Cependant, une autre petite étude
avec des objectifs similaires n’a pas décelé de Salmonella dans le contenu d’une dizaines
d’ceufs testés (Schutze et al., 1996). En résumé, le nombre d’ceufs infectés par Salmonella
dans un troupeau est logiquement en corrélation avec le nombre de poules infectées dans ce
méme troupeau, et le calendrier de production d’ceufs par rapport a I’infection ; les ceufs
produits peu apres l'infection sont beaucoup plus susceptibles d'héberger des salmonelles
(Gast et Beard, 1990).  Toutefois, il est trés difficile d'obtenir des  informations
précises sur la prévalence intra-troupeau de Salmonella dans les cheptels de poules
pondeuses, et cela complique I'évaluation quantitative de la gestion de plusieurs mesures de
prévention au niveau de la production primaire.

1.2.1.4.4. Receptivité et doses infectantes

La susceptibilité de I’infection salmonellique des poulettes est trés importante a 1’age d’un
jour mais diminue rapidement. Il suffit quelques centaines de bactéries pour infecter le
poussin, mais il faut un million de germes pour infecter un poulet a I’age de 3 semaines.

Cette sensibilité d’infection est & nouveau importante lorsque la poulette entre en production,
mais diminue jusqu’au pic de production, période a laquelle il est difficile de I’infecter. Bailey
et al. (1998) ont rapporté que seulement 1 a 3 ceufs contaminés par Salmonella parmi 200
ceufs suffisent pour infecter 98% d’un lot de poussins, et cela en 1 semaine. Lorsque ces
oiseaux contamines sont placés dans un enclos au sol au contact avec un lot d’oiseaux sain, a
un ratio de 1/10, et seulement 50% des animaux seront contaminés. Par ailleurs, la durée de
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I’excrétion des germes dans les fientes des oiseaux est directement liée a la dose infectante.
Par exemple, des poulettes infectées respectivement par des doses de 10°, 10° et 10° de
Salmonella Enteritidis, ont une durée d’excrétion de respectivement, 3, 16 et 37 jours (Poppe,
2000).

1.2.1.4.5. Facteurs de risques liés a la présence et la persistance de
Salmonella spp dans les élevages de poules pondeuses

Les ¢levages de volailles peuvent s’infecter par différentes voies. On distingue généralement
la voie verticale et la voie horizontale. On entend par la voie verticale, une transmission trans-
ovarienne et donc la contamination de 1’ceuf fécondé, lors du passage de la bactérie des
parentaux aux poussins. Et dans ce cas, le contréle de ’infection chez les parentaux est capital
dans un programme de lutte. Pour la voie horizontale, plusieurs études ont rapporté que ce
mode est tout aussi important que la voie verticale. Et de ce fait, plusieurs facteurs peuvent
intervenir dans la transmission horizontale ;

Le systéme dans lequel les poules sont logées a souvent été décrit comme un facteur de risque
pour les élevages de poules pondeuses, méme si les études publiées montraient des résultats
contradictoires, allant d’aucune influence (Schaar et al., 1997), a un effet préventif du
systétme de cages en batteries conventionnelles (Mollenhorst et al., 2005), et jusqu’a a un
risque élevé de contamination des élevages par Salmonella, élevés en cages comparés a
d’autres systemes d’¢levages (Mglbak et Neimann, 2002; EFSA, 2007 ; Van Hoorebeke et al.,
2010). Pour interpréter cette variabilité de ces résultats, trois éléments doivent étre pris en
compte. Premierement, les grandes différences dans la taille des échantillons ainsi que la
méthodologie utilisee dans les différentes études. Deuxiémement, aucune de ces études citées
n’a été spécifiquement mise en place afin de déterminer 1’influence du systéme de logement
des pondeuses sur la prévalence de contamination par Salmonella. Enfin, des facteurs tels que
la taille du troupeau et le statut vaccinal peuvent jouer un role de confusion, et par
conséquent, ca rend trés difficile de tirer une conclusion cohérente sur I’influence du systéme
de logement sur la prévalence de contamination des salmonelles dans les troupeaux de poules
pondeuses.

Plusieurs études ont démontré que le stress avait un effet immunosuppresseur chez les poules
pondeuses, et la volaille en général (El-Lethey et al., 2003 ; Humphrey, 2006). Cela pourrait
avoir par la suite des conséquences négatives a 1’égard de D’infection des élevages par
Salmonella, ainsi que sa dissémination (Hughes et al., 1989). Effectivement, il y’a plusieurs
périodes dans la vie d’une volaille et tout au long de la ou elle est soumise a un stress tels que
le début de ponte (Jones et Ambali, 1987 ; Humphrey, 2006), derniere étape de la période de
production, les températures extrémes (Thaxon et al., 1974 ; Marshally et al., 2004), ou le
transport du troupeau d’élevage jusqu’a I’abattoir (Beuving et Vonder, 1978).

Le role des rongeurs, mouches, coléoptéres et les oiseaux sauvages comme vecteurs dans le
transfert de Salmonella ont été largement rapportés (Garde-Petter, 2001; Davies et Breslin,
2001 ; 2003; Kinde et al., 2005 ; Stenzel et al., 2008 ; Carrique-Mas et al.,2009a). En effet, il
a ét¢ démontré que les souris capturées dans les environs d’un batiment hébergeant des poules
pondeuses infectées, étaient 4 fois plus souvent trouvées positives pour Salmonella que les
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souris capturées aux alentours d’un batiment hébergeant des poules pondeuses non infectées
(Garber et al., 2003). Concernant les insectes, une étude a montré que dans 14 batiments pour
poussins a I’engrais, les coléoptéres hébergeaient la méme souche de Salmonella que les
poussins (Skov et al., 2004). Une autre étude a démontré également que lorsqu’on relache des
coléoptéres contaminés par Salmonella dans une chambre contenant des poussins sensibles,
ces derniers sont infectés dans les 4 jours qui suivent (Hald et al., 1998). Plus spécifiquement
aux élevages de poules pondeuses ; il s’agit de « 1’acarien rouge des volailles (Dermanyssus
gallinae) ».

L’aliment contaminé constitue également une importante source d’infection des ¢élevages de
volailles. Ainsi, une étude portant sur I’examen d’échantillons prélevés dans 1’environnement
des ¢levages de poules, a révélé que 13.4% des échantillons d’aliments étaient contaminés par
des salmonelles (Poppe, 2000).

Les aliments sont souvent contaminés durant le stockage et la préparation. Au Royaume-Uni,
entre 1995 et 1997, sur 15000 échantillons d’aliments complets pour volaille et porcs, 3% de
ces échantillons étaient positifs pour Salmonella (Davies et Hinton, 2000).

Enfin, l'utilisation de la vaccination contre Salmonella a sans aucun doute une influence
significative sur la protection des cheptels de pondeuses contre Salmonella, étant donné que
les vaccins actuellement disponibles réduisent & la fois I'excrétion et la colonisation du
tractus génital de la poule, et conduisant ainsi a une diminution significative du nombre
d’ceufs contaminés intérieurement (Feberwee et al., 2001 ; Woodward et al., 2002;
Gantois et al, 2006). Le schéma ci-dessous (Figure 2) représente le cycle de contamination par
les salmonelles a travers toutes les chaines animales et environnementales.
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Figure 2 : Cycles de salmonelles selon Bouvet et al. (2001)

1.2.1.5. Programme de contrble de Salmonella dans les élevages aviaires selon
le contexte législatif de ’'UE

L’augmentation importante des cas d’infections humaines a S. Enteritidis dans le monde,
depuis les années 1980, a été largement associée a la montée du nombre de foyers de ce
sérotype chez les volailles entre les années 1960 et les années 1980 (Hogue et al., 1997;
Rabsch et al., 2000).

En raison du rdle important de la volaille dans I’épidémiologie des salmonelloses humaines,
et étant donné que la grande majorité des cas humains provient de la consommation d’ceufs
contamines, le Conseil européen a émis la directive 92/117/CEE concernant les mesures a
prendre contre certaines zoonoses et agents zoonotiques chez les animaux et les denrées
alimentaires d’origines animales afin d’éviter des toxi-infections alimentaires. Dance cette
directive, on proposait de mettre en place un programme de surveillance et de mesures afin de
réduire le risque d’introduction de Salmonella Typhimurium et Enteritidis dans les
exploitations de poules productrices. Bien que cette directive fat une tentative pour réduire
significativement I’importante augmentation des salmonelloses humaine dans les pays de
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I'UE, le bénéfice en santé humaine a été plut6t limitée. L une des raisons est que I’accent était
mis sur le contréle de la transmission verticale de Salmonella. Cependant la transmission
horizontale a été négligée, bien qu’elle soit aussi importante que la transmission verticale, tant
en production d’ceufs qu’en production de viande.

Afin d'affiner les mesures de cette premiére directive, le parlementde I'UE a adopté le
reglement 2160/2003, qui avait pour objectif de faire en sorte que des mesures efficaces
doivent étre prises par les états membres afin détecter et de controler les salmonelles et
d’autres agents zoonotiques a chaque étape de la production, la transformation et de la
distribution, en  particulier au niveau de la production  primaire (Anonymous, 2003a).
Effectivement, chaque type de mesure et chaque étape a une certaine importance dans la
réduction de Salmonella et le risque qu’elle représente pour la santé publique. Une directive
ultérieure (2003/99/CE) a déclaré que des agents zoonotiques et de leur résistance aux
antimicrobiens doivent é&tre strictement contrélés  (Anonymous, 2003b). L'accent de
I'approche européenne dans cette réglementation est le contréle de la contamination des ceufs
par Salmonella et laprévention et la surveillance épidémiologique au cours de
I'élevage des poules pondeuses etla production d'ceufs dans ces exploitations en vue
d’évaluer les tendances et les sources. L’un des faits de cette législation est que les états
membres doivent établir des programmes nationaux de contrle des salmonelles. Les
exigences minimales dans ces programmes pour les bandes commerciales de poules
pondeuses ont été fixées dans le reglement 1091/2005 (Anonymous, 2005c). Elles
comprennent a) qu’un antimicrobien ne peut étre utilisé pour controéler Salmonella, b) que
dans les états membres ou la prévalence de S. Enteritidis dans les élevages de poules
pondeuses est supérieure a 10%, la vaccination contre S. Enteritidis est obligatoire, c) et que
les vaccins vivants ne peuvent étre utilisés au cours de la période d'élevage des poulettes, et
que le fabricant doit fournir une méthode pour distinguer le vaccina partir des souches
sauvages de S. Enteritidis.

Les données de surveillance, disponible depuis I'application de la directive 92/117/CEE du
Conseil, a permis de fixer des objectifs de réduction de la prévalence des salmonelles dans les
cheptels des parentaux reproducteurs. Ces objectifs ont été fixés dans le reglement 1003/2005
(Anonymous, 2005b), ce qui implique que la prévalence des 5 sérotypes réglementés, dans
les cheptels reproducteurs de plus de 250 poules pondeuses ne peut excéder 1%. Une des
mesures pour Yy parvenir était I’échantillonnage obligatoire de tous les troupeaux de
reproducteurs  etles  couvoirs depuis le 1%  Janvier  2007.  SiS. Enteritidis
ou S. Typhimurium est détectee, les ceufs de ces troupeaux ne peuvent
plus étre ecloses et les poules sont  abattusou soumisa Il'abattage  sanitaire.  Si
S. Infantis, S. Virchow et S. Hadar sont detectées, 1’agriculteur doit élaborer un plan d’action
spécifique afin d'éliminer I'infection et empécher la dissémination. Les états non-membres de
I'UE fournissant des ceufs de volailles a couver pour les élevages se trouvant dans les pays de
I’UE doivent avoir présenté un programme de contrdle des salmonelles qui doit étre
¢quivalent ou similaire aux exigences de de I’'UE.
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1.2.1.6. Réseau d’épidémiosurveillance des maladies animales en Algérie

Le réseau d'épidéemiosurveillance national Algeérien a été initié en 1984, consolidé en 1988
suite & la promulgation de la loi régissant la médecine vétérinaire et la protection de la santé
animale. La réglementation en vigueur impose a tout vétérinaire quelque soit son secteur
d'activite, la déclaration obligatoire de toute maladie animale contagieuse tant celles
confirmées ou celles fortement suspecteées.

Selon les bases réglementaires établies sur ;
La loi N° 88-08 relative aux activités de la médecine vétérinaire et a la protection de la santé
animale.

> Décret N° 95-66 du 22 février 1995 fixant la liste des maladies animales a déclaration
obligatoire et les mesures générales qui leurs sont applicables modifié et complété.

> Décret exécutif N°06-118 du 12 mars 2006 complétant le décret exécutif N°88-252 du
31 décembre 1988 fixant les conditions d’exercice a titre privé des activités de
médecine vétérinaire et de chirurgie des animaux.

1.2.1.6.1. Structure et fonctionnement du réseau

En Algérie, il existe 48 Wilayates (provinces), elles méme divisées en 400 daira
(arrondissement). Le systeme de surveillance actuel relie la Direction des Services
Vétérinaires (DSV) avec les 48 Inspections Vétérinaires de Wilaya (IVW), les 7 Laboratoires
Vétérinaires de I'Institut National de la Médecine Vétérinaire (INMV) et les bureaux
d'hygiene. La figure 3 montre le systéme de surveillance des maladies animales en Algérie.

- Direction des services vétérinaires

L'unité d'épidémiologie de la DSV centralise I'ensemble des données provenant des différents
maillons. Ces données sont traitées, analysées et interprétées. Les bulletins mensuels et
annuels sont établis. Ils sont ensuite transmis vers toutes institutions concernées des 48
wilayas du pays, qu’elles soient étatiques ou privées (vétérinaires Vvétérinaires privés et
étatiques ; instituts techniques (INMV, Institut Pasteur d'Alger, Institut National de la Santé
Publique), aux ecoles et instituts des sciences vétérinaires ainsi que les pays étrangers
conventionnés avec I'Algérie. La figure 4 montre les dernieres estimations ministérielles du
nombre de vétérinaires publiques et prives exercant sur tout le territoire national.

- Inspections vétérinaires de wilayas (IVW)

Pour consolider le réseau, et le rendre plus opérationnel, un véterinaire responsable du réseau
d'épidémiosurveillance est désigné au niveau de chaque wilaya. Ce vétérinaire est installé a
I’IVW afin de pouvoir suivre de pres la situation sanitaire des élevages, et étre en relation
direct avec le bureau de la surveillance sanitaire de la DSV.

43



- L’institut national de la recherche vétérinaire (INVM)

L'INVM est un organisme public a caractére administratif créé en 1976, placé sous la tutelle
du Directeur des services vétérinaires. Il regroupe & Alger une direction scientifique et
technique ainsi que le laboratoire central vétérinaire (LCV), et en région, un ensemble de 6
laboratoires vétérinaires régionaux décentralisés.

- Inspecteurs vétérinaires a I’échelle des Dairas

Chaque Daira (province locale) compte au moins un fonctionnaire vétérinaire fonctionnaire
portant le grade «inspecteur ». Le role de D’inspecteur vétérinaire de la Daira est de
coordonner l'action des bureaux d'’hygiene communaux de la Daira, tout particulierement lors
des opérations de prophylaxie et de police sanitaire. Tout foyer déclaré d’une maladie animale
fera 'objet d’un suivi par un vétérinaire de I’état jusqu'a I’éradication totale du foyer. Ces
inspecteurs veétérinaires sont chargés des contréles au niveau des bureaux d'hygiene, des
abattoirs, des postes frontiéres et des centres de quarantaines.

IIs récoltent les données, et les transmettent aux bureaux d'hygiénes, a I'lInspection Vétérinaire
de Wilaya et a la DSV. Ces informations sont véhiculées a travers le formulaire officiel de
déclaration, les rapports de suivi des foyers et les rapports mensuels des activités vétérinaires.

- Bureaux d’hygienes

La plupart des communes disposent d'un Bureau d'Hygiene Communal (BHC), sous l'autorité
du président de l'assemblée populaire communale (le maire), comprenant au moins un
vétérinaire fonctionnaire.

Certaines communes peu peuplées se regroupent pour constituer un bureau d'hygiéne
commun. Le BHC exerce particulierement des missions d'hygiene alimentaire et porte un
appui au vétérinaire de Daira pour les campagnes annuelles de vaccination (clavelée, fievre
aphteuse).

- Laboratoires régionaux

Les laboratoires sollicités pour une éventuelle confirmation ou infirmation de la maladie,
assurent le retour d'informations aux vétérinaires demandeurs par des bulletins d'analyses, et a
la direction des services vétérinaires a travers les bilans mensuels.

- Observatoires
Vu la situation épidémiologique des pays du sahel, constituant un risque potentiel pour le
cheptel Algérien a partir des frontiéres sud, deux observatoires ont été mis en place, I'un a

Adrar et l'autre a Tamanrasset. Ces observatoires sont chargés de constituer une base de
données qui renseignera sur le statut sanitaire de la région sud du pays a travers la
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surveillance clinique permanente et la mise en place progressive d'un systeme de séro-
surveillance de certaines maladies.

- Veétérinaires libéraux

Les vétérinaires praticiens disposent des mémes fonctions que les vétérinaires inspecteurs. Il
s'agit de la collecte et de I'acheminement des données élémentaires concernant les maladies
animales. Afin de renforcer leur intégration dans le réseau d'épidémiosurveillance, un mandat
sanitaire leur a été attribué dés 2004 pour la réalisation de certains programmes officiels de
prophylaxie ordonnés par la DSV.

- Eleveurs

Les liens entre éleveurs et secteur vétérinaire varient selon les filieres de production. Dans la
filiere avicole et la filiere lait, les éleveurs bénéficient d'un encadrement vétérinaire plus au
moins rapproché. Dans les filieres extensives telles que I'élevage de petits ruminants, les
relations avec les vétérinaires sont bien plus laches.

Ministéere de ’Agriculture et du Développement Rural
Direction des Services Vétérinaires
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Figure 3 : Le systéme d’organisation des Services Vétérinaires en Algérie.
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Figure 4 : Le Nombre de vétérinaires a travers le territoire Algérien selon les estimations du ministere de
Pagriculture et du développement rural.

1.2.2. Les salmonelloses humaines

La Salmonellose est I’une des maladies infectieuse les plus fréquentes dans le monde, et ¢’est
la plus importante en termes d’impact sur la morbidité et la mortalité chez I’Homme. Plus de
2500 sérotypes de salmonelles sont considérés comme pathogénes pour I’homme parmi
lesquels on distingue ;

* Les salmonelloses spécifiquement humaines, connues sous le nom de fiévre typhoide ou
paratyphoide. Elles sont causées respectivement par S. Typhi et S. Paratyphi, et S. Sandai, qui
sont des sérotypes strictement adaptés a I’Homme.

* Les salmonelloses non typhiques responsables des salmonelloses dites mineures. Leur
réservoir majoritaire est le régne animal avec parfois un portage asymptomatique par 1’animal
et certaines prédilections selon I’espéce animale. Par exemple les sérotypes Enteritidis,
Virchow et Hadar contaminent principalement les volailles tels que le poulet, la dinde ou le
canard. Le sérotype Dublin et Bovismorbificans infectent surtout les bovins tandis que Derby
et Panama sont fréquemment isolés chez le porc (Weill, 2008). Bien que plus de 2500
sérotypes de Salmonella enterica ont été identifiés, la plupart des infections humaines sont
causé€es par un nombre limité de sérotypes (Jones et al., 2008). En effet, I’Organisation
Mondiale de la Santé a estimé que parmi les cas de salmonelloses déclarées en 1995, dont la
cause étiologique a été établie, trois sérotypes seulement se partagent 76 % des infections
humaines: S. Enteritidis, S. Typhimurium et S. Typhi.
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1.2.2.1. Salmonelloses spécifiques a ’homme

La fievre typhoide touche chaque année 16 millions de personnes dans le monde, conduisant
ainsi a 600 000 déces (Pang et al., 1995 ; Hu et Kopecko, 2003). 11 s’agit de la forme la plus
grave des salmonelloses humaines puisqu’en absence de traitement, elle évolue sous forme de
septicemie généralement mortelle. Le réservoir strictement humain est entretenu par des
personnes contaminées (malades, convalescents ou porteurs asymptomatiques) qui excretent
la bactérie via leurs selles ou leurs urines. Ces cas de fiévre typhoides estimés sont
essentiellement répertoriés dans les pays du tiers-Monde. Dans les pays industrialisés, les cas
sont géneralement importés, via les voyageurs, les immigrants ou la nourriture. Les bactéries
ainsi ¢liminées peuvent contaminer I’eau et les denrées alimentaires (surtout non cuits,
comme les produits laitiers). Cing pour cent des cas infectés par S. Typhi deviennent des
porteurs chroniques asymptomatiques (Mermin et al., 1999).

1.2.2.1.1. Pathologie

Apres une période d’incubation de 7 a 21 jours, la maladie peut revétir diverses formes (Hu et
Kopecko, 2003). Elle se manifeste par des troubles digestifs (constipations ou diarrhées) et
des céphalées importantes accompagnées de fatigue. La fiévre atteint 39 a 40°C a la fin de la
premiére semaine.

L’infection peut étre asymptomatiques ou provoquer des symptomes tres légers, avec de
maux de téte intenses, douleurs abdominales, des nausées, de la diarrhée.  Ces symptdmes
s’observent dans les cas de S. Paratyphi. Dans les cas severes, la fiévre typhoide peut
s’accompagner de septicémie. Elle touche surtout les enfants en bas age et les adultes
immunodéprimés (Baumler et al., 1998). En cas d’absence de traitement ou de traitement
tardif, des complications surviennent généralement (troubles neurologiques, diarrhées
cholériformes, hémorragies et perforations intestinales,...) pouvant aboutir a la mort du
malade.

1.2.2.1.2. Traitement

Chez I’'Homme, le diagnostic s’effectue a travers la recherche du micro-organisme a partir
d’hémocultures et de coprocultures voire par la mise en évidence des anticorps circulants.
L’antibiothérapie repose sur I’utilisation de molécules a bonne diffusion dans le systéme
lymphatique et a bonne pénetration tissulaire : triméthoprime sulfaméthoxazole,
chlorampheénicol, ampicilline, céphalosporines de troisieme génération (ceftriazone,
céfopérazone). Par ailleurs, et dans certains pays hotamment ceux en voie de développement,
les fluoroguinolones sont devenues le traitement de choix pour la fievre typhoide étant donné
que les salmonelles sont maintenant résistantes a de multiple autres antimicrobiens (Bahan et
al., 2005 ; Parry et Threlfall, 2008 ; Wain et al., 1997). C’est le cas pour les 60-65% des
souches isolees de S. Typhi en Inde et 89-93 % de celles isolées au Vietnam (Pang et al.,
1998). D’un autre coté, la prévention repose sur I’hygiéne alimentaire et le controle de la
qualité bacteriologique de I’eau. La vaccination concerne les populations des régions
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endémiques. Deux types de vaccins sont utilisés actuellement : un vaccin vivant atténué de la
souche de S. Typhi Ty21a (Suisse) et un vaccin d’antigéne capsulaire Vi (France). L’efficacité
de ces vaccins n’étant pas de 100%, ils ne sont pas une alternative aux mesures classiques de
prévention et représentent un colt non négligeable pour les pays en voie de développement.

1.2.2.2.  Salmonelloses non typhiques

Les salmonelloses non typhiques sont chez 1I’homme des pathogénes intracellulaires
facultatifs, principalement d’origine alimentaire (Mead et al., 1999). Ces infections sont
causées généralement par des sérotypes de salmonelles ubiquistes, affectant 1.3 milliards
d’humains, et dont 3 millions périssent (Pan et al., 1995 ; Hu et Kopecko, 2003). Depuis
quelques années, les problémes liés aux salmonelles ont pris de I’importance entre autre a
cause de 1’augmentation de I’incidence et de la gravité des cas, méme si certains pays ont
réussi a diminuer le nombre de cas associés a la salmonellose chez I’humain (WHO, 2003).
Les salmonelles surviennent sous forme sporadiques ou de TIA. Cependant, elles peuvent
aussi entrainer des épidémies régionales, voire internationales. En France et dans les pays
industrialisés, Salmonella non typhique est une des premieres causes de toxi-infections
d’origine alimentaire collectives (TTAC).

Les TIAC se définissent par la survenue dans un espace de temps d’au moins deux cas
groupés ayant une symptomatologie similaire, en général digestive, dont on peut rapporter la
cause a une méme origine alimentaire.

Les sérotypes les plus fréquemment impliqués dans les TIAC sont Enteritidis (70.5%),
Typhimurium (20.1%), Virchow (1.4%), Heidelberg (0.7%), et Hadar (1.4%) (Anonymous,
2003b). En France, entre 2001 et 2004, les salmonelles étaient responsables de 60% des cas
de TIAC (Brisabois et al., 2006). La salmonellose est devenue 1’une des zoonoses les plus
importantes transmises par la viande dans les pays développés. Il existe de nombreuses
sources de contamination humaine dues a la diversité des réservoirs animaux (sauvages ou
domestiques) et humains. La contamination survient par I’ingestion de produits alimentaires
contaminés d’origine animale. La volaille, les produits de la viande et les ceufs sont les
aliments les plus souvent identifiés comme source de contamination chez ’homme (Delmas,
2005 ; Sanchez et al., 2002). D’autres aliments peuvent également étre incriminés tels que le
lait, les fruits frais et les jus, les épices, la creme glacée et les légumes (Sanchez et al., 2002 ;
Sivapalasingam et al., 2004).

La viande de porc et les produits transformés du porc sont également des sources
significatives d’infection pour I’humain (Baggesen et al., 1996 ; Berends et al., 1998).
Généralement, lorsque 1’animal infecté développe une salmonellose clinique, celui-Ci sera
écarte de toute la chaine de transformation et dans ce cas, la transmission par voie alimentaire
est peu probable. Cependant, I’animal infecté est susceptible de contaminer 1’environnement
d’¢élevage et méme d’autres animaux proches, si bien que la transmission de Salmonella a
I’homme est encore possible soit par contact direct avec I’animal infecté, soit de fagon
indirecte par ’environnement proche de I’animal infecté (Nataro et al., 2007). Dans la plupart
des cas, la transmission féco-orale est le mode de transmission le plus utilisé par les
salmonelles virulentes (Griffith et al., 2006). Les deux sérovars les plus prévalents chez

I’humain sont S. Enteritidis et S. Typhimurium. S. Enteritidis est plus souvent associée aux
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ceufs et a la volaille, il est d’ailleurs le sérotype le plus retrouvé dans 35 pays, faisant de lui la
principale cause mondiale de salmonelloses en 1995 (Herikstad et al., 2002). D’un autre coté,
S. Typhimurium est plus souvent associée aux produits contaminés provenant des porcs et du
beeuf (EFSA, 2009).

1.2.2.2.1. Pathologie

Les salmonelloses non-typhiques peuvent s’exprimer sous différentes formes cliniques en
fonction d’une part du sérotype, et d’autre part de 1’état de réceptivité de I’hdte : de I’infection
asymptomatique a une entérite grave pouvant mimer la fiévre typhoide (Varnam et Evans,
1996).  La période d’incubation d’une infection salmonellique chez I’homme varie de 5
heures & 7 jours (Plym Forshell et Wierup, 2006), mais les signes cliniques commencent
habituellement de 12 heure jusqu’a 36 heures aprés la consommation d’un aliment contaminé
(Omwandho et Kubota, 2010). Les symptdmes courant de la maladie sont; céphalées,
douleurs abdominales, nausées, vomissements, fievre ((Steinert et al., 1990 ; Anon, 1992 ;
InVS, 2004).

Ces symptobmes résultent d’une inflammation de la paroi intestinale conduisant a une
déshydratation importante, et la maladie dure entre 4 et 10 jours. Dans certains cas, la
gastroentérite peut durer plus longtemps qu’une semaine et la sévérité de la maladie peut se
traduire par une infection systémique sévére et parfois mortelle (Hohmann, 2001; Mc
Cabesellers et Beattie, 2004). Des formes septicémiques et /ou extradigestives
(pleuropulmonaires, ostéomyélite, neuroméningées, bactériémie, spléniques) peuvent étre
observées notamment chez les patients immunodéprimés ou atteintes de pathologies
(Hohmann 2001). Hohmann rapporte que dans 5% des cas de gastroentérite causés par des
Salmonella non-typhoides, une bactériémie se développera (Hohmann, 2001). Ces cas
s’observent surtout chez les personnes agées, les enfants et les immunodéficients (Gordon,
2008 ; Hohmann, 2001 ; Sirinavin et al., 1999) mais des bactériémies peuvent se rencontrer
aussi chez des personnes en bonne santé de facon sporadique ( Camart-Périé, 2006).

Certains sérovars sont réputés plus invasifs que d’autres et peuvent engendrer des
bactériémies, voire des septicémies, et des Iésions extra-intestinales. Les sérotypes Enteritidis
et Typhimurium sont responsables de la majeure partie de ces infections particulierement
séveres (respectivement 26% et 50%). Dans le cas des infections extra-intestinales, le taux de
déces est plus élevé, de I’ordre de 9% pour les enfants et de 17% pour les immunodéprimés
(Ruiz et al., 2004). Enfin des formes cutanées peuvent étre observées chez des vétérinaires,
des éleveurs, le personnel d’abattoirs et de centres d’insémination. Elle se caractérise par une
dermite pustuleuse avec une atteinte de 1’état général plus ou moins importante. Cette
affection peut évoluer vers la guérison ou une extension des lésions dermatologiques et une
atteinte importante de 1’état général (Acha et al., 2005). Enfin pour les formes les plus
courantes, I’excrétion fécale peut durer respectivement de 4 a 7 semaines chez 1’adulte et les
enfants (Buchwald et Blaser, 1984). Cependant, il existe des porteurs chroniques (moins de
1% des infections), pour lesquels I’excrétion peut durer au-dela d’un an. Les salmonelles
peuvent ainsi se nicher dans les schistosomes (parasites) ou dans des anormalités structurelles
des systemes urinaires et biliaires. Une étude scientifique a révélé que 7% a 66% des
personnes infectées sont des porteurs chroniques (Plym Forshell et Wierup, 2006).
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1.2.2.2.2. Traitement
- Formes habituelles

Le diagnostic repose sur I’isolement de la bactérie par coproculture. En général,
I’antibiothérapie n’est pas mise en place. La guérison est spontanée en quelques jours,
relévent essentiellement d’un traitement symptomatique reposant principalement sur la
réhydratation orale du sujet (Cezard et al., 2002).

- Population a risque

Le traitement antibiotique est donc réservé a une population qui présente des formes séveéres,
et qui est composé des nouveau-nés de moins de trois mois voire moins d’un an, des
personnes de plus de 50 ans et des patients dont le systeme immunitaire est affaibli
(transplantés, immunodéprimés, maladies lympho-prolifératives, schistosomoses, HIV, joints
prosthétiques, ...).

Les fluoroquinolones (FQ) sont considérés comme le traitement de premiére intention chez
I’adulte. Chez I’enfant, il est fait largement appel aux céphalosporines de troisiéme génération
(C3G), administrées par voie parentérale. Les fluoroquinolones étant contre-indiquées, elles
ne seront prescrites qu’en cas de résistance aux C3G. Les antibiotiques plus anciens, les
aminopénicillines ou triméthoprime-sulfamethoxazole et beaucoup plus rarement les
phénicolés peuvent étre utilisés si le germe est sensible. Le traitement de premiére intention
est court, afin d’éviter les risques de portage chronique et de récurrence associés aux
traitements prolongés (Ruiz et al. 2004; Stoycheva and Murdjeva, 2006).

1.2.2.3. Impact et importance des infections provoquées par Salmonella
spp

1.2.2.3.1. Enjeu de santé publique

Salmonella peut causer des maladies chez les humains allant de la gastroentérite (S.
Typhimurium et S. Enteritidis) a une maladie systémique qui peut résulter en la mort (S.
Typhi : qui cause la fiévre typhoide).

Les récentes données de 1’Autorité Européenne de Sécurité des Aliments (EFSA) sur les
zoonoses indiquent que Salmonella représente la deuxiéme maladie d’origine alimentaire
aprés Campylobacter en Europe (EFSA, 2010 ; Anonymous, 2009a).

Chaque année aux Etats-Unis, les Salmonella non typhiques causent environ 1.4 million de
cas de maladies transmises par la nourriture, résultant en 168 000 visites chez le médecin,
15 000 hospitalisations et 580 mortalités (Voetsch et al. 2004, Mead et al., 1999 ; WHO,
2003). En Europe, plus de 150 000 cas confirmés sont enregistrés annuellement (Anonymous
2009b). Cependant, Depuis 2004, ’EFSA remarque une diminution générale de la fréquence
du nombre de cas de salmonellose chez I’humain qui serait expliqué par le contrdle intensif
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chez les populations animales, particuliérement la volaille, ainsi qu’une meilleure hygiéne
tout le long de la chaine alimentaire (EFSA, 2009). Récemment, en 2008, il y a eu 131. 468
cas confirmés de salmonelloses humaines dans 27 Etats membres de I'UE. Ce
nombre de cas de salmonellose humaine a montré une tendance ala baisse au cours de ces
5 dernieres années (Figure 5), et qui est statistiguement significative. Cependant, cela n’a
concerné que 10 pays parmi les 27 Etats membres. Dans les autres pays, aucune différence
significative n’a pu étre observée au coursde cette période, méme qu’une
augmentation significative a été observée chez 7 états membres.

150000

100000

50000

Mumber of confirmed cases of
salmonellosis

2004 2005 2006 2007 2008

Year

Figure 5: L’évolution temporelle des cas confirmés de salmonelloses humaines dans les pays de I’EU
(EFSA, 2010).

En France, I’Institut de Veille Sanitaire (InVS, 2004) a estimé pour la période 1995-1999, le
nombre annuel de cas confirmés entre 32000 a 43000 cas entrainant de 6000 & 10700
hospitalisations. Il a également évalué le nombre annuel de cas confirmeés (sporadiques ou liés
a des foyers) en 2004 entre 30 600 et 41 140 cas dont 92 a 535 déces, soit un taux de mortalité
de 0,3 a 1,3%, ce qui en fait la premiere cause de gastro-entérites bactériennes d’origine
alimentaire. Par ailleurs, il faut noter que les cas confirmés correspondent a des malades
ayant consulté un médecin pour la gastro-entérite, auxquels a été prescrite une recherche de
salmonelles, dont les résultats (positifs) ont été enregistrés dans I’une des sources ayant servi
a ’estimation faite par I’InVS.

Au Royaume-Uni, pres de 107 000 cas seraient liés annuellement a Salmonella, qui y est la
quatrieme cause de gastro-entérites aigiies et se place au premier rang en terme de déces
relatifs (Flint et al., 2005). Dans d’autres continents, par exemple en Australie, Salmonella
apparait au deuxieme rang en ce qui concerne les cas sporadiques et au premier rang des
causes de foyers épidemiques (Anonymous, 2005), avec un total annuel estimé a 5,4 millions
de cas (Flint et al., 2005). Chaque année, au Canada, on dénombre de 6 000 a 12 000 cas de
salmonellose humaine (Santé Canada, 2005).
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1.2.2.3.2. Enjeu économique

Les infections humaines a Salmonella ont également un impact économique considérable
notamment en termes de perte de productivité liée aux absences temporaires au travail.

Ainsi, des études américaines intégrant a la fois les colts medicaux et les pertes de
productivité estiment le colt annuel lié aux infections a salmonelles non typhiques entre 500
millions et 3,5 milliards de dollars par an (Frenzen et al., 1999). Pour ’année 2008, le codt
estimeé de ces infections était de 2.6 milliards de dollars américains (USDA, 2009).

En Europe, les colts annuels liés aux salmonelloses d’origine alimentaire sont estimés entre
560 millions et 2,8 milliards d’euros. Ces estimations sont basées sur un cout de 24 euros par
cas a 3,8 millions pour un déces (Anonymous 2001). Pour I’année 2007, I’EFSA a rapporté
151 995 cas confirmés de salmonellose humaine dans I’Union Européenne (EFSA, 2009).

Au Danemark, le colt annuel des infections alimentaires causées par des salmonelles est
estimé a 15.5 millions de dollars américains en 2001 (WHO, 2003). Depuis 1995, ce pays a
lancé un programme national de surveillance et de contrdle pour Salmonella chez les porcs et
la volaille. Ce programme impliqué a tous les stades de production, a permis de réduire la
prévalence de Salmonella chez les porcs de 3.5% en 1993 a 0.7 % en 2000 (Nielsen et al.,
2001). Cette réduction de la salmonellose humaine transmise par la nourriture est le résultat
du contréle de Salmonella au niveau des fermes et des usines agroalimentaires (\Wegener et
al., 2003). On a ainsi remarqué une diminution significative de I’incidence des cas rapportés
chez les humains. Le colt de ce programme de contrdle (volailles et porcs) est estimé
annuellement a 14 millions de dollars américains. Ce qui permet d’économiser annuellement
25.5 millions de dollars américains aux dépenses publiques du Danemark (Wegener et al.,
2003 ; WHO, 2003).

Aux Pays-Bas, une étude a estimé les couts des infections par salmonelles en 1999 a
4 millions d’€ (Van den Brandhof, 2004). Robert et al. (2003) a conclu que les couts
hospitaliers des infections salmonelliques étaient les plus éleveés comparés aux autres maladies
infectieuses intestinales.

En Australie, chaque année, 1,2 millions de visites chez un médecin, 300 000 prescriptions
d’antibiotiques et 2,1 millions de jours de congé maladie sont associés aux TIAC, dont les
salmonelloses, pour un colt annuel de 1,2 milliards de dollars (Kirk et al., 2008).

1.2.2.3.3. Sérovas dominants impliqués dans les cas humains

Depuis des anneées, S. Enteritidis caracole en téte des classements de sérotypes parmi les cas
humains aux Etats Unis et en Europe, en devenant une pandémie mondiale ces dernieres
annees (Rabsch et al., 2001). C’est également le sérotype le plus souvent identifié¢ lors de cas
groupés ou foyers épidémiques (Delmas et al., 2007; Greig and Ravel, 2009). Cela est
particulierement associé aux espéces aviaires et a la capacité de ce sérotype de provoquer une
infection trans-ovarienne et de ce fait contaminer les ceufs. Egalement, S. Typhimurium est
un des sérovars le plus souvent retrouvé dans les cas de diarrhée chez I’humain.
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En 2007 en Europe, I’infection salmonellique est davantage associée a S. Enteritidis (64.5%)
qu’a S. Typhimurium (16.5%) (EFSA, 2009). En 2008, S. Enteritidis était le sérotype le plus
fréquemment signalés dans I'UE (58,0% de tous les cas confirmés), suivi de Salmonella
Typhimurium (21,9%) (EFSA, 2010). Cependant, il est & observer que le nombre de cas de S.
Enteritidis a tendance a diminuer au niveau Européen en faveur de l'augmentation de la
proportion relative des cas de S. Typhimurium. Pa exemple, en Belgique, Depuis le sommet
de 15.774 cas en 1999, une diminution du nombre de cas de salmonellose humaine a été
observée avec une baisse considérable a partir de 2005, jusqu’a a atteindre seulement 3.944
cas confirmésen 2008 (Centre  National de Reéférence des Salmonella et
Shigella, 2009). Cette tendance a la baisse est fortement associée a une diminution
drastique des casde S. Enteritidis (Collard et al., 2008). On pense que la vaccination
des poules  pondeuses  commerciales  contre Salmonella a  joué un grand
role dans cette évolution. Cependant, S. Typhimurium est devenu le sérotype le plus souvent
isolés, ce qui représente 57,78% des cas (Centre National de Référence des Salmonella
et Shigella, 2009).

Pour le continent américain, aux Etats-Unis, 1’infection est associée autant a S. Enteritidis
qu’a S. Typhimurium et représente environ 45% des infections humaines (Arshad et al.,
2007 ; Humphrey, 2000). Une étude de la période 1996-1999 montra que 31% des souches
isolées appartiennent au  sérotype S. Typhimurium et 13% appartiennent au sérotype
Entéritidis (Kennedy et al., 2004). Au Canada, en 2006, parmi les isolats cliniques de
Salmonella, S. Enteritidis a représenté 22.2% des isolats et 16.8.% des isolats pour S.
Typhimurium (Gouvernement du Canada, 2006). Quelques chiffres des 2 sérovars dominants
isolés a travers le monde sont représentés sur le tableau 5.

Région Répartition de Salmonella
S. Enteritidis (%) S. Typhimurium (%)

Afrique 19 31

Amérique du Nord 22 27

Amérique du Sud et 39 17

Centrale et les

Caraibes

Asie 33 5%

Europe 75 13

Océanie 77 59

* 3. Typhimurium est en 5°™ position, précédée par S. Enteritidis, S. Weltevreden, S. Anatum et S. Stanley.

I's. Enteritidis est en 3™ position précédée par S. Typhimurium et S. Virchow.

Tableau 5 : La répartition mondiale des deux sérovars dominants S. Enteritidis et S. Typhimurium des
cas humains (WHO, 2009).

53



2. Caractérisation des souches de salmonelles

Les bactéries pathogénes d’origine alimentaire sont une des causes majeures de morbidité et
de mortalité dans le monde. Leur impact significatif tant sur la santé humaine, que sur I’apect
économique, a nécessité la mise en place et le développement des outils pour leur typage, et
dont I’intérét majeur est de déterminer les origines et les sources de contamination. Ceci
s’est défini par I’apparition de marqueurs épidémiologiques permettant ainsi le repérage et le
suivi des souches bactériennes au cours du temps, mais aussi de relier les foyers d’infections
aprés consommation d’aliments contaminés avec les sources de contamination. On distingue
classiquement les marqueurs phénotypiques qui prennent en compte les caracteres exprimés
par les micro-organismes et les marqueurs génotypiques qui analysent le génome (Brisabois,
2001 ; Foxman al., 2005 ; Deplano al., 2007 ; Hyytia-Trees et al., 2007 ; Weill, 2008 ; Foley
et al., 2009).

2.1. Meéthodes de caractérisation phénotypique et génotypique des souches
bactériennes

2.1.1. Marqueurs phénotypiques

Les meéthodes phénotypiques étudient les propriétés exprimées par les bactéries. Ces
marqueurs relativement faciles a mettre en ceuvres, ont pour principal inconvénient est que
I’expression phénotypique varie en fonction de 1’activité des génes régulateurs de la bactérie.
C’est ainsi que certains caractéres sont exprimés ou non en fonction du milieu de culture sur
lequel la bactérie s’est développée, de la température d’incubation, etc. Concernant les isolats
bactériens de salmonelles, plusieurs techniques phénotypiques sont disponibles pour leurs
caractérisation: le sérotypage, le lysotypage, le biotypage et le profil de résistance aux
antimicrobiens (Foley et al., 2006 ; Threlfall et Frost, 1990).

2.1.1.1. Lasérotypie

La méthode de sérotypage est utilisée en premiére intention. Elle est basée sur la
détermination des antigeénes de surface par 1’utilisation d’une série de sérums contenant des
anticorps mono et polyclonaux, permettant ainsi selon le schéma de KAUFFMANN-WHITE
de classer les différents isolats en sérotypes, L’inconvénient de cette technique est que les
antisérums sont couteux et ne sont pas toujours disponibles dans les laboratoires de
bactériologie clinique. Egalement, toutes les souches ne sont pas sérotypables.

Bien que cette méthode soit simple d’emploi et d’interprétation, mais aussi techniquement
reproductible, elle est de discrimination souvent limitée. C’est le cas pour les deux sérotypes
Enteritidis et Typhimurium, qui sont trés fréguemment isolés parmi les cas humains et sont de
plus largement présents dans la plupart des sources. Il est donc nécessaire d’introduire une
catégorisation des souches d’Enteritidis et de Typhimurium (Galanis et al., 2006), permettant
si possible d’obtenir des sous-types inégalement répartis parmi les sources. Dans ce cas de
figure, la lysotypie peut étre la plus appropriée comme méthode phénotypique (Hald et al.,
2004 ; Hald et al., 2007 ; Pires et al., 2008 ; Mullner et al., 2009).
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2.1.1.2. Lalysotypie

La lysotypie consiste a étudier la sensibilité des souches a une série de bactériophages
sélectionnés. La plupart des bactériophages sont dits sauvages car ils ont été isolés d’égouts
ou en provenance de bactéries lysogéniques. C’est une méthode généralement lourde, pour
laguelle la principale difficulté est le maintien des stocks de phages biologiquement actifs et
de souches témoins.

Divers schémas internationaux ont été développés. Pour les serotypes Typhimurium et
Enteritidis, nous citerons par exemple, le schéma de COLINDALE, qui a utilisé 37
bactériophages pour distinguer 210 lysotypes pour Salmonella Typhimurium, et le schéma de
WARD qui a utilisé 16 phages, et qui ont permis de distinguer 65 lysotypes pour Salmonella
Enteritidis. Cette technique est réservée a quelques centres de référence qui peuvent 1’utiliser
comme systéme definitif, car sa mise en ceuvre, sa lecture ainsi que son interprétation sont
relativement délicates.

2.1.1.3. La biotypie

Chez Salmonella, la présence frequente de la gélatinase, la bétaglucuronidase ou la
fermentation du dulcitol et du lactose permettent de subdiviser 1’espéce enterica en siX sous-
espéces. |l est facile maintenant de coder les caracteres biochimiques en utilisant des galeries
API 20E (bioMérieux, Marcy 1’Etoile, France). Ce marqueur est simple a utiliser, d’approche
empirique, peu couteux, mais cependant, est trop peu discriminant au-dela de 1’espéce pour
étre utilisé seul. Cette méthode est généralement peu reproductible (Dijikshoorn et al., 2001).

2.1.1.4. L’antibiotypie

L’antibiotypie est basée sur I’étude de la sensibilit¢ des souches a un panel d’antibiotiques.
Elle est fréquemment réalisée dans un but thérapeutique, mais également utilisée dans le cadre
d’études épidémiologiques (Kariuki et al. 1999; Harbottle et al., 2006). Le principal avantage
de I’antibiogramme est que celui-Ci est réalisé quotidiennement au laboratoire sur la plupart
des souches isolées de malades.

La résistance aux antibiotiques chez Salmonella est déterminée par des genes situés pour
certaines souches sur le chromosome, auquel la résistance sera stable pour une lignée, mais
également dans une grande partie des cas sur des éléments génétiques mobiles tels les
plasmides. L’inconvénient dans ce cas, le profil de résistance sera moins stable et cette
méthode sera a considérer avec circonspection quant aux résultats. Cependant, 1’émergence
des nouveaux phénotypes multi-résistants constitue fréquemment un signal d’alerte suggérant
la dissémination épidémique d’un clone (Struelens, 1996 ; Struelens et al., 1993). Elle permet
aussi, une surveillance épidémiologiques de certains sérotypes, notamment Salmonella
Typhimurium et Salmonella Enteritidis (Wray, 1987 ; Stubbs, 1994 ; Moore, 2003).
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2.1.2. Marqueurs génotypiques

Les méthodes génotypiques permettent de différencier les isolats au niveau du genome et
leurs analyses génomiques donnent une meilleure compréhension des relations entre les
souches des différents sérovars, en détectant ainsi le degré de parenté génétique entre les
differentes souches (Chan et al., 2003). Ces méthodes reposent sur trois principaux
mécanismes de discrimination ; (i) celle sur la restriction ou I’analyse de I’ADN total,
chromosomique ou plasmidique, (ii) celles basées sur la Polymérase Chain Reaction (PCR),
(iii) et celles fondées sur le séquencage des locus spécifiques du génome bactérien. Lors
d’une enquéte ou investigation épidémiologique, un certain nombre d’éléments et
caractéristiques doivent étre évalués et pris en compte pour le choix de la méthode de typage
moléculaire approprié¢e et I’interprétation des résultats. Pour chaque méthode choisie, il faut
tenir compte de la capacité de discrimination permettant ainsi de distinguer les différences
clonales entre les différents isolats, la force de typage et la force de générer des résultats
interprétables, et enfin la force de reproductibilité des résultats entre le personnel et les
différents laboratoires (Busch et Nitschko, 1999).

2.1.2.1.  Techniques basées sur la restriction de ’ADN

2.1.2.1.1. Analyse du profil plasmidique

C’est I'une des premicres méthodes de typage moléculaire utilisée pour les agents pathogenes
d’origine alimentaires tels que Salmonella (Mayer, 1988; Schaberg et al, 1981). Elle permet
de mettre en évidence le nombre de plasmides hébergés par la bactérie ainsi que leurs tailles
sur la base de leurs mobilités électrophorétiques. Les salmonelles peuvent héberger des
plasmides de tailles différentes, entre 1 et 200 kb. Ce sont des molécules d’ADN circulaires
extra chromosomiques et auto réplicatives. Ainsi, les plasmides peuvent héberger des genes
de résistance aux antibiotiques, des métaux lourds, mais également les facteurs contribuant a
la virulence de la souche (Threlfall et Frost, 1990). C’est une technique relativement
grossiere. Plusieurs procédures d’isolement de plasmides ont été décrites. Généralement ces
méthodes se reposent sur l’extraction plasmidique de I’ADN, suivie d’une séparation
¢lectrophorétique, et enfin une révélation aprés coloration au bromure d’éthidium (BET)
(Kado et Liu, 1981; Olsen, 2000; Sambrook et Russell, 2001). Enfin, le nombre et la taille
des bandes de plasmides sont analysés afin de définir le profil plasmidique pour chaque isolat
(Nauerby et al., 2000).

La comparaison des profils plasmidiques entre les souches accroit leur discrimination et
permet de délimiter les différentes lignées clonales des souches (Aktas et al., 2007 ; Foley et
al, 2006). Pour Salmonella, cette technique a permis de subdiviser des lysotypes chez
Typhimurium et Enteritidis (Threlfall et al., 1989). Egalement, les profils plasmidiques ont été
également employés dans différentes investigations épidémiologiques pour caractériser les
souches de Salmonella de divers sérotypes et de diverses origines (Millemann et al., 1998;
Wachsmuth, 1991; Olsen, 1992; Maré et al., 2001; Liebanna et al., 2002a ; Olsen, 2004 ;
Brown et al., 2006).

En général, cette technique s’est avérée intéressante pour suivre le vecteur génétique de
résistance associ¢ a des épidémies. Par exemple, un gene de résistance, codant pour une -
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lactamase a spectre élargi de type SHV-34, localisé sur un plasmide a été retrouvé dans 3
espéces d’Entérobactéries prouvant ainsi la transmission d’un plasmide épidémique dans une
unité pédiatrique (Heritage et al., 2003).

Concernant les limites de cette méthode pour Salmonella, elles proviennent du fait qu’un
certain nombre de souches manque de plasmides (Hoszowski et Wasyl, 2001; Liebana et al.,
2001), ou dans certains cas, les souches de Salmonella contiennent de multiples plasmides de
poids moléculaires similaires, qui co-migrent et apparaissent ainsi sur le gel comme une seule
bande de plasmide (Nauerby et al., 2000).

2.1.2.1.2. L’analyse des profils de restriction de ’ADN génomique
(Restriction Fragment Length Polimorphism)

Le principe de ces méthodes consiste a digérer I’ADN chromosomique de la bactérie par une
endonucléase de restriction possédant de fréquents sites de coupure, permettant ainsi de
produire un certain nombre de fragments d’ADN qui seront séparés par €lectrophorese sur
gel. L’inconvénient de cette technique réside dans la difficulté d’interprétation a cause du
nombre important de fragments (>100) (Olsen et al., 1993). Pour pallier a cet inconvénient,
deux approches ont été développées ; la premiere est la diminution du nombre de fragments
d’ADN par une restriction modifiée, et en utilisant des enzymes spécialisées, tel le cas pour la
PFGE, ou bien une seconde approche qui consiste a transférer un grand nombre d’ADN sur
des membranes filtre de nitrocellulose ou du nylon. Ainsi fixé, ’ADN s’hybride avec des
éléments répétés présents seulement sur quelques fragments du génome bactérien.

> Ribotypie

Le ribotypage repose sur les différences dans la localisation et le nombre de fragments
obtenus en utilisant I’ARN ribosomaux 16S et 23S comme sondes, pour hybrider les genes
présents dans le génome bactérien (Bouchet et al., 2008). Avec cette technique, I’ADN
chromosomique est coupé avec une enzyme de restriction largement utilisée, les fragments
sont ensuite séparés par électrophorese sur gel. Une fois separés, les fragments sont transférés
sur une membrane et incubés avec une sonde spécifique d’une région conservée de I’ARNr
(Chisholm et al., 1999). Les différences dans le nombre de génes ribosomiaux et la variabilité
génetique des ces régions correspondants conduit a la production de profils distincts qui
seront utilisés par la suite afin de discriminer les différentes souches bactériennes (Bouchet
et al., 2008).

Le ribotypage a eté appliqué a différents sérotypes de Salmonella en utilisant plusieurs types
d’enzymes de restriction tels; Pvull (Bailey et al., 2002), ou Pstl Sphl (Landeras et
Mendoza, 1998), et hybridés pour I'une ou l'autre avec une sonde spécifique codant pour les
ARNr 16S ou 23S de Escherichia coli (Chowdry et al., 1993 ; Grimont et al., 1986).
Plusieurs études ont utilisées cette méthode afin de déterminer les relations phylogéniques
entre les souches de nombreux sérotypes de Salmonella (Stanley et al., 1991 ; Christensen et
al., 1993 ; Chowdry et al., 1993 ; Usera et al., 1994). Cette technique a montré un grand
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pouvoir de discrimination pour S. Dublin, ainsi que pour 1’étude des clones de S. Gallinarum,
S. Typhimurium, et S. Enteritidis. Toutefois, son pouvoir est trés variable d’un sérotype a un
autre ; dans certains cas, il n’est pas possible de relier un ribotype obtenu avec un sérotype
donné (Selander et al., 1990). Cette méthode est trés reproductible et facilite I’interprétation
des résultats en raison de 1’absence de variabilité entre utilisateurs (Bailey et al., 2002). Elle a
fait ses preuves et largement utilisée bien que sa mise en application soit relativement longue
et fastidieuse. Millemann (1996) a utilisé la ribotypie pour I'étude épidémiologique des
Salmonella Typhimurium isolées en élevage avicole, en utilisant 4 enzymes de restrictions, et
qui présentaient entre elles de probables liens de clonalité. Cette étude a recensé 9 ribotypes
parmi les Salmonella Typhimurium, prouvant ainsi des liens de clonalité entre les différentes
souches.

» Electrophorése en Champ Pulsé (PFGE)

C’est une technique qui repose sur la digestion du génome bactérien par une enzyme de
restriction a faible fréquence de coupure, permettant directement par électrophorése de
générer un plus petit nombre de fragments d’ADN, entre 15 -20 bandes. Les fragments ainsi
obtenus peuvent étre exploité pour I’interprétation des profils. A ce jour, elle est considérée
comme la méthode de choix pour le typage moléculaire des bactéries pathogenes (Tenover et
al.,, 1997). Elle est utilisée par le programme PulseNet pour identifier les épidémies des
infections bactériennes d’origines alimentaire (Swaminathan et al., 2001).

Le principe de la PFGE consiste a soumettre les fragments d’ADN a un champ électrique
particulier permettant la migration des fragments par la méthode d’¢électrophorése dite CHEF
(Clamped Homogenous Electric Field). Cette méthode alternative de champs électriques
homogeénes et orientés a des ongles de 90° a 120°, permettent une migration en trajectoire
des fragments d’ADN de grosse taille allant de 20 a 800 kb (Lukinmaa et al., 2004 ; Van
Belkum et al., 2007). La révélation des fragments se fait ensuite de facon classique avec le
Bromure d’Ethidium. Concernant les souches de Salmonella, 1’électrophorése en champ pulsé
(PFGE), est actuellement considérée comme la méthode de sous-typage moléculaire de
référence. De ce fait, des protocoles standardisés ainsi que des bases de données publiques
sont développés pour permettre une comparaison de profils rapide et a grande échelle
(Swaminathan et al., 2001 ; Gerner-Smidt et al., 2006). Les enzymes utilisées sont des
enzymes reconnaissant des sites rares et générant donc un petit nombre de fragments de
grande taille. Les enzymes de macro-restriction utilisées pour le PFGE des Salmonella sont
Xbal, BlInl ou Spel (Murase et al., 1995 ; Ribot et al., 2006). Lorsque le PFGE est utilisé avec
I’enzyme Xbal, la méthode est considérée comme un test épidémiologique, valable pour le
sérovar Typhimurium (Doran et al., 2005). Cependant, une deuxiéme enzyme peut étre
utilisee pour augmenter le pouvoir discriminant (Davis et al., 2003 ; Fernandez et al., 2003).

Le PulseNet USA (the national molecular surveillance network for foodborne infections in the

United States) utilise une premiéere enzyme pour étudier les relations entre les différents

isolats et une deuxiéme enzyme pour confirmer les résultats ou obtenir une discrimination

supplémentaire (Gerner-Smidt et al., 2006).

Les images du gel sont numérisées et analysées a 1’aide de logiciels largement

commercialises tels ceux disponibles par le groupe Bio-Rad (Olive et Bean, 1999). L’ADN de
58



la souche de S. Branderup (H9812) est utilisée comme marqueur de poids moléculaires
standard lors de l’interprétation des profils (Hunter et al., 2005). La technique de
pulsotypage a montré un trés bon pouvoir discriminant pour les salmonelles, reproductible et
efficace (Weide-Botjes et al., 1998 ; Schwarz et Liebisch, 1994a ; Baggesen et al., 1997b ;
Boonmar et al., 1998 ; Struelens et al., 2001 ; Moore et al., 2003 ; Eriksson et al., 2005).
Toutefois, il existe des variations en fonction du sérotype étudiée (Barrett et al., 2006).

> Typage par les séquences d’insertion (1S-200)

L’IS-RFLP est une technique similaire au ribotypage, seule différence c’est 1’utilisation d’une
sonde IS (séquences d’insertion) comparée aux sondes ARN ribosomiques. Des travaux de
caractérisation avec cette technique «IS-typie» ont été réalisés pour les seérotypes
Typhimrium, Enteritidis, Heidelberg, Paratyphi B, Dublin (Millemann et al., 1995 ; 2000 ;
Stanley et al., 1991; Olsen et al., 1997). Les séquences 1S200 sont des éléments
transposables d’environ 700 pb, et qu’on trouve dans le génome de nombreuses souches de
Salmonella (Lam et Roth, 1983). Cependant, certains isolats de Salmonella manquent de ces
séquences IS tel le cas, pour le serotype Agona (Gibert et al., 1990), et certaines souche de S.
Hadar (Fantasia et al., 1997 ; Wiede-Botjes et al., 1998), ce qui rend la méthode inefficace
pour ces isolats (Millemann et al., 2000). L’1S200 a montré un bon pouvoir discriminant pour
les souches de Salmonella résistantes et sensibles aux antibiotiques (Threlfall et al., 1993).
Elle est généralement utilisée dans les investigations épidémiologiques en association avec
d’autres techniques, telles que la PFGE et la ribotypie (Chadfield et al., 2001 ; Millemann et
al., 2000).

2.1.2.2. Techniques basées sur ’amplification par PCR

Ces techniques permettent de réaliser une amplification génomique de certaines séquences
d’ADN choisies de facon judicieuse. La technique est basée sur 1’utilisation d’une enzyme
(Taq polymérase), thermostable et de certaines amorces soient universelles qui seront utilisées
de facon constante quel que soit le genre bactérien auquel appartient la souche, ou bien des
amorces bien ciblées afin de détecter certains genes, facteurs génétiques, ou bien des facteurs
de virulences (Hudson et al., 2000 ; Bruant et al., 2006 ; Gordon, 2001 ; Zheng et al., 2008).

2.1.2.2.1. Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)

Cette méthode élégante consiste en 3 étapes : a) restriction de I’ADN génomique, b) ligation
d’adaptateurs (oligonucléotides doubles brins) aux extrémités des fragments de restriction, et
c) PCR avec différentes amorces complémentaires des adaptateurs et d’un ou plusieurs
nucléotides adjacents.

En effet, elle consiste a amplifier des fragments, une fois digérée par 2 enzymes de
restriction. Pour cela, le génome bactérien est limité par les deux enzymes EcoRI et Msel au
niveau des multiples sites de restriction qui sont au préalables liés a des adaptateurs. Les
adaptateurs sont en effet, des oligonucléotides de courtes séquences, et dont les extrémités
sont complémentaires aux sites de restrictions (Mueller et Wolfenbarger, 1999).
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Ces séquences d’adaptateurs sont ensuite utilisées comme cibles par les amorces de la PCR
pour I’amplification des fragments de restriction. Selon les amorces utilisées, une sélection
particuliere des fragments de restriction est amplifiée, produisant des profils trés lisibles
(Janssen et al., 1996 ; Mazurek et al., 1996). Cette technique est trés performante pour
séparer des isolats de Salmonella lors des investigations épidémiologiques.

Elle a démontré des capacités de discrimination similaires a celles de la PFGE (Aarts et al.,
1998 ; Desai et al., 2001, Tsai et al., 2005). Par exemple, lors d’une enquéte épidémiologique,
elle a montré 48 profils différents parmi 97 souches de Salmonella étudiées dont un bon
nombre de ces souches appartenaient au sérotype Typhimurium (Lindstedt et al., 2000).
Cependant, I’utilisation d’un séquenceur d’ADN pour la séparation des produits limite le
recours a cette technique par les laboratoires qui n’ont pas accés a des séquenceurs
automatiques (Tamada et al., 2001).

2.1.2.2.2. Polymorphism de I’ADN amplifié au hasard ou RAPD
(Random Amplification of polymorphic DNA)

RAPD-PCR repose sur I’amplification aléatoire de certaines séquences d’ADN. Cette
technique nécessite une seule amorce et dont la séquence est choisie au hasard (Swaminathan
et Barrett, 1995). Les amorces utilisées pour la technique RAPD sont généralement de 6-10
paires de bases (Williams et al., 1990) et s’hybrident a plusieurs endroits du génome bactérien
(Busch et Nitschko, 1999). A la différence de la PCR classique, 1’utilisation d’amorces de
séquences arbitraires présente 1’avantage de ne nécessiter aucune information préalable sur la
séquence de ’ADN ¢étudié.

Les produits d’amplification sont séparés par la suite sur gel d’agarose. Les profils des
produits amplifiés obtenus sont comparés pour déterminer les degrés de parenté entre les
isolats (Franciosa et al., 2001. Franklin et al., 1999). Ces fragments reflétent la distribution de
sites génomiques partiellement homologues de 1’amorce et suffisamment proches pour
permettre I’amplification.

La RAPD est une technique rapide, simple, et semble faire preuve d’une bonne discrimination
pour le génotypage de nombreuses souches bactériennes, notamment une bonne
discrimination au sein d’un sérotype donné (Hilton et al., 1996).

Néanmoins, la reproductibilité et la répétabilité de la méthode sont passables, ce qui ne
permet pas de 1’utiliser pour un suivi de souches a long terme (Meunier et Grimont, 1993;
Micheli et al., 1994 ; Towner et al., 2001 ; Eriksson et al., 2005). Cette technique RAPD a
permis de séparer des isolats appartenant a certains sérotypes (Chansiripornchai et al., 2000),
mais a montré ses limites pour différencier les isolats au sein d’un méme sérotype.

2.1.2.2.3. Amplification de séquences répetées (Rep-PCR)
Le génome bactérien posseéde de courtes séquences d’ADN, dites séquences répétées,
distribuées tout au long du génome. Des amorces PCR spécifiques sont congues pour

amplifier I’ADN compris dans les espaces, entre les séquences des unités répétées (Versalovic
etal., 1991).
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Ces amplicons sont ensuite séparés par électrophorese, et les profils obtenus sont comparés
entre les différents isolats pour déterminer les liens génétiques. Plusieurs séquences répétées
ont été ciblées pour la Rep-PCR, c’est un ainsi qu’un élément répétitif hautement conservé
appelé « Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus » (ERIC) a été décrit et utilisé de
facon universelle car les positions des séquences « ERIC » sur le chromosome sont variables
selon les especes et les souches (Versalovic et al., 1991). L’ERIC-PCR a été utilisée avec plus
ou moins succes pour le typage de certains sérotypes de Salmonella (Struelens et al., 1996).
Cependant, elle semble moins discriminante que la ribotypie chez Salmonella Typhimurium
et Salmonella Enteritidis d'origine aviaire (Millemann et al., 1996), et n’a pas permis de
discriminer les souches entre elles chez Salmonella Dublin (Kerouanton et al., 1996). Le
ciblage des séquences 1S200 a également été utilisés dans les méthodologies Rep-PCR pour
les sérotypes de Salmonella (Amavisit et al., 2001).

Les méthodes Rep-PCR sont généralement moins discriminatoire que la PFGE (Falcao et al.,
2006 ; Olive et Bean, 1999), et peuvent avoir un certain probleme de reproductibilité. En
outre, si une souche n'a pas de nombre suffisant de séquences répétitives assez proches les
unes des autres, trop ou peu d’amplicons peuvent étre générés (Swaminathan et Barrett,
1995).

2.1.2.2.4. L’analyse multilocus du nombre d’éléments répétés en
tendem «’Multilocus Variable number tandem repeats
Analysis ) ou « MLVA »

La MLVA est une technique basée sur I’examen du polymorphisme de plusieurs locus,
comprenant chacun un nombre variable de régions répétées en tendem ou VNTR. La
méthode consiste a amplifier dans une ou plusieurs PCRs multiplex ces régions répétées et a
analyser la taille des fragments avec un systéeme haute résolution, tel un séquenceur capillaire
a multiples colorants fluorescents.

Le séquenceur est utilisé pour déterminer de facon reproductible le type MLVA pour
différents sérovars de Salmonella enterica (Lindstedt et al., 2004 ; Schouls et al., 2004).
L’analyse de la taille des différents VNTRSs permet 1’assignation d’un profil allélique ou code
numérique MLVA. 1l s’agit d’une méthode reproductible et, de plus, particuliérement
discriminante pour le sérotype Typhimurium.

2.1.2.3.  Techniques basées sur le séquencage
Le genome microbien est sujet a la variabilité de séquence en raison de la mutation et la
recombinaison de nucléotides. La variabilité de sequences tout particulierement des genes,

peut étre utilisee dans le typage moléculaire afin déterminer le degré de parente des souches
bactériennes.
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2.1.2.3.1. Typage moléculaire par Multilocus sequence typing (MLST)

La méthode dite de Multi-locus Sequence Typing « MLST » se base sur les multiples
changements des bases nucléotidiques au niveau des séquences des génes. Ces séquences
sont ensuite comparées entre elles, afin de déterminer les distance génétique entre les
différents locus (Maiden et al., 1998 ; Spratt, 1999). Les alléles de chacun des genes
séquencés sont percus comme un groupe et la souche se voit attribuer un type de sequence
spécifique (ST) (Enright et Spratt, 1999 ; Feil et Enright, 2004). Pour un bon nombre
d’especes bactériennes, une base de données MLST a été mise en place sur internet
(www.mlst.net) afin de faciliter I’échange des résultats entre différents partenaires (Enright et
Spratt, 1999).
C’est le méme principe du systéme PulseNet crée pour la technique PFGE (Swaminathan et
al., 2001). Ainsi les utilisateurs peuvent télécharger des séquences de genes établies dans la
base de données. Si un alléle a été déja archivé dans la base, on lui attribue le numéro
correspondant. Par contre, si la séquence est nouvelle dans la base, on lui attribue un nouveau
numéro. Par ailleurs, les résultats de la technique MLST peuvent étre analysés en clusters.
L’une des méthodes les plus courantes est 1’utilisation de I’algorithme Eburst. La technique
MLST apparait comme un outil épidémiologique efficace. La sélection et le nombre des génes
utilisés doivent étre suffisants pour différencier les isolats étroitement apparentés.
L’utilisation de facteurs de virulence dans la technique MLST a été dénommé typage de la
séquence multi-virulence-loci ou MVLST (Chen et al., 2007. Zhang et al., 2004).
Dans le cas des salmonelles, Fakhr et al. (2005) a constaté que la PFGE était plus
discriminatoire que la méthode MLST pour les isolats du sérotype Typhimurium. En effet,
I’é¢tude a montré 50 profils PFGE parmi les 85 isolats de Typhimurium alors que la MLST a
donné qu’un seul cluster. Cependant, ce résultat contraste avec les résultats obtenus par
Kotetishvili et al. (2002) pour le méme sérotype, qui a démontré un meilleur pouvoir
discriminatoire pour MLST comparé a celui de la PFGE. Par ailleurs, Foley et al. (2006) a
indiqué que les 2 méthodes étaient en mesure de différencier un nombre identique de profils,
mais que selon lui, la technique MLST était capable de différencier 2 isolats qui partageaient
le méme profil électrophorétique.

2.1.2.3.2. L’analyse du polymorphisme de mutation ponctuelle ou

« Single Nucleotide Polymorphism »

L’accumulation récente de séquences de genes ou de genome bacteriens ainsi que des données
de variations intra-espéce pour différents genes, ont permis le développement du typage
bactérien basé sur la détection de mutation ponctuelle (SNP). Elle est basée sur la détection de
polymorphisme pour des nucléotides isolés. La technique SNP a été largement utilisée en
génétique humaine pour I’identification de portions de geénes qui sont associés a certaines
conditions de la maladie (Weiner et Hudson, 2002), mais également elle est utilisée dans la
caractérisation des souches bactérienne (Cebula et al., 2005 ; Zhang et al., 2006). Comme les
especes bactériennes évoluent et se modifient génétiqguement, soit par la suppression ou
I’ajout de séquences génétiques via des mécanismes de transfert de genes, ou par une simple
mutation nucléotidique. L’analyse SNP s’adapte a ces mutations nucléotidiques au niveau du
génome bactérien pour différencier les isolats entre eux.
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Les critéres de sélection dans le protocole de génotypage SNP sont les portions de genes ou
certaines ségquences avec un taux élevé de polymorphisme, tels ceux associés a la résistance
aux quinolones (Esaki et al., 2004. Levy et al., 2004). L’approche universelle pour identifier
les nucléotides du géne susceptible d’étre polymorphe est d’utiliser les données fournies a
partir d’études de séquengage du génome bactérien (Zhang et al., 2006). A I'heure actuelle,
un nombre limité d'études ont utilisé I'analyse de SNP de sous-typage moléculaire des
bactéries Gram-négatives pathogenes d'origine alimentaire. ~ Concernant Salmonella,
beaucoup de travaux ont porté sur I'analyse du polymorphisme de certaines régions des genes
qui sont associés a la résistance aux quinolones (Esaki et al., 2004 ; Levy et al., 2004) ou les
génes flagellaire (Mortimer et al., 2004). En conclusion, les méthodes MLST et SNP sont
particulierement adaptées aux études de génotypage a grande échelle. Le principal avantage
des méthodes de séquencage pour le typage des souches est I’interprétation non ambiglie des
résultats permettant ainsi la création de bases de données internationales.

2.2. Interprétation des résultats de typage moléculaire

La caractérisation moléculaire est basée sur 1’analyse des profils génomiques résultant d’une
migration électrophorétique des fragments d’ADN. De ce fait, elle permet d’établir les liens
de parenté entre les souches bactériennes. En fonction de I’ampleur de 1’étude et le nombre
d’isolats, I’interprétation peut se faire soit visuellement, soit a I’aide d’un logiciel de
traitement d’image. L’analyse des profils ou des fragments obtenus se base sur les distances
de migration ou sur le calcul des poids moléculaires de chacun des fragments. Le degré de
parenté entre les différentes souches bactériennes s’appuie sur la comparaison et le
pourcentage de similitude des profils de bandes (pouvoir de discrimination). L’indice de
discrimination correspond a la probabilité de classer en type distincts deux isolats
échantillonnés dans I’espéce étudiée. Cet indice dépend a la fois du nombre de type de profils
obtenus par la méthode choisie et de la fréquence relative de chacun des types a I’intérieur
d’un échantillon de souches bactériennes indépendantes (Hunter et al., 1988).

Pour la majorité des méthodes de typages, la similitude et le regroupement entre les isolats
repose généralement sur le calcul de I’Indice de Dice. Le coefficient de similitude de Dice
analyse les profils deux a deux, et qui correspond au rapport du nombre de fragments
communs multiplié par deux sur le nombre total de fragments observés dans les deux profils
(Tenover et al., 1995 ; Struelens et al., 1996 ; Van Ooyen, 2001). Ce coefficient de Dice peut
étre soumis a des méthodes d'agrégation mathématiques, ainsi calculé automatiqguement avec
certains logiciels (Molecular analyst Fingerprinter plus, BIO-RAD ou Gel Compar, Applied
Maths). Aprés comparaison deux a deux de tous les profils, une matrice des similitudes est
alors obtenue permettant la construction de dendrogrammes, qui refletent les liens de parente
au sein des populations étudiees. Celui-ci peut étre obtenu par la méthode de groupement du
diamétre moyen, dite UPGMA (Unweighted-Pair Group Method Using Arithmetic
Averages).
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3. Meécanismes de résistance bactérienne aux antibiotiques et un état des lieux de la
résistance des salmonelles chez ’homme et I’animal.

3.1. Résistance bactérienne aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques peut étre inhérente a une espece ou un genre bactérien, ou
peut étre acquise par certaines souches chez une espece habituellement sensible a
I’antibiotique considéré. En effet, ces derniéres années, en réponse a la sélection des
antibiotiques, les bactéries ont développé, tant sur le plan biochimique que génétique, de
nombreux mécanismes de résistance a ces molécules.

Aujourd’hui, I’antibiorésistance est devenue un probléme de plus en plus présent tant en
médecine humaine qu’en médecine vétérinaire. Ce phénomene a été reconnu comme étant un
probleme émergeant de santé publique. En effet, la plus grande préoccupation actuelle de la
communauté scientifique est que ’ensemble des génes de résistance augmentent et que ceux-
ci se retrouvent sur des plasmides ou d’autres ¢léments mobiles qui permettent leur dispersion
(Helmuth, 2000). Par ailleurs, cette émergence est largement suivie de lourdes conséquences
humaines et socioéconomiques (Pena et al., 2008).

3.1.1. Les types de résistance bactérienne

3.1.1.1. Résistance naturelle

La résistance naturelle ou la résistance intrinséque est une caractéristique propre a une espece
bactérienne sur laquelle 1’antibiotique est inactif par défaut de cible ou d’accés a la cible.
Pour la Société Francaise de Microbiologie (SFM), la résistance naturelle se traduit par des
concentrations minimales inhibitrices (CMI) supérieures a la concentration critique supérieure
des tests de sensibilité pour 1’antibiotique concerné.

Cette caractéristique est partagée par toutes les souches bactériennes d’une espéce ou d’un
genre bactérien. Par exemple, Salmonella a des résistances naturelles aux classes
d’antimicrobiens suivantes : les polypeptides (bacitracine), les lincosamides (clindamycine),
les macrolides (érythromycine) (Schwartz et al.,, 2006), les streptogramines
(quinupristine/dalfopristin) et les glycopeptides (vancomycine) (Guardabassi et Kruse, 2008).
Généralement le support de cette résistance est chromosomique.

Ceci peut étre di a I’absence de la cible (I’absence de paroi chez les mycoplasmes rendant les
béta-lactamines inactives vis a vis de ces bactéries) ou encore a I’absence de pénétration de
I’antibiotique.

3.1.1.2.  Résistance acquise

La résistance acquise est une caractéristique d’une souche ayant la capacité de supporter une
concentration d'antibiotique beaucoup plus élevee que celle supportée par les autres souches
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de la méme espece. Cette acquisition peut généralement résulter d’une modification génétique
de la cible de I’antibiotique par mutation chromosomique (Chopra et al., 2003) ou d’une
acquisition de matériel génétique exogene via un plasmide chez certains isolats de 1’espéce
(Davies, 1997 ; Prescott, 1999).

3.1.1.2.1. Résistance par mutation chromosomique

Ce type de résistance est spontane, rare, stable et transmissible uniqguement de fagon verticale.
Ce phénomene spontané n'explique qu'une faible partie de résistance rencontrée en clinique.
L'antibiotique n'induit pas la mutation mais dans 1’éventualité ou celle-Ci survient,
I'antibiotique favorise et sélectionne les mutants qui sont devenus résistants. La diffusion de
ce type de résistance est liée a la diffusion de la souche mutante.

Geéneéralement, I’augmentation de résistance se fait progressivement. Cependant, on peut
rencontrer des cas ou une seule mutation chromosomique aboutit a une élévation de résistance
tres importante (Prescott et al., 2000). La résistance mutationnelle est en fonction d’un
antibiotique ou d’une famille d'antibiotique ; par exemple on observe les plus grandes
fréquences de mutation pour la streptomycine et la rifampicine.

3.1.1.2.2. Résistance par acquisition de ’ADN exogéne

La résistance par acquisition d’ADN, peut étre la conséquence d’un transfert horizontal, y
compris entre especes éloignées phylogénétiquement.

Le transfert de ces genes sera plus efficace apres leur intégration sur des éléments mobiles tels
que les plasmides, les transposons, les intégrons (Rowe-Magnus et al., 2001 ; Rowe-Magnus
et Mazel, 2001) ou encore sur des phages.

La résistance croisée correspond a une résistance conférée par un seul géne de résistance et
entraine la résistance a plusieurs molécules d’antibiotiques appartenant a la méme famille ou a
des familles différentes.

Un exemple de cette résistance croisée est celui de la résistance des staphylocoques a la
méticilline par la production d’une nouvelle PLP2. Cette dernicre procure également la
résistance aux autres molécules de la famille des B- lactamines. La conséquence majeure de la
résistance croisée est la sélection croisée.

Dans la co-résistance, plusieurs genes de resistance a différentes molécules ou familles
d’antibiotiques sont associés chez la méme bactérie au sein d’une structure génétique comme
les transposons, les plasmides ou les intégrons. Chacun des mécanismes confére a la bactérie
un large spectre de résistance (Soussy et al., 2007).

3.1.1.3.  Supports génétiques impliqués dans le transfert des génes

Les éléments génétiques impliqués dans le transfert des genes de résistances sont des éléments
capables de se répliquer et transmettre cette résistance aux cellules filles. Ces supports sont les
chromosomes et les plasmides. 1ls sont également le support de diverses structures génétiques
comme les transposons et les intégrons capables de véhiculer les genes de résistance soit au
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niveau intracellulaires (transposons, cassette de géne des intégrons) ou intercellulaires
(plasmide, transposons).

3.1.1.3.1. Intégrons et transposons

Les transposons sont constitués d’ADN double brin (< 1 a 60 kb) et ne peuvent généralement
se repliquer. Cependant, ils codent pour les déterminants de leur transposition. Cet absence
de systéme de réplication permet aux transposons d’étre plus stables lors de leur intégration
aléatoire dans I’ADN chromosomal ou plasmidique (Schwartz et Chaslus-danclas, 2001). 1l en
existe deux classes; les transposons de petite taille connus sous le nom de séquences
d’insertion (IS), et qui n’encodent que les fonctions nécessaires a leur transposition, et ceux
de plus grande taille qui incluent des génes de résistance aux antibiotiques et ne servent pas
aux fonctions de transposition entre les séquences inversees répétées.

Les intégrons sont des structures incapables de se mouvoir de fagon autonome, mais
posseédent un systéeme de recombinaison a des sites spécifiques, leur permettant ainsi de se
déplacer. Ce systeme de capture capable d’intégrer et exprimer de nombreux genes de
résistances sous forme de cassettes dont le support mobile est le transposon. Ces cassettes
sont des ¢éléments mobiles capables d’étre intégrés ou excisés dans un intégron par un
mécanisme de recombinaison spécifique.

Les intégrons paraissent comme un facteur tres important dans la diffusion de résistance aux
antibiotiques, fréquemment intégrés a des transposons, qui favorisent leur passage d’une
souche a I’autre (Carattoli, 2001).

3.1.13.2. Plasmides

Les plasmides sont des structures d’ADN extrachromosomal double brin, mobiles, et
circulaires. lls sont de taille variable allant de quelques kilobases (kb) a 500 kb et peuvent
étre isolés autant chez les bactéries pathogénes que chez les bactéries de la flore normale de
I’hote (Schwartz et Chaslus-danclas, 2001).

Les plasmides peuvent se repliquer de fagon autonome puisqu’ils possedent des systémes de
réplication. Ils sont le support génétiqgue de nombreuses propriétés comme des fonctions
métaboliques, la résistance aux antibiotiques, aux désinfectants, aux métaux lourds et aux
toxines bactériennes. Une bactérie peut contenir plus d’un plasmide, elle peut les intégrer
dans un autre plasmide ou dans le chromosome, en partie ou au complet ou bien par un
vecteur pour les transposons et les intégrons.

Par ailleurs, les plasmides sont classés selon leur transférabilité par conjugaison et/ou par
mobilisation. Ainsi, ils peuvent étre conjugatifs ou non-conjugatifs. Les plasmides
conjugatifs généralement de grande taille sont autotransférables et possedent donc toute
I’information génétique.
Les plasmides non-conjugatifs peuvent étre divisés en plasmides mobilisables ou non. Les
plasmides mobilisables contiennent une origine de transfert et Ils peuvent étre transférés a
une autre cellule uniquement par mobilisation d’un autre plasmide. Lorsque les plasmides
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sont non mobilisables, seule leur intégration avec un plasmide conjugatif permettra le transfert
par conjugaison a une autre cellule.

3.1.1.4. Mode de transfert de la résistance bactérienne aux
antibiotiques

Le transfert horizontal est le principal mécanisme responsable de la dissemination des genes
de résistance au sein du monde bactérien et concerne 80 % des cas de résistances observes en
médecine humaine (Bennett, 2008). Pour cela, il nécessite la présence de supports génétiques
autonomes capables de se répliquer et de s’exprimer dans la cellule réceptrice. Le transfert
horizontal comprend trois grandes classes de mécanismes : la transformation, la conjugaison
et la transduction (Jain et al., 2002). La figure 6 représente le schéma montrant les 3 modéles
du transfert horizotal de la résistance bactérienne.

3.1.1.4.1. Conjugaison

Il s’agit du mécanisme de transmission le plus important et le plus fréquemment rencontré
(Alanis, 2005). La conjugaison est le transfert de matériel génétique d’une bactérie donatrice a
une bactérie réceptrice via un contact cellule-cellule et un systéme de transfert code par les
génes localisés sur le chromosome, sur les plasmides et sur les transposons conjugatifs.

Le transfert se produit par I’intermédiaire d’un pont cytoplasmique ouvert qui relit les deux
bactéries impliquées dans 1’échange, et dela ’ADN transféré reste protégé des ¢léments de
I’environnement qui pourraient le dégrader. Ce mécanisme peut s’effectuer entre bactéries de
la méme espece, au sein d’'un méme genre ou parfois entre bactéries de genres différents d’ou
son efficacité. L’importance de la conjugaison dans la dispersion des genes de résistance est
bien établie chez les Entérobacteriaceae telle que Salmonella (Helmuth, 2000).

3.1.1.4.2. Transformation ou compétence naturelle

La transformation est un mécanisme par lequel la bactérie peut acquérir et intégrer de ’ADN
libre présent dans le milieu externe. C’est un réarrangement de séquences d’ADN échangées
entre deux bactéries.

Elle peut s’effectuer entre deux espéces bactériennes différentes. Ces espéces bactériennes
sont capables au cours de leur cycle cellulaire de présenter un état physiologique (état de
compétence) nécessaire a la fixation et 1’absorption d’ADN étranger. Dans la bactérie
réceptrice, ’ADN exogene subit une recombinaison génétique afin d’étre intégré de facon
stable au génome et d’étre transmis aux cellules filles.
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3.1.1.4.3. Transduction

La transduction est un processus par lequel le matériel génétique peut étre transféré d’une
espéce a une autre via des bactériophages (Schwartz et al., 2006). La quantit¢é d’ADN a
transférer est limitée par la taille du phage et les phages sont parfois restreints a un hote en
particulier (Ochman et al., 2000). Il existe deux types de transduction : la transduction
géneralisée et la transduction spécialisée. La transduction généralisée a lieu au cours du
cycle lytique d’un phage virulent ou tempéré et transfert n’importe quelle partie du génome
bactérien (Davison, 1999). Dans la transduction spécialisée ou restreinte, la particule
transductrice ne porte que certaines parties spécifiques du génome. Elle résulte d’une erreur
dans le cycle lysogéne. Ainsi seuls les génes proches du site d’intégration du prophage
peuvent étre encapsidés et transférés a une autre bactérie. Chez Salmonella, la transduction
semble importante parce que plusieurs souches transportent des phages de transduction
(Schicklmaier et Schmieger, 1995). Enfin, la transformation et la transduction ne requiérent
pas que les cellules donatrices et réceptrices soient présentes a la méme place ou au méme
moment.
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Figure 6 : Représentation schématique des différents mécanismes de transfert horizontal de génes de
résistance.
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3.1.2. Différents mécanismes de résistance aux antibiotiques

3.1.2.1. Diminution de la pénétration ou augmentation de I’excrétion
d’un antibiotique

Un des modes de résistance aux antimicrobiens est d’empécher 1’antibiotique d’atteindre sa
cible en ne lui permettant pas de pénétrer dans le cytoplasme. Ce genre de mécanisme dépend
de la perméabilité de la membrane externe de la bactérie. Cette perméabilité de la membrane
dépend principalement du lipopolysaccharide (LPS) et des porines ancrées dans cette
membrane. Le LPS est tres compacte en profondeur gréce a ses acides gras insaturés et
formés de structures hydrophiles gréce a ses charges électriques de surface. Cette organisation
explique une résistance naturelle aux antibiotiques hydrophobes et/ou de masse moléculaire
élevée. Les antibiotiques trés lipophiles, tels que les macrolides, ont beaucoup de mal a
traverser la membrane externe des bactéries a cause de la présence protectrice de LPS. Ce
phénomene explique la résistance naturelle des bactéries vis a vis des macrolides. Quant aux
molécules hydrophiles, elles doivent passer la couche de LPS a travers des porines ou des
transporteurs actifs plus ou moins spécifiques. La diminution ou le caractere non fonctionnel
de ces porines (par exemple aprés mutation chromosomique) rendent la bactérie beaucoup
moins sensible par une diminution de la diffusion. Ce mécanisme se retrouve essentiellement
chez les entérobactéries et les Pseudomonas. Enfin, la présence de certaines protéines
membranaires peut également induire une augmentation de 1’excrétion de l'antibiotique. On
rencontre ce mecanisme chez certaines entérobactéries résistantes aux tétracyclines. La
résistance s’explique par une concentration intracellulaire insuffisante de cette famille
d’antibiotiques. Un mécanisme similaire est décrit pour les fluoroquinolones (Tableau 7).

3.1.2.2.  Systéme d’efflux

Cet efflux empéche ainsi la concentration intracellulaire de 1’antibiotique d’atteindre un
niveau d’action, ce qui empéche son action. Le systeme d’efflux actif est efficace grace aux
protéines transmembranaires ancrées dans la membrane plasmique mais également dans la
membrane externe des bactéries Gram négatif (Walsh, 2003). Ces protéines sont spécifiques
d’une classe d’antibiotiques ou au contraire responsables de « multidrug resistance » (MDR)
de certaines bactéries, leur conférant une résistance simultanée a plusieurs classes
d’antibiotiques.

3.1.2.3. Modification de la cible

Une mutation peut induire une modification de la cible de I'antibiotique utilisé, son efficacité
sera ainsi réduite, et permettra de ce fait a la bactérie de continuer a se diviser. On retrouve ce
phénomeéne pour de nombreuses familles d'antibiotiques : méticilline et nouvelles PLP
(protéines de liaisons des pénicillines), macrolides (Tableau 7). Ce mécanisme de résistance
est également fréquent pour les quinolones : la résistance est due a des mutations dans les
génes codant permettant la bactérie résistante de synthétiser une ADN gyrase moins sensible
(Bryskier, 1999).
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3.1.2.4. Inactivation enzymatique de ’antibiotique

Certaines enzymes synthétisées sont capables de dégrader la molécule d’antibiotique en
réduisant son efficacité ou la rendant inactive. Il s’agit du systéme de résistance le plus
fréquemment rencontré (Bjorkman, 2000). Ce phénoméne est décrit contre les B-lactamines,
les aminosides et le chloramphénicol (Tableau 7). Dans le cas des B-lactamines, on peut
distinguer des pénicillinases, ayant un support génétique essentiellement plasmidique et donc
tres répandues, et des céphalosporinases généralement chromosomiques et spécifiques
d'especes.

3.1.2.5. Modification du métabolisme

Ce mecanisme explique la résistance bactérienne aux sulfamides et le triméthoprime (ou
équivalent) (Tableau 7). lls bloguent la voie de syntheése des bases nucléiques en inhibant
certaines enzymes. En augmentant la synthese des precurseurs, des enzymes ou en fabriquant
des enzymes moins sensibles, la bactérie peut devenir résistante.

Classe Exemples d’antimicrobiens Mécanisme de
d’antimicrobiens résistance aux

antimicrobiens+

Inhibition de la synthése de la paroi (peptidoglycane)

[ ]
¥ %]
=

f-Lactamines amoxicilline-acide clavulanique. ampicilline, 1,
céfoxitine, ceftiofur, cefiriaxone. céphalothine

Glycopeptides vancomycine 1.3

Polypeptides bacitracine 1

Inhibition de la synthése protéique

Aminoglycosides  amikacine, apramycine, gentamicine, 1.2.3.4
kanamycine. néomycine. streptomycine

Lincosamides- clindamycine 1.2.3.4
Macrolides erythromycimne 1.2.3.4
Phénicoles chloramphénicol 1.2.3.4
Tetracyclines tétracycline 1.2.4
Streptogramines quinupristine-dalfopristine 1.2.3. 4
Inhibition de la synthése ou du fonctionnement de ' ADN

Quinolones acide nalidixique 1.3.4
Fluoroquinolones ciprofloxacine, enrofloxacine 1.3.4

Inhibiteur de la triméthoprime-sulfaméthoxazole. sulfisoxazole 1,2

I
%)
ey

folate

1) Modification de la cible, 2) inactivation enzymatique, 3) diminution de la perméabilité et 4)
pompes a efflux.
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Tableau 6 : Mécanismes de résistance aux antimicrobiens (Cattoir, 2004 ; Rice et Bonomo, 2007 ; Salyers
et Whitt, 2002 ; Schwartz et al., 2006 ; Yao et Moellering, 2007).

3.1.3. Réservoirs et transmission de la résistance bactérienne aux
antibiotiques a ’homme

L’autre axe important de la résistance aux antibiotiques, est celui de I’origine de la
propagation et la transmission de cette résistance. D’un point de vue de santé publique,
I’absence d’étanchéité entre les écosystémes animal - homme - environnement aggrave le
risque de dissémination de la résistance aux antibiotiques. Les préoccupations de plus en
plus soulevées actucllement, sont 1’utilisation systématique des antimicrobiens dans la
production d’aliments pour les animaux.

L’émergence de la résistance aux antimicrobiens initiées par cette utilisation compromet, non
seulement la santé et le bien étre des animaux a cause des échecs thérapeutiques, mais aussi
engendre quelques éventuelles conséquences négatives pour la santé publique en raison de la
propagation de [’antibiorésistance des animaux aux humains, conduisant a I’échec du
traitement dans les maladies infectieuses humaines (EFSA, 2009 ; Jordan et al., 2009).

3.1.3.1. Transmission directe

La transmission directe de la résistance a I’homme se fait dans la plupart des cas dans les
milieux hospitaliers. En effet, 1’état immunodéprimé transitoire du patient, ajouté aux
traitements antibiotiques pourrait favoriser la sélection et la colonisation d’un germe
infectieux résistant dé¢ja présent chez I’individu (Brun-Buisson, 2005). En outre, s’ajoute la
transmission entre patients malades porteurs de souches résistantes (transmission croisée) et le
contact avec le personnel hospitalier. Des études ont révélé également qu’une partie du
réservoir responsable de I’augmentation de la propagation des geénes de résistance était des
bactéries d’origine communautaire. Effectivement, les nouvelles admissions ont été
considérées comme un risque potentiel de transmission dans les services hospitaliers
(Fontenoy et al., 2008). Dans une enquéte réalisée en Israél par Ben-Ami et al. (2006), a
montré que 10,8 % des personnes admises a I’hopital étaient porteuses d’Enterobacteriaceae
productrices de BLSE en majorité de type CTX-M-2 (53%). De ce fait, I’apport des
entérobactéries productrices de BLSE d’origine communautaire contribuerait aussi et de
maniére non négligeable a la diffusion des bactéries résistantes au sein des hopitaux (Ben-
Ami et al., 2006 ; Valverde et al., 2008). Autres cas de transmission directe des genes de
résistance est le libre échange intercommunautaires. En effet, la circulation des biens, des
marchandises et des personnes sont des facteurs pouvant favoriser la transmission des
bactéries résistantes aux antibiotiques. Selon un rapport canadien, 44 % des patients identifiés
comme porteur d’une souche d’E. coli productrice de BLSE ont été contaminés lors de
voyages notamment en Inde, au Moyen-Orient et en Afrique (Laupland et al., 2008).

3.1.3.2. Transmission via les animaux et ’aliment d’origine animale
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Les animaux ainsi que les aliments d’origines animales jouent un rdle considérable dans la
transmission de la résistance des bactéries a ’homme. Il y’a plusieurs voies par lesquelles la
présence de la résistance dans les aliments dérivés d’animaux pourraient avoir des
implications potentielles dans la santé humaine ; a) la résistance aux antimicrobiens des
agents zoonotiques pathogenes tel que Salmonella dans les aliments contaminés provoque une
infection humaine qui nécessite un traitement, et dont ce traitement pourrait étre compromis,
b) la sélection des bactéries non pathogenes résistantes aux antimicrobiens chez les animaux ,
transmise a I’homme aprés ingestion de la nourriture contaminée ; les déterminants de
résistances sont transférés a d’autres bactéries commensales pathogeénes se trouvant dans
I’intestin humain, ¢) et enfin la présence des résidus d’antibiotiques dans les produits
alimentaires, permettant ainsi une sélection des bactéries résistantes une fois la nourritures est
consommeée (Piddock, 1996). Par ailleurs, le contact direct avec les animaux pourrait aussi
étre une voie par laquelle la bactérie résistante peut étre transmise a I’homme.

En effet, beaucoup d’enquétes ont prouvé que les animaux peuvent hébergés des
entérobactéries productrice de béta lactamases a spectre élargi (Caratolli, 2008 ; Liebana et
al., 2006). Dans des élevages au Pays-Bas, les enquétes ont montré que les fréquences de
portage intestinal d’entérobactéries résistantes a différentes classes d’antibiotiques et
d’entérocoques résistants aux glycopeptides sont significativement plus élevées chez les sujets
travaillants dans les élevages que chez les individus résidant en zone urbaine (Nijsten et al.,
1996 ; Van den Bogaard et al., 2001 ; 2002). Egalement, que des profils similaires de
résistances ont été décrits chez les animaux, agriculteurs et travailleurs des abattoirs,
indiquant ainsi la circulation du matériel génétique bactérien entre les animaux d’élevages et
les humains (Ozanne et al., 1987;. Nijsten et al., 1994; Van den Bogaard et al ., 2001 ; 2002).
Bien que tres peu documenté, les animaux de compagnies sont également porteurs de
bactéries résistantes notamment par production de BLSE (Steen et Webb, 2007). Ainsi, il est
tout a fait envisageable que les sujets ayant des contacts répétés avec les animaux de
compagnie porteurs de bactéries résistantes aient une probabilité d’étre porteurs eux-mémes
de bactéries résistantes.

Le r6le de la chaine alimentaire dans la transmission de bactéries résistantes est non
seulement possible mais certains arguments attestent de sa réalité pour certains pathogenes
comme Salmonella et Campylobacter. De nombreux auteurs ont noté la présence de bactéries
BLSE dans I’alimentation d’origine animale (Aarestrup et al., 2008 ; Caratolli, 2008). En
2004, a la suite d’une épidémie a salmonelle survenue en France, une étude de cas avait
identifié que les malades infectés par Salmonella enterica Newport résistante a la ceftriaxone
avaient consommé de la viande de cheval importée hébergeant une souche de S. enterica
Newport véhiculant une céphalosporinase type CMY-2 (Egorava et al., 2008 ; Espié et al.,
2004).

Plus recemment, Lavilla et al. (2008) rapportérent que les aliments d’origine animale
pouvaient étre un vecteur de la résistance a BLSE. En effet, lors d’une enquéte
épidémiologique en Espagne, Lavilla et al. (2008) avaient identifiés parmi 10 foyers
épidémiques de gastro-entérites d’origine alimentaire, deux a plusieurs convives qui
partageaient la méme souche productrice de BLSE (Lavilla et al., 2008). La figure ci-dessous
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montre les différentes voies possibles de transmission et d’échanges de bactéries porteuses de
génes de résistance.

Voyages
v
H H'E)]:lltal
, f
v
Déchets

Figure 7 : Les différentes voies potentielles de transmission des bactéries résistance ainsi que les génes de
résistance.

3.2. Etat des lieux de la prévalence de résistance des souches de Salmonella aux
antimicrobiens

Bien que I’incidence des Salmonella dans les pays développés est en diminution depuis
quelques années, une augmentation de la résistance aux antibiotiques est constatée, tant en
médecine humaine qu’en médecine vétérinaire (Weill et al., 2004). Compte tenu de la gravité
des infections salmonelliques, de leur impact en santé humaine et surtout de I’importance du
réservoir animal permettant la diffusion a de nombreuses especes, il est apparu essentiel la
mise en place d’une surveillance de 1’émergence des souches résistantes aux antibiotiques
aussi bien des salmonelles d’origine humaine que de celles isolées chez 1’animal, dans les
aliments et dans I’environnement.

3.2.1. Chez les animaux (élevages)
Chez les animaux, les agents antimicrobiens sont souvent utilisés pour traiter, ou prévenir une

maladie (Guardabassi et Kruse, 2008 ; McEwen et Fedorka-Cray, 2002). En production
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intensive, les antimicrobiens sont administrés chez des animaux malades pour les traiter ainsi
que chez des animaux sains qui partagent le méme environnement (métaphylaxie) ou pour
améliorer la croissance des animaux (promoteur de croissance) (Guardabassi et Kruse, 2008 ;
McEwen et Fedorka-Cray, 2002). Depuis la mise en marché en médecine vétérinaire de
beaucoup de classe d’antibiotiques, les salmonelles ont su développer un certain nombre de
résistance a I’égard de grandes familles d’antibiotiques tels que les bétalactamines, les
aminosides, les sulfamides et le triméthoprime, les phénicoles, les tétracyclines, la colistine et
les quinolones. En France, le réseau « Salmonella » qui assure la surveillance et 1’évolution
des souches résistantes d’origine animale, alimentaire ou de I’environnement a mis en
évidence 61% des souches de Salmonella qui présentaient une résistance pour au moins un
des 15 antibiotiques testés. Pour 1’année 2000, 50% des souches de S. Typhimurium
présentaient un profil de multirésistance a cinq familles d’antibiotiques, appelé phénotype
ACSSuT. Cette pentarésistance était d’origine chromosomique. Ce profil de multirésistance a
¢té d’abord identifié chez le lysovar particulier de S. Typhimurium DT104, et ensuite a été
découvert chez d’autres sérotypes ; S. Agona, S. Paratyphi B, S. Saintpaul, présentant le méme
phénotype qui est devenu fréquent depuis 1997.

Au Royaume-Uni, Le lysotype DT 104 multirésistant (phénotype ACSSuT) de S.
Typhimurmium a été isolé pour la premicre fois en 1989 chez ’homme. A partir de ce
moment, ces souches multirésistantes de S. Typhimurium DT104 se sont installées dans la
population bovine du pays (Threlfall et al., 1994). Quelques souches parmi elles ont
¢galement des résistances plasmidiques a 1’apramycine (antibiotique exclusivement
vetérinaire) et au triméthoprime. Depuis, ces souches de ce lysotype se sont propagées dans
de nombreux pays européens et en Amerique du Nord vers les années 90 dans la filiere
bovine, associées a une pathologie, mais également en filiere porcine, ovine et avicole
(Hancock et al., 2000a). Cette propagation a été mise en évidence aprées une série d’épidémies
liées a la consommation de fromage au lait cru (Baggesen et al., 2000 ; Threlfall, 2000 ;
Walker et al., 2001).

En France, en filiere bovine, 1’¢tude de la résistance a I’apramycine et a la gentamicine chez
Salmonella Typhimurium, isolée chez le veau, a montré une rapidité de diffusion de la
résistance au sein des souches animales. En effet, les travaux de Chaslus-Dancla et al. (2000)
ont démontré que ’augmentation de la résistance aux aminosides au sein des élevages, a
surgit 4 années aprés 1’autorisation de mise sur le marché de 1’apramycine. En revanche au
Danemark, des travaux similaires ont indiqué que les taux de résistance des Salmonella a
I’apramycine restait bas en filieres porcine et bovine, voire nuls en filiére aviaire (Aarestrup et
al., 1998b). Chez la dinde, ’administration du chlortétracycline a permis la diffusion de
résistance des salmonelles a cet antibiotique, et a généré I’apparition de résistance a de
multiples antibiotiques (Nivas et al., 1976). Par ailleurs, depuis I’introduction du florfénicol
(phénicolé a usage vétérinaire) dans les années 1990 au Japon, en 1995 en France, et en 2000
ou il a obtenu une AMM européenne (Autorisation de Mise sur le Marché) pour les
traitements d’infections respiratoires en filiére porcine et bovines, des souches de Salmonella
résistantes ont été observées, notamment parmi les souches de S. Typhimurium et S. Newport
(Meunier et al., 2003a). Egalement le cas des fluoroquinolones, qui sont une des plus
récentes classes d’antimicrobiens a large spectre efficaces pour le traitement d’infections
intestinales et systémiques chez les animaux de consommation. Il s’avere que depuis leur

introduction, 1’apparition des souches résistantes a été observée. En effet, les travaux de Wiuff
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et al. (2003) ont démontré qu’une utilisation par voie orale de I’enrofloxacine dans les
conditions recommandées lors d’usage thérapeutique entraine une augmentation de la
pression de sélection ainsi que la fréquence des salmonelles résistantes aux quinolones. Par
ailleurs, I’introduction du cefquinome et le ceftiofur, qui sont des C3G administrés en
pommade intra-mammaire (cefquinome) ou en préparations injectables (ceftiofur et
cefquinome) pour le traitement des infections respiratoires ont fait craindre la communauté
scientifique de voir émerger et diffuser des mécanismes de résistances aux C3G en élevages,
des bactéries zoonotiques dont Salmonella. Malheureusement cette crainte était averee
puisque peu de temps apres leur introduction, des mécanismes de résistance sont apparus chez
Salmonella. En effet, en 2003, une alerte a été signalée au Danemark suite a I’identification
de souches de Salmonella Virchow résistantes aux C3G isolées de cailles importées de
France, avec la mise en évidence de production de béta lactamase de type CTX-M-9 (Weill et
al., 2004). Durant cette période 2001 a 2003, le réseau « Salmonella », ANSES (anciennement
AFSSA) a identifié dans la filiere volaille, des souches résistantes a la céfalotine parmi
lesquelles des souches du sérotype Virchow sont apparues résistantes au céfotaxime par
production du gene CTX-M. ¢’est dans cette filiére que les fréquences de résistance a I’acide
nalidixique sont les plus élevées et quelques souches résistantes aux fluoroquinolones ont été
identifiées. Au Royaume-Uni, les BLSE de type CMY étaient principalement apparues chez
des souches de Salmonella isolées de volaille et de porc (Liebana et et al., 2004).

Aux Etats-Unis, entre 1999 et 2003, le NARMS (National Antimicrobial Resistance
Monitoring System) rapporte que parmi les 34 000 souches de Salmonella d’origine animale
récoltées durant cette période, 10,9 % étaient résistantes au ceftiofur et 0,3% étaient
résistantes au ceftriaxone, une C3G utilisée en médecine humaine (Frye et Fedorka-Cray,
2007). Plusieurs études américaines ont rapporté 1’origine plasmidique du géne blacmy chez
ces souches isolées de porcs, de volailles ou encore de bovins (Carattoli et al., 2002 ; Zhao et
al., 2001). Toujours en Amérique du nord, précisément u Canada, d'aprés les données du
réseau CIPARS (Canadian Integrated Program for Antimicrobial Resistance Surveillance), le
nombre de souches de Salmonella spp isolées de poulet résistantes au ceftiofur est de 45%.
Curieusement, la résistance au ceftiofur était corrélée avec la résistance au céfoxitine et au
ceftriaxone, suggérant I’implication d’un mécanisme de résistance commun identifié comme
étant une production de BLSE de type CMY (L.i et al., 2007).

3.2.2. Transmission a I’homme des souches animales de Salmonella
résistantes aux antibiotiques

Selon la communauté scientifique, la diffusion de la résistance aux antibiotiques des souches
de Salmonella chez I’homme pourrait étre principalement due a 1’utilisation d’agents
antimicrobiens chez les animaux (White, 1998 ; Angulo et al., 2000). Par ailleurs, les
infections humaines par des espéces bactériennes résistantes aux antimicrobiens tels que
Salmonella sont associées a une morbidité et une mortalité accrues (Helms et al., 2002 ;
Molbak, 2005).

Au Royaume Uni, entre 1960-1966, Anderson (1968) avait constaté une augmentation
alarmante de I’incidence des infections dues a Salmonella Typhimurium lysotype DT29 chez
les troupeaux bovins. Ces nombreuses épidémies signalées ont été dues au développement
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des élevages intensifs de ces animaux. Chez I’homme, en 1965, 22% des souches de
Salmonella Typhimurium appartenaient a ce lysotype DT29, alors qu’il n’existait pas en
1961. Selon les enquétes épidémiologiques, les contaminations humaines étaient liées, soit
directement a des contacts directs avec les élevages bovins, ou indirectement a la
consommation du lait cru. Aux Etas-Unis, a partir de 1963, plusieurs épidémies de grande
ampleur, liées a des produits commerciaux dérivés des ceufs, avaient conduit le CDC a
instauré une véritable surveillance microbiologique tous les cing ans, des salmonelles non
typhiques ainsi que leur sensibilité aux nombreux antibiotiques utilisés (Schroeder et al.,
1968 ; Ryder et al., 1980 ; Riley et al., 1984 ; McDonald et al., 1987). En effet, 1975, 1’étude
américaine avait démontré qu’environ la moiti¢ de 8300 tonnes d’antibiotiques produits dans
ce pays était destinée aux animaux, plus particulierement comme promoteurs de croissance
afin de stimuler et d’améliorer le rendement. En 1986, toujours aux Etats Unis, Cohen et
Tauxe (1986), avaient rapporté que I’augmentation du nombre de cas des infections humaines
dues aux souches de Salmonella résistantes aux antibiotiques, sont dues aux aliments
d’origine animale. Ils concluaient que 1’utilisation des antibiotiques en thérapeutique humaine
ne jouait pas un role majeur dans I’émergence de ces souches résistantes, a la différence de
leur utilisation chez les animaux destinés a I’alimentation humaine. Une des premiéres études
concernant 1’émergence de la résistante des souches de Salmonella aux céphalosporines a été
publiée par Winokur et al. (2000) dans I’Etat de I’Towa, aux Etats Unis. Cette étude a permis
d’identifier des isolats de Salmonella spp. multirésistants de 1’espéce bovine et porcine, qui
étaient identiques aux souches humaines multirésistantes, isolées dans la méme région. Ces
souches humaines et animales étaient codées par le méme gene CMY-2. Dans ce méme pays,
le premier cas signalé de souche humaine de Salmonella résistante a la ceftriaxone, a été un
enfant de 12 ans habitant le Nebraska en 1998 (CDC, 2003). Une enquéte épidémiologique a
montré qu’avant que I’enfant tombe malade, le pére étant vétérinaire traitait plusieurs
infections salmonelliques dans des troupeaux de bétail. Cependant aucune information n’était
disponible au sujet des traitements antimicrobiens utilisés pour ces infections. L’analyse
PFGE des deux isolats humain et animale a montré le méme profil génotypique. L’hypothése
probable émise ¢était que 1’utilisation dans les élevages bovins du ceftiofur, qui est une
céphalosporine de troisieme génération est liée a la contribution de 1’émergence de la
résistance des souches humaines aux ceftriaxone (Dunne et al., 2000 ; Gupta et al., 2003).

Concernant la premiére démonstration de 1’émergence et la diffusion clonale de Salmonella
résistante aux fluoroquinolones, entre I’animal et ’homme a été¢ publiée par Heisig et al.
(1995). Dans cette étude, les souches de S. Typhimurium variant Copenhague isolés chez
I’homme et en filicre bovine avaient les mémes caractéristiques phénotypiques et
génomiques. Plus récemment, quelques souches de Salmonella isolées résistantes aux
fluoroquinolones (S. Typhimurium, S. Hadar) ont été reliées a l'utilisation de
I'enrofloxacine en médecine vétérinaire.
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ETUDE EXPERIMENTALE
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1. Contexte et objectifs de I’étude

La synthese bibliographique a mis en évidence 1I’enjeu majeur des salmonelloses en terme de
santé publique lorsque ces bactéries sont transmises a I’homme. En effet, nous constatons ces
denieres années que les problemes liés aux salmonelles non typhiques se sont
considérablement amplifiés, tant du point de vue de I’incidence de la salmonellose, que de la
gravité des cas humains. En Europe, entre 1999-2008, plus de 1.6 million de cas confirmés au
laboratoire ont été signalés dans 27 pays (ECDC, 2010). Dans les pays riches d’Amérique du
nord, 1.7 millions de cas d’infections humaines a Salmonella sont annuellement estimés
(Majowicz et al.,, 2010). Par ailleurs, il faut savoir que bien que Salmonella enterica
comprend plus de 2500 sérotypes, la plupart des infections humaines sont causées par un
nombre limité de sérotypes (Jones et al., 2008). En effet, S. Typhimurium, et S. Enteritidis
sont les 2 sérotypes les plus fréquemment rapportés chez ’homme dans les pays industrialisés
(Commission Européenne, 2004). L’objectif de thése a donc été de réaliser une enquéte
terrain transversale afin d’estimer 1’épidémiologie des infections par les salmonelles dans les
élevages algériens de poules de pondeuses. Par un réel manque de moyens économiques,
matériels et humains, nous nous sommes limités a deux régions vosines d’Annaba et ElTarf
situées a I’extreme Est du territoire, d’autant plus que ces deux régions sont a caractrére
agricole. Ainsi, les objectifs de ce projet de these ont été entrepris afin ;

e D’estimer la prévalence de contamination des élevages de poules pondeuses des
régions d’Annaba et Eltarf par Salmonella spp.

e Identifier les sérotypes rencontrés, et déterminer les profils d’antibiorésistance des
isolats appartenant aux différents sérotypes.

e Déterminer les facteurs de risques potentiellement liés a la contamination des élevages
de poules pondeuses par Salmonella.

e Discriminer les isolats entre eux et démontrer d’éventuels liens génétiques qui peuvent
¢tayer I’hypothése des liens épidémiologiques entre les souches de Salmonella
provenant des différentes sources ; élevages de poules pondeuses et souches humaines
recueillies aux services hospitaliers de microbiologie des deux régions.

e Déterminer la prévalence de résistance des souches humaines de Salmonella aux
antibiotiques, et identifier les eéventuels génes dominants responsables de ces
mécanismes de résistances, notamment aux béta-lactamines qui constituent la classe
d’antibiotique la plus utilisée en médecine humaine. Et enfin, voir I’émergence de ces
résistances a certaines classes d’antibiotiques dans ces régions, ainsi que les
eventuelles voies de leurs transmissions.
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2. Matériels et Méthodes
2.1.  Enquéte épidémiologique dans les élevages de poules pondeuses

2.1.1. Situation de la filiére avicole, notamment ponte dans les deux régions
étudiées d’Algérie

La région Est du pays représentée par les wilayas de Batna, Sétif, Constantine, Guelma,
Annaba et El Tarf, occupe une place importante a 1’échelle nationale, en termes de production
avicole. Cette place n’est pas seulement due a la présence constante de cette filiere mais aussi
aux différents types d’¢élevages existants. En effet, depuis plusieurs années, la région Est ne
propose pas moins de six types d’élevages, a savoir ; le poulet de chair, la poule pondeuse, la
dinde, la poule productrice du poulet de chair (repro-chair), le repro-ponte, couvoir, et les
poussins ponte. L’organisation de cette filiere avicole dans les différentes wilayas, comme
dans la plupart des autres wilayas du pays est représentée par deux secteurs bien distincts, le
secteur public (ORAVIE) et le secteur privé.

Concernant les deux régions étudiées d’ Annaba et Eltarf, le secteur public pour la filiere ponte
est représenté par 1’office avicole de la wilaya de M’sila (Ain Taghrout), qui est selon les
sources officielles, ’'unique office de reproducteurs ponte dans I’est Algérien. Cet office
pourvoit toutes les unités étatiques de poulettes démarrées dans ’est Algérien en poussins
ponte (Ayachi, 2010). Cependant et selon notre enquéte terrain, le secteur privé, comprend un
unique reproducteur ponte. Les unités de poulettes démarrées sont au nombre de trois, une
unité privée pour la wilaya d’Annaba et 2 unités publiques pour la wilaya d’Eltarf.

Quant aux nombres d’¢élevages de poules pondeuses, et selon les récents enregistrements des
directions des services vétérinaires (DSV) des 2 wilayas (Recensement 2007), ils sont
respectivement au nombre de 18 élevages de poules pondeuses pour la wilaya d’Annaba et 7
pour celle d’Eltarf. Cependant, il faut savoir que ces ¢élevages ne sont pas forcément tous en
activité chaque année. Le nombre d’¢levages de pondeuses varie d’une année a une autre,
dépendant du marché des ceufs et le prix de 1’aliment. De ce fait, la liste et les recensements
des élevages de pondeuses fonctionnels effectués par les DSV ne sont pas forcément
annuellement exhaustifs, et parfois n’incluent pas la totalit¢ des unités d’élevages
opérationnelles pour chaque année (Figure 8).

Néanmoins, un bon nombre de ces élevages enregistre une présence annuelle avec des
effectifs plutdt constants. |l est important également de préciser que dans certains cas, les
éleveurs ne sont pas exclusivement fermiers et considerent 1’élevage aviaire comme une
seconde activité lucrative, et cela fluctue aussi sur leurs nombres et I’identité du propriétaire
de I’¢élevage, d’une année a une autre.
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Nombre d’unités Capacité moyenne
Grands parents non reporté
Reproducteur ponte 1 5000
Poulettes démarrées 3 223 223
Poules pondeuses 25* 184 600

* Nombres d’élevages de poules pondeuses existants.

Tableau 7 : Le nombre d’unités d’élevages (publiques et privés) de la filiere ponte dans les 2 régions
d’étude (source 2007 DSV et enquéte terrain 2008 et 2009).

2.1.2. Distribution géographique des élevages

Les deux wilayas voisines d’Annaba et Eltarf sont situées a I’extréme Nord Est du territoire
Algérien, elles sont constituées respectivement de 12 et 24 communes. Cependant, toutes les
communes ne sont pas concernées par 1’élevage avicole, bien que ces deux wilayas soient
impliquées dans ce domaine. En effet plusieurs communes concernées par 1’aviculture n’ont
pas une production constante ni en type d’élevage, ni en effectifs qui fluctuent d’une année a
une autre pour des raisons déja évoqueées.

Concernant 1’¢levage de poules pondeuses, Les élevages de pondeuses sont répartis sur 8
communes d’¢levages pour la wilaya d’Annaba, et 7 pour la wilaya d’Eltarf. Leurs batiments
sont implantés dans I’espace géographique de fagon fortuite, entourés généralement d’autres
batiments appartenant a d’autres types d’élevages avicoles tels que; poulets de chair,
reproducteur chair, couvoirs, et dindes. Dans beaucoup de cas, les distances entre les
différents types d’élevages sont souvent relativement réduites. La répartition et la distribution
des élevages enquétés dans les deux régions se trouvent dans la Figure 8.

2.1.3. Sélection des élevages enquétés

Notre étude a été conduite a une échelle régionale, dans deux régions voisines d’Annaba et
Eltarf (anciennement dans la méme wilaya). L’enquéte épidémiologique a reposé sur une
enquéte transversale : le relevé des conditions d’élevages des poules pondeuses et la
détermination de leurs statuts vis-a-vis des salmonelles ont été réalises simultanément lors des
visites des batiments.

La population étudiée incluait les elevages de poules pondeuses situés dans ces deux régions
d’Annaba et Eltarf. La liste et la localisation des exploitations en activité pendant notre
période d’étude comprenaient, d’'une part, les ¢élevages enregistrés aupres des autorités
vétérinaires (DSV) de ces deux wilayas et d’autre part, les élevages que nous avons recensés
lors de I’enquéte épidémiologique et qui étaient en activité durant nos deux années d’étude.
Vu le nombre relativement réduit des élevages de pondeuses dans ces deux régions, tous les
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¢éleveurs ont été sollicités en garantissant 1’anonymat et 1’absence de répercussion négative
pour les résultats obtenus.

Au total, 18 élevages sur les 22 opeérationnels durant nos deux années d’étude, nous ont
autorisé 1’acces a leurs élevages. La capacité des batiments d’¢élevages enquétés variait entre
2400 et 7200 pondeuses, tous disposes en cages, et la mise en place des poulettes était faite a
18 semaines.

Le prototype des batiments d’élevages dans ces 2 wilayas est commun pour tous les éleveurs.
Tous les ¢éleveurs sauf un possédent un seul batiment de pondeuses dans 1’exploitation. Pour
la plupart, les élevages correspondaient a des investissements relativement moyens, de taille
modeste, et la structure du batiment se réduisait a une toiture recouverte de plaques de zinc
ou ternit, des murs en moules ou en briques recouverts d’une couche de ciment, et d’une
plate-forme bétonnée.

» Moments d’échantillonnages

Notre étude a été menée et suivie, de Mars 2008 jusqu'a novembre 2009. Les élevages
enquétés ont fait I’objet d’une a 3 visites de prélévements tout au long de la bande de poules
pondeuses. Ainsi, 13 élevages ont été échantillonnés 3 fois tout au long de leurs campagnes
d’élevages, 2 visites d’échantillonnages pour deux autres élevages, et une unique visite de
prélevements pour les 3 autres élevages. La premiere visite se déroulait au début de la ponte
(22-31 semaines d’age) et a concerné 15 élevages, la seconde visite était effectuée entre 47-60
semaines d’age et a concerné 14 élevages.

La dernicre visite s’est déroulée a la fin de la période d’élevage avant le vide du batiment.
L’age des pondeuses pour la derniére visite était rangé entre 70-86 semaines pour beaucoup d’
élevages. Par ailleurs, parmi les 13 élevages visités 3 fois, 4 ont été échantillonnés en fin de
bande, entre 74-82 semaines d’age lors de la premicre bande et au début et au milieu de la
seconde bande de pondeuses élevées dans les mémes batiments d’élevages. Un élevage était
déclaré contaminé si au moins I’un des 7 échantillons permettrait 1’isolement de Salmonella
spp. lors des analyses bactériologiques.

2.1.4. Questionnaire de visite d’élevage

Pour I’étude des facteurs de risque potentiellement liés a la contamination par les salmonelles,
un questionnaire a été diment rempli lors des visites de collecte des prélévements pour
chaque exploitation. Le questionnaire épidémiologique comportait environ 95 questions,
essentiellement de type fermées.

Les questions portaient sur la description de I’exploitation, la description du batiment
d’élevage, les caractéristiques et la conduite d’élevage ; la gestion des oiseaux morts, le
contréle des rongeurs et autres animaux domestiques, des mesures de biosécurite, le personnel
de I’exploitation et les visiteurs, la vaccination et I'administration d'antibiotiques.
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Les notes ainsi obtenues basées a la fois sur des observations personnelles et des informations
recueillies auprés des employés en charge des troupeaux des poules pondeuses étaient utiles
pour établir des corrélations éventuelles entre les résultats de 1’élevage vis-a-vis de la
contamination par les salmonelles et ses caractéristiques. Le questionnaire est présenté en
annexe 2.

2.1.5. Echantillonnages

Un total de 2754 prélévements a été collecté. La détermination du statut salmonellique des
lots a reposé sur la recherche bactériologique de salmonelles dans 7 échantillons par troupeau,
prélevés lors de chaque visite d’élevage ; 2 pools de fientes collectés dans les fosses de
batteries, 1 pool de fientes collectés au niveau des cages, 1 pool de prélevements de
poussieres de cages, 1 pool de prélévements de surfaces, et 2 pools de prélévements d’aliment
et d’eau. Les 7 échantillons de matieres fécales et de I’environnement du batiment dans
lequel ont été élevées les poules pondeuses ont été collectés comme suit :

Les 2 pools de 15 fientes fraiches ont été pris au hasard sur la totalité de la surface du sol dans
lequel sont disposées les batteries. Afin que les préléevements soient représentatifs, le
batiment a été diviseé virtuellement en 5 quartiers (deux en avant et deux en arriére et un au
milieu), et 3 fientes fraiches ont été recueillies dans chaque quartier. Chaque pool contenait
environ 150 g de fientes fraiches. Un troisiéme pool de 5 prélevements de matiéres fécales
séches mélangées a été pris par grattage de plusieurs cages, a raison d’1 prélévement de
fientes par quartier. Ce pool de matieres fécales des cages contenait approximativement 25 a
50 g de fientes séches. Un pool de 7 prélevements de poussiéres en provenance des cages a
été recueilli, et 1 pool de 7 prélevements de surfaces a été collecté dans différents endroits du
batiment tels que les surfaces des murs, mangeoires et abreuvoirs.

Pour des raisons techniques lors de la premiére visite, nous avons utilisé des écouvillons pour
les prélévements environnementaux. Les écouvillons ont été préalablement imbibés d’eau
stérile afin de frotter 5- 10 centimétres de surface des cages ; a I’intérieur des cages vides,
allant le long des lignes d’abreuvement jusqu’aux tétines. Les écouvillons ont été¢ également
utilisés pour essuyer environ 20 cm? des surfaces des mangeoires et bacs d’eaux. Pour cela, le
batiment a été également divisé en 7 quartiers, et 3 écouvillons ont été appliqués pour chaque
secteur.

Lors de la seconde période d’échantillonnage, des chiffonnettes stériles en coton humidifiées
avec un neutralisant (25 cm x 25 cm, marque AES Chemunex, Combourg, France) ont été
utilisées pour les prélevements environnementaux ;  Les chiffonnettes stériles ont été
appliquees en dessous de 7 cages choisies au hasard a différents quartiers au sein du troupeau.

Le chiffonnage a été réalisé sur les parois des cages afin d’absorber la poussiére et les grains
de fientes séchées, a raison d’une chiffonnette pour deux cages. Les 3 autres chifonnettes
stériles humidifiées ont éte utilisées pour le pool de 7 prélevements de surfaces.

Les chiffonnettes stériles et individuelles ont été utilisées pour frotter et essayer les surfaces
des mangeoires et les murs aux 7 différents endroits du béatiment. Pour cela, deux
chiffonnettes ont été utilisées pour essuyer les surfaces des mangeoires et surface des murs, et
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I’autre pour les bacs d’eaux. Pour chaque secteur de prélévement, le chiffonnage est réalisé
sur les parois a une hauteur d’environ 0.5 m® de surfaces d’équipement et sur environ 20-30
cm?® de surfaces de murs, des frottements énergiques étaient effectués horizontalement et
verticalement.

Concernant les pools d’eau et d’aliment ; pour les batiments dont la capacité variait entre
2400- 3100 pondeuses, le pool d’eau était constitué de 4 prélévements de 5 mL d’eau chacun,
préelevés de différents bacs et réservoirs, et 1 pool d’aliment constitué de 4 prélévements de 5
g d’aliment chacun prélevés de différentes mangeoires. Pour les batiments dont la capacité
était comprise entre 4800-7200 pondeuses, 2 pools de 6 prélévements de 5 mL d’eau chacun
et de 5 g chacun d’aliment ont été prélevés de différents bacs, réservoirs d’eau, et mangeoires.

Aprés chaque type de prélevements, une nouvelle paire de gants stérile était utilisée, et les
pools de prélévements étaient placés individuellement dans un sac en plastique ou récipient
stérile préalablement identifié¢ et numéroté. Au total, pour chaque visite d’échantillonnage, 61
prélevements étaient collectés pour le batiment contenant 4800-7200 de pondeuses, et 57
prélévements pour les batiments dont la capacité était comprise entre 2400 -3100 pondeuses.

Le tout était acheminé au laboratoire, sous froid (température de réfrigération) dans une
glaciére, dans un délai ne dépassant pas 2 heures apres les prélevements (en fonction de la
distance). Les préléevements étaient traités soit le jour méme, ou bien gardés au réfrigérateur
jusqu’a tres tot le lendemain pour étre analysés.
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Figure 8: Localisation des élevages visités dans les 2 régions d’Annaba et ElTarf, par rapport au
nombre d’élevages en activités durant les 2 années d’étude.
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2.2. Les souches humaines collectées sur les deux années d’étude

Afin d’estimer I’éventuel potenticl de contribution des salmonelles aviaires a certains cas de
salmonelloses humaines, mais aussi €tudier les clones circulant dans cette partie de 1’Est
Algérien, nous avons recupére toutes les souches de salmonelles isolées durant les deux
années 2008 et 2009, dans le laboratoire de microbiologie du Centre Hospitalo-Universitaire
Dorban d’Annaba (CHU), mais aussi, celles isolées dans les laboratoires microbiologiques
des hopitaux (EPH) d’Eltarf et d’Elkala. L’origine des souches de Salmonella est hospitaliére
et communautaire (cas ambulatoires). Notre source d’information, pour les souches collectées
était les registres des différents services hospitaliers ou les patients ont été hospitalises.

2.3. Méthodes d’analyses
2.3.1. Analyses bactériologiques des prélévements aviaires

Les analyses bactériologiques pour la recherche de Salmonella ont été réalisées selon un
protocole adapté de la norme 1SO 6579 (2002). Briévement, 25 g de chaque pool de fientes,
d’aliments, et 25 mL d’eau étaient repris avec 225 mL d’eau peptonnée tamponnée (AES
Chemunex, Combourg, France), a raison d’1/10, homogénéisés durant 1min. Les écouvillons
ont été placés individuellement dans 9 mL d’eau peptonnée tamponnée, et les chiffonnettes
également pré-enrichis individuellement dans 100 mL d’eau peptonnée tamponnée. Tous les
échantillons étaient ensuite incubés a 37°C pendant 18 h £ 2 h. Apres cette phase de pre-
enrichissement, 1 mL et 100 pL étaient ensuite enrichis respectivement dans 20 mL du
bouillon Tétrathionate/novobiocine de Mueller Kauffmann (AES Chemunex, Combourg,
France), et 10 mL du bouillon Rappaport-Vassiliadis (Fluka, Sigma Aldrich, France), et
incubés respectivement a 37°C et 42°C pendant 24 h. Le lendemain, a partir des deux
bouillons d’enrichissement, une boite de gélose Hektoen et une boite de gélose XLD (AES
Chemunex, Combourg, France), étaient ensemencées, et étuvées a 37°C pendant 24 h.

La confirmation biochimique de deux colonies suspectes caractéristiques de Salmonella a été
réalisée par un ensemencement en strie et piqure centrale d’un tube de TSI (Biokar, Beauvais,
France), et d’une galerie API-20E (BioMerieux, Marcy I’Etoile, France). Les souches
humaines de Salmonella non typhiques gracieusement fournies par les laboratoires de
microbiologie ont été également confirmées biochimiquement en utilisant des API-20E
(BioMerieux, Marcy I’Etoile, France).

2.3.2. Sérotypage des souches de Salmonella

Le sérotypage des souches aviaires et de cas humains de Salmonella non typhiques a été
réalisé au laboratoire d’Etudes et de Recherches sur la Qualité des Aliments et des Procédés
agroalimentaires (LERQAP), unité CEB (Caractérisation et Epidémiologie Bactérienne), du
Laboratoire de Sécurité des Aliments (ANSES) de Maisons Alfort, Paris.

Ainsi, les souches ont été serotypées par agglutination sur lame a 1’aide d’une culture fraiche
de 24 h, en utilisant des sérums somatiques polyvalents anti O et des sérums flagellaires anti
H. La lecture et la détermination de la souche se faisait selon le tableau de Kauffmann-White
(Popoff, 2001).
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2.3.3. Les antibiogrammes

Les Antibiogrammes ont été réalisés par la méthode d’écouvillonnage en milieu gélosé
Mueller-Hinton Agar (Bio-Rad, France), selon les recommandations du Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2009). La lecture et I’analyse des diamétres des
zones d’inhibition ont été réalisées par un automate de lecture OSIRIS (Bio-Rad). Les
résultats ainsi obtenus ont été interprétés selon les critéres du CLSI (CLSI, 2010). Un premier
panel de 16 antibiotiques a été testé. Dans le cas d’une souche de Salmonella résistante aux
céphalosporines ou une diminution de sensibilité a I’enrofloxacine, une deuxi¢me série de 16
autres antibiotiques était testée. Le controle de la qualité a été fait avec la souche de référence
d’Escherichia coli ATCC 25922.

Pour les souches humaines multi résistantes (AMR), dont la détermination de la CMI d’une
céphalosporine de 3*™ génération (ceftazidime ou cefotaxime) par bandelette ETEST (AES
Chemunex, Combourg, France) s’est révélée difficile, c'est-a-dire absence de sensibilité, et de
synergie entre ces molécules avec I’acide clavulanique, nous avons réalis¢  des
antibiogrammes standards sur gélose Mueller-Hinton additionnée de 250 mg/L de cloxacilline
(Inhibiteurs de céphalosporinases).

La cloxacilline permet ainsi de Vvérifier si la résistance observée était bien liée a ce type de
mécanisme en restaurant ainsi la sensibilité aux molécules précitées en 1’absence de tout autre
mécanisme de résistance aux B-lactamines et de détecter une éventuelle B-lactamase a spectre
élargi associée qui aurait été masquée par une hyperproduction de céphalosporinases (AmpC)
(Poirel et al., 2003).

Panel 1 : AMP : ampicilline (10ug, 14-19), AMC : amocixilline+ acide clavulanique (30ug,
14-21), CTX: céfotaxime (30pg, 15-21), CHL : chloramphenicol (30pg, 19-23), CF:
cefalotine (30ug, 12-18), CAZ : céftazidime (30ug, 15-21), SXT : cotrimoxazole (1.25/23.75
Mg, 11-15), SSS: sulfamides (300pg, 12-17), GEN : gentamicine (10Ul, 14-16), STR:
streptomycine (10UI, 13-15), KAN : kanamycine (30Ul, 15-17), TET : tétracycline (30Ul, 17-
19), CT : colistine (50ug, 15), NAL : acide nalidixique (30ug, 15-20), OFX : ofloxacine (5ug,
16-22), ENR : enrofloxacine (5ug, 19-22).

Panel 2: AML: amoxicilline (25ug, 14-21), TIC: ticarcilline (75ug, 18-22), PRL:
pipéracilline (75ug, 12-20), TZP: pipéracilline/tazobactam (75/10ug, 14-21), TMP:
triméthoprime (5ug, 12-16), MA : céfamandole (30ug, 15-22), CFP : céfopérazone (30ug, 14-
21), FOX: céfoxitine (30upg, 15-22), CRO: céftiaxone (30upg, 15-21), AMC:
amoxicilline/acide clavulanique (20/10ug, 14-21), TIM : ticarcilline/acide clavulanique
(75/10ug, 18-22), ATM : aztréonam (30ug, 17-23), IPM : imipéneme (10ug, 17-22), CXM :
cefuroxime (30pg, 15-22), FEP : céfépime (30ug, 15-21), CIP : ciprofloxacine (5ug, 19-22).

2.3.4. L’analyse génotypique des souches isolées de Salmonella

Les 19 souches de Salmonella spp isolées des élevages de poules pondeuses durant les deux
années de prélevements, et les 67 souches collectées de cas humains durant ces deux années

d’étude ont été comparées sur un plan génotypique. Pour cela, nous avons eu recours a
86



différentes méthodes de typages fondées sur I’étude du génome total déja évaluées chez
Salmonella : ERIC-PCR, IS-PCR et une méthode de référence : électrophorese en champ
pulsé (PFGE). Ces méthodes ont été utilisées pour estimer les liens de clonalité entre les
différents sérotypes d’origines humaines et aviaires, le caractere clonal de certains sérovars,
et d’en déduire par la suite les hypothéses d’éventuels liens génotypiques et épidémiologiques
entre les différents isolats selon les origines. Les résultats de cette étude ont également
permis de tester le pouvoir discriminant de ces méthodes et leur capacité a différencier
génétiquement les différents isolats de cette partie de 1’ Algérie.

2.3.4.1.  Marqueurs moléculaires fondés sur la PCR

2.3.4.1.1. Extraction d’ADN selon le protocole « Qiamp DNA Mini Kit
Qiagen »

L’extraction de I’ADN a été réalisée sur colonnes a filtre en utilisant le mini Kit Qiamp
Qiagen (Qiagen S.A, Courtaboeuf, France). Le protocole appliqué était celui recommandé par
le fournisseur. Brievement, apres une culture fraiche de 24 heures dans 5 mL de BHI (Brain
Heat Infusion) a 37°C, on préléve 1 mL du bouillon de culture dans un tube eppendorf qu’on
centrifuge a 5000 rpm (rotation par minute) pendant 10 min, auquel on élimine le surnageant.
Ensuite, on suspend le préecipité avec 180 pL de tampon ATL, puis on ajoute 20 pL de
protéinase K avant d’incuber a 56°C durant 3 heures. Cette étape permet une lyse bactérienne.
Il est & savoir que cette étape peut durer toute la nuit sans abimer I’ADN bactérien.

Une fois la lyse terminée, on rajoute 200 pL de tampon AL, et on incube pendant 10 min a
70°C, puis on rajoute 200 uL d’éthanol. Une fois 1’éthanol rajouté, on introduit le tout
délicatement dans une colonne en faisant attention a ne pas toucher les bordures. La colonne
doit étre préalablement numérotée selon la souche étudiée, et le tout est centrifugé a 6000 rpm
pendant 1min. Le lavage des colonnes a filtres se fait sur deux temps en utilisant deux
tampons de lavages, centrifugés respectivement a 6000 rpm pendant 1 min et a 14000 rpm
pendant 3 min.

la colonne est ensuite reprise avec 200 pL de tampon de conservation et centrifugée une
derniére fois a 6000 rpm pendant 1 min. Les 200 pL contenant I’ADN sont ainsi répartis en 3
fois dans des tubes a 1.2 pL et conserves a -20°C jusqu’a utilisation.

*Tous les tampons d’extraction, de lavages, et de conservations sont fournis avec kit.
2.3.4.1.2. Réalisation des PCR (ERIC et IS-PCR)
2.3.4.1.2.1. Principe

Ce sont des méthodes de synthese qui permettent d’amplifier de maniére cyclique une région
spécifique de ’ADN bactérien. Elles se basent sur [’utilisation d’une paire d’amorces
spécifiques pour chacune des deux méthodes en présence d’une enzyme d’amplification
résistante a la chaleur (Tag polymérase : Thermus aquaticus polymérase).Les séquences
d’amorces utilisées se trouvent sur le tableau 9.
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Amorces Séquences (5 —8) Références
ERIC 1(R) ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC Millemann et al. (1996)
ERIC 2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG Millemann et al. (1996)
IS1(R) AGGCGCATCTGAAAAACCTCGG Millemann et al. (2000)
1S2 CGGAACCCCCCAGCCTAGCTGGG Millemann et al. (2000)

Tableau 8 : Séquences d’amorces utilisées pour les deux marqueurs moléculaires ERIC et IS-PCR

2.3.4.1.2.2. Conditions de réalisation

L’étude des liens génotypiques entre les différents isolats appartenant aux serovars aviaires
et humains a été réalisée en utilisant deux marqueurs moléculaires fondés sur la PCR. 1l s’agit
de I'IS-PCR (Insertion Séquence) et I’ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus). Le Mix comprenait des quantités nécessaires et précises du tampon 10X avec
MgCl, (Roche Diagnostics, GmbH, Mannheim, Germany), du (10mM) dNTP, et celles des
amorces ERIC et IS (Sigma-Aldrich, Saint Quentin, France). Pour chaque méthode, le calcul
de volume pour chaque élément du Mix a été fait sur une feuille de calcul Excel, dont la
formule tient compte du nombre de souches a traiter, mais également en prévoyant en plus les
volumes supplémentaires pour les tubes témoins (positif et négatif). L’amplification se fait
avec 5U de I’enzyme Taq DNA polymérase (Faststart taq, Roche Diagnostics, GmbH,
Mannheim, Germany). Le Mix est ensuite réparti sous hotte a raison de 22,5uL dans chaque
tube PCR correspondant a 1’échantillon traité, auquel on rajoute 2.5uL d’extrait d’ADN de
I’échantillon traité en question. Les séquences des amorces utilisées pour les deux méthodes
sont détaillées dans le tableau N°9.

2.3.4.1.2.3. Conditions d’amplification

Concernant I’IS-PCR, les conditions d’amplification comprennent un premier cycle avec une
étape de dénaturation a 94°C pendant 3 min, suivi de 45 cycles avec 94°C pendant 1 min
pour la dénaturation, 55°C pendant 1 min pour I’hybridation, et 72°C pendant 4 min pour
I’élongation. ET enfin, une élongation finale a 72°C pendant 20 min (Millemann et al., 2000).

Pour I’ERIC-PCR, le programme optimum d’amplification comprend un premier cycle a
94°C pendant 3 min pour la dénaturation, suivi de 35 autres cycles comprenant une
dénaturation a 94°C pendant 1 min, une hybridation a 51°C pendant 1 min, et une élongation
a 72°C pendant 4 min. Et enfin une élongation finale a 72°C pendant 20 min (Millemann et
al., 2000). Les amplifications sont réalisées dans un thermocycleur PERKIN ELMER 9700
(Courtaboeuf, France).
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2.3.4.1.2.4. Migration électrophorétique et révélation

Les produits de I’amplification ont été séparés par électrophoreése sur gel d’agarose a 2%
(Sigma Aldriche, Saint Quentin, France) avec le tampon TBE1X (Tris Borate EDTA) (Roche
Diagnostics). La migration était faite sous une tension de 120V, avec un ampérage de 200
mA, pendant une durée de 2 heures. La détermination des poids des fragments d’ADN
obtenus était réalisée en utilisant le marqueur VIII (Roche dignostics) a poids moléculaires
standards. La révélation a été faite dans un bain de bromure d’éthidium a une concentration de
Iug/ mL sous agitation pendant 30 min, suivie d’une lecture sur plaque UV avec un
analyseur d’image Bio-Rad a I’aide de 1’appareil Gel Doq Eq (Bio-Rad, France).

2.3.4.2.  Electrophorese en champ pulsé (Pulsed Field Electrophoresis

L’¢lectrophorése en champ pulsé de nos souches humaines et aviaires a été réalisée dans
I’unité CEB de I’ANSES. Le protocole utilisé par I’unité est adapté a celui décrit par Peters et
al (2003) et standardisé selon la méthode décrite par Ribot et al. (2006). Le principe de la
technique de PFGE est basé sur 1’analyse de ’ADN total en utilisant une enzyme de macro
restriction. Cette technique comporte trois importantes étapes :

2.3.4.2.1. Extraction d’ADN

D’abord chaque clone bactérien des souches étudiées de Salmonella a été purifié par une mise
en culture sur une boite de gélose Drigalski (Bio Merieux, Marcy 1’Etoile, France), et incubé a
37°C pendant 24 h. Une colonie est ensuite repiquée sur gélose TSAYE (Oxoid Basingstoke,
Hampshire, England) et incubée a 37°C pendant 24 h. A partir des colonies de chaque boite
TSAYE correspondant a une souche, une culture bactérienne était émulsionnée stérilement
dans 2 mL de CSB (Cell Suspension Buffer). A 1’aide d’un spectrophotometre, la densité
optique de la suspension bactérienne était ajustée a 630 nm entre 1.6 et 1.8. Une fois ajustée,
400 pL de cette suspension ont été transférés dans un tube eppendorf avec 20 pL de
protéinase K.

La protéinase K permet ainsi la lyse bactérienne. Afin de protéger I’ADN total de toute
dégradation physique ou enzymatique, la suspension bactérienne est reprise avec du gel
d’agarose et verser dans des moules pour inserts (formation des plugs).

Les plugs étaient ensuite incubés durant 2 heures sous agitation dans une solution de lyse
contenant de la protéinase K, et du détergent SDS a 20% (Sodium Dodecyl Sulfate). La lyse
bactérienne dure au minimum 2 heures mais elle peut étre réalisée sur une nuit sans que
I’ADN soit abimé. Les plugs sont enfin rincés 2 fois a 1’eau et 3 fois au TE (Tris-Ethyléne
diamine tétra-acétique acide) puis stockés a 4°C jusqu’a utilisation.

2.3.4.2.2. Digestion enzymatique

Le choix de I’enzyme est crucial pour cette étape. Il permet de couper le chromosome
bactérien entre 10 et 20 fragments de différentes tailles, qui seront par la suite sépares par
¢lectrophorése en champ pulsé. Chez les salmonelles, I’enzyme Xbal est majoritairement
utilisee en PFGE, notamment pour cette étude. Ainsi, les plugs ont été plongés dans des tubes
contenant la solution enzymatique, et placés au bain sec a température d’action de I’enzyme,
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a savoir 37°C pendant 4 heures pour I’enzyme Xbal (Roche Diagnostics, GmbH, Mannheim,
Germany).

2.3.4.2.3. Seéparation électrophorétique et réveélation

Une fois la digestion terminée, les plugs sont insérés dans un gel d’agarose SeaKem a
1% dans un tampon TBE 0.5X. La séparation électrophorétique se fait en utilisant le CHEF-
DRIII (Bio-Rad, Marnes la coquette, France). L’électrophorése dure entre 19-20 heures selon
le nombre de souches analysées en maintenant une température de migration & 14°C grace a
un dispositif de refroidissement. Les conditions de migration comprennent un temps pour
chaque pulsation de 2 secondes jusqu’a 64 seconde réglé a 6V/cm pour un angle de 120 °.
Salmonella Braenderup H9812 (CDC, Atlanta, USA) dont la taille des fragments est connue,
est utilisée comme marqueur moléculaire de référence. La révelation du gel se fait dans un
bain de BET (Bromure d’Ethidium) (40 uL/400 puL d’eau) pendant 30 minutes sous agitation,
suivie d’une lecture sous UV avec un analyseur d’image Bio-Rad a ’aide de 1’appareil Gel
Doq Eq. Le gel est photographié et enregistré a I’aide du logiciel Quantity One (Bio-Rad).
En fonction de la qualit¢é de I’image suite a cette premiére visualisation du gel, une
décoloration de 15 a 30 minutes est effectuée dans un bain d’eau ultra pure sous agitation.

2.3.4.2.4. Lecture du gel et interprétation des résultats

L’analyse de I’ensemble des souches a été effectuée a 1’aide du logiciel BioNumerics (Bio-
Rad, Applied-Maths, Sint-Martens-Latem, Belgique). Ce logiciel permet la saisie de 1’image
et la normalisation des distances de migration en fonction de S. Braenderup H9812 utilisée
comme marqueur de taille de fagon a tenir compte des variations dues aux aléas de la
migration. L’image est ainsi archivée et utilisée ultérieurement pour la comparaison des
différents profils.

L’interprétation des profils ou des fragments obtenus se base sur les distances de migration ou
sur le calcul des poids moléculaires de chacun des fragments. Un numéro de profil est attribué
suite a une entrée dans la base de données de I’unit¢ CEB. Le numéro de profil est défini
selon la nomenclature européenne par un code de 6 lettres associé a un numéro de 4 chiffres
(Peters et al., 2003). La premiere lettre correspond au genre Salmonella, suivi de 3 lettres
correspondant au serotype, et enfin les 2 dernieres lettres correspondant au code de I’enzyme
utilisée.

L’interprétation des résultats se fait par le calcul de I’indice de similitude de Dice avec 1% de
tolérance d’erreur. L’indice de Dice analyse les profils deux a deux et qui correspond au
rapport du nombre de fragments communs multiplié par deux sur le nombre total de
fragments observés dans les deux profils. Ce coefficient est calculé automatiqguement avec le
logiciel. Apres une comparaison deux a deux de tous les profils, une matrice de similitude est
alors obtenue permettant de construire un dendrogramme, celui ci est obtenu par la méthode
UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Averages).
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2.3.5. Mécanismes de résistances des souches humaines aux antibiotiques
2.3.5.1. Détection des génes contenant une f-lactamase

La recherche des génes de résistances aux béta-lactamines des souches humaines a été
effectuée par 3 PCR Multiplex. Les protocoles utilisés par ’'unité CEB de ’ANSES ont été
adoptés a partir d’études précédemment publiées. Les 10 génes bla testés étaient TEM, CTX-
M, SHV, DHA, CMY, VEB, PER, ACT, ACC, LCR. Les séquences des amorces utilisées
ainsi que les tailles des fragments sont détaillées dans le tableau N°10.

La premiére Multiplex nous permettait de détecter la présence des genes bla tem, bla ctx-m et
bla per parmi les différents isolats de Salmonella résistantes aux cephalosporines et la
seconde permettait de rechercher les genes bla syv, bla cwmy, et bla pua. Enfin la derniére
Multiplex nous permettait de vérifier la présence des génes bla act, bla acc, et bla cr. Le
Mix de chaque PCR Multiplex comprenait des volumes définis de tampon 10X avec 2mM de
MgCl,, 200puM deoxynucleoside triphsphate (dNTP), 2U de la Taq DNA polymerase
(Faststart taq, Roche Diagnostics, GmbH, Mannheim, Germany), et les 6 paires d’amorces a
différentes concentrations. Une fois le Mix distribué dans chaque tube PCR a raison de 48 pL
par souche, 2 uL. d’ADN de chaque souche traitée était additionné pour un volume final de 50
ML dans chaque tube d’échantillon. Les conditions d’amplifications sont optimisées en
fonction des températures optimales d’action des séquences d’amorces utilisées dans
chaqu’une des 3 PCR. La réalisation de ces derniéres a été effectuée dans un thermocycleur
PERKIN ELMER 9700 (Courtaboeuf, France).

2.3.5.2.  Détection du géne armA contenant une méthylase

Une PCR classique a été réalisée pour rechercher le géne armA parmi les 22 souches des cas
humains présentant des niveaux élevés de résistance aux 3 aminosides testés, en 1’occurrence
la gentamicine, la kanamycine et la streptomycine. Les amorces utilisées ainsi que le
protocole PCR appliquée par I’unité CEB sont ceux décrits par Gonzalez-Zorn et al. (2005).

2.3.5.3. Révélation et lecture des PCR (3 Multiplex et 1 Simplex)

Les 10 pL de produits d’amplifications des 4 PCR ont été séparés par électrophorese sur gel
d’agarose a 2% en tampon 1X (Tris Borate EDTA). La révélation des génes a été réalisée
dans un bain de bromure d’ethidium (1pg/ mL) sous agitation pendant 30 min, suivie de la
lecture sur plaque UV en utilisant le systeme Gel Doc Eq et le logiciel One quantity one (Bio-
Rad, Marnes la coquette, France). Le marqueur VI (Roche diagnostics, GmbH, Mannheim,
Germany) dont le poids moléculaire des fragments connus a été utilisé pour identifier les
différents genes présents dans les différents isolats de Salmonella résistantes aux béta
lactamines et le marqueur a 1Kb était utilisé pour I’identification du géne armA.
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Amorces Séquences (5 —3) Taille Références
(pb)

TEM (OT3) CGT GTC GCCCTT ATT CCC 840 Arlet et al. (1995)
TEM (OT4) CCA ATG CTT AAT CAG TGA GG
CTX-M (MA1) SCS ATG TGC AGY ACC AGT AA 544 Lartigue et al. (2007)
CTX-M (MA2) CCGCRATATGRTTGG TGG TG
CMY (CIT A) ATG CAG GAG CAG GCT ATTC 689 Mulvey et al. (2005)
CMY (CIT B) TGGAGCGTTTTCTTC TCC TGA AC
PER1-F GGC CTG ACG ATCTGG AACCT 643 MedVetNetWP9
PER1-R GGC CGT CCATCA GGC AAC
SHV (0S5) TTATCT CCCTGT TAG CCACC 797 Arlet et al. (1997)
SHV (0S6) GATTTG CTG ATT TCG CTC GG
DHA-F CGG TGG TGG ACA GCACCA 394 Protocole interne de CEB
DHA-R GAC GGC TGC CACTGC TG
VEBext-upbis GCC AGAATAGGA GTAGCAAT 915 Protocole interne de CEB*
VEBext-Low CGGTTT GGG CTATGG GCAG
ACT1-F CSGTTACSCCGCTGATGAA 941 Protocole interne de CEB
ACT1-R AAA KGC CAC GTAGCT GCC A
ACC1-F AGC CTC AGC AGCCGGTTAC 818 Nadjar et al. (2000)
ACC1-R GAA GCCGTT AGT TGATCC GG
LCR1-F GCACCCTTCTGGCCTTTG 677 Protocole interne de CEB
LCR1-R GGC AAA CAG CCAAACATCG
ARMA-F GGT GCG AAAACAGTCGTAGT 1155 | Gonzalez-Zorn et al. (2005)
ARMA-R TCC TCA AAA TAT CCT CTATGT

* . Unité Caractérisation et Epidémiologie des Bactéries (CEB). Le choix des amorces a été fait par ’équipe de I’unité
CEB avec la contribution de G. Arlet.

Tableau 9 : Liste des 10 paires d’amorces utilisées pour les 3 PCR Multiplex et la paire d’amorces utilisée
pour la PCR simplex.

2.3.6. Séquencage du géne CTX-M

Parmi les 50 souches hospitaliéres de Salmonella porteuses d’une B-lactamase type CTX-M,
26 souches ont été sélectionnées pour le séquencage du géne. La représentativité des souches
choisies était faite selon, les différents sérotypes (Enteritidis, Typhimurium, les variants
monophasiques et immobiles), leurs profils génotypiques (PFGE, ERIC et IS-PCR) et
phenotypiques (antibiorésistance). Le séquengage a été réalisé au laboratoire de 1’unité U 914
de P'INSERM « Emergence des résistances aux antibiotiques », service de bactériologie-
virologie de I’hopital Bicétre de Paris. La technique préconisée a été réalisée selon la méthode
de Sanger modifiée comprenant plusieurs étapes.

D’abord, une purification des fragments d’ADN amplifiés par PCR des 26 souches choisies
de Salmonella contenant le géne CTX-M. Cette derniére a été réalisée avec le kit Qiagen de
purification (Qia quick PCR Purification Kit (250), Qiagen GmbH-Hilden) en suivant les
instructions du fabriquant.
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La purification était ensuite suivie par la préparation du Mix de séquencage avec 1’enzyme
Big TYE (Applied Biosystems, Foster City, Calif, USA), en rajoutant 2uL de produit purifié
de chaque isolat.

Les conditions d’’amplification comprenaient 25 cycles avec une phase de dénaturation a
96°C pendant 3 secondes, une phase d’hybridation a 55°C pendant 15 secondes et enfin une
étape d’¢longation a 60°C pendant 3 min. L’¢longation finale était a 72°C pendant 7 minutes.
Les amplifications ont été réalisées dans un thermocycleur Applied Biosystems 2720 (Applied
Biosystems, Foster City, Calif, USA).

Une fois ’amplification terminée, les produits de séquencage ont été purifies sur gel en
utilisant le Kit Qiagen, et selon les recommandations décrites par le fournisseur (Kit sur gel de
séquencage, Qiagen GmbH-Hilden).

Enfin, les produits purifiés ont été séquencés a I’aide du séquenceur ABI Prism 3100
(Applied Biosystems, Foster City, Calif). Les sequences de nucléotides ont été analysées avec
le logiciel Lasergene (Dnaster, Madison, Wis). Le programme BLASTN du NCBI
(http://lwww.ncbi.nIm.nih.gov) a été utilisé pour déterminer le groupe d’enzyme CTX-M.

2.4.  Analyse statistique des indicateurs de risque

A partir du questionnaire des visites d’¢élevages, nos données ont été traitées avec le logiciel
Epi-Info® (version gratuite 2.5.3, CDC, Atlanta, USA). Vu le nombre réduit de batiments
d’¢levages de poules pondeuses dans les deux régions étudiées, I’analyse statistique s’est
limitée au test de Fisher exact. L’association entre chaque indicateur de risque et le statut
salmonellique de ces élevages de poules pondeuses a été évaluée en calculant le risque relatif
avec un intervalle de confiance a 95%. Les tests ont été considérés significatifs si p<0.05.

3. Resultats
3.1. L’infection des élevages de poules pondeuses par les salmonelles
3.1.1. Preévalence de contamination

La présence de salmonelle a été dépistée dans 8 élevages parmi les 18 enquétés, avec
uniquement 19 prélevements positifs parmi les 2754 analysés. Ce résultat correspond a un
taux d’isolement faible de 0.68%. Le nombre de prélévements contaminés par Salmonella
variait selon la source du prélevement. Ainsi, sur les 1610 prélevements de matieres fécales
analysées, 13 contenaient des salmonelles (0.80%), et 4 prélevements étaient positifs parmi
les 322 prelévements de poussieres des cages (1.24%). Pour les 250 prélévements d’eau
réalisés, uniquement 2 étaient positifs (0.80%) (Tableau 12).

La contamination salmonellique s’est avérée plus élevée en fin de bande, entre 70-86
semaines d’age des pondeuses (7/17) comparativement au début de ponte, entre 22-31
semaines (3/15) et au milieu de la bande, entre 47-60 semaines d’age des pondeuses (1/14)
(Tableau 11).

En outre, parmi les 3 élevages testés positifs en début de bande, Salmonella a été isolée entre
74-82 semaines dans les deux précédentes bandes de poules pondeuses élevées dans les
93



mémes batiments d’élevages. Toutefois, aucune analyse statistique sur 1’association de la
prévalence de contamination par Salmonella et les 3 classes d’age des poulettes n’a pu étre
réalisée en raison du nombre relativement faible des élevages échantillonnés dans les deux
régions.

Age des pondeuses lors Fréquence d’isolement de Salmonella
des visites (semaines)
Nb. Elevages  Nb. Elevages Nb. Prélév Nb. Prélev
visités positifs analysés positifs
22-31 15° 3 899 5
47-60 14 1 838 3
70-86 17t 7 1017 11
Total 18 8 2754 19

a : Quatre batiments ont été échantillonnés en fin d’élevage (74- 82 semaines) lors de la premiére campagne et en début de
ponte, entre 22-31 semaines lors de la seconde campagne de pondeuses, élevées dans les mémes batiments.
b : Persistance de deux Salmonella sérovars en début de ponte lors de la seconde campagne d’élevage de pondeuses.

Tableau 10 : Fréquence d’isolement de Salmonella dans les élevages de poules pondeuses dans les deux
régions d’étude en fonction des 3 4ges des pondeuses lors des visites, et la proportion des prélévements
analysés.

3.1.2. Les sérotypes identifiés

Dix neuf isolements de salmonelles sérotypables ont été obtenus parmi lesquels 9 sérotypes
différents ont pu étre identifiés. Un sérovar a été identifi¢ dans 5 batiments d’élevages et les 3
autres élevages positifs présentaient simultanément deux sérotypes différents. Les 5 serovars
fréquemment retrouvés étaient S. Enteritidis (n=4), S. Kentucky (n=3), S. Hadar (n=3), S.
Virchow (n=2), S. Heidelberg (n=2), et S. Manhattan (n=2) (Tableau 13). Par ailleurs, on a
identifié 7 sérotypes parmi les 1610 prélevements de fientes, 2 sérotypes parmi les 322
prélevements de poussiéres des cages, et enfin 2 autres sérotypes dans les 250 prélevements
d’eau (tableau 13).

Salmonella Enteritidis et S. Virchow ont été isolés dans deux bandes successives de poules
pondeuses qui logeaient dans les mémes batiments d’élevages : isolées des prélevements de
fientes lors de la premiére bande (n=2) et des prélevements de poussiéres de cages dans la
seconde bande (n=4).
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Batiments d’élevages contaminés (8/18)
Source* No. Prélevements No. Prélevements Sérovars identifiés
analysés positifs
Fientes 1610 13 (0.80%) S. Kentucky (n=3)
S. Hadar (n=3)
S. Manhattan (n=2)
S. Heidelberg (n=2)
S. Enteritidis (n=1)
S. Virchow (n=1)
S. Abany (n=1)
Poussiéres cages 322 4 (1.24%) S. Enteritidis (n=3)
S. Virchow (n=1)
Eau 250 2 (0.80%) S. Typhimurium (n=1)
S. Dublin (n=1)

* Sur les 250 prélévements d’aliment et les 322 prélévements de surfaces analysés : aucun ne contenait de salmonelle.

Tableau 11 : Différents sérovars de Salmonella identifiés des élevages de poules pondeuses dans les deux
régions d’Annaba et Eltarf, selon les différentes sources de prélévements.

3.1.3. Résistance aux antibiotiques des souches isolées

Parmi les 19 isolats de Salmonella, 13 isolats montraient une résistance a au moins un
antibiotique. Douze souches étaient résistantes a 1’acide nalidixique, et 6 isolats étaient
résistants a au moins 3 classes d’antibiotiques. Les 3 souches de S. Kentucky et 2 souches de
S. Hadar étaient résistantes a I’ampicilline, tétracycline, et a la streptomycine. Ces 5 isolats
étaient également résistants a la céfalotine. Par ailleurs, les 3 souches de S. Kentucky étaient
hautement résistantes aux fluoroquinolones testés (ofloxacine, enrofloxacine, et
ciprofloxacine) (MIC cip > 8 mg/L) (Tableau 13). Enfin, la souche de S. Typhimurium était
résistante seulement a I’ampicilline. Les souches de S. Virchow, S. Manhattan, et S. Dublin
restaient sensibles a tous les antibiotiques testés (Tableau 13).
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Batiments d’élevages contaminés (8/18)
Source Serovars identifiés Profil d’antibiorésistance
Fientes S. Kentucky (n=3) 3 [AMP-CF-STR-SXT-GEN-TET-NAL-OFX-ENR]
MICcip = 8 mg/L
S. Hadar (n=3) 2 [AMP-CF-STR-TET-NAL]
1 [STR-TET-NAL]
S. Manhattan (n=2) Sensible
S. Heidelberg (n=2) [NAL]
S. Enteritidis (n=1) [NAL]
S. Albany (n=1) [NAL]
S. Virchow (n=1) Sensible
Poussiéres cages | S. Enteritidis (n=3) 2 [NAL]
Sensible
S. Virchow (n=1) Sensible
Eau
S. Typhimurium (n=1) [AMP]
S. Dublin (n=1) Sensible

AMP : ampicilline, TET : tetracycline, STR : streptomycine, CF : cefalotine, NAL : acide nalidixique, GEN : gentamicine,
SXT : cotrimoxazole, OFX : ofloxacine, ENR : enrofloxacine.

Tableau 12 : Profils de résistance aux antibiotiques des souches de Salmonella selon les différentes sources
de prélevements et les sérovars identifiés.

3.1.4. Indicateurs de risque associés au statut salmonellique
3.1.4.1. Typologie des élevages

L’équipement des batiments d’élevages enquétés de poules pondeuse se limitait au stricCt
minimum (batteries conventionnelles de type « californienne », équipées d’un systéme
d’abreuvement et de mangeoires d’alimentation) avec un systeme de ventilation et d’isolation
statique pour la majorité des batiments basé sur la présence de fenétres, de taille et de nombre
variable, et quelques extracteurs d’air. Seulement 3 batiments étaient munis d’un systeme de
refroidissement. De la méme maniére, nous constations 1’absence d’humidificateurs et de
régulateurs de lumiére chez la majorité des élevages, ce qui se traduit par les probléemes de
maitrise de I’ambiance, notamment en saison chaude. La provenance de 1’eau d’abreuvement
était pour la totalité des élevages les sources et les puits. La plupart des éleveurs faisaient
appel au véterinaire uniqguement en cas de maladie ou de mortalité éleve.
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3.1.4.2.  Analyse statistique du questionnaire d’enquéte

Le dépouillement du questionnaire a permis d’identifier six indicateurs de risques avec un
risque relatif supérieur ou égal a 2, ils apparaissent pertinents et tendent a étre potentiellement
associes a la contamination des élevages par Salmonella. Cependant, aucun indicateur ne s’est
révelé significativement (p<0.05) associé a la contamination, cela pourrait étre di au faible
nombre de batiments d’élevages enquétes (Tableau 14).

Le contamination des élevages par Salmonella était plus fréquente (i) dans les élevages qui ne
possédaient pas de cloture a I’entrée de I’exploitation (RR= 3.5; Cl 95%= 0.5,25; p= 0.1),
(i1) ceux qui n’utilisaient pas un détergent avant la mise en place du lot de pondeuses (RR=
2.7 ; Cl 95%= 0.4,16.9 ; p=0.2), (iii) dans les élevages ou la fréquence de ramassage des
cadavres dans les exploitations datait d’au moins d’une semaine (RR= 2.6; Cl 95%-=
1.0,6.5; p=0.08). Egalement la contamination était plus élevée dans les batiments (iv) qui
possédaient un mauvais systéeme de ventilation ( RR= 2.6 ; Cl 95%= 1.0,6.5; p=0.08), (V)
dans les €levages ou nous avons observé la présence de rats morts ou apercu a I’intérieur du
batiment lors des visites d’échantillonnage (RR= 2.6 ; Cl 95%= 0.8,7.6 ; p=0.08), (vi) et enfin
dans les batiment ou les cages selon les employés, ont été seulement dépoussiérés avant la
mise en place d’un nouveau lot de pondeuses ( RR=2 ; Cl 95%= 0.7,5.3 ; p=0.2) (Tableau 14).

97



Variables Les 18 batiments (BT) enquétés

Nb. BT S+ p' RR" 95% CI°
* Présence de cloture
Non 12 7 (58.3%) 0.1 35 0.5-25
Oui 6 1 (16.7%) 1
* Utilisation d’un désinfectant lors du
nettoyage avant la mise en place
Non 13 7(53.8%) | 0.2 2.7 0.4-16.9
Oui 5 1 (20%) 1
* Fréquence de ramassage des cadavres
D’au moins d’une semaine 5 4 (80%) 0.08 2.6 1.0-6.5
1 fois par jour 13 4 (30.8%) 1
* Type de ventilation
Faible® 5 4 (80%) 0.08 2.6 1.0-6.5
Moyenne- bonne® 13 4 (30.8%) 1
* Rats observés a I’intérieur de I’exploitation
lors des visites
Oui 7 5 (71.4%) 0.08 2.6 0.8-7.6
Non 11 3 (27.3%) 1
* Simple dépoussiérage des cages avant la
mise en place
Oui 6 4 (66.7%) 0.2 2 0.7-5.3
Non 12 4 (33.3%) 1

a : Nombre de batiments contaminés par Salmonella

b : Risque relatif

c : Intervalle de confiance

d : Ventilation statique avec un nombre de fenétres insuffisants

e : Ventilation dynamique ou statique avec un nombre suffisant de fenetres
f: Test de Fisher

g : Effet protecteur pris comme référence

Tableau 13 : Indicateurs de risques associés a la contamination des élevages de poules pondeuses par
Salmonella.

98




3.2.  Potentielle contribution des salmonelles aviaires aux cas de salmonelloses
humaines

3.2.1. Les souches humaines collectées
3.2.1.1.  Donnees cliniques et épidémiologiques

Durant les deux années d’étude, 67 souches de Salmonella ont été isolées de cas humains dans
les hopitaux des deux régions étudiées. Salmonella a été isolée dans les 61 des cas, de
prélévements coproculture, 3 cas de prélévements d’hémoculture, 1 isolat d’urines, 1 isolat de
pus, et 1 isolat du liquide céphalo-rachidien. Pour 88% des cas, les souches provenaient du
service pédiatriqgue comprenant la réanimation pédiatrique ainsi que le service néonatalogie.
Les patients étaient des enfants dont I’age était compris entre 8 jours et 36 mois. Le reste des
souches étaient isolés chez des adultes ages entre 15 et 55 ans, souffrant de symptémes
diarrhéiques. Les isolats provenaient des services infectieux, hématologie et cas ambulatoires.
Il est a noter qu’on a essayé de distinguer les cas communautaires des cas nosocomiaux en se
basant sur la notion d’hospitalisation ou non des malades. Concernant le service pédiatrique,
et selon les registres du service, il s’agit pour un bon nombre de cas d’épisodes épidémiques
avéres, persistant survenus en néonatalogie sous forme de cas de gastroentérites, méningites,
bronchiolite, et septicémies. Une bonne partie des enfants concernés par ces épidémies sont
des enfants nés sous X, provenant des pouponniéres. L’antibiothérapie recue selon les
dossiers du service pédiatrique était des combinaisons de classes d’antibiotiques, Ampicillin-
Amikacine ;  Gentamicine-Ampicilline-Colistine ; Gentamicine-Tétracycline-Amoxicilline ;
Bactrim-Ampicilline ; Gentamicine-Thiamphénicol. Quelques enfants ont recu du céfotaxime
commme antibiothérapie. 1l est également a signaler que ces infections ont causé le décés de
11 nourrissons parmi eux, et dont 1’age était compris entre 8 jours et 30 semaines.

Selon les données d’archives du service bactériologique du CHU d’ Annaba pour les derniéres
années, la fréquence d’isolement annuelle des salmonelles non typhiques est variable d’une
année a I’autre, allant de 17 souches en 2006 jusqu’a des pics observés comme le cas en 2004
avec 77 souches. Sur une période de 7ans allant de 2002 a 2007, nous observons une
moyenne d’isolement de 34 isolats de salmonelles par année. Malheureusement, peu de
données épidémiologiques sur 1’origine des souches et les sources de contamination des
différents isolats qui sont enregistrées dans les différents services concernés.

3.2.1.2.  Sérotypes identifiés

Seulement 9 différents sérotypes ont été identifiés parmi les 67 humaines recueillies durant les
deux années d’étude. S. Typhimurium était le sérotype le plus fréqguemment isolé (n= 50),
suivi de S. Enteritidis (n=8), les variants monophasiques et immobiles ( S. 4,12:-:- (2),
S$.4,12:-:1,2 (n=2), S. 4, 5,12:1:- (n=1)), S. Manhattan (n=1), S. Virchow (n=1), S. Dublin
(n=1), et S. Derby (n=1) (Tableau 15).
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3.2.1.3.  Résistance aux antibiotiques

Les 67 souches humaines ont montré au total seulement 13 profils d’antibiorésistance. Sur
ces 67 souches, 47 ont montré un niveau tres élevé de résistance aux antibiotiques avec 7
profils qui ne différaient que par seulement 1, 2, voire 3 antibiotiques testés (Tableau 15).
Les 47 souches étaient résistantes a I’amoxicilline, ticarcilline, pipéracilline, et notamment les
céphalosporines de 3™ et 4°™ générations (céfotaxime, ceftazidime, céfépime, ceftriaxone).
Néanmoins, elles restaient sensibles au pipéracilline/tazobactame, et 1’imipenéme. Elles
montraient également des niveaux élevés de résistance aux sulfamides, triméthoprime et la
tétracycline, et 22 souches parmi elles montraient des hauts niveaux de résistances aux
aminosides testés (streptomycine, gentamicine, et kanamycine). Les profils SXT-STR-SSS,
AMP-CHL-STR-SSS-TET, et AMP-CHL-STR-SSS-TET-CF ont été observés chez
respectivement 1 et 9 isolats. Seulement 2 souches ont montré un profil de résistance a 1’acide
nalidixique (Tableau 15). Le profil phénotypique béta lactamases a spectre élargi (synergie
entre 1’acide clavulanique et cefotaxime, ceftazidime) a été observé chez 50 souches humaines
testées en milieu gélosé de Mueller-Hinton en présence de cloxacilline. Parmi les 67 isolats
humains testés, seulement 6 souches restaient sensibles aux 16 antibiotiques testés.
Cependant, la totalité des souches étaient sensibles a 1’imipenéme, la colistine et les
fluoroquinolones (ofloxacine, enrofloxacine, et ciprofloxacine) (tableau 15).

Sérotype Nombre d’isolats | Profils d’antibiorésistance
S. Typhimurium a
(n=50) 11 AMP AMC CF FOX CTX CAZ FEP CRO STR KAN
GEN CHL SSSTMP TET
15¢ AMP AMC CF FOX CTX CAZ FEP CRO STR GEN
CHL SSS TMP TET
7 AMP AMC CF FOX CTX CAZ FEP CRO STR GEN
SSSTMP TET
2 AMP AMC CF FOX CTX CAZ FEP CRO STR KAN
SSSTMP TET
3 AMP CF FOX CTX CAZ FEP CRO STR KAN GEN SSS
TMP TET
1 AMP AMC CF FOX CTX CAZ FEP CRO STR GEN
SSS TMP
9 AMP CHL STR SSS CF TET
1 AMP CHL STR SSS TET
1 STR SSS SXT
S. Enteritidis (n=8) 4 AMP CF FOX CTX CAZ FEP CRO KAN GEN SSS
TMP TET
NAL
3 Sensible
S.4,12:-:12 (n=2) 1° AMP AMC CF FOX CTX CAZ FEP CRO STR
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1 KAN GEN CHL SSS TMP TET
AMP AMC CF FOX CTX CAZ FEP CRO STR
GEN SSS TMP TET
S.412:-:- (n=2) 1 AMP AMC CF FOX CTX CAZ FEP CRO STR
KAN GEN CHL SSS TMP TET
1 AMP CF CHL STR SSSS TET
S.4,5,12:-i:- (n=1) 1 AMP AMC CF FOX CTX CAZ FEP CRO STR GEN
SSSTMP TET
S. Virchow (n=1) 1 NAL
S. Dublin (n=1) 1 Sensible
S. Manhattan (n=1) 1 Sensible
S. Derby (n=1) 1 Sensible

AMP, ampicilline ; AMC, amoxicilline/acide clavulanique ; CF, céfalotine ; FOX, céfoxitine, CTX, céfotaxime ; CAZ,
céftazidime, FEP, céfépime, CRO, céftriaxone, STR, streptomycine ; KAN, kanamycine ; GEN, gentamicine ; CHL,
chloramphénicol ; SSS, sulfamides ; TMP, triméthoprime ; TET, tétracycline ; NAL, acide nalidixique ; SXT, cotrimoxazole/
a: (13) souches de S. Typhimurium, et (1) du variant monophasique présentaient une haute résistance aux 3 aminosides testés
(absence de zone d’inhibition). b : les (4) souches de S. Enteritidis présentaient une haute résistance aux 2 aminosides testés
(gentamicine + kanamycine), mais restaient sensibles a la streptomycine. c : (4) souches de S. Typhimurium présentaient une
haute résistance a la streptomycine et la gentamicine (absence de zone d’inhibition), mais qui restaient sensibles a la
kanamycine.

Tableau 14 : Profils de résistances aux antibiotiques des souches humaines de Salmonella spp. collectées
lors des deux années d’étude.

3.2.2. Analyse et comparaison génotypique des isolats selon I’origine et le
sérotype

3.2.2.1.  Sérotypes communs identifiés

Durant nos deux années d’étude, 9 sérotypes ont €té identifiés parmi les 19 isolats des
élevages de poules pondeuses, et les 67 souches humaines gracieusement fournies par les
laboratoires de microbiologie. Cing sérotypes isolés des poules pondeuses ont été retrouveés
chez les cas humains ; S. Enteritidis, S. Virchow, S. Dublin, S. Manhattan, et S. Typhimurium.
Le sérotype Typhimurium était le dominant chez les souches humaines avec 50 souches mais
uniquement 1 seule souche a été isolée d’un prélevement d’eau dans un seul élevage. Il est de
méme pour le sérotype Enteritidis, identifié chez 8 patients alors qu’il n’a été isolé que dans
un unique batiment de poules pondeuses. Cependant persistant dans 2 bandes successives.
D’un autre coté, 4 sérotypes ; S. Hadar, S. Heidelberg, S. Albany, et S. Kentucky isolés chez
les poules pondeuses n’ont pas été identifiés chez les cas humains. Par ailleurs, Les variants
monophasiques et immobiles et Salmonella Derby ont été isolés chez les humains et pas dans
nos elevages.

3.2.2.2.  Analyse PFGE et PCR des isolats
3.2.2.2.1. Analyse PFGE

L’ analyse comparative en champ pulsé des 65 souches de Salmonella humaines et aviaires
étudiées parmi les 86 souches isolées, et appartenant aux 7 sérotypes dont 5 sérovars
communs a généré 23 profils différents.

0] S. Typhimurium. Parmi les 50 isolats humains et I’unique souche aviaire de S.
Typhimurium, 38 ont été analysés par la PFGE. Les 37 souches humaines ont
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été choisies selon les données épidémiologiques des isolats et leurs profils
d’antibiorésistances. L’analyse PFGE des 38 souches digérées par 1’enzyme
Xbal a identifié seulement 8 différents profils constitués de 13 a 17 fragments
d’ADN, et répartis sur 4 groupes ou clusters (A-D). Cependant, le degré
d’homogénéité et de similarité entre les 4 clusters est assez élevé (=80%). Les
liens génétiques des différents profils PFGE sont représentés par le
dendrogramme ci dessous (Figure 9). La plupart des souches appartiennent au
cluster A (35/38 isolats) avec 5 profils ayant un pourcentage de similarité¢ >
89% (XB0077, XB0145, XB0146, XB0147, XB0148). Le profil XB0077 est
le profil dominant avec 31 souches d’origine humaine et 1'unique souche
aviaire isolée. Le profil dominant d’antibiorésistance pour les souches
humaines dans ce groupe A est le profil multi-résistant aux antibiotiques
(AMR) avec 21 isolats. Les 3 autres clusters (B-D) sont composés chacun
d’une unique souche humaine avec notamment 3 profils différents (XB0152,
XB0151, XB0150). Cependant, les 3 profils ne différent que par uniquement 3
différents fragments d’ADN.

PEGE-Xbal PFGE-Xbal

Typhimurium  STYMXB0OO77
Typhimurium  STYMXBOO77
Typhimurium  STYMXBOO77
Typhimurium  STYMXB0OO77
Typhimurium  STYMXB0OO77
Typhimurium  STYMXBOO77
Typhimurium  STYMXB0OO77
Typhimurium  STYMXB0OO77
Typhimurium  STYMXBOO77
Typhimurium  STYMXBOO77
Typhimurium  STYMXB0OO77
Typhimurium  STYMXB0OO77
Typhimurium  STYMXB0OO77
Typhimurium  STYMXB0OO77
Typhimurium  STYMXBOO77

Typhimurium  STYMXBOO77 > A

Typhimurium  STYMXB0OO77 \

Typhimuriu m STYMXBOO77
Typhimurium STYMXBOO77
Typhimurium STYMXBOO77

Typhimurium  STYMXB0OO77
Typhimurium  STYMXBOO77
Typhimurium STYMXB0145
Typhimurium  STYMXBOO77
Typhimurium  STYMXB0OO77
Typhimurium  STYMXB0OO77
Typhimurium  STYMXB0OO77
Typhimurium  STYMXB0OO77
Typhimurium  STYMXBOO77
Typhimurium  STYMXBOO77
Typhimurium  STYMXB0148
Typhimurium  STYMXB0OO77
Typhimurium  STYMXBOO77
Typhimurium  STYMXBO146
Typhimurium  STYMXB0O147 }

Typhimurium  STYMXBOO77
Typhimurium  STYMXBOO77

Typhimurium  STYMXB0O152 #B

Typhimurium STYMXBO151 C
Typhimurium  STYMXBO150 D

Figure 9. Dendrogramme issu de I’analyse PFGE avec I’enzyme Xbal des 38 souches de S. Typhimurium
humaines et aviaires isolées lors des deux années d’étude.

(i)

Variants monophasiques et immobiles du sérovar Typhimurium
« Typhimurium-like ». L’analyse PFGE des variants monophasiques S.4,
12:-:11,2, S. 4,5,12:-i:- , et immobile S. 4,12:-:- humains recueillies, a identifié
un seul profil STMO0077 avec une similarité génétique de 80% (Figure 10). Sur
le dendrogramme global, ces 5 souches dites « Typhimurium-like » ont
montré une similarité génétique de 90% voire 100% avec certaines souches de
S. Typhimurium appartenant au profil XB0077.
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Figure 10. Dendrogramme issu de I’analyse PFGE avec I’enzyme Xbal des 5 souches humaines des variants

monophasiques et immobiles recueillies lors des deux années d’étude.

(iii)  S. Enteritidis. La macro restriction avec I’enzyme Xbal des 11 souches testées
parmi les 12 souches de S. Enteritidis a identifié 6 différents profils
appartenant a 3 distincts clusters (A-C) (Figure 11). Le cluster A comprenait 8
souches avec 4 profils différents, et dont le pourcentage de similarité génétique
est > 92%. Le profil XB0001 est majoritaire avec 2 souches aviaires et 3
souches humaines dont I’indice de Dice montrait une similarité génétique de
100%. Le cluster B comprenait 2 souches humaines isolées. La similarité
génétique entre les deux clusters A et B est de 84%. Enfin, le Cluster C
comprenait une seule souche humaine isolée, et dont le pourcentage de
similarité avec les deux autres clusters était de 58% (Figure 11). Au sein de la
base de I'unit¢ CEB, Les profils SENTXB0046 et SENTXB0047, et

SENTXB0048 de S. Enteritidis sont nouveaux.
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Figure 11. Dendrogramme issu de ’analyse PFGE avec I’enzyme Xbal montrant les 3 clusters des 11 souches

de S. Enteritidis humaines et aviaires isolées lors des deux années d’étude.
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(iv) S. Manhattan. Les 2 souches humaine et aviaire ont montré deux profils
différents ayant 82% de similarité génétique (Figure 12). D’autre part, ces deux
profils ont déja été observés au sein de la base de 1’'unité CEB.
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Figure 12. Les deux profils PFGE des 2 souches humaine et aviaire de S. Manhattan obtenus par
I’enzyme Xbal

(v) S. Hadar. Les 3 souches aviaires isolées du méme béatiment ont montré 2
profils PFGE différents (XB0003 et XB0019) avec 78% de similarité
génétique mais uniquement avec 2 fragments de moins pour le profil XB0019
(Figure 13). Par ailleurs, ces deux profils ont été comparés aux différents
profils appartenant a plus de 150 souches de S. Hadar stockées dans la base de
données de I'unit¢ CEB de I’ANSES. Le profil XB0003 est largement
majoritaire.
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Figure 13. Dendrogramme issu de I’analyse PFGE avec I’enzyme Xbal des 3 souches aviaires de S.
Hadar.

(vi) S. Dublin. La digestion enzymatique avec 1’enzyme Xbal de I’ADN
chromosomal des 2 souches humaine et aviaire a présenté 1 seul et méme
profil avec 100% de similarité (Figure 14). 1l est de méme pour les 3 souches
de S. Virchow. En effet, les 2 souches aviaires de S. Virchow isolées
séparément sur deux bandes successives de poules pondeuses logées dans le
méme batiment d’¢élevage, et I’unique souche humaine identifiée ont présenté
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un seul profil VIRXB0042 avec 100% de similarité génétique (Figure 14).
Comparés aux différents profils présents dans la base de données de I'unité
CEB, le profil SDUBXBO0001 de S. Dublin a déja été observé dans la base,
contrairement au profil SVIRXB0042 de S. Virchow qui n’a jamais été
observé dans la base de I'unité CEB de I’ANSES.
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Figure 14. Dendrogramme issu de I’analyse PFGE avec I’enzyme Xbal des 2 souches humaine et aviaire
de S. Dublin isolées lors des deux années d’étude.
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Figure 15. Dendrogramme issu de I’analyse PFGE avec ’enzyme Xbal des 2 souches aviaires et la souche
humaine de S. Virchow isolées lors des deux années d’étude.
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(vii) S. Kentucky. Les 3 souches de S. Kentucky isolées ont présenté un profil
identigue XBO0008 a 100% de similarité génétique. Au sein de la base de
I’'unit¢ CEB, ce profil comparé a celui de la souche 07CEB44 isolée de
volaille en provenance d’Ethiopie a montré une similarité génétique de 90%
(Figure 16). Notons que ces 4 souches 4 de S. Kentucky présentaient le méme
profil de résistance aux fluoroquinolones.
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Figure 16. Dendrogramme de I’analyse PFGE par I’enzyme Xbal des 2 souches aviaires de S. Kentucky
isolées dans 3 différents batiments d’élevages comparées aux souches de S. Kentucky stockees dans la
banque de données de ’unité CEB de I’ANSES.

3.2.2.2.2. Analyse ERIC et IS-PCR

Les 67 souches humaines recueillies et les 19 souches aviaires ont été également caractérisées
par deux marqueurs fondés sur la PCR ; ERIC et IS. Pour chaque souche, I’expérience a été
répétée au minimum 2 fois, avec en plus une derniere PCR de confirmation. Nous avons a la
fin choisi d’illustrer le résultat des différents profils par le traitement des photos obtenus a
I’aide du logiciel Quantity One (Bio-Rad, France). L’évaluation des tailles des bandes sur le
gel d’agarose a été réalisée par la co-migration des fragments d’ADN avec le marqueur VIII
dont les bandes sont comprises entre 19 et 1114 paires de bases (pb). Les 12 profils obtenus
en ERIC-PCR ont été numérotés de | a XI (Figure 17) et les 13 profils observés en I1S-PCR
ont été représentés par des lettres, de A a L (Figure 18).

Les 50 souches humaines de S. Typhimurium, I’unique souche aviaire, et les 5 variants
monophasiques et immobiles ont présenté un seul profil ERIC (I) (Figure 17), et un seul
profil (A) avec la méthode IS-PCR (Figure 18).

Les 12 souches humaines et aviaires de S. Enteritidis ont montré 2 profils ERIC-PCR (II et
[11), et 3 profils en IS-PCR (B-D).

Les deux souches humaine et aviaire du sérotype Manhattan ont également présenté deux
profils différents en ERIC-PCR (X et XI), et en IS-PCR (K et L). Par ailleurs, un seul profil
en IS-PCR et un seul profil en ERIC-PCR a été identifie au sein de chacun des sérotypes
suivants : S. Hadar, S. Dublin, S. Kentucky, S. Heidelberg, et S. Virchow (Figure 17 et 18).
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- Les profils ERIC-PCR

S.ENT 3 S.KEN/1S. ALB S.HAD S. HEID S.DUB S.VIR

B
n’?uﬁmn

Figure 17. Les profils ERIC-PCR des différents sérovars des souches aviaires et humaines
identifiées lors des deux années d’étude. Marqueur moléculaire VIII (19-1114 pb).

S. ENT : Profils II et III des souches humaines et aviaires de S. Enteritidis

S. TYM : Profil I des souches de S. Typhimurium humaines et aviaire + les 5 souches des variants
monophasiques et immobiles.

. KENT : Profil IV des 3 souches aviaires de S. Kentucky.

. ALB : profil V de la souche aviaire S. Albany

. HAD : profil VI des 3 souches aviaires de S. Hadar

. HEI : profil VII des 2 souches aviaires de S. Heidelberg

. DUB : profil VIII des 2 souches aviaire et humaine de S. Dublin

. VIR : profil IX des 2 souches aviaires et la souche humaine de S. Virchow

MAN : profils X et XI des 2 souches aviaire et humaine de S. Manhattan

nnnhnhnnhhn
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- Les profils IS-PCR
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Figure 18. Les profils IS-PCR des différents sérovars des souches aviaires et humaines
identifiées lors durant les deux années d’étude. Marqueur moléculaire (19-1114pb).

S. TYM : Profil A des souches de S. Typhimurium humaines, la souche aviaire, et les 5 souches des
variants monophasiques et immobiles.

. ENT : Profils B, C et D des souches humaines et aviaires de S. Enteritidis

. KENT : Profil E des 3 souches aviaires de S. Kentucky.

. ALB : Profil F de la souche aviaire S. Albany

HAD : Profil G des 3 souches aviaires de S. Hadar

. HEI : Profil H des 2 souches aviaires de S. Heidelberg

DUB : Profil I des 2 souches aviaire et humaine de S. Dublin

. VIR : Profil J des 2 souches aviaires et la souche humaine de S. Virchow

MAN : Profils K et L des 2 souches aviaire et humaine de S. Manhattan.
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3.3. Etude de I’émergence de I’antibiorésistance parmi les souches humaines

3.3.1. Genes de résistances aux béta-lactamines

Les 58 souches de Salmonella résistantes aux béta-lactamines, notamment les céphalosporines
ont eté analysées par 3 PCR Multiplex pour la recherche des 10 genes bla (tableau 16). Le
groupe d’enzyme CTX-M ¢était le plus dominant chez les 50 souches productrices de B-
lactamases a spectre élargi. Parmi elles, 35 portaient également une pénicillinase type TEM.
Par ailleurs, une céphalosporinase type CMY était identifiée également dans 50 souches de

Salmonella dont 6 ne portaient pas une - lactamase a spectre élargi.

Seulement 1 seule

souche de Salmonella était productrice de B- lactamases a spectre élargi de type SHV

(Tableau 16).

Sérotype Nombre | Profils d’antibiorésistance Génes p-lactamases
d’isolats détectés
S. Typhimurium 11 AMP AMC CF FOX CTX CAZ FEP CRO blatem, blactxm, blacmy
(n=49) STR KAN GEN CHL SSS TMP TET
13 AMP AMC CF FOX CTX CAZ FEP CRO blatem, blacTxm, blacmy
STR GEN CHL SSSTMP TET
02 blacrx-m, blacuy
05 AMP AMC CF FOX CTX CAZ FEP CRO bIaTEM, bIaCTX_M, bIaCMY
STR GEN SSSTMP TET
01 blactx-m, blacuy
01 blacrx-m, blacwy, blasky
02 AMP AMC CF FOX CTX CAZ FEP CRO blacTx.m, blacmy
STR KAN SSSTMP TET
03 AMP CF FOX CTX CAZ FEP CRO STR blacrx-m
KAN GEN SSS TMP TET
01 AMP AMC CF FOX CTX CAZ FEP CRO blatem, blacTx.m, blacmy
STR GEN SSS TMP
06 AMP CHL STP SSS TET CF blacuy®
01 blarem, blacrx-m, blacuy
02 blarem, blacrx-m, blacwy
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S. Enteritidis (n=4)

AMP CF FOX CTX CAZ FEP CRO KAN
GEN SSS TMP TET

blacTx-m

S. 4,12:-:1,2 (n=2)

AMP AMC CF FOX CTX CAZ FEP CRO
STR KAN GEN CHL SSS TMP TET

AMP AMC CF FOX CTX CAZ FEP CRO
STR GEN SSSTMP TET

blarem, blacrx-m, blacwy

blactx-m, blacuy

S.4,12:-:- (n=2)

AMP AMC CF FOX CTX CAZ FEP CRO
STR KAN GEN CHL SSS TMP TET

AMP CHL STP SSS TET CF

blarem, blacrx-m, blacuy

blaCMYa

S. 4,5,12:-1:- (n=1)

AMP AMC CF FOX CTX CAZ FEP CRO
STR GEN SSSTMP TET

blactx-m, blacwy

Tableau 15: Les génes de B-lactamases identifiés parmi les 58 souches humaines de Salmonella de
différents sérovars résistantes aux béta-lactamines.

3.3.2. Géne armA de résistance aux aminosides

Le géne armA a été recherché parmi les 22 souches de Salmonella qui conféraient des
niveaux variables et élevés de résistance aux 3 aminosides testés a savoir la kanamycine, la
streptomycine, et la gentamicine. ArmA a été ainsi détecté chez 14 souches de Salmonella
conférant un haut niveau de résistance aux 3 aminosides testés (absence de zone d’inhibition).
Il a été également retrouvé chez 4 autres souches qui présentaient un haut niveau de résistance
a la gentamicine et la kanamycine, mais qui restaient sensibles a la streptomycine (diameétre
d’inhibition > 23 mm). Cependant, armA n’a été détecté chez aucune des 4 souches résistantes
a la gentamicine et la streptomycine (absence de zone d’inhibition) mais sensibles a la

kanamycine (diamétre d’inhibition > 20mm).
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Sérotype Profils d’antibiorésistance Génes pB-lactamases armA
S. Typhimurium (n=12)? AMP AMC CEF FOX CTX CAZFEP | blarem, blacr, Positif
STR KAN GEN CHL SSS TMP TET | placuny

S. Typhimurium (n=1)* .
AMP CEF FOX CTX CAZ FEP SSS | blactxm Positif
TMP STR KAN GEN

S. Typhimurium (n=4)°
AMP AMC CEF FOX CTX CAZFEP | Plarem, blacrxu, Négatif
STR KAN GEN CHL SSS TMP TET blacmy

S. Enteritidis (n=4)° AMP CEF FOX CTX CAZ FEP KAN | blactx-m Positif
GEN SSS TMP

S.14,12:-:1,2 (n=1)° AMP AMC CEF FOX CTX CAZ FEP | blatem, blacTx-m, Positif

STR KAN GEN CHL SSS TMP TET

blacmy

AMP : ampicilline, AMC : amoxicilline/acide clavulanique, CEF : céfalotine, FOX : céfoxitine, CTX : cefotaxime, CAZ:
ceftazidime, FEP : céfépime, STR : streptomycine, KAN : kanamycine, GEN : gentamicine, CHL : chloramphenicol, SSS :

sulfamides, TMP : triméthoprime, TET : tétracycline.
a: les 13 souches de S.Typhimurium et la souche du variant monophasique du S. Typhimurium étaient résistantes aux 3
aminosides testés (streptomycine, kanamycine, et la gentamicine).

b: les 4 souches du sérovar Typhimurium étaient résistantes aux aminosides (streptomycine, et gentamicine), mais qui

restaient sensibles a la kanamycine.
c: les 4 souches de S. Enteritidis étaient résistantes a la gentamicine et la kanamycine, mais qui restaient sensibles a la

streptomycine.

Tableau 16: Les caractéristiques phénotypiques et génotypiques des 18 souches de Salmonella
enterica armA-positives isolées dans le service de bactériologie du CHU Dorban d’Annaba.
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Figure 19. Génes B-lactamases identifiés par PCR-Multiplex parmi les 58 souches humaines résistantes
aux béta-lactamines.
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Figure 20. Géne type CMY identifié par PCR-Multiplex parmi les 50 souches humaines résistantes aux
béta-lactamines et productrices de céphalosporinases.
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Figure 21. Gene armA identifié par PCR parmi les 18 souches humaines résistantes aux aminosides
testés.
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3.3.3. Séquencage du groupe d’enzyme CTX-M

Parmi les 26 souches humaines de Salmonella choisies, et contenant une béta lactamse type
CTX-M, 24 souches portaient le groupe d’enzyme type CTX-M-15, et uniqguement 2 souches
contenaient le groupe CTX-M-1.

Profils d’antibiorésistances des souches possédant le | Nombre d’isolats Groupe d’enzyme CTX-M
géne blactx.m ségquencés identifié

S. Typhimurium (n=42)

AMP AMC CF FOX CTX CAZ FEP CRO STR KAN 03 CTX-M-15

GEN CHL SSS TMP TET (n=11)

AMP AMC CF FOX CTX CAZ FEP CRO STR GEN 05 CTX-M-15

CHL SSS TMP TET (n= 15)

AMP AMC CF FOX CTX CAZ FEP CRO STR GEN 2 CTX-M-15

SSS TMP TET (n=7)

AMP AMC CF FOX CTX CAZ FEP CRO STR KAN 9 CTX-M-15

SSS TMP TET (n=2)

AMP CF FOX CTX CAZ FEP CRO STR KAN GEN 3 CTX-M-15

SSS TMP TET (n=3)

AMP AMC CF FOX CTX CAZ FEP CRO STR GEN 1 CTX-M-15

SSS TMP (n=1)

AMP CHL STP SSS TET CF (n=3) 3 2 CTX-M-1
1 CTX-M-15

S. Enteritidis (n=4)

AMP CF FOX CTX CAZ FEP CRO KAN GEN SSS 4 CTX-M-15

TMP TET

S.14,12:-:1,2 (n=2)

AMP AMC CF FOX CTX CAZ FEP CRO STR GEN 1 CTX-M-15

SSS TMP TET

S.14,12:-:- (n=1)

AMP AMC CF FOX CTX CAZ FEP CRO STR KAN 1 CTX-M-15

GEN CHL SSSTMP TET

S. 14,5,12:-1:- (n=1)

AMP AMC CF FOX CTX CAZ FEP CRO STR GEN 1 CTX-M-15
SSSTMP TET

Tableau 17 : Le séquencage du géne CTX-M des 26 souches choisies parmi les 50 souches humaines de
Salmonella contenant une p- lactamase type CTX-M.
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4. Discussion
4.1. L’infection des élevages de poules pondeuses par Salmonella

4.1.1. Prévalence de contamination

A notre connaissance, cette enquéte transversale donne une premiére description
représentative de la situation des élevages de poules pondeuses d’ceufs de consommation
situés dans les régions Algériennes d’Annaba et El Tarf vis-a-vis de Salmonella spp. Une
sélection aléatoire n’a pas été jugée nécessaire pour cette étude, puisque 18 des 22 €élevages de
pondeuses en activité durant cette période, ont été échantillonnés et que les 4 autres (non
prélevés) sont de la méme typologie. D’un point de vue épidémiologique, notre étude est
quasi-exhaustive dans ces deux régions de 1’extréme nord est Algérien. Notre étude a permis
d’estimer la prévalence de la contamination des élevages de poules pondeuses tout au long de
la période d’élevage par Salmonella spp. a 8 troupeaux positifs parmi les 18 échantillonnés.
Chaque lot d’¢levage a été dépisté positif dans 1’un des 7 échantillons collectés. A 1’échelle
nationale, trés peu de données expérimentales sont disponibles sur la prévalence de
contamination des exploitations avicoles par Salmonella. Le bilan annuel du laboratoire
régional d’El Tarf (LVR) montre un niveau trés bas de souches de Salmonella isolées,
seulement 24 souches isolées en 2009 tous élevages confondus (issus du rapport 2009 du
réseau de surveillance de la résistance bactérienne aux antibiotiques, 2010). Il faut savoir,
qu’en dehors des préléevements obligatoires effectués dans le but d’acquérir un certificat
sanitaire et qui concernent des sujets vivants soumis a une antibiothérapie préalable (cas de la
volaille) ou des prélevements de surface (écouvillonnages des surfaces des batiments
d’élevage apres désinfection), les laboratoires vétérinaires sont de moins en moins sollicités a
cause des mesures sanitaires entreprises sur le terrain suite aux déclarations systématiques
(rapport 2009 du réseau de surveillance de la résistance bactérienne aux antibiotiques, 2010).
Toutefois, les rares enquétes terrain montrent une prévalence assez élevée. L’étude menée par
Elgroud et al., (2009) durant deux années successives dans la région de Constantine, sur 30
élevages parmi les 63 élevages de poulets de chair fonctionnels, a mis en évidence une
fréquence de contamination de 11 élevages parmi les 30 élevages échantillonnés. Plus
récemment une enquéte conduite par Ayachi et al. (2010), dans 5 exploitations de poules
pondeuses dans la région de Batna (la région plus importante en termes de capacité de poules
pondeuses) a permis de mettre en évidence 4 exploitations sur les 5 échantillonnés contaminés
avec 3 sérotypes différents (Typhimurium, Gallinarum-Pullorum, et Salmonella Wien). Bien
que I’étude d’Elgroud et al.(2009), celle de Ayachi et al. (2010), et notre présente enquéte ne
soient strictement pas comparables en termes de type d’¢levages, zone géographique, et
¢galement la méthodologie d’échantillonnage, il est quand méme important de souligner que
les résultats de ces enquétes respectives sont en accord en termes de fréquence de troupeaux
contaminés par Salmonella, mettant ainsi 1’accent sur un niveau de contamination
relativement élevé par Salmonella dans les exploitations avicoles privées en Algérie.

A TDéchelle Européenne, 1’é¢tude conduite par ’EFSA, dans plusieurs pays de I’union
européenne (European Food Safety Authority), entre octobre 2004 et septembre 2005 dans les
élevages de poules pondeuses en fin de bande a mis en évidence une prévalence de
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contamination par Salmonella qui avoisine 30.8% (EFSA, 2007). Cette prévalence de
contamination différe entre les états membres avec une large variabilité allant de 0% dans les
pays du Nord tel que le Luxembourg et la Suede (Van Hoorebereke et al., 2010) ; 17,9% en
France (Huneau-Salaun et al., 2009) ; 31.08% en Belgique (Namata et al., 2008) jusqu’a
atteindre un taux de prévalence élevé de contamination (79%) dans les pays du Sud tel que le
Portugal (EFSSA, 2007 ; Hald, 2008). La récente baisse du niveau de contamination par les
salmonelles dans les élevages de pondeuses observée dans certains pays européens tels que la
France et le Danemark est probablement due aux performances des programmes de contréle
de Salmonella, qui sont basés sur I’application stricte des mesures d’hygiéne et de biosécurité
(Grimont et al., 1999 ; Van de Giessen et al., 2006).

Notre prévalence estimée dans les élevages de pondeuses de ces deux régions voisines doit
étre interprétée avec prudence en raison d’une part, du nombre relativement faible des
¢levages échantillonnés, et d’autre part, du fait que notre étude n’a pas été menée a un niveau
national et par conséquent, la comparaison de notre estimation de la prévalence des élevages
infectés avec celles obtenues dans les pays européens serait abusive. Néanmoins, il convient
de souligner que notre étude est quasi-exhaustive dans ces deux régions voisines; en tenant
compte des similarités d’élevages de pondeuses a 1’échelle nationale, cela nous conforte et
nous permet de croire que notre estimation pourrait approcher la situation réelle des élevages
Algériens de pondeuses vis-a-vis de Salmonella. Par ailleurs, il important de noter que le
nombre ¢élevé de prélévements ainsi que le protocole d’échantillonnage, qui est inspiré du
programme européen vis-a-vis du statut salmonellique dans les élevages de poules pondeuses,
pourrait contribuer a la précision et a I’exactitude de nos résultats. Nos résultats montrent
également que la fréquence de contamination des élevages de pondeuses est plus élevée en fin
de bande, entre 70-86 semaines d’age des pondeuses (7/17), comparée au début de ponte,
apres la mise en place des poulettes, entre 22-31 semaines d’age (3/15), et au milieu
d’élevage, entre 47-60 semaines d’adge des pondeuses (1/14). Il est bien connu que la
probabilité de détection de Salmonella dans un troupeau augmente avec 1’age des pondeuses
(Namata et al., 2008). Francart et al. (1993) ont montré que la contamination des poules par
les salmonelles, quel que soit le mode d’¢levage, évolue en fonction de I’age, et qu’une
augmentation du taux de contamination peut étre observée en fin de ponte (au-dela de 50
semaines d’age). Cette fréquence de contamination en fin de ponte pourrait étre attribuée au
stress physiologique que subissent les poulettes et qui est di au systeme de logement des
pondeuses dans des cages, tout particulierement pendant le cycle de ponte. Plusieurs auteurs
ont rapporté que certains facteurs de stress tels que ; les températures élevées au sein des
poulaillers, le cycle de production d’ceufs, la mue, le transport peuvent causer 1’excrétion de
Salmonella (Van de Giessen et al., 2006 ; Humphrey, 2006 ; Golden et al., 2008).

Dans notre travail, et en se basant sur 1’état observationnel des batiments, cette présence de
contamination par Salmonella en fin de bande pourrait étre attribuée également au
relachement des employés dans les pratiques de biosécurité¢ en fin d’élevages, juste avant la
réforme des poulettes. En outre, dans notre étude, parmi les 3 élevages dépistes positifs pour
Salmonella en début de bande, 2 ont été déja identifiés positifs en fin de bande, entre 70-82
semaines d’age des pondeuses lors des 2 précédents lots de poules ¢levées dans les mémes
batiments d’élevages. Cela pourrait indiquer la persistance de certains sérovars entre deux
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bandes successives. Il est bien connu que les prélevements de poussiéres peuvent nous
renseigner sur I’état de contamination des précédentes bandes d’¢levages (Arnalod et al.,
2009). Le résultat de cette étude corrobore clairement cette conclusion.

D’un autre coté, la proportion de prélévements positifs dans notre étude est trés faible. En
effet, seulement 19 isolements positifs sur un total de 2754 analysés (0.68%). Ce résultat est
en accord avec 1’étude menée récemment en France par Huneau-Salaiin (2009) sur 519
¢levages de pondeuses et qui avaient déja mis en évidence une faible fréquence d’isolement
positifs de Salmonella dans les prélevements environnementaux. En effet, dans un tiers des
93 troupeaux contaminés, seulement un échantillon s’est révélé positif parmi les 7
échantillons de matieres fécales analysés pour chaque troupeau. Malgré le temps de transport
relativement court et le nombre important d’échantillons analysés dans notre étude (2754), la
fréquence d’isolement de Salmonella dans les prélévements environnementaux restait tres
faible. Ce résultat est en désaccord avec certaines études qui ont montré que la méthode
d’échantillonnage intensif dans les élevages de pondeuses était considérée comme une
méthode efficace pour la détection de Salmonella dans les troupeaux avec un faible niveau de
contamination (Aho, 1992 ; Musgrove et al., 2005 ; Carrique-Mas et al., 2009). Le faible taux
d’isolement dans notre étude (7 pools de prélévements environnementaux) pourrait étre
expliqué par le faible degré d’excrétion de Salmonella au moment de 1’échantillonnage et/ ou
I’excrétion intermittente de Salmonella par les oiseaux infectés (Van Immerseel et al., 2004).
Elle pourrait étre également due a une compétitivité entre différents germes saprophytes qui
inhiberait ainsi la multiplication des germes pathogenes et ce par modification du milieu car
ces derniers sont plus exigeants que les germes saprophytes (Valanconny et al., 2001). Ce
résultat d’isolement peu fréquent pourrait aussi conclure, que le protocole d’échantillonnage
utilisé dans notre étude (limité aux pools de prélévements environnementaux) n’est pas assez
sensible et efficace dans les troupeaux d’élevages ou la bactérie est faiblement excrétée, ou
excrétée par un petit nombre d’animaux infectés. La sensibilité et le pouvoir de détection de
Salmonella dans les élevages de pondeuses, est un élément crucial parce que les prélevements
sont réalisés a partir de I’environnement des animaux et non a partir des oiseaux eux-mémes,
procurant ainsi une image indirecte de 1’excrétion des salmonelles par les poules dans leur
environnement. L’analyse bactériologique des prélévements, nous laisse supposer qu’une
partie des pondeuses pourrait porter 1’agent pathogene sans excrétion et effusion de 1’agent,
conduisant ainsi a une sous-estimation de la fréquence réelle de Salmonella dans les élevages
étudiés.

Ces hypotheses sont en accord avec 1’étude menée par Ayachi (2010), puisque de son coté, il
a pu isoler 4 souches appartenant a 3 sérotypes différents dans seulement 24 éechantillons
caecaux, ovaires et oviductes (taux d’isolement de 1.6%). Ces résultats confortent les
données apportées par Van Hoorebecke et al. (2009), qui indiquent que 1’examen post-
mortem des pondeuses (prélévements caecaux et/ou ovaire/ oviducte) est le protocole le plus
précis afin de déterminer 1’état réel d’infection des élevages de pondeuses avec un bas niveau
de contamination par Salmonella.
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4.1.2. Sérotypes identifiés et leurs profils de résistance aux antibiotiques

La distribution des sérotypes de Salmonella dans la présente étude est particulierement
hétérogéne. En effet, 9 sérovars ont été identifiés parmi les 19 isolats de Salmonella.
Salmonella Enteritidis était le sérotype prédominant en termes de nombre (n=4), cependant il
n’a été isolé que dans un seul batiment d’élevage de pondeuses. Pour S. Typhimurium, 1 seule
souche a été identifiée au cours de notre étude. A 1’échelle nationale, les sérovars S.
Enteritidis et S. Typhimurium sont les plus fréqguemment isolés de prélevements de volailles
(Anonyme, 2009 ; Ayachi, 2010). Dans une étude menée entre 1998 et 2002 a I’Institut
Pasteur d’Alger, sur 51 826 prélévements de la filiere volaille y compris les poules pondeuses,
112 des souches (48%) appartenaient au serotype S. Enteritidis (Aboun et al., 2003). En
2006, 26 foyers confirmés de S. Enteritidis et S. Typhimurium ont été signalés dans les
élevages de volailles situés dans les régions nord du pays comprenant les pondeuses
(Anonyme, 2006c¢). En 2008, Il ya eu 25 foyers confirmés de salmonelloses aviaires
impliquant le serovar Enteritidis (Anonyme, 2009). Dans un rapport de 1’autorité européenne
de sécurité des aliments (EFSA), il a été rapporté que S. Enteritidis est le sérotype le plus
fréquemment isolé en 2008 (58% de tous les cas confirmés), suivi de S. Typhimurium
(21.9%) (EFSA, 2010). Toutefois, il est a préciser que ce nombre de cas de S. Enteritidis tend
a diminuer dans de nombreux pays de 1’union européenne en faveur de S. Typhimurium
(EFSA, 2010).

Dans notre étude, S. Kentucky a été retrouvée dans 3 élevages différents de poules pondeuses.
D’un autre coté, 2 souches de S. Manhattan ont été retrouvées dans un autre élevage de
pondeuses. Ces 2 serorypes ne sont pas fréquents en Algérie. Ils pourraient provenir de
I’environnement, poussins importés ou des autres especes animales, indiquant ainsi la grande
diversité des réservoirs potentiels de contamination par les souches non typhoidique de
Salmonella telles ; aliments, eau, acces facile des autres espéces animales, contact humain et
autres.

Dans notre projet d’étude, une seule souche de S. Dublin a été isolée dans un échantillon
d’eau. Ce sérotype est trés souvent associé a 1’élevage bovin, et rarement rencontré chez la
volaille. Sa présence dans 1’élevage de pondeuses peut étre la conséquence de la présence
d’autres animaux dans I’exploitation (bovins, ovins, rongeurs, chats, etc) et leur libre acces
aux élevages, ou bien il pourrait étre dd a une transmission humaine directe par le staff de la
ferme. Durant la méme période d’isolement, Salmonella Dublin a été retrouvée sur des ceufs
de I'écloserie du complexe de reproduction aviaire-chair de la commune de Boumahra
Ahmed, dans la Wilaya de Guelma, située a 60Km d’Annaba (Source Journal ELwatan du
27.04.2009). Les dégats de cette contamination ont éte évalués a 302 000 ceufs détruits. Selon
la source citée, le facteur humain du a des mains souillées manipulant les ceufs reste
I’hypothése la plus cohérente. Dans notre étude, 1’isolement de 2 souches de Salmonella dans
les prélévements d’eau (0.80%), et qui sont des plus sévéres dans les cas de salmonelloses (S.
Typhimurium, et S. Dublin), pourrait témoigner d’une contamination fécale récente de 1’eau
d’abreuvement des pondeuses, transmise par un vecteur humain. Il se pourrait qu’elle soit
accidentellement transmise lors des lavages des réservoirs et bacs d’eaux. Il faut savoir
également, que dans notre étude, les chiffonnettes de prélévements environnementaux
prélevées des bacs d’eaux, ont été comptées comme prélevements d’eau dans le laboratoire
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lors de I’identification bactériologique positive de Salmonella. Cela est di a leur grande
absorption d’eau au moment des prélévements par frottements des parois des bacs.

Dans notre étude, le nombre d’isolats de salmonelles résistants a au moins 3 molécules
d’antibiotiques est relativement faible (n= 6) et pourrait indiquer que 1’utilisation
d’antibiotiques dans les élevages de pondeuses reste modérée. Selon les déclarations des
agriculteurs via les questionnaires, aucun des 18 troupeaux n’a ¢été traité avec des
antimicrobiens tout au long des bandes d’¢levages. Le taux limité d’utilisation des
antimicrobiens dans nos €levages de pondeuses n’est pas surprenant, et corrobore les résultats
déja observés dans beaucoup d’autres études (Schwaiger et al., 2008 ; 2010 ; Kojima et al.,
2009). Ces travaux ont rapporté que le niveau de résistance aux antimicrobiens dans les
élevages de poules pondeuses est relativement faible comparé aux élevages de poulet de chair,
élevages de porcs, et ceux des bovins (Bywater et al., 2004 ; De Jong et al., 2009 ; Persoons et
al., 2009).

Dans notre étude, sept isolats de salmonelles ont été trouvés résistants a la tétracycline et a la
streptomycine. La résistance a ces molécules, qui sont d’anciennes molécules largement
utilisées en premiere intention est communément observée chez les isolats de salmonelles.
Cette résistance a été rapportée dans plusieurs travaux concernant la volaille et les produits
avicoles (Manie et al., 1998 ; Nayak et al., 2004 ; Elgroud et al., 2009). La résistance des
souches de salmonelles a I’acide nalidixique a concerné dans notre étude douze isolats
appartenant a cinq différents sérotypes. Ceci est probablement li¢ a 1’utilisation permissive
des quinolones dans les élevages aviaires (Usera et al., 2002). Cependant, la résistance aux
fluoroquinolones n’a été retrouvée que chez les 3 isolats de S. Kentucky avec une CMI > 8§
mg/L. La présence d’isolats résistants aux fluoroquinolones est par contre assez inquiétante,
car ces molécules sont utilisées pour le traitement des cas humains sévéeres de salmonelloses.
A notre connaissance, il s’agit du premier isolement du sérovar Kentucky résistant a la
ciprofloxacine en Algérie. Malheureusement, aucune enquéte n’a été menée pour identifier la
source de cette contamination par le sérovar Kentucky.

Récemment, des études ont rapporté 1’émergence du sérotype Kentucky résistant aux
fluoroquinolones a travers plusieurs pays tels que la France (Weil et al., 2006), Belgique
(Collard et al., 2007), Ethiopie (Aragaw et al., 2007; Molla et al., 2006), Maroc (Bouchrif et
al., 2008) et Slovénie (Majtan et al., 2006). Notre isolement de S. Kentucky résistantes a la
ciprofloxacine coincidait avec d’identiques isolements de ce sérovar a I’Institut Pasteur de
Paris, et a la méme période, et avec le méme profil de résistance. Selon Le Hello et al. (2010),
cet isolement humain en France était 1i¢ a des voyageurs en provenance d’Afrique. L’enquéte
épidémiologique de I’institut Pasteur a montré I’isolement de ce clone de S. Kentucky
résistant a la ciprofloxacine chez la volaille dans trois pays d’Afrique (Ethiopie, Maroc, et le
Togo) (Le Hello et al., 2011), suggérant ainsi la volaille comme vecteur important de la
dissémination de ce clone. Selon Le Hello et al. (2011), la source possible de la contamination
des volailles pourrait étre les aliments en provenance des fermes d’aquaculture situées dans
les pays Nord-Est ou Est d’Afrique, et qui utilisaient de maniére intensive des agents
antimicrobiens. En effet, ce clone résistant a la ciprofloxacine du sérovar Kentucky a pu se
propager chez la volaille qui se nourrissait de farine de poissons en provenance de ces fermes
aquacoles. En dernier, cing isolats de Salmonella appartenant aux sérovars Hadar (n=2) et
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Kentucky (n=3) ont montré une résistance a la céfalotine (C1G). Heureusement, aucune
résistance aux cephalosporines de troisieme génération (3CG) n’a été identifiée dans notre
étude, a la différence des souches humaines de Salmonella isolées chez des patients habitants
les deux régions et qui ont montré une forte prévalence de résistance aux C3G. Ces
résistances sont probablement due a la pression de sélection causée par 1’usage de ces
molécules dans les hépitaux (Naas et al., 2005).

4.1.3. Les indicateurs de risque

L’¢tude des questionnaires et le suivi des 18 ¢élevages de poules pondeuses a permis de
recenser un certain nombre de facteurs dont la présence est préjudiciable par rapport au risque
salmonellique. Parmi les nombreux indicateurs sélectionnés, 6 apparaissent pertinents avec un
risque relatif supérieur ou ¢égal a 2. Cependant, aucun indicateur n’a été
retrouvestatistiguement significatif. Néanmoins, nous ne pouvons pas écarter un manque de
puissance statistique qui est due a notre nombre restreint d’élevages.

L’absence de cloture ferme a ’entrée des fermes d’¢levages de poules pondeuses semble
influencer le risque de contamination salmonellique des troupeaux de pondeuses dans notre
étude (RR=3.57). La présence de cldture apparait comme un facteur protecteur. Elle permet
de limiter 1’accessibilité des batiments aux animaux domestiques et sauvages (chiens, chats,
ovins, bovins et autres), mais également aux visiteurs. Il a été en effet prouvé que les animaux
ainsi que les humains peuvent jouer directement ou indirectement un réle de vecteur de
transmission horizontale des salmonelles (Hald et al., 2000 ; Cardinale et al, 2004;
Heyndrickx et al, 2002 ; Hunneau-Salain et al., 2007).

L’absence d’une désinfection totale avant la mise en place des poulettes semble étre un
indicateur de risque de la contamination des troupeaux par Salmonella spp (RR = 2,7).
Effectivement, les 7 des 13 élevages qui n’ont pas eu recours a une étape finale de
désinfection totale avant la mise en place des poulettes se sont révélés positifs alors que
seulement 1 seul batiment a été retrouvé positif parmi les 5 élevages qui avaient utilisé un
désinfectant (53,8% vs 20%). Ce résultat pourrait souligner les mauvaises procédures de
nettoyage et de désinfections des batiments, qui favoriseraient les risques de contaminations
salmonelliques. Nos résultats sont en accord avec les travaux de Lahellec et al. (1986) et ceux
de Baggesen et al. (1992) qui ont démontré que le nettoyage et la désinfection inefficace
pourrait étre le principal facteur de risque de contamination par Salmonella dans les élevages
de poulets de chair. Il a été prouvé que I’utilisation de détergent et désinfectant appropriés
font partie intégrante des bonnes pratiques d’hygiene classiquement décrites dans les
protocoles de décontamination des batiments d’élevages (Skov et al., 1999 ; Rose et al.,
1999 ; Cardinale et al., 2004).

La mauvaise gestion des cadavres est sortie comme étant un indicateur de risque
potentiellement associé a la contamination des troupeaux par Salmonella spp (RR=2.6). En
effet, le maintien des cadavres a D’intérieur du batiment mais essenticllement dans
I’exploitation augmenterait 1’exposition du troupeau aux salmonelles. Cette présence
prolongée de cadavres dans les exploitations est probablement un indicateur du niveau
médiocre de I’hygiéne globale de 1’¢levage. Parfois cette présence au sein de I’exploitation
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est demandée par le propriétaire afin de contrdler le nombre de mortalités et vérifier les dire
des employés. Malheureusement, cette présence pourrait contribuer significativement a la
présence massive d’insectes, mouches, coléoptéres et parasites a I’intérieur du batiment et qui
pourraient agir ainsi comme vecteur de plusieurs maladies et agents pathogénes. Dans notre
¢tude, quatre élevages sur les 5 ayant laissé les cadavres a I’intérieur de 1’exploitation
quelques jours (selon le questionnaire d’enquéte et observations personnelles sur 1’état des
cadavres), et ou nous avons observé la présence des mouches a I’intérieur des batiments lors
de nos visites de prélevements se sont révélés positifs pour Salmonella (Tableau 15). Cette
observation souligne I’importance des mesures de bonnes pratiques de biosécurité afin de
protéger les animaux contre toute infection due a un agent pathogéne et sa propagation dans
I’exploitation (Hoover et al., 1997 ; Craven et al., 2000 ; Liljebjelke et al., 2005).

Le systeme de ventilation des pondeuses apparait aussi comme un indicateur de risque de
contamination salmonellique des troupeaux dans notre étude. Il pourrait étre indirectement
une preuve d’un lien potentiel entre la forte température a 1’intérieur du batiment en raison
d’une mauvaise ventilation, et la présence de Salmonella. Parmi les 5 élevages avec un
systéme statique de ventilation, et qui semblaient manquer de renouvellement d’air avec une
forte température a I’intérieur du batiment (> 30°C), 4 se sont révélés contaminés. Ces
résultats sont en contradiction avec les études de Sunagawa et al. (1997) puis Matsumoto et al.
(2001), et celle de Namata et al. (2008), qui ont montré une fréquence de contamination plus
faible des élevages ayant une ventilation naturelle par fenétres (au sol ou en cages) par rapport
a ceux ayant une ventilation dynamique. Dans notre cas, les températures élevées a I’intérieur
du batiment qui sont dues a notre climat chaud tout particulierement pendant les périodes
d’été auraient peut étre causé ’agitation et le stress des poulettes, ainsi conduire a 1’excrétion
et ’effusion de Salmonella. Beaucoup d’études avaient démontré précédemment que le stress
a un effet immunosuppresseur sur les poules pondeuses, et par conséquent favoriserait
négativement 1’excrétion de Salmonella (El-Lethey et al., 2003 ; Humphrey, 2006).

Par ailleurs, la température élevée a 'intérieur des batiments d’élevages notamment en
périodes de fortes chaleurs offre des conditions de chaleur et d’humidité qui sont fort
favorables aux salmonelles (Pieskus et al., 2006).

La présence de rongeurs observés mort ou vivants a l’intérieur des batiments lors de nos
visites parait également influencer le risque de contamination des troupeaux par Salmonella
spp (RR=2.6). 1l a été rapporté que 1’élevage en cage est un environnement plus attrayant pour
les rongeurs car les poulettes sont logées dans des cages, ainsi ne peuvent géner leur
circulation (Carrique-Mas et al., 2009b). La présence de rongeurs dans les batiments reflete
les mauvaises mesures de biosécurité dans les €élevages. Beaucoup d’enquétes réalisées dans
des élevages de poulets de chair et pondeuses ont identifie les rongeurs comme source
potentielle de contamination des élevages par Salmonella (Henzler et Opitz, 1992;. Henzler et
al, 1994b). Malheureusement, le nombre de poulaillers étudiés dans notre étude est
relativement faible pour confirmer cette tendance. Rose et al. (2000) ont montré que le risque
de persistance de salmonelles dans les unités d’élevages de poulets de chair aprés le nettoyage
et la désinfection du batiment est deux plus éleve en présence de rongeurs.
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Dans notre étude, le nettoyage a sec des cages apparait comme un indicateur de risque de
contamination des élevages par Salmonella (RR=2) (Tableau 15). Il est bien connu que les
batteries de cages ne sont pas démontables, et par conséquent extrémement difficiles a
nettoyer et a désinfecter en raison de I’acces relativement restreint a I’intérieur des cages
(Davies et Breslin, 2003a ; Carrique-Mas et al., 2009), ce qui pourrait expliquer la plus forte
prévalence de Salmonella dans ces élevages par rapport aux systemes alternatifs. Dans une
étude menée en 1992 en France sur 574 élevages de pondeuses, Francart et al. (1992) avaient
déja mis en évidence une fréquence de contamination des troupeaux par Salmonella spp plus
élevée dans les élevages en cages comparée aux élevages au sol. En Belgique, Namata et al.
(2006) ont montré un risque de positivité plus élevé des échantillons prélevés dans les
élevages en cages par rapport a ceux des élevages au sol et ceux en plein-air. Dans notre
¢tude, I’identification de souches identiques dans les prélévements de poussiéres de cages
lors des deux secondes campagnes élevées dans les mémes batiments d’élevages est
probablement I’illustration de cette difficulté a nettoyer efficacement les cages. L’étude de
Garber et al. (2003) rapporte que le nettoyage désinfectant efficace des cages, du plafond et
des murs comparé a un simple dépoussiérage apparait comme protecteur contre la
contamination des poules par Salmonella Enteritidis.

4.2. Potentielle contribution des salmonelles aviaires aux cas de salmonelloses
humaines et les différents clones circulants

4.2.1. Analyse globale des PCR et de la PFGE

Dans notre étude, la technique d’amplification génique ERIC-PCR s’est montrée assez
efficiente pour une premiére classification clonale notamment pour certaines souches telles
que S. Enteritidis, et S. Manhattan. En fait, c’est une technique sensible qui présente
I’avantage d’étre simple, rapide et moins couteuse comparée a d’autres techniques
génotypiques. Kumao et al. (2002) ont rapporté que la technique ERIC-PCR pourrait étre
intéressante pour le typage intrasérotypique des souches de salmonelles et la recommande,
comme étant une méthode de premicre ligne pour la détection des épidémies. L’IS-PCR
semble plus discriminante que ’ERIC-PCR. Ce résultat a déja été rapporté par Millemann et
al. (1998), qui ont démontré que I’IS-PCR pourrait constituer un marqueur supplémentaire
pour les études épidémiologiques des infections a Salmonella.

La PFGE apparait par contre bien plus discriminante pour I’ensemble de nos isolats, en
concordance avec les différents profils phénotypiques d’antibiorésistances. Le pulsotypage
est un outil de référence, tres efficace, et largement recommandé pour différencier les souches
de Salmonella (Threlfall et al., 1994) grace a son pouvoir discriminant lors des investigations
épidémiologiques (Tenover et al., 1995 ; Liebana et al., 2001 ; Lailler et al., 2002 ; Liebana et
al., 2002).
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4.2.2. Analyse et comparaison des profils génotypiques des souches isolées
selon le sérotype et ’origine de I’isolement

(i) S. Typhimurium et les variants monophasiques et immobiles « Typhimurium
like » : La PFGE appliquée a un échantillon représentatif de 37 souches humaines
de S. Typhimurium, 1’unique souche aviaire, mais aussi les 5 variants
monophasiques et immobiles du serovar Typhimurium a génére 8 profils differents
répartis en 4 clusters (A-D), présentant cependant un degré de similarité > 80%.
(Figure 9 et 10). La PFGE semble peu discriminante pour nos souches humaines,
en accord avec les profils d’antibiorésistance trouvés, et qui sont trés proches, ne
différant que par 1, 2, voire seulement 3 antibiotiques testés chez les souches
humaines. Il est évident que notre résultat démontre le caractere clonal, et
persistant des souches de ce sérotype notamment chez les souches humaines. Ceci
semble également étre confirmé par les analyses ERIC et IS-PCR des souches de
S. Typhimurium isolées des cas humains, la souche aviaire, mais aussi les 5
variants « Typhimurimum-like ». Tous ces isolats n’ont presenté qu’l seul profil
en ERIC (I), commeen IS (A).

Ce caractere clonal de nos souches de S. Typhimurium est appuyé par le pouvoir
de discrimination de la PFGE pour le typage de S. Typhimurium, déja rapporté
dans différents travaux (Baggesen et Aarestrup, 1998 ; Kariuki et al., 1999 ;
Malorny et al., 2001). Les études menées par Martinez-Urtaza et al. (2004) et plus
récemment Kerouanton et al. (2007) avaient démontré la diversité et
I’hétérogénéité de ce sérotype. En effet, Kerouanton et al. (2007) ont identifié¢ 46
profils différents parmi un panel de 135 souches testées (D=0.85). Concernant nos
souches, il est a savoir que la plupart des souches proviennent d’un milieu
hospitalier et cela explique la forte homogéinété des souches. Par ailleurs, les 34
isolats qui sont d’origine humaine et 1’unique souche aviaire, présentent un
pourcentage de similarité genétique de 90% (Cluster A). Il est fort probable que ¢a
soit des souches du méme clone, circulant dans cette partie de 1’Algérie.
Cependant, le profil d’antibiorésistance des souches humaines est par contre
totalement différent du profil d’antibiorésistance de la souche aviaire, et cela
pourrait étre di a la pression de sélection associée aux traitements antibiotiques
dans le milieu hospitalier.  Dans notre étude, Les souches humaines de S.
Typhiumrium appartenant au profil STMXB007 ont montré un tres haut niveau de
résistance aux antibiotiques, 27 souches parmi les 38 souches étaient résistants a
plus de 20 antibiotiques testés incluant les céphalosporines de 3°™ et 4°m
génération. Ces souches correspondent probablement au lysotype DT104, qui
posent d’énorme soucis de santé publique a travers le monde (Cloeckaert et al.,
2001). Récemment, dans plusieurs études, le profil STMXBO007 a été associé au
lysotype DT104 de Salmonella Typhimurium en France (Weill et al., 2006), mais
également au lysotype U302. Ce méme profil STMXBO007 a été également observe
chez des souches de Salmonella Typhimurium DT104 dans 7 pays Européens

(Gatto et al., 2006). Notre enquéte épidémiologique a permis de constater que ce
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(ii) S.

clone multi-résistant du sérotype Typhimurium avait causé des épisodes
épidémiques assez séveres dans le service pédiatrique d’Annaba, provoquant des
échecs thérapeutiques qui se sont malheureusement soldés par 11 déces de jeunes
nourrissons. Malheureusement, aucune source commune sur l’origine de cette
contamination n’a été identifée. Plusieurs études ont démontré la persistance
clonale de certaines souches dans une région précise, notamment dans un service
hospitalier et pendant de longues périodes (Virgin et al., 2002 ; Mammina et al.,
2003 ; Naas et al., 2011). Dans notre étude, la persistance de ce clone chez les cas
humains nous conforte dans 1’hypothése que la contamination et la présence de ce
clone dans I’¢levage de pondeuses pourrait provenir d’un contact humain, qui est
également considéré comme un réservoir potentiel de contamination. En effet,
Kariuki et al (2006) ont démontré le portage humain des Salmonella spp comme
forte possibilité de source de contamination et de diffusion dans les élevages en
Afrique sub-saharienne.

Les 3 autres isolats humains de S. Typhimurium ont présenté 3 profils différents
(STMXB0150, STMXB0151 et STMXB0152) appartenant a 3 clusters dont le
pourcentage de similarité reste trés élevé, respectivement de 84% et 80%. Cela
pourrait nous laisser supposer soit, que les souches provenaient d’autres sources, et
de ce fait démontrer la diversité des réservoirs de contamination des souches de S.
Typhimurium (Humphrey, 2000), soit, que c’est le méme clone circulant, et qu’il a
juste un peu évolué dans I’environnement ou il se trouve.

D’autre part, nous avons comparé nos profils PFGE de S. Typhimurium souche
par souche, a plus de 400 souches de S. Typhimurium stockées dans la base de
données de 'unité CEB, afin d’avoir une idée sur les différents profils, de leurs
origines, et leurs propagations supposées a travers la France et certains pays
voisins. Le profil STMXB0077 est le profil majoritaire dans la base de données,
déja rencontré et isolé de sources variées (homme, volailles...). Cependant, les 6
profils STMXB0146, STMXB0147, STMXB0148, STMXB0150, STMXB0151,
et STMXBO0152 sont nouveaux, et n’ont jamais été observés dans la base de
données de I'unité¢ CEB.

Cela montre le large éventail des clones appartenant au sérotype Typhimurium.

Enteritidis : Dans cette étude, les 12 souches humaines et aviaires de S.
Enteritidis étudiées ont présenté 6 profils différents (SENTXBO0001,
SENTXB0025, SENTXB0033, SENTXB0046, SENTXB0047, et SENTXB0048)
de PFGE réparties en 3 clusters bien distincts (A-C), 2 profils (1l et I11) en ERIC-
PCR, et 3 profils (A, B, et C) en IS-PCR. La technique PFGE semble
discriminante pour ce serotype contrairement a d’autres études, qui ont rapporté le
caractére clonal, et les limites de la diversité génotypique des souches de ce
serotype (Pang et al., 2007). En effet, précédemment, Thang et al. (1995), avaient
trouvé que 29 souches de S. Enteritidis parmi les 32 isolées de cas d’infections
sporadiques mais surtout sans aucun lien épidémiologique, présentaient un seul et
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(i)

méme profil PFGE, et cela en utilisant 3 enzymes de restriction différents. Plus
récemment, Pang et al. (2005) rapportaient également que sur les 124 souches de
S. Enteritidis isolées en Taiwan a différentes périodes, 84 entre elles présentaient
un seul profil X3S3N3, avec un total de seulement 21 profils différents.

Dans notre étude, le cluster A avec 8 isolats comprenait 4 profils PFGE différents
avec un pourcentage de similarit¢ génétique de 90%, et dont le profil
SENTXBO0001 était majoritaire. Ce profil XB0001 a été retrouvé aussi bien parmi
des souches humaines que celles isolées d’élevage de poules pondeuses. Nous
pouvons dire apreés comparaison, qu’il est probable que ce soient des souches du
méme clone circulant dans ce méme territoire, et cela nous laisse méme supposer
que la source de contamination humaine pourrait étre aviaire. Cette hypothése est
confortée par le fait que les souches aviaires et humaines avaient le méme profil
multi-sensible d’antibiorésistance.

En effet, Guard-Petter. (2001) rapportent que les plus grands réservoirs de S.
Enteritidis responsables des infections humaines sont les ceufs de consommation et
les viandes de volailles. Par ailleurs, et dans ce méme cluster A, il y avait 2 autres
profils PFGE différents (XB0033, et XB0046) appartenant a 2 souches humaines.
Ces profils étaient en accord avec les profils phénotypiques multi-résistants, et un
profil différent IS (profil C) pour le profil PFGE XB0046. Ceci dit, ces résultats
n’excluent pas I’hypothése de clonalité puisque il est bien connu que les bactéries
ont la capacité d’acquérir des génes de résistance de maniére naturelle ou sous
pression de sélection de traitements antibiotiques, notamment en milieu hospitalier
(Cloeckaert et al., 2001). D’un autre coté, dans notre travail, 3 souches humaines
ont présenté 2 profils différents (SENTXB0047 et SENTXB0048), appartenant a
2 clusters bien distincts (B et C), et dont le pourcentage de similarité est de 57%.
Ce résultat s’accorde avec les profils d’antibiorésistance trouvés, et ceux d’ERIC
et I1S-PCR, avec respectivement 2 profils différents. Malheureusement, le peu
nombre de souches ne nous permet pas de tirer des conclusions sur les sources
alimentaires d’infections.

S. Manhattan : Les deux souches aviaire et humaine présentaient 2 profils PFGE
différents (SMNHXB0004, et SMNHXB0006), avec un pourcentage de similarité
de 80%. Les méthodes ERIC et IS-PCR semblent également trés discriminantes
pour ces deux isolats, avec 2 profils ERIC (X et XI), et 2 profils IS (J et K). Les 3
méthodes séparent clairement les souches selon leurs origines, laissant supposer
I’appartenance a deux lignées clonales bien distincts, et a priori deux origines
différentes. Le pouvoir discriminatant de ces 3 meéthodes pour ces 2 souches
appartenant a ce sérovar écarte la possibilité de liens épidémiologiques possible
entre elles et démontre encore une fois la diversité des sources de contamination et
d’infections par les différents serotypes de Salmonella. spp.

(iv)S. Virchow : Les 2 souches aviaires isolées du méme batiment pendant deux bandes

successives, et celle d’origine humaine ont présenté les mémes profils PFGE
(SVIRXB0042), ERIC (IX), IS (J). Cependant, les profils de résistance aux
antibiotiques sont différents selon I’origine. Ce dernier pourrait étre expliqué par
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I’acquisition de la souche humaine des génes de résistance déja prouvée dans
beaucoup de travaux (Cloeckaert et al., 2001). Ce profil identique entre 2 bandes
successives de pondeuses prouve la persistance de ce clone. La persistance d’un
clone dans le batiment d’élevage peut étre expliquée d’une part, par la présence
d’un réservoir pour la maintenance et la dissémination de la contamination,
notamment les rongeurs, et d’autre part liée a la décontamination inadéquate du
batiment d’¢levage entre les deux bandes successives. Plusieurs auteurs ont
rapporté que certains serovars pourraient persister dans un élevage jusqu’a 24 mois
(Skov et al., 1999). Sur la base de nos résultats obtenus concernant la présence de
ce méme clone chez ’humain, I’hypothése de dissémination des souches de ce
clone XB0042 aux consommateurs peut étre supposée. Malheureusement, elle ne
pourra pas étre renforcée par le faible nombre de souches comparées, ainsi que le
faible pouvoir discriminant de ce sérotype (Kerouanton et al., 2007) .

(v) S. Dublin: Les 2 souches humaine et aviaire isolées et identifiées présentent le

méme profil SDUBXBO0001, le méme profil ERIC (VIII), IS (1), et le méme profil
de résistance aux antibiotiques. Il est probable que ce soient des souches du méme
clone, circulant dans cette région du territoire Algérien et contaminant différents
secteurs.
La similarité génétique de ce serotype entre les deux isolats d’origine aviaire et
humaine doit étre interprétée avec précaution, car d’une part, nous n’avons eu que
deux souches pour cette comparaison, et de ce fait, il serait hatif d’en tirer des
conclusions sur I’éventuel lien épidémiologique. D’autres part, ce sérovar n’est
pas du tout commun chez la volaille, d’autant plus que son isolement est a partir de
prélévements d’eau. Cela pourrait juste suggérer une contamination de
I’environnement et particulierement des autres especes animales qui ont libre acces
a I’¢levage (Bovins, ovins, et rats), ou méme une contamination humaine déja
évoqué dans la premiére partie de cette thése.

(vi)S. Hadar : Les 3 souches aviaires de S. Hadar isolées du méme batiment ont présenté
2 profils PFGE bien distincts (SHADXBO0003 et SHADXB0019) avec un
pourcentage de similarité de 79%, et qui sont en harmonie avec les 2 profils
différents d’antibiorésistance. Cependant, I’ERIC et IS-PCR semblent ne pas étre
discriminantes pour ce sérotype avec 1 méme profil en ERIC (V1) et comme pour
I’IS-PCR (G). La technique PFGE semble étre discriminante pour ce sérovar, en
accord avec de précédentes études (Weide-Botjes et al., 1998b ; Valdezate et al.,
2000) , cependant en désaccord avec 1’é¢tude d’Elgroud et al. (2009) qui a
démontré les limites en termes de discrimination de cette technique pour ce
sérotype. Kérouanton et al. (2007) avaient calculé son pouvoir discriminant avec
ID a 0.7, et démontré ainsi son caractére clonal parmi les différentes sources
(humaine, alimentaire, et écosysteme). Notre résultat semble démontrer
I’appartenance des 3 souches a deux lignées clonales distinctes, confortant
I’hypothése d’une seconde contamination du batiment. Cette hypothése pourrait

étre appuyée par les conditions d’hygiénes déplorables du batiment constatées lors
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(vii)

des deux visites du batiment. Egalement, la présence d’un autre sérovar ainsi que
le taux ¢levé de mortalité qui avait obligé 1’éleveur a la réforme de ses pondeuses a
64 semaines. Par ailleurs, la comparaison de nos profils avec ceux de la banque de
données de 1'unité CEB de I’ANSES, notamment avec les 24 souches de ce
sérovar recueillies par Elgroud et al. (2009), lors d’une enquéte similaire dans la
région de Constantine a démontré le caractere clonal du profil XB0003 dans ces
régions de 1’ Algérie.

S. Kentucky : Nos 3 souches isolées ont présenté le méme profil PFGE

SKENXBO0008, le méme profil ERIC (VI), le méme profil IS (E), et le méme profil
d’antibiorésistance CIP® (MIC>8 mg/L). Ce sont 3 souches isolées a la méme
période, dans 3 batiments différents. 1l est probable que ce soient des souches du
méme clone, circulant au méme moment dans un territoire donné, d’autant plus
que ce serotype est rarement isolé en territoire Algérien (Aboun et al., 2003 ;
Bouzitouna-Bentchouala, 2006). Il pourrait avoir été importé légalement ou
illégalement de pays d’Afrique avec les aliments ou les poussins d’un jour. En
effet, entre 2005-2009, ce clone de S. Kentucky CIPR a été identifié¢ en filiere
volaille, dinde, et environnement, d’isolats en provenance de certains pays
d’Afrique; 20 souches ont été isolées de la viande de dinde et d’eau au Maroc
entre 2007-2008, 2 isolés en France de produits importés d’Afrique du nord et 2
isolats de volaille (1 d’Ethiopie et 1 du Togo en 2009) (Simon le Hello et al.,
2010). Cette fréquence d’isolement pourrait suggérer que les élevages aviaires sont
le réservoir de dissémination de ce clone dans différents pays (Simon le Hello et
al., 2010), hypothése d’autant plus plausible que la volaille constitue une
importante source de protéines dans ces pays d’Afrique, particulierement dans les
pays musulmans, avec ’intensification du développement de cette filiére (Speedy,
2003 ; FAO, 2009). Durant nos 2 années d’étude, et selon notre connaissance
aucun isolement humain n’a été identifié. Cependant, la présence de cas humains
pendant cette période n’est pas a exclure. Il convient de mentionner que de
nombreux cas humains de salmonelloses non typhoidiques peuvent ne pas étre
identifiés car les malades n’estiment pas la nécessité de consulter un médecin pour
un syndrome diarrhéique. Voetsch et al. (2004), avaient estimé que pour chaque
cas confirmé de Salmonella au laboratoire, il y a 38 cas qui seront
systématiquement oubliés par absence de surveillance ou non identification au
laboratoire.
Par ailleurs, en France, parmi les 111 cas humains infectés par Salmonella
Kentucky CIP® entre 2006-2009, 9 cas ont été isolés chez des patients en
provenance d’Algérie (Simon le Hello et al., 2010). Cela nous conforte dans
I’hypothese de la présence de ce clone sur le territoire national. D’un autre coté,
notre hypothese d’un lien clonal avec ces souches d’Afrique est renforcée par le
fait que nos souches S. Kentucky CIPR comparées dans la base de données de
I’ANSES avec celles en provenance d’Ethiopie présentent un pourcentage de
similarité génétique de 89%. Ces liens génétiques peuvent donc suggérer fortement
des liens épidémiologiques entre les différentes souches de ce clone.
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4.3. [Etude de I’émergence de la résistance aux antibiotiques parmi les souches
humaines isolées de Salmonella

4.3.1. Emergence des souches humaines de Salmonella productrice de pB-
lactamases a spectre éelargi type CTX-M

Le genre Salmonella appartient au groupe d’Entérobactéries qui sont dépourvues de
bétalactamases, et de ce fait, elles sont naturellement sensibles a toutes les béta-lactamines.
En général, 90% des souches de Salmonella sont de phénotype sauvage tout en présentant une
grande disparité selon les sérotypes. Cependant, on observe ces dernieres années une grande
acquisition de résistance aux antibiotiques chez les souches de Salmonella. Cette acquisition
est due a plusieurs plasmides, leur conférant ainsi des multi résistances. Dans notre étude, 50
souches (74.6%) parmi les 67 souches recueillies étaient productrices de béta lactamases a
spectre élargi (BLSE). Les genes bla CTX-M, bla TEM, et bla SHV ont été identifiés chez
respectivement 50, 35, et 1 de nos souches de Salmonella. La prédominance des BLSE type
CTX-M dans nos souches pourrait étre le résultat de la dissémination de ce clone dans les
différents services et CHU de la région. La circulation des patients entre différentes unités
d’un méme hopital mais aussi entre hopitaux, sur une échelle régionale voire nationale, peut
contribuer a la diffusion de ce profil de résistance. D’un autre coté, la distribution de ces
BLSE en fonction des services place la néonatologie en téte de tous ces services hospitaliers.
En Algérie, peu de travaux bien documentés sur les BLSE, particulierement pour les
salmonelles sont publiés. Cependant, le réseau national (AARN) a rapporté pour 1’année
2005 un taux de BLSE chez les salmonelles de 59.7°%. Par ailleurs, et chez les
Entérobactéries, les quelques données rapportées montrent en général un niveau élevé, allant
de 20 a 45% (Ramdani-Bouguessa et al., 2001 ; Amazian et al., 2006). En 2006, les données
du réseau Algérien de surveillance de la résistance aux antibiotiques sur des souches de ;
Klebsiella  pneumoniae, Escherichia coli, Proteus, Enterobacter sp, S. marcescens,
Salmonella spp collectées a partir de 18 hépitaux, ont montré que la prévalence globale était
de 22% avec respectivement ; 40,9%, 10%, 21,8%, 34,6%, 41% et 4,8% (www.ands.dz / aam
/ index.htm) de souches porteuses d’une béta-lactamase a spectre élargi. Dans le monde, le
groupe d’enzymes CTX-M a émergé dans les années 1980, peu apres I’introduction du
céfotaxime dans les pratiques cliniques. Depuis lors, une large diffusion des souches
bactériennes porteuses de ces enzymes a eu lieu, et a conduit a plusieurs épidémies dans les
hopitaux mais aussi dans les cas communautaires (Arlet et al., 2006). Durant les dernieres
annees, le taux de souches de S. enterica productrice de BLSE a augmenté considérablement a
travers le monde (Miriagou et al., 2004 ; Weill et al., 2004 ; Moubareck et al., 2005),
notamment dans les pays d’Afrique du nord (AitMhand et al., 2001 ; Bouallege-Godet et al.,
2005). Dans la présente étude, le taux de prévalence de BLSE dans nos hopitaux (74.6%) est
plus élevé que celui rapporté a 1’échelle nationale chez les Entérobactéries (25.7%) (Amazian
et al., 2006), mais aussi plus élevé que celui enregistré chez Salmonella spp. par le réseau
national de surveillance de la résistance bactérienne aux antibiotiques (4.8%).
Il est également plus élevé que ceux déja rapportes chez Salmonella spp. en Taiwan (1.5%)
(Li et al., 2005 ; Su et al., 2005), aux Etats Unis (1.9%) (Dunne et al., 2002), en Amérique
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latine (2.4%) (Winokur et al., 2001), et en Europe (0.8%) (Winokur et al., 2001). Cependant,
ce chiffre (74.6%) est majoré, compte tenu du contexte épidémiologique du service
pédiatrique de la wilaya d’Annaba. La variation géographique de la prévalence des BLSE
peut étre expliquée par plusieurs éléments : nous citerons en premier, la variabilité des
facteurs épidémiologiques. Deuxiémement, la politique d’utilisation des antibiotiques aussi
bien hospitaliere que communautaire, et enfin les mesures d’hygiéne hospitaliére entre les
différentes institutions. D’un autre coté, la tendance évolutive des souches productrices des
B-lactamases a spectre étendu dans les pays industrialisés est vers la régression. Cela est
attribué a ’instauration des programmes de lutte contre les infections nosocomiales et les
campagnes de promotion d’un usage prudent des antibiotiques. Effectivement, en Europe, le
taux est passé de 23% en 1997 a 13% en 2002 (Turner, 2005). En revanche, dans notre pays,
comme dans la plupart des pays en voie de développement, la fréquence des souches BLSE
tend a augmenter. Dans notre étude, une seule souche de Salmonella était porteuse, en plus du
géne blactx-m, du géne BLSE type blasyy. La premiére souche bactérienne productrice de
béta lactamase type SHV-2 isolée dans les pays du Maghreb était Salmonella Wien. Cette
souche a été isolée en Tunisie en 1988, plus précisément a 1’hopital de Sfax ; et elle était
responsable d’une épidémie de gastroentérite dans le service de neonatologie (Hammami al.,
2001). Par ailleurs, si la co- présence de génes BLSE n’est pas une nouvelle découverte, mais
reste cependant assez rare.

Dans le rapport britannique de la premiere description de blacrx-m-13 et blacTx-m-14, C€S genes
ont été identifiés de pair avec les génes blasyy-12 ou blasyy-11, dans 5 souches parmi les 12
souches de E. coli, K. pneumoniae et E. cloacae, BLSE type CTX-M (Munday et al., 2004).

Le séquencgage appliqué a un échantillon représentatif de 26 souches productrices d’enzyme
type CTX-M nous a permis d’identifier le groupe CTX-M-15 chez 24 souches de
Salmonella, et le groupe CTX-M-1 chez seulement 2 isolats. Actuellement la famille BLSE
type CTX-M comprend au moins 40 enzymes divisées en 6 groupes (Bonnet, 2004), et
jusqu’a récemment seuls CTX-M-1, CTX-M-2, et CTX-M-9 ont été décrits chez Salmonella
spp. (Mariagou et al., 2004). Cependant, ces derniéres années, plusieurs foyers sporadiques
de Salmonella productrices de BLSE impliquant CTX-M-15 ont été signalés dans plusieurs
pays du monde (Batchelor et al., 2005 ; Moubareck et al., 2005 ; Morris et al., 2006 ; Kim et
al., 2007), qu’il soient dus a des souches hospitaliéres ou communautaires (Bonnet, 2004 ;
Canton et Coque, 2006 ; Lavollay et al., 2006 ; Livermore et Woodford, 2006). Le groupe
CTX-M-15 a été déja rapporté chez S. Typhimurium (Moubarek et al., 2005), Corvallis
(Archambault et al., 2006), et Kentucky (Weill et al., 2004). En Algérie, Touati et al. (2008)
ont également identifié le groupe CTX-M-15 chez des souches de Salmonella Kedougou
isolées a I’hopital de Béjaia située aussi dans la région Est d’Algérie. Il a été¢ également
identifié chez d’autres souches d’Entérobactéries dans différentes régions du Centre et de
I’Est Algérien (Messai et al., 2006 ; Ramdani-Bouguessa et al., 2006 ; Touati et al., 2008 ;
labadene et al., 2008).
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Par le passé, les souches productrices de béta lactamases type CTX-M-15 étaient presque
exclusivement les souches d’Escherichia coli et Klebsiella spp. Au Royaume-Uni et dans
d’autres pays européens, elles étaient I'une des préoccupations majeures pour de nombreux
microbiologistes cliniques et d’experts en maladies infectieuses (Livermore & Hawkey,
2005) ; elles sont associées a la résistance a plusieurs antibiotiques utilisés en cliniques, ainsi
qu’a la propagation rapide de cette résistance.

4.3.2. Emergence des souches de Salmonella productrices d’une méthylase
type ArmA

Parmi les souches humaines de Salmonella, le géne armA a été détecté dans 14 souches
hautement résistantes aux 3 aminosides testés (kanamycine, streptomycine, et gentamicine), et
dans 4 souches avec un haut niveau de résistance a la kanamycine et la gentamicine, mais
sensibles a la streptomycine. Ce résultat est en accord avec 1’étude de Liou et al. (2006), qui
rapporte que les genes codant les méthylases conférent aux souches bactériennes de hauts
niveaus de résistance a la plupart des aminoglycosides utilisés en clinique humaine, excepté la
streptomycine. Depuis la premiere découverte du gene armA chez Klebsiella pneumoniae,
isolée chez un patient francais en 2000 (Galimand et al., 2003), la diffusion de ce géne dans
plusieurs especes d’Entérobactéries a été rapportée dans plusieurs pays européens (Galimand
et al., 2005), mais particulierement dans les pays du sud-est de 1’Asie (Yan et al., 2004 ;
Yamane et al., 2005 ; Lee et al., 2006). Ce géne a été également détecté dans une souche
porcine d’Escherichia coli (Gonzalez-Zorn et al., 2005), et plus réecemment, en février 2009
dans une souche de Salmonella isolée de la viande de volaille (Granier et al., 2011). Cette
découverte dans des isolats d’origine animale pose la problématique d’une origine animale
de la dissémination de ces méthylases et impose ainsi une plus ample surveillance vétérinaire
(Gonzalez-Zorn et al., 2005).

Dans notre étude, 11 souches ont été prélevées d’échantillons de coproculture provenant de 11
nourrissons agés entre 8 jours et 30 semaines, admis dans le service de néonatologie de la
clinique pédiatrique de la wilaya d’ Annaba, et dont ces infections ont causé le déces de 10 des
11 nourrissons. D’un autre coté, le géne armA a été également détecté chez 2 enfants agés
entre 12 et 24 mois, hospitalisés dans le service pédiatrique de la méme clinique, et chez 4
adultes ages entre 15-50 ans dont 2 cas ambulatoires. Enfin, une derniere souche de
Salmonella armA-positive a été isolée chez un patient dont les données épidémiologiques
n’étaient malheureusement pas disponibles. Par ailleurs, nos 18 souches de Salmonella armA-
positive isolées ont été trouvées coproductrices d’une BLSE de type CTX-M-15, 13 parmi
elles étaient également productrice d’une pénicillinase TEM, ainsi q’une céphalosporinase
type CMY. A notre connaissance, c’est le premier rapport documenté sur un épisode
épidémique dans les hopitaux d’Annaba impliquant directement une sous-espece de
Salmonella enterica, co-productrice d’une enzyme type méthylase 16S rRNA et d’une béta
lactamase type CTX-M-15.

La présence, ainsi que la co-localisation du géne armA avec une BLSE type CTX-M dans des
souches cliniques d’Entérobactéries isolées dans des hopitaux Algériens a déja été rapportée
dans 2 précédentes études. En effet, I’¢tude de Bogearts et al. (2007) a montré que parmi les
18 souches cliniques d’E.coli armA-positives identifiées chez des patients hospitalises a
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I’hopital ERASME en Belgique, 4 d’entre elles étaient isolées chez des citoyens Algériens
avec des pathologies médicales sévéres. Avant d’étre transférés en Belgique, ces 4 patients
Algériens avaient séjourné dans plusieurs hopitaux Algériens. En outre, Naas et al. (2009) ont
détecté le géne armA dans une souche de Salmonella Senftenberg, qui a été isolée en 1998
chez un nouveau né hospitalisé dans le service de néonatologie du centre hospitalo-
universitaire de Constantine. Ce gene armA a été retrouvé sur le méme plasmide conjugatif
de 90kb appartenant au groupe d’incompatibilité IncL/M hébergeant également les génes bla
CTX-M-3, et bla TEM-1 (Naas et al., 2009). Plus récemment, entre septembre 2008 et janvier
2009, et dans ce méme service de néonatologie de Constantine, 1’équipe de Naas et al, avait
identifié, le gene armA dans un autre sérovar de Salmonella, Salmonella Infantis porteur
aussi des genes bla CTX-M-15 et bla TEM-1. Ce sérovar avait provoqué un foyer épidémique
dans le service de neonatologie chez 138 patients. 1l est & préciser que 12 ans plus tard, ce
méme plasmide est encore présent dans ce service de néonatologie, et le CTX-M-3 a évolué
en CTX-M-15, conférant ainsi une plus haute résistance a la céftazidime (Naas et al., 2011).
Nous pouvons dire que le gene armA est bien présent dans nos hodpitaux, ce qui témoigne
d’une dissémination régionale voire nationale d’un plasmide portant plusieurs genes de
résistance. Plusieurs études ont montré que souvent les genes de méthylases sont liés a
d’autres génes de résistances tels que blatem, bla ctx-m, blaspy, et blapxa (Doi et al., 2004 ;
Galimand et al., 2003 ; 2008 ; Kim et al., 2008 ; Yan et al., 2004 ; Doi et al., 2008). Galimand
et al. (2005) ont montré que le géne armA se situe au sein d’un transposon composite
Tn1548. Ce transposon se trouve sur un plasmide conjugatif piP1204 appartenant au groupe
d’incompatibilité IncL/M codant ainsi une béta-lactamase a spectre élargi de type CTX-M-3
et une pénicillinase TEM-1 (Galimand et al., 2005 ; Bogaerts et al., 2007).

D’un autre coté, les liens de clonalité de nos souches de Salmonella armA-positives ont été
évalués par le typage moléculaire. L’analyse par PFGE des 13 souches armA appartenant au
sérotype Typhimurium, et la souche du variant monophasique (S. 4, 12:-:1,2) a révélé
uniquement 2 profils étroitement liés avec un pourcentage de similarité génétique de 80%.
Ceci pourrait suggerer que ces souches appartiennent a la méme lignée clonale et que la
diffusion dans 1’hopital d’Annaba est épidémique. Par contre, 1’analyse électrophorétique des
4 souches armA-positive appartenant au sérotype Enteritidis a identifié 3 profils bien distincts.
Ce résultat indique que le gene armA s’est propagé par un transfert horizontal dans la région
d’Annaba. Malheureusement aucune donnée épidémiologique sur les antécédents
pathologiques des 18 patients, sources d’acquisition de I’infection n’étaient disponibles sur les
registres des services concernés.
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5. Conclusions générales

Le but général de ce projet de thése était d’étudier la fréquence de contamination des €élevages
de poules pondeuses par Salmonella dans deux régions voisines d’Annaba et Eltarf, et
d’évaluer 1’éventuelle contribution des souches aviaires aux cas de salmonelloses humaines
par le typage moléculaire.

De maniére globale, cette étude nous a fourni les premieres données expérimentales sur
I’épidémiologie de I’infection des élevages de poules pondeuses par Salmonella spp dans ces
deux régions et amélioré nos connaissances sur les sérovars prédominants dans les élevages
de poules pondeuses dans ces 2 wilayas, mais également donné quelques informations sur les
indicateurs de risque qui pourront éventuellement étre potentiellement liés a la contamination
aux salmonelles. A notre connaissance, c’est une des seules études rapportées a ce jour sur
une comparaison phénotypique et génotypique entre les souches aviaires et humaines isolées
dans des régions algériennes, pouvant ainsi laisser supposer des liens épidémiologiques entre
des isolats d’¢levages de pondeuses et leur éventuel impact sur la santé humaine.

Les résultats de cette étude ont montré que huit élevages ont été testés positifs parmi les 18
élevages échantillonnés, et que 1’dge des pondeuses affecte cette fréquence de contamination
par Salmonella. Ce travail nous a montré aussi que, malgré I’étendue de notre protocole
d’échantillonnage (3 pools de fientes, 2 pools de prélévements de poussiéres et surfaces, 2
pools de prélévements d’aliments et eau), la proportion d’échantillons positifs est restée tres
faible (19/2754). De ce fait, les résultats fournis par cette étude peuvent contribuer a établir
des bases quantifiées pour définir les schémas de prélévements optimums combinant une
bonne sensibilité de détection de Salmonella et un colt maitrisé.

Il a ensuite été montré 1’hétérogénéité des sérovars identifiés durant cette enquéte, a savoir 9
sérovars parmi seulement 19 isolats de Salmonella, et une faible proportion d’isolats résistants
aux antibiotiques. Cette derniére pourrait suggérer un usage modéré d’antibiotiques dans les
élevages de pondeuses dans ces deux régions. Cette étude a rapporté également a notre
connaissance le premier isolement de S. Kentucky résistante a la ciprofloxacine (CMI>
8mg/L) dans les élevages de pondeuses en Algérie. Cet isolement coincidait avec I’émergence
de ce clone résistant a la ciprofloxacine dans d’autres pays d’Afrique, notamment ceux de
I’ Afrique du nord. Cependant, le nombre réduit des isolats qui est probablement dd a la
limitation de la zone étudiée ne nous permet pas d’évaluer le potentiel d’introduction de ce
clone de S. Kentucky résistant a la ciprofloxacine a 1’échelle nationale.

Six indicateurs de risque ont été identifiés. La plupart d’eux ont déja été rapportés comme
étant des facteurs de risques potentiellement liés a la contamination des eélevages de
pondeuses par Salmonella. Ces facteurs sont justifiés par les bonnes pratiques d’élevages, et
de la décontamination des batiments.

A TDavenir, ces premiers résultats peuvent étre utilisés comme base pour des études
épidémiologiques nationales visant a déterminer tous les facteurs de risques pouvant étre en
cause de la contamination des élevages de pondeuses par Salmonella spp. Par ailleurs, une
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réflexion globale devrait étre menée avec les éleveurs afin de les sensibiliser et d’envisager
des améliorations des pratiques de biosécurité dans les élevages aviaires.

Le typage moléculaire des souches de Salmonella spp isolées des élevages de pondeuses
enquétés, et celles recueillies de cas humains a été un point clé de notre travail, afin de
démontrer des liens genétiques entre les différentes souches au sein de certains sérovars. Les
méthodes choisies ont été ; I1S-PCR, ERIC-PCR, et la PFGE. Le caractére clonal du sérovar
S. Typhimurium démontré autour d’un nombre important d’isolats laisse suggérer un
caracteére épidéemique de ce clone dans notre région tout particulierement en milieu hospitalier,
et laisse envisager une large diffusion. La clonalité de certains serovars (Enteritidis, Virchow,
Dublin) nous laisse supposer d’éventuelles hypothéses de diffusion de certaines souches de
Salmonella entre les élevages et les consommateurs, mais aussi des hypothéses de persistance
d’autres serovars au sein de certains batiments d’¢levages. Cependant, le faible nombre de
souches comparées ne nous permet pas d’étayer des liens épidémiologiques sur les sources de
contamination entre les 2 origines des isolats. Par ailleurs, ’introduction a I’échelle régionale
du clone S. Kentucky CIPR, nous laisse envisager une large introduction de ce méme clone &
une échelle nationale. Egalement, I’hétérogénéité d’autres serotypes (Manhattan, Enteritidis,
Hadar) nous suggére d’autres sources de contamination, et les éventuelles doubles
contaminations au sein d’un méme élevage. A 1’avenir, il serait intéressant de réaliser une
¢tude épidémiologique a I’échelle nationale impliquant la majorité des régions du pays, et sur
une banque de souches assez importante en humaine et en aviaire qui permettrait ainsi
d’estimer I’importance de certains clones aviaires isolés et leur impact dans des infections
humaines a Salmonella.

L’émergence du groupe béta-lactamase type CTX-M-15, mais aussi la méthylase type ArmA
parmi nos souches humaines de Salmonella, mais aussi sa présence démontrée dans d’autres
régions du pays est une préoccupation de santé publique en Algérie. Cela pourrait indiquer la
dissémination de ces groupes a travers le pays, et qui pourrait devenir endémique. Cette
propagation clonale peut étre due a des transferts génétiques mobiles, bien qu’aucune
expérience d’analyse plasmidiques n’a été réalisée pour nos isolats. A I’échelle mondiale, les
suppositions de transferts plasmidiques ont été largement rapportées dans la littérature. La
diffusion épidémique des souches de Salmonella productrices de béta-lactamases, mais
également de méthylases type armA est encore mal contrdlée dans nos hépitaux. Leurs taux
élevés de présence sont le reflet de la transmission croisée entre les bactéries et de 1’absence
d’une politique de bon usage d’antibiotiques, que ce soit dans les services hospitaliers, ou
dans les cas communautaires. A I’avenir la mise en ceuvre d’une politique stricte de controle
dans les hodpitaux Algériens ainsi que des enquétes de sensibilisation aupres de la
communauté est de rigueur afin d’éviter la diffusion de ces souches multi résistantes. En
effet, une part non négligeable de la consommation des antibiotiques se fait en dehors du
milieu hospitalier.

En Espagne, il a été rapporté en 1997 qu’il ya eu une consommation de 275 tonnes d’agents
antimicrobiens par les patients en ambulatoire. Par ailleurs, il est a préciser que parmi les
causes de I’émergence et la dissémination des éléments de resistance chez les Enterobacteries
en milieu communautaire, est 1’utilisation excessive d’antibiotiquesjoue un role non
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seulement en médecine humaine mais aussi en médecine animale et en agriculture notamment
comme facteurs de croissance.
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7. Annexes

7.1. Annexe 1. A questionnaire-based, transversale study of Salmonella
contamination in Algerian laying hen flocks (18 laying hen flocks, Annaba and
Eltarf). The number of questions per subset is indicated in brackets.

Questions related to the farm characteristics (n= 14)

Number laying-houses on the farm
1
2 or more

Number of poultry-houses on the farm
1
2 Oor more

Presence of other animal productions on the farm
Yes
No

Other avian husbandry under the same proprietor
Yes
No

Presence of backyard poultry on the farm
yes
no

Farm afield to the egg-production cooperative
yes
no

Farm adherent to the official sanitary program
yes
no

Easy access to farm out staff (presence of fence)
yes
no

Presence of future laying hens on the farms
yes
no

Livestock insured in case of natural disaster or notifiable diseases
yes
no

Farm adherent to the selling commercially cooperative of table eggs

yes
No

Domestics and other animals species access on the farm (dogs, cats, sheep, cattle, etc)
yes
no

Distance between the house studied and the nearest poultry farm
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<500 m
> 500m

Presence of a dairy farm < 2Km
yes
no

Questions related to the poultry-house characteristics (n=29)
Holding size

2400-3100

4800-7200

10000-30000

Age of the building (in years)
[1- 5[

[5-10[

> 10

unknown

Age of infrastructure
[1-5]

>5

unknown

Change room at the entrance
yes
no

Type of henhouse
conventional battery
on floor

Number of hens per cage
<5
>5

Number of gates
1

2

none gate

Metal gates
yes
no

Using the same gates for loading and disposal

Yes
No

Concrete ceiling
yes

none

other

Beetles observed in the house at the time of the visit
yes
no

Stock feed room at the entrance
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yes
no

Presence of hole in walls and ceiling
yes
non

Structure of floor
concrete
other

Concrete walls
yes
no

Plastered walls
yes
no

Wall material other than concrete or plastered
Yes, specify
no

Wooden beams
yes
no

Type of ventilation
static
dynamic

Feeding system distribution
feed carts

chain feeders

feeders

Watering system

nipples with recipients
nipples without recipients
drinkers

Egg gathering system
manual
automatic

Egg grading and packing on the farm
yes
no

Egg storage room
yes
no

Reuse of egg storage room for other activity
Yes
No

Water facilities present close to the poultry-house entrance
Yes
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No

Wash basin with water available to the poultry-house entrance
yes, functional

yes but not functional

no washbasin

Hand soap present
Yes
Non

Manure in cages flocks
deep pit
droppings belts

Questions related to the previous flock characteristics (n=5)
Salmonella status of previous flock

yes

no

unknow

Disease leading of the previous flock
yes, specify

no

unknow

An antibiotic treatment of the previous flock
yes
no

Mortality rate of the previous laying hen flock
none significantly

High

unknow

Time break sanitary (months)
<1

[2-6]

> 6

Questions related to the farm staff (n=4)
Number of persons working on the farm

1

2

3 or more

Farm staff specific for laying hen's care
yes
no

Staff take of other animal husbandries

yes
No

Activity outside the holding
yes
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no

Questions related to the disease vectors (n=11)
Common equipment with other holdings

yes

no

Presence of trucks run near entrance of laying building
yes
no

Pest control procedure before pullets loading
yes
non

Rodent control
by a contractor
by farmer

Rodent observed in the layer house during sampling visit
yes
no

Rodent observed in made feed room
yes
no

Frequency of dead bird collection
kept on the farm at least one week
once a day

Management of ill birds
kept in the house
eliminated

Dead bird storage
frozen
no frozen

Frequency of manure elimination (days)
[7-10 [

[10-15]

>15

Container for dead bird disposal
yes
no

Questions related to the biosecurity measures, sanitary practice, and management of the flock under
the study (n=20)

Specific clothes for farmer

yes
No

Specific shoes for farmer
yes
no

Dry cleaning of the house before pullets loading
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yes
no

Dry cleaning cages before pullets loading
yes
no

Washing of the house before pullets loading
yes
no

Washing of the cages before pullets loading
yes
no

Renewed the water of the footbath at poultry-house entrance
1by week

at least twice by week

>1 by 2 weeks

Disinfection of the poultry-house before pullets loading
yes
no

Disinfection of the cages before pullets loading
yes
no

Cleaning and disinfection of hard surfaces
yes
no

Disinfection of the house
by the farmer
by a professional contractor

Only cold water used for cleaning
yes
no

Feed made on farm
yes
no

Heat treatment of feed
yes
no

Drinking-water origin
public
private (well, boring)

Pump water in laying house

yes
No

Drinking-water filtration
yes
no

Drinking-water chlorination
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yes
no

Cleaning of watering system with a detergent
yes
no

Drinkers maintenance cleaning
Frequent, specify
No frequent

Clean chain feeding system during laying period
1

2

2 or more

never

Questions related of pullets and treatments practice in the flock (n=8)
Genetic breed of pullets

Isa-brown

Hy-line

other, specify

Pullets vaccinated against Salmonella
yes

no

unknow

Mortality rate over the laying period (20-88 weeks)
<8%
> 8%

Disease leading during laying period
yes
no

Veterinary visits from laying period
regular visit

in case of disease

no visit

Number of antibiotic treatment during the laying period
0

1

2

3 or more

unknow

Antibiotic treatment during the 2 weeks prior to the sampling visit
yes
no

Maximum laying rate
> 95%
<95%

Sampled flock characteristics (n= 4)
Hen age at sampling visit (weeks)
20-33
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47-60
70-86

Transport time of samples from to the laboratory (hours)
<2
> 2

Temperature inside the laying house at sampling visit
>28°C
<30°C

Type of sample

feed

water

environmental swabs
faeces

Questions related to the farm characteristics (n= 14)

Number laying-houses on the farm
1
2 or more

Number of poultry-houses on the farm
1
2 or more

Presence of other animal productions on the farm
Yes
No

Other avian husbandry under the same proprietor
Yes
No

Presence of backyard poultry on the farm
yes
no

Farm afield to the egg-production cooperative
yes
no

Farm adherent to the official sanitary program
yes
no

Easy access to farm out staff (presence of fence)

yes
No

Presence of future laying hens on the farms
yes
no

Livestock insured in case of natural disaster or notifiable diseases
yes
no
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Farm adherent to the selling commercially cooperative of table eggs
yes
no

Domestics and other animals species access on the farm (dogs, cats, sheep, cattle, etc)
yes
no

Distance between the house studied and the nearest poultry farm
<500m
> 500m

Presence of a dairy farm < 2Km

yes
No

Questions related to the poultry-house characteristics (n=29)
Holding size

2400-3100

4800-7200

10000-30000

Age of the building (in years)
[1-5]

[5-10[

> 10

unknown

Age of infrastructure
[1- 5[

>5

unknown

Change room at the entrance
yes
no

Type of henhouse
conventional battery
on floor

Number of hens per cage
<5
>5

Number of gates
1

2

none gate

Metal gates
yes
no

Using the same gates for loading and disposal
Yes
no
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Concrete ceiling
yes

none

other

Beetles observed in the house at the time of the visit
yes
no

Stock feed room at the entrance
yes
no

Presence of hole in walls and ceiling
yes
non

Structure of floor
concrete
other

Concrete walls
yes
no

Plastered walls
yes
no

Wall material other than concrete or plastered
Yes, specify
no

Wooden beams
yes
no

Type of ventilation
static
dynamic

Feeding system distribution
feed carts

chain feeders

feeders

Watering system

nipples with recipients
nipples without recipients
drinkers

Egg gathering system
manual
automatic

Egg grading and packing on the farm
yes
no
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Egg storage room
yes
no

Reuse of egg storage room for other activity
Yes
No

Water facilities present close to the poultry-house entrance
Yes
No

Wash basin with water available to the poultry-house entrance
yes, functional

yes but not functional

no washbasin

Hand soap present
Yes
Non

Manure in cages flocks
deep pit
droppings belts

Questions related to the previous flock characteristics (n= 5)
Salmonella status of previous flock

yes

no

unknow

Disease leading of the previous flock
yes, specify

no

unknow

An antibiotic treatment of the previous flock
yes
no

Mortality rate of the previous laying hen flock
none significantly

High

unknow

Time break sanitary (months)
<1

[2-6[

>6

Questions related to the farm staff (n= 4)
Number of persons working on the farm

1

2

3 or more

Farm staff specific for laying hen's care
yes
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no

Staff take of other animal husbandries
yes
no

Activity outside the holding
yes
no

Questions related to the disease vectors (n=11)
Common equipment with other holdings

yes
No

Presence of trucks run near entrance of laying building
yes
no

Pest control procedure before pullets loading
yes
non

Rodent control
by a contractor
by farmer

Rodent observed in the layer house during sampling visit
yes
no

Rodent observed in made feed room
yes
no

Frequency of dead bird collection
kept on the farm at least one week
once a day

Management of ill birds
kept in the house
eliminated

Dead bird storage
frozen
no frozen

Frequency of manure elimination (days)
[7-10 [

[10-15]

>15

Container for dead bird disposal
yes
no

Questions related to the biosecurity measures, sanitary practice, and management of the flock under
the study (n=20)

Specific clothes for farmer
yes
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no

Specific shoes for farmer
yes
no

Dry cleaning of the house before pullets loading
yes
no

Dry cleaning cages before pullets loading

yes
No

Washing of the house before pullets loading
yes
no

Washing of the cages before pullets loading
yes
no

Renewed the water of the footbath at poultry-house entrance
1by week

at least twice by week

>1 by 2 weeks

Disinfection of the poultry-house before pullets loading
yes
no

Disinfection of the cages before pullets loading
yes
no

Cleaning and disinfection of hard surfaces
yes
no

Disinfection of the house
by the farmer
by a professional contractor

Only cold water used for cleaning
yes
no

Feed made on farm
yes
no

Heat treatment of feed
yes
no

Drinking-water origin
public
private (well, boring)

185




Pump water in laying house
yes
no

Drinking-water filtration
yes
no

Drinking-water chlorination

yes
No

Cleaning of watering system with a detergent
yes
no

Drinkers maintenance cleaning
Frequent, specify
No frequent

Clean chain feeding system during laying period
1

2

2 or more

never

Questions related of pullets and treatments practice in the flock (n=8)
Genetic breed of pullets

Isa-brown

Hy-line

other, specify

Pullets vaccinated against Salmonella
yes

no

unknow

Mortality rate over the laying period (20-88 weeks)
< 8%
> 8%

Disease leading during laying period
yes
no

Veterinary visits from laying period
regular visit

in case of disease

no Visit

Number of antibiotic treatment during the laying period
0

1

2

3 or more

unknow
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Antibiotic treatment during the 2 weeks prior to the sampling visit
yes
no

Maximum laying rate
> 95%
<95%

Sampled flock characteristics (n= 4)
Hen age at sampling visit (weeks)
20-33

47-60

70-86

Transport time of samples from to the laboratory (hours)
<2
>2

Temperature inside the laying house at sampling visit
>28°C
<30°C

Type of sample

feed

water

environmental swabs
faeces
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7.2. Annexe 2. Fiche de prélévements

Nom de ’enquéteur :
Date de prélévement :
Heure de prélévement :
Type de prélévement :
Température du jour :

Batiment d’élevage de poules pondeuses :

Type de batiment :

Nom du propriétaire :
Commune (adresse) du batiment :

Nombre de poules pondeuses :
Nombre de batteries :

Origine des pondeuses :

Age des pondeuses :

Race des pondeuses :

Distance entre la ville et le batiment :

Fiche d’analyses :

N° Echantillon

Type d’échantillon (surface, aliment, eau,
ceufs, sujet, fientes)

Lieu de prélévement

QEE00 W
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