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Titre de la thése :

“Etude de la contribution des salmonelles aviadnes salmonelloses humaines au Tchad : cas
de la ville capitale, N'Djamena”

Résumé de la these

Les salmonelles sont liées a de nombreuses malafiéetieuses d'origine alimentaire
dans le monde. Elles sont aussi considérées coramedés principaux agents pathogenes
responsables de gastro-entérite humaine. L'objeciiicipal de notre étude était de mettre a
jour la prévalence de contamination et I'état @atibio-résistance des souchesS#monella
isolées chez les humains et chez les volailles thangle de N'Djamena, capitale du Tchad.
Les résultats obtenus au terme de cette étudenbfieés premiéres données de prévalence de
contamination par les salmonelles chez les hunsidans les élevages de poules pondeuses et
de poulets de chair a N'Djamena. Tous les échanslitaient collectés au sein de 5 hépitaux
et de 16 fermes avicoles, sur deux périodes dmsig chacune: de Aolt 2010 a Janvier 2011
et de Septembre 2011 a Février 2012.

L’ensemble des méthodes et techniques de diagaastidisées a permis d'isoler chez
les humains et chez les volailles, cent trente rsufches de salmonelles, appartenant a
quarante deux sérotypes différer8almonellaColindale était le sérotype majoritaire (13,6 %),
suivi parS. Minnesota (10,8 %)% Stanleyville (5,8 %)S. Havana, Kottbus (5 %% Idikan
(4,3 %), S Riggil, Anatum (3,6 %). Les autres sérotypeseétairés peu représentés. La
majorité de ces sérotypes était sensible a la gadiaméibiotiques testée (Normes CLSI), sauf
guelques isolats aviaires 8eColindale qui avaient présenté une sensibilitdéimiiée a I'acide
nalidixique, a I'ofloxacine et a I'enrofloxacine,dolat aviaire d&almonellaLimete résistant a
trois antimicrobiens, deux isolats humains $almonella Enteritidis résistants a l'acide
nalidixique, a I'ofloxacine et a la ciprofloxacieé 15 isolats aviaires dgalmonellaMinnesota
résistants a au moins cing classes différentegidiamobiens.

Dans le but d'‘évaluer les relations phylogénétigues de trouver des liens
éepidémiologiques entre les souches humaines etesviaolées au cours de la méme période et
dans la méme ville, 139 isolats 8almonellatrouvés chez les humains et chez les volailles
dans cette étude ont été caractériseés par ERICERCRO0-PCR. L'analyse PCR a été suivie
par I'analyse de macrorestriction (PFGE) de I'AD&hgmique issu de 22 isolats communs de
sérovars d&almonellarencontrés a la fois chez les humains et chezdiedlles avec I'enzyme
Xbal. Les résultats de la PCR ont montré que, danadee de cette étude épidémiologique, les
méthodes Eric- et B)DO-PCR peuvent étre utilisées efficacement pour &mie nombre
d'isolats qui doivent étre sérotypés. La comparades profils d’Eric-types, d’IS-types, de
pulsotypes et de susceptibilité aux antimicrobiées isolats d'origines humaines et aviaires a
mis en évidence, d'une part, la preuve indirectesibeirces de contamination humaine par les
sérovars d&almonellaa partir des fermes de volailles et d'autre padjversité des sources et
réservoirs potentiels des souchessdémonelladans la ville de N'Djamena.

Mots clés Salmonella prévalence, épidémiologie, ERIC-PCR208-PCR, PFGE, antibio-
résistance, humain, hépital, volailles, fermes diailles, N'Djamena (Tchad).
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Title of the thesis:

“Study of the aviarBalmonellacontribution to human salmonellosis in Chad: exiangp the
capital, N'Djamena”

Abstract of the thesis

Salmonellaare linked to many food-borne diseases worldwidey are also considered to be
one of the main pathogens causing human gastraent€he main objective of this study was
to update the prevalence and antimicrobial resistatharacteristics odbalmonellaisolated
from poultry and from humans experiencing gastreetid in N'Djamena, Chad. The results
collected during this study provide the first baseldata on the prevalence of contamination by
Salmonellain humans suffering from diarrhoea, as well ataying hens and broiler chicken
farms in N'Djamena. Samples were collected on aaredhfrom five hospitals and on another
hand from sixteen poultry farms, both over two pési of six months each: from August 2010
to January 2011 and from September 2011 to FebA0Hrg.

Diagnostic methods carried out during this studittethe isolation of one hundred and thirty
nine Salmonellastrains, belonging to forty two different serotgp8almonellaColindale was
the most prevalent serovar (13.6 % of the isolé#telenged to this serovar), followed by
SalmonellaMinnesota (10.8 %)SalmonellaStanleyville (5.8 %),SalmonellaHavana and
Kottbus (5 % each)Salmonellaldikan (4.3 %),SalmonellaRiggil and Anatum (3.6 % each).
Other serotypes were under-represented. The majrihese isolates were susceptible to all
antibiotics tested (CLSI Standards), except sd@aémonellaColindale avian isolates that
exhibited a decreased susceptibility to nalidix@da ofloxacin and enrofloxacin, tw&.
Enteritidis human isolates resistant to nalidixétda ofloxacin and ciprofloxacin, 8. Limete
avian isolate resistant to three antibiotics andS1blinnesota avian isolates resistant to five
different antimicrobial classes.

In order to evaluate the phylogenetic relationstapd to find epidemiological links between
human and avian strains isolated in the same pefididne and in the same region, a total of
139 Salmonellaisolates found in humans and poultry in this stwdgre characterised by
ERIC-PCR and I300-PCR. The PCR analysis was followed by macrordgiricanalysis
(PFGE) of genomic DNA from 22 common isolatesSafimonellaserotypes encountered in
both humans and poultry witkba enzyme. PCR results demonstrated that, in théegoof
this epidemiological study, ERIC- and2@)}-PCR methods can be used effectively to limit the
number of isolates that have to be serotyped. Tdmparison of ERIC-PCR, ED0O-PCR,
PFGE and antimicrobial susceptibility profiles argasolates from human and avian origins
has highlighted, on one hand, the indirect evideotehuman contamination sources by
Salmonellaserovars from poultry farms, and on the other h#neddiversity of sources and
potential reservoirs ddalmonellastrains in the N'Djamena city.

Keys words Salmonella prevalence, epidemiology, ERIC-PCR, 208-PCR, PFGE,
antimicrobial susceptibility, humans, hospitalsuliy, poultry farms, N'Djamena (Chad).
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Introduction générale

Les salmonelles sont des bactéries mises en cansalds infections variées et souvent
séveres chez de nombreux vertébrés. Elles sontrégzmdues en milieu tropical et sont
responsables de zoonoses diverses et de salmasedjpscifiques chez les humains a travers le
monde (Anderson et Ziprin, 2001 ; Cardinateal, 2004). Depuis ses premieres observations
vers la fin des années 1800 jusqu'a nos jourseneegpalmonellan'a jamais cessé d’avoir une
importance considérable dans les domaines vétgringi médical, tant par les pertes
économiques dues a la maladie animale, que part@ ihcidence chez 'homme des fievres
typhoides et des toxi-infections alimentaires asalelles (Grimont et Weill, 2005 ; Humbert,
1992 ; O’'Brien et De Valk, 2003).

Le réservoir naturel d8almonellaest principalement le tractus digestif des veésbr
De tres nombreuses espéces animales hébergemergtpathogene (volailles, bovins, porcs,
poissons, reptiles,...). La sous-esp&amonella entericaubsp.entericaest plutét adaptée
aux animaux a sang chaud et a ’lhomme. Parmi lesygpes de cette sous-espéce, certains sont
qualifiés de « spécifiques », qui sont strictemmminains (Typhi, Paratyphi A, Paratyphi C,
Sendai, et certains clones de Paratyphi B), owd#s a une espece animale (Abortusovis chez
les ovins et Gallinarum-Pullorum chez la volaillBjautres sérotypes, qualifiés d'« adaptés »
ont une prédilection pour une espéce ou un grolgspeces: Enteritidis, Hadar, Heidelberg,
Saint Paul, Virchow, Senftenberg, Infantis, Kottlmmtaminent principalement les volailles
(dinde, poule, canard); Dublin et Bovismorbificam$ectent surtout les bovins alors que
Derby, Panama, Choleraesuis et Brandenburg soldsigdus fréquemment chez les porcs.
Mais, la grande majorité des sérotypes renconsésliee « ubiquiste ». L'exemple type est
Typhimurium qu'’il est possible de trouver chezadtatité des animaux d’élevage et la plupart
des animaux sauvages (mammiferes, oiseaux, repfjles ce jour, plus de 2600 sérotypes de
Salmonellasont décrits et classés a travers le monde (Baid®97 ; Guibourdenchet al.,
2010 ; Korsalet al, 2004).

Les infections dues aux salmonelles non-typhiquezggoupant divers signes cliniques,
sont responsables aujourd’hui de plus de 600 OQfisehaque année dans le monde, avec un
taux important de mortalité infantile dans les pa@ysergents (Anderson et Ziprin, 2001,
Moury et al, 2006). La contamination des infectionsSalmonellanon typhiques chez
'homme s’effectue en majorité par le biais d'alimee contaminés consommeés crus ou
insuffisamment cuits : ceufs, produits a base d'cdefsolailles et viandes d’'autres espéces
animales. En raison des differents modes de tremstoon et des risques élevés de
contamination croisée, les produits alimentairesissde la filiére avicole sont les plus
impliqués dans les toxi-infections alimentairedexilves a salmonelles (Gransart, 1998). Les
salmonelloses d’origine alimentaire peuvent doniew a des foyers trées importants qui
peuvent atteindre une échelle nationale, (et méneenationale), si un aliment commercialisé
a large diffusion se trouve étre contaminé (Catdiatal. 2003 ; Jonest al, 2008).

Chaque année, aux Etats-Unis, on estime a 1,2mii nombre de personnes infectées
par les sérotypes dgalmonellanon typhique, entrainant 1,500 hospitalisationgdG$t déces
par an (CDC, 2006 ; Meagt al, 1999, Olseret al, 2000 ; Voestclet al, 2004). En France,
entre 2001 et 2003, 1656 toxi-infections alimemetsicollectives (TIAC) affectant 22,113
patients ont été déclarées, et 70% de ces TIA€rétdues aux bactéries du geSemonella.

Le CNRS de I'Institut Pasteur a répertorié 10,1dglats deSalmonellachez 'homme en 2006
et 8124 en 2007. Le sérotype majoritaire étaithliyyurium, suivi par le sérotype Enteritidis.
Ces deux sérotypes représentaient 70% des salm®ristilées (Delmast al, 2006). On
estime entre 30 000 et 43 000, les cas annuelald®selloses confirmés, entrainant 6 000 a
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10 700 hospitalisations et 100 a 560 déces (Chaetval, 2006 ; Vaillantet al, 2004). Au
Danemark, les colts économiques liés aux salm@ssligont estimés entre 10,4 et 25,5
millions de dollars US en 2001 (Hendriksstral, 2011).

A ce probleme majeur, s’est ajouté au cours dedeasiéres décennies, le phénomeéene
de résistance aux antibiotiques, devenu assezenégians le genr8almonella(Li et al,
2007 ; Poppeet al, 1998). C'est a partir de 1997, que 'OMS sigrtal@ugmentation
alarmante de l'incidence de souchesSa¢gmonellanon typhiques résistantes aux antibiotiques
(WHO, 1997). Cette multi-résistance était due a plesence d'un clone particulier,
individualisé grace a son lysotype, DT104, qui &égné dans son chromosome un flot
génomique de 43 kb, appeBalmonellaGenomic Island 1 (SGI1), responsable de la penta-
résistance (ASCSuT) (Schwarz et Chaslus-Danclal 20@ulvey et al, 2006). Il a émergeé
d’abord au Royaume-Uni dés 1989 au sein du bétais, chez les volailles, moutons, porcs et
chevaux et enfin chez I’'homme (Hollingetral, 1998 ; Mc Dowell et Spence, 1997 ; Winokur
et al, 2001). Ce clone s’est ensuite disséminé en Amérity Nord et dans plusieurs pays
européens (Glynat al, 1998)

Dans les pays en voie de développement et sousogges, I'infection causée par les
sérotypes de&almonellaest fréquemment associée a des maladies sévéie®sE souvent
bénigne et peut devenir grave chez les individueérables (enfants, personnes agees...) et
immunodéprimés (paludisme, VIH/SIDA...) (Weill, 2009%En Afrique, peu de données
existent sur I'épidémiologie et l'antibiorésistandes salmonelles (Vlieghet al, 2009).
Toutefois, dans certains pays comme le Sénégailiiésie, le Nigeria et I'Ethiopie, plusieurs
travaux réalisés sur divers types d’échantillonsrigine environnementale, animale et/ou
humaine, ont permis de révéler un taux de containmassez important dus aux souches de
SalmonellaAissaet al, 2007 ; Cardinalet al, 2005b ; Uche Orjet al, 2005).

Au Tchad, les premiéres études Saimonelladatent des travaux de Perpeeal,
(1964), de Le Minoret al, (1969) et de Guarét al, (1973) et ont permis de démontrer
'importance épidémiologique de salmonelloses huemiet animales, ainsi que la diversité
des sérotypes rencontrés. Tous ces travaux ontigérisoler, chez les humains et diverses
especes animales, une centaine de souches de sém@ppartenant a une cinquantaine de
sérotypes différents. Depuis ces derniers travauXy a plus de données épidémiologiques
récentes disponibles sur les infectionSamonellaet sur leur résistance aux antimicrobiens
Rappelons que le Tchad ne dispose d’aucun mécanimeégulation et de contrble de
I'utilisation des antibiotiques tant dans le doneaiwétérinaire qu’'en santé humaine. Les
antibiotiques de toutes catégories se vendent & lemucoins des rues des grandes villes du
Tchad, sans aucun contréle et dans de tres masvaisditions de conservation.

Dans la ville capitale, le secteur de l'avicultes devenu, depuis quelques années, le
pourvoyeur majeur de volailles et d'ceufs de vdadaildans les ménages, comme deuxieme
source de protéines d’origine animale apres lessaii@vins. Le but principal de notre étude
était donc d’estimer, dans un premier temps, laglefdice de contamination des élevages de
volailles et des humains p&almonelladans la ville de N’'Djamena et d’identifier les@§pes
dominants, dans un second lieu de déterminer latibiarésistance et, en troisieme lieu,
d’évaluer la contribution des sérotypes aviairadés aux salmonelloses humaines et les
facteurs de risques associés. Aprés une bréevenpaéise générale du Tchad, cette synthese de
la littérature fera le point sur quelques rappe&ctériologiqgues des salmonelles, leurs
résistances connues aux antibiotiques et les peates méthodes moléculaires utilisées pour la
tracabilité des infections a salmonelles.
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1. Généralités sur le Tchad

1.1. Géographie

Le Tchad est un pays enclavé, situé au coeur daqui centrale avec une superficie
de 1.284.000 kf Le port maritime le plus proche se trouve a 1K60a Port Harcourt au
Nigeria. L'immensité du territoire et 'absence ciges maritimes posent de sérieux problemes
de logistique au niveau de tous les secteurs.dldix ans, sur toute I'étendue du territoire,
seulement 583 km de routes interurbaines sontues&iAu cours des 8 derniéres années, le
réseau des routes bitumées — trés modeste sicomlgare a celui des autres pays africains — a
presque triplé (de 346 km en 2000 a 1106 km enboetd008). Le réseau des pistes rurales
mises en service est passé de 343 km en 2006 k244 2008. Le réseau de routes en terre
circulable en toute saison est passé de 2800 k2068 a 3675 km en 2008, méme si ce
résultat reste modeste par rapport a I'objectib@80 km visé par la Stratégie Nationale des
Transports (INSEED, 2009).

La mise en place d’'un Fonds d’Entretien Routier RfFiEle deuxiéme génération a
permis de sécuriser les ressources destinéestietien routier : ces ressources sont passées de
4 milliards de FCFA avant la création du FER a liliards en 2008. En dépit des progres
réalisés, le réseau routier reste sous-développéapgaort a la superficie et aux besoins du
pays, particulierement en ce qui concerne le rédeaistes rurales et des routes d’interface en
terre dont I'état et le taux de couverture sontigques pour faciliter I'accés des produits
vivriers aux marchés régionaux et a celui de N'Dgam Ces routes dites non prioritaires sont
pour la plupart praticables pendant 6 a 8 mois 'denée, et insuffisamment ou jamais
entretenues.

Le pays est divisé en 3 zones climatiques :

- Au Nord, une zone saharienne au climat désertigde 200 mm de pluie par an.)

- Au Sud, une zone soudanienne assez fortement pievigentre 800 et 1200 mm de
pluies par an) rendant certaines zones inacces$bledant la saison des pluies.

- Entre les deux premieres une zone sahélienne anepluviométrie comprise entre 200
et 800 mm par an ; c’est dans cette zone que geetfd’'Djamena, la capitale.

Il faut noter qu’au moins 64 % du pays sont dégees ou semi désertiques. La
désertification avance de 2 a 3 km par an selafir&ction des foréts. Comme dans d’autres
pays du Sahel, cette diversité de zones climaticestsfortement liée a certains aléas
climatiques, faisant baisser la production agricatigpartant, I'économie nationale fortement
dépendante du secteur primaire. Les déficits aliaiers ainsi occasionnés entrainent des
problemes nutritionnels et sanitaires important&monent pour certains groupes vulnérables
de la population comme les personnes agées, lesdsranceintes et les enfants.

1.2. Situation politique et administrative

Le Tchad vit en ce moment une période politiquatiedment calme sous un régime dit
républicain. Sur le plan administratif, le Tchatl digisé en 23 régions, 64 départements et 232
sous-préfectures (INSEED, 2011). Le Francais d&@ien partage comme la langue officielle
a coté de la langue Arabe. La laicité est insail@es la constitution de la république et
demeure le véritable socle de la paix et de I'uné@onale.
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D'une superficie de 1 284 000 km?, le Tchad s'ésemd. 700 km du Nord au Sud et sur
1 000 km d'Est en Ouest. C'est fepfus grand pays d'Afrique aprés I'Algérie, la Réjmue
démocratigue du Congo, le Soudan et la Libye. 1l Iesité au Sud par la République
Centrafricaine, a I'Est par le Soudan, a I'OuestlpaCameroun, le Nigéria et le Niger.
L'immensité du pays et I'absence de cotes maritippsgnt des problemes de transport, de
communication et d'accessibilités a I'extérieur.

Le pays est situé entre leSét 24 degrés de latitude Nord d'une part, et leSet24
degrés de longitude Est d'autre part. La majoréélad population, estimée a 11 175915
habitants, vit au sud (figure n° 1). La densitéedea70 habitants au km? dans le bassin du
Logone a 0,1 habitant au km2 dans le nord déser(iNSEED, 2011).
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Figure 1: La carte du Tchad et ses différentes régionsmadiratives

La capitale, Ndjamena, se situe au confluent dasvéls Chari et Logone et comptait
993 492 habitants en 2009 (INSEED, 2011). Ellesedtdivisée en 10 communes urbaines,
érigées en arrondissement. Chaque commune eséalipgr un Maire, élu au suffrage local
pour un mandat de 3 ans (figure n° 2).
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Figure 2: Carte de la ville de N'Djamena et ses différemm®mmunes urbaines (Service Sig/ Voirie).

1.3. Situation économique

Selon la deuxieme enquéte sur la consommation etedteur informel au Tchad
(ECOSIT 11, 2009), plus de la moitié de la popuwativit avec moins d’'un dollar par jour et
'indice de pauvreté est d’environ 53 %. Cette \paté touche plus particulierement les
femmes. Au classement de l'indice de développenmembain (IDH) du programme des
nations unies pour le développement (PNUD), le dicfigure parmi les dix pays les plus
pauvres du monde (170 sur 179 en 2008). Le failviean de son revenu par habitant, qui est
inférieur a 300 dollars US par an, se refléte égale dans les indicateurs de bien-étre, qui se
situent dans leur ensemble a un niveau peu éleve.

Le Tchad appartient a la Zone Franc (Franc CFAgsttdevenu depuis 2003, un pays
exportateur de pétrole. Le gouvernement a déteromngertain nombre de secteurs prioritaires
dont les secteurs de I'éducation, de la santé,adgidulture et de I'élevage pour bénéficier
d’'une partie de ces mannes financiéres additioesell

Au plan macroéconomique, le bilan accumulé depdtpar le Tchad est trés mitigé dans
'ensemble. Le taux de croissance annuelle de $Bn(ftoduit intérieur brut) réel a été de
5,2% en moyenne entre 1994 et 2003. Il a méme dédas 9% par an depuis 2001, sous
I'effet des investissements dans le domaine pétr@t de leurs retombées. En 2004, cette
croissance a atteint le niveau record de 30% dudtaidémarrage de I'exportation du pétrole
brut. Cette croissance a ralenti depuis lors, Els&ivant en moyenne a 5% en 2005-2006 et a
stagné en 2007 et 2008 avec un niveau estimé a ©t299.4% respectivement, du fait
principalement de la baisse de la production pémkt des difficultés de la filiere cotonniére.

L’inflation, mesurée par la variation de I'indicegiprix a la consommation, est restée
ces derniéres années a un niveau modeéré. En léffdice de prix a la consommation s’est
établi a 8,3 % en moyenne annuelle en 2008, co®tré en 2007 a cause de la crise
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alimentaire et de la hausse subséquente des mixdel@ées alimentaires, et ce, malgré la
bonne production agricole de la campagne de 2008/ZMalhadoet al, 2009 : INSEED,
2009).

1.4. Situation démographique

La population du Tchad a rapidement augmenté arsams 20 dernieres années. Selon
le 2 Recensement Général de la Population et de I'BialRGPH2). En 2009, le taux annuel
moyen d’accroissement est de 3,6 % et I'effectiflalgpopulation est estimé a 11 175 915
habitants en 2009. Si on confronte ces donnéesainsement et celles, plus fines, de 'TEDST
Il (Enquéte Démographique et de Santé au Tchad@004, la croissance naturelle est de 4,5
%. Ce qui réduit le temps de dédoublement a 23aapeine, et représente l'un des taux
d’accroissement les plus élevés en Afrique. La fadjmn est relativement jeune ; 48 % ont
moins de 15 ans; 47 % ont entre 15 et 59 ans ebbt%0 ans et plus (INSEED, 2011).

Les femmes représentent 50,7 % de la populatiotreed®,3 % des hommes. 80 % de
la population environ, est concentrée sur un pemsmte 25 % du territoire, et seulement 21 %
habite en ville. Cette population est donc majogtaent rurale : de I'ordre de 79 %. Mais la
population urbaine s’accroit a un rythme plus ragjde la population rurale. La population est
inégalement repartie sur le territoire nationaltt€@egalité est caractérisée par des zones de
faibles et de fortes concentrations. La densité enog de la population est passée de 4,9
habitants au khen 1993 & 8,7 en 2009. Il varie de 0,1 habitarkratidans le Borkou-Ennedi-
Tibesti (nord du Tchad) & 70,4 habitants ad ki Logone Occidental.

Les femmes en age de procréer représentent 22,8 % mbpulation. Le taux brut de
natalité est de 45 pour mille. L’indice synthétiqie fécondité (ISF) est de 6,3 enfants par
femme. Les grossesses sont précoces et nombrguesasi jes adolescentes de 15 a 19 ans, 30
% sont déja meres ou enceintes de leur premiementles contribuent pour 15 % a la
fécondité totale. La jeunesse de la populationua ptfet un pic de croissance de la population
élevée, méme si le niveau de fertilité va déclaears un futur proche (INSEED, 2011).

1.5. Situation socioculturelle

Elle est caractérisée par un faible taux d’alphabton. Ce taux d’alphabétisation en
toutes langues est de 13,5 % dans la populatioérgién Il est de 23 % chez les hommes et de
5,2 % chez les femmes. Parmi les Tchadiens, 8,ans lire et écrire le frangais et 2,2 %
I'arabe. Le taux brut de scolarisation de nos jeusst faible en particulier pour les filles. Le
taux brut de scolarisation dans le primaire esttdé& % en 2000 (Rapport du MEN, 2002),
dont 88,3 % chez les garcons et 54,6 % chez les.fil y a eu certes un progres, mais l'acces
des enfants tchadiens a I'école est encore faible.

Au niveau de I'enseignement primaire, la situatest marquée par la faiblesse des
effectifs des filles qui diminue considérablement.fur et a mesure qu’on évolue dans le cycle
scolaire. De 1997 a 1998, les filles représenta886rito des effectifs au CP1 ; elles n'atteignent
que 23,6 % au CM2. L'enseignement secondaire dé A9B098 comptait 20 % de filles dont
22 % dans le premier cycle et 2,3 % dans le secpclé (Rapport du MEN, 2002).

La réalité du pays est de fait trés liée a sorohestrécente, aux guerres qui ont ébranlé
les notions d'Etat et de civisme ainsi que les aggm des institutions, créant une situation
favorable a la corruption, a l'iniquité fiscalel@tjustice partisane. Le sentiment d'impunité et
I'insécurité sont favorisés par I'extréme pauvietéhémage et I'analphabétisme. Sont touchés
plus particuliéerement, les sociétés rurales etjlestiers populaires en périphérie urbaine, avec
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une inégalité d'accés aux soins de santé ou ac#édo et une grande insuffisance
d'équipements et de services essentiels de preéxifedu, €énergie, assainissement, securité
sociale...). Environ 256 groupes ethniques composetté population, inégalement répartis
sur I'ensemble du territoire. L'espérance de Vi@ @aissance est estimée a 50,3 années. Des
centaines de dialectes sont parlés au Tchad. Uagons pratiquées au Tchad sont le
Christianisme, I'lslam et les religions traditiohes (EDST 11, 2004).

1.6. Situation sanitaire

Pays enclavé d'Afrique centrale, le Tchad est pdesiipays les plus mal placés du
point de vue des indicateurs sanitaires. La moétatifantile (92 décés pour mille naissances
en 2013) et la mortalité maternelle (11 pour 10@@&ksances en 2010) sont parmi les plus
élevées au monde. La couverture vaccinale est es@lds basses de I'Afrique subsaharienne.
De plus, le contexte épidémiologique soumet le pages endémies chroniques tels que le
paludisme, les maladies diarrhéiques, la tubereulbsnt la fréquence et la gravité sont
augmentées par le VIH/SIDA, la malnutrition infadatiles carences en iode, en fer, en
vitamines, etc., et a des épisodes épidémiquesslndea choléra et de méningite, difficilement
sous contréle.

Le réseau d'égouts dans les centres urbains estahsent et il n‘existe pas de systeme
de traitement des déchets solides et liquidesatigation anarchique des ordures ménageres et
des excrétas reste un réel probleme de santé pabligi engendre d'autres situations
ingérables tels que la prolifération des mouches, moustiques, des cafards, des rats, etc.,
véritables vecteurs de maladies. Un faible pousggntle la population a acces a I'eau potable
(36%) et la qualité douteuse de I'eau de consoromatides aliments offre des conditions trés
favorables a I'éclosion des maladies infectieusesgthe hydriques et alimentaires dont la
prévention reste difficile a cause du bas nivemsuluction de la population (EDST, 2004).

L'accés a l'offre de soins de santé est lié adpadiibilité, a la qualité et a la motivation
du personnel de santé. Malheureusement, le sedeeganté au Tchad souffre d'un double
handicap lié a la fois a I'insuffisance et au mangle qualification des ressources humaines.
En 2005, le Tchad comptait 1 Médecin pour 27 68fithats contre 1 pour 10 000 (norme
OMS), 1 Infirmier pour 6 453 habitants contre 1 p&WwWO00 (norme OMS) et 1 sage femme
pour 9 074 femmes en age de procréer contre 15600 (norme OMS). Le pays est découpé
en 18 délégations sanitaires régionales (DRS),€iads dont 56 fonctionnels et 911 zones de
responsabilités dont 639 fonctionnelles. Le tauxaleverture théorique est de 74,57% en 2007
(annuaire statistique du MSP, 2007).

Le systtme de santé au Tchad est caractérisé ipauffisance quantitative et
qualitative des infrastructures de soins, mais iaetssurtout par le manque de ressources
humaines. Cependant, le gouvernement a pris lamekuprobleme et a entrepris d'y faire
face en s'engageant, notamment, dans un processtableé ronde sectorielle associant les
partenaires au développement, pour définir unetégfim commune de développement du
secteur de la santé. L'accés des populations &eatekes de base de qualité est I'objectif
général de la politique de santé, que s'est asteghnéhad par I'adoption de son Plan National
de Développement Sanitaire (PNDS).
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1.7. L’aviculture au Tchad

Le Tchad est un pays a vocation agropastorale. dantveau national que régional, les
deux principaux secteurs économiques sont I'agticellet I'élevage. Actuellement, plusieurs
mesures incitatives a travers le PNSA (Programntehi pour la Sécurité Alimentaire) sont
mises en ceuvre pour promouvoir le développemembtiide ces deux secteurs majeurs afin
de garantir la sécurité alimentaire. Une de cesunessvise a impulser une nouvelle dynamique
dans le but d’améliorer quantitativement et quilieanent les rendements de la filiére avicole,
en tant que ressources non négligeables a I'atiksmute alimentaire (MEDP, 2008).

L'élevage de poulets au Tchad est en général de ttgglitionnel et vivrier avec un
cheptel estimé a environ 30 000 000 de tétes. @rastipalement a N'Djamena, la capitale
avec ses 993 492 habitants, que I'on retrouvedtiqure semi - moderne de cet élevage avicole
(type d’exploitation & mi-chemin entre I'élevagaditionnel, extensif et I'élevage moderne
intensif conventionnel). Il comprend les poules geuses et les poulets de chair, estimés a
environ 30 000 tétes par an. Les poussins d'und@ge sont importés essentiellement de la
France et du Cameroun, par le biais de la Coopératies Professionnels pour le
Développement de I'Elevage (CPDE). Cette coopé&atiéée en 1994, regroupe 70 membres
issus de l'union des groupements d’aviculteursgesibnnels (UGAPROI/T) et a pour mission
essentielle I'importation, la production et la werdes volailles (pondeuses et chair). Elle
dispose également d’'une usine de production corepbsdroyeuses et de mélangeurs, pour la
composition des aliments destinés aux volaillggrér des intrants locaux.

Le secteur est encore jeune et beaucoup d'effegtemt a accomplir au niveau de la
sensibilisation a I'endroit des publics cibles ¢aités, aviculteurs, vendeurs, restaurateurs et
consommateurs), en termes de biosécurité des abne¢me renforcement de la surveillance
épidémiologique des bactériemies animales, notarhomez les volailles.

Toutes les fermes avicoles privées qui étaientrtépées dans la région de N’'Djamena
correspondaient & de tres faibles investissementstaent de taille modeste (capacité
moyenne de production : 1000 a 2000 sujets pard)ané possédant en général que deux ou
trois batiments en moyenne, avec une densité taidare 3 et 13 sujets / m2. Les murs étaient
soit en terre battue, soit en semi-dur ou en due®ttoits en tdles (plagues de zinc). Les
volailles élevées étaient, entre autres de raedsds/n, Leghorn et Hye-line.

Les performances de ces élevages privés se meatusala nature extensive de leurs
capacités de production et se traduisaient pardunée du cycle d’élevage longue (23 mois
pour les pondeuses et 2 a 3 mois pour les chditg) gaspillage d’intrants (aliments avicoles,
matériels biologiques, produits veétérinaires). lausséquipement des fermes, associé au
manque de professionnalisme des producteurs falze cdnduite de I'élevage aviaire ne
faisaient qu'aggraver leurs colts de productiod ti&s élevés.
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2. Généralités sur les salmonelles

2.1. Les salmonelles
2.1.1. Historique

Isolé en 1880 par Eberth, le bacille d’Eberth fuswéte décrit par Schroeter en 1886
comme agent de la fievre typhoide chez I'homme.e@dant, en 1885 Smith et Salmon
isolerent ensemble un bacille qui s’apparentaélai @écouvert cing ans plutot par Eberth et le
nommerentBacillus choleraesuisCe bacille était responsable du cholera chezote. En
1889, Klein isola I'agent de la typhose aviairegntifié plus tard commeSalmonella
Gallinarum. Le bacille de Loeffler (connu de nosirp sous l'appellation d&almonella
Typhimurium) a ensuite été isolé a partir de samgaliris atteintes de salmonellose en 1890.
Le terme deéSalmonellane fut créé qu’en 1900 par le Francais Joseph &igsj en I'lhonneur
du Docteur Salmon, directeur des services vétédaaales Etats-Unis a cette méme époque (Le
Minor et al, 1982 ; Le Minor, 1992).

Des cas de maladies de veaux, avec des symptoasesegsemblants a ceux de la
salmonellose ont été décrits dans différentesqsade I'Europe continentale a la fin du XX
siecle. Il semblerait que la salmonellose bovinexisté depuis de nombreuses années et, que
les germes isolés chez de nombreux veaux maladesesp pionniers Jensen, Thomassen, et
Poels, auraient été probablement des salmoneléesalmonellose chez le bovin adulte, a été
rapportée pour la premiéere fois aux Etats-UnisNahler et Buckley en 1902, et en Europe
par Miessner et Kohlstock en 1912 (Sogtaal, 1972).

2.1.2. Taxonomie et nomenclature

Sur la base de tests phénotypiques et de testogifues, Kauffmann, pionnier de
I'analyse du genr&almonella avait individualisé plusieurs sous-genres etréde hombreuses
especes d&almonella Depuis quelgues années sur le plan internatiggrabe aux études
moléculaires basées sur I'analyse comparative élessgcodant les ARN ribosomaux et sur des
techniques d’hybridation ADN-ADN, il fut proposé ele genreSalmonellasoit subdivisé en
deux especes distincteSalmonella entericaespéce majoritaire édalmonella bongorilLa
premiere espece est, elle-méme subdivisée en Gespesesenterica, salamae, arizonae,
diarizonae, houtenae et indi¢&rimontet al, 2000 ; Olsen, 2005).

Tableaul: Especes et sous-especeSdenonellaet sources majeures d’isolement (Le Minor,
1992 ; Millemanret al, 2010)

Espéces Sous-espéeces Sources majeures d’isolement

enterica enterica Animaux a sang chaud
salamae Animaux a sang froid et environnements
arizonae Animaux a sang froid, dindes, moutons, chévres
diarizonae Animaux a sang froid, dindes, moutons, chévres
houtenae Animaux a sang froid et environnement
indica Animaux a sang froid et environnement

bongori Animaux & sang froid et environnement

subterranea environnement

Le nombre de sérotypes est supérieur a 2600 sémtgont seulement 23 sérotypes pdur
bongori (Guibourdencheet al, 2010 ; Yanet al, 2003). Selon I'Institut Pasteur de Paris, le
nombre de sérotypes répertoriés dans chaque spésecgusqu'a fin 2007 est le suivant :
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entericasubspenterica: 1547
entericasubspsalamae 513
entericasubsparizonae: 100
entericasubspdiarizonae: 341
entericasubsphoutenae 73
entericasubspindica: 13
bongori: 23
Soit un total de 2610 sérotypes. Quatre-vingtribf pour-cent des souches isolées
chaque année appartiennent a la sous-egpeedca(Guibourdenchet al, 2010).

Classiquement, tous les sérovars sont considéramegpathogenes pour les animaux
ou pour '’lhomme. Cependant, certains d’entre euripsent strictement spécifiques de leur
hote, comme par exemp& Typhi chez 'hnomme o®. Abortusovis chez les ovins. D’autres
sérovars, comm&. Dublin chez les bovins, semblent bien adaptéespéce hdte mais se
révélent germes pathogénes opportunistes pourrdsaespéces animales. Enfin, le groupe le
plus largement représenté rassemble des sérovaadifiGcgu d’ubiquistes commeS
Typhimurium. Des différences de pathogénicité existentre sérovars et les facteurs de
virulence ou de toxicité ne sont pas uniformémestribués entre les sérovars (Baumler,
1997).

2.1.3. Schéma de Kauffmann-White-Le Minor

Chacune des sous-especes est subdivisée en sedmrdria définition dans le schéma
de Kauffman — White-Le Minor est basée sur l'idedtion des facteurs antigéniques O, H et
Vi. Le seul antigene K reconnu chez les Salmoneltd'antigéne Vi (antigéne de virulence ou
de surface), qui peut exister chez Typhi, Paratyphet Dublin. L'antigene Vi de certaines
salmonelles n'est pas un antigene de virulenceofPepal, 2001).

Chaque sérovar est défini par une association tésistaque de ces facteurs, appelée
formule antigénique. Selon Le Minor et Popoff (19&& schéma constitue une nomenclature
des sérovars qui sont classés selon la formuleyamtjue. || se base sur des facteurs
nécessaires a une identification pratique et gyentde facteurs accessoires.

Toutes les subdivisions résultent des multipleshinaisons des antigenes somatiques
O, de nature polysaccharidiqgue, des antigenes lifirgs H, de nature protéique et les
antigénes capsulaires (Vi). Le type de classemerfbection des antigénes O et H porte le
nom de schéma de Kauffmann — White-Le Minor. Lesisiales sérotypes doivent étre écrits
en caracteres pleins (non italiqgues) avec une magis(Ex: Salmonella entericasubsp.
enterica sérotype Typhimurium). Cependant, les simplifcas suivantes sont acceptées:
SalmonellalTyphimurium ouS Typhimurium (Grimont et Weill, 2007)

La classification se fait par groupe antigéniqueill; a le groupe 02, 04, O7...., puis
au sein de chaque groupe O, selon les antigergalfi;es phase 1 puis phase 2. La formule
antigénigue est caractéristiqgue d'une souche agpamt a un sérovar défini (exemplg:
Typhimurium: 1,4, [5], 12:i:1, 2). Les facteursdi@ une lysogénisation sont soulignés et les
facteurs accessoires sans relation avec la prés#noe bactériophage, sont placés entre
crochets (Le Minor et Popoff 1987 ; Le Minor, 198&poffet al, 2004). Le tableau 2 donne
guelques exemples de formules antigéniqueSadimonella
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Tableau 2 Principaux sérovars d8almonellaextraits du tableau de Kauffmann-White-Le

Minor (Le Minor, 1992)

TYPE ANTIGENE O PHASE 1 PHASE 2
GROUPE B

S. Kisangani 1,45,12 a 1,2

S. Abortus equi 4,12 - e, n, X

S . Paratyphi B 1,4,5,12 b 1,2

S. Java 1,4,5,12 b 1,2

S.Wien 4,12 b I, w

S. Abortus ovis 4,12 [ 1,6

S. Stanley 4,5,12 d 1,2

S. Schwarzengrund 1,4,12,27 d 1,7

S. Reading 4,5,12 e, h 1,5

S. Chester 4,5,12 e, h e, n, X

S. Derby 1,4,12 f, g -

S. Essen 4,12 g, m -

S. Typhimurium 1,4,5,12 i 1,2

S. Bredeney 1,4,12,27 l,v 1,7

S. Brandenburg 4,12 I, v e, n, z15

S. Kiambu 4,12 z 1,5

S. Brancaster 1,4,12 z29 -
GROUPE C1

S. Choleraesuis 6,7 [ 1,5

S. Larochelle 6,7 e, h 1,2

S. Montevideo 6,7 g,ms -

S. Oranienburg 6,7 m, t -

S. Thompson 6,7 k 1,5

S. Virchow 6,7 r 1,2

S. Infantis 6,7 r 15

S. Bareilly 6,7 y 15

S. Tennessee 6,7 z29 -
GROUPE C2

S. Gatuni 6,8 b e,n,x

S. Muenchen 6,8 d 1,2

S. Manhattan 6,8 d 1,5

S. Newport 6,8 eh 1,2

S. Kottbus 6,8 e,h 15

S. Blockley 6,8 k 1,5

S. Bovis morbificans 6,8 r 1,5

S. Glostrup 6,8 z10 e,n; z15
GROUPE C3

S. Kentucky (8), 20 i z6
GROUPE D1

S. Enteritidis 1,9,12 g,m -

S. Dublin 1,9,12 a.p -

S. Panama 1,9,12 l,v 15

S. Goettingen 9,12 l,v e,n; z15

S. Javiana 1,9,12 1,e23 1,5

S. Gallinarum-pullorum 1,9,12 - -
GROUPE D2

S. Strasbourg (9), 46 d 1,7
GROUPE E1

S. Anatum 3,10 e,h 1,6

S. Meleagridis 3,10 e,h l,w

S. London 3,10 I,V 1,6
GROUPE E2

S. Newington 3,15 e,h 1,6
GROUPE E4

S. Senftenberg 1,3,19 g,S,t -
GROUPE |

S. Livingstone 16 b e,n,x

S. Malstatt 16 b z6

S. Minnesota GROUPE L
21 b c,n,X
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2.1.4. Caractéres morphologiques

Les salmonelles sont des bacilles droits a Granatiféd6tes facultatifs du tractus
digestif, généralement mobiles grace a une cikapdritriche. lls ont un diametre de 3 a 4 um
et mesurent en moyenne 0,8 um de large sur 3,5aulond. La membrane cytoplasmique de
la bactérie entoure le cytoplasme et possede lactste classique avec deux feuillets
phospholipidiques contenant des protéines. A lieudé de la membrane cytoplasmique on
trouve tres généralement la paroi qui forme uneleppe rigide constituée de polymeres de
surface, des structures protéiques externes teldegglycocalyx, des appendices comme les
flagelles et les pili. Ces structures ont des ramegortants pour la survie de la bactérie, et
interviennent souvent comme facteurs de viruldfigares 3, 4, 5 et)6

» Le glycocalyx: Il est constitué de polysaccharides et recouvimdanbrane externe. |l
n'a pas de role vital pour la bactérie mais luiféom certaines propriétés. Il intervient
lorsque les bactéries se développent dans le salans I'eau. Il participe aussi a
I'adhérence de la bactérie sur la cellule héte.

» Lesflagelles Constitués principalement d’'une protéine -la élfige- ils permettent a
la bactérie de se déplacer par chimiotactisme.i€ehleffectue par I'intermédiaire de
récepteurs protéiques membranaires. Les flagelte® ggalement porteurs des
antigénes H.

» Les fimbriae (ou pili): Constitués essentiellement d’'une pradé{ta piline), ils sont
observables au microscope électronique sous forappehdices raides. lls sont de
deux types: les pili communs et les pili sexuelss pili communs sont trés nombreux
(cent a deux cents par cellule). lls conferent mot&nt des propriétés hémaglutinantes
aux bactéries qui les portent. Les pili sexuels $erpression de certains plasmides.
Toutes les salmonelles n'en possedent pas et ldssgont présents, ils sont peu
nombreux (un a quatre par bactérie). Ces pili sopliqués dans les phénoménes de
fixation de bactériophages et de transfert de nehtgénétique entre bactéries au cours
de la conjugaison (Desperez, 1992).

» Le lipopolysaccharide (LPS: il est composé de trois parties, le lipide Aéfia la
membrane externe (c’est I'endotoxine des entérébas), le core (oligosaccharide
constant dans une méme espece bactérienne) dialiees polysaccharidiques latérales
appelées antigenes O et possédant un fort pouvmitunogéne. Les mutants R ont
perdu ces chaines latérales et sont moins pathegéne fait de sa forte charge
électronégative, le LPS confére a la bactérie teprpgtés suivantes : résistance aux
sels biliaires, aux détergents, aux protéases/ipages, au lysozyme, a de nhombreux
antibiotiques. Il est thermostable et sa strucest représentée sur la figure 5. Au
moins trente genes, situés aux Idai, rfb et rfc, sont requis pour la synthése du LPS.
Leur position sur le chromosome 8eTyphimurium est connue avec précision (Popoff
et Norel, 1992).
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Paroi des bactéries a Gram -

+ Une membrane externe
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protéines

lipoprotéines
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2 (v * Une couche de peptidoglycane
- synthése proche Mb cytoplasmique

Paroi - se densifie a la périphérie

flagelle

plasmide ¥
Costeron et Cheng
J Antimicrb C hemother, 1975, 1, 363
Figure 3: Structure d’une Salmonella Figure 4: Paroi d’une bactérie Gram-
Le peptidoglycane
LYSOZYME Le LPS
Lipopolysaccharide
Ac N-acétylmuramique /
b Peptide Lipide A Core Chaines polyosidiques
o M D-Ala
= i
s
: ENDOTOXINE ANTIGENE (Ag 0)
Figure 5: Structure du peptidoglycane Figure 6: Structure du LPS

2.1.5. Caractéres culturaux

Les salmonelles sont des germes mésophiles aéaerabies. Elles ne sporulent pas et
ne possédent pas de capsule. En effet, les salle®seldéveloppent sur des milieux ordinaires
a base d’extraits de viande. A un pH voisin dedatralité, et a une température optimale de
croissance de 37°C, les colonies sont généralemoenes, lisses (ou Smooth : S) a bords
réguliers et ont un diametre de 2 a 3 mm. Les sadtles donnent des cultures homogenes
aprés repiguage en bouillon. Il arrive exceptiolemeént que des cultures de salmonelles
soient isolées sous forme rugueuse (ou Rough : R).

Les salmonelles parviennent aussi a se développais plus lentement, dans des
conditions moins favorables de température (de &%), avec une croissance nettement
ralentie pour les températures inférieures a 1036e température de 72°C pendant 15
minutes, utilisée lors de la pasteurisation as$ewe destruction. La réfrigération permet la
survie des Salmonelles. La congélation provoqueabaissement de leur nombre, mais
n'entraine pas leur complete disparition (Despet82p).

Les salmonelles supportent une gamme de pH aladtsia 9, avec un optimum entre
6,5 et 7,5. Elles se développent bien pour desuxsld’activité de I'eau (Aw) oscillant entre
0,945 et 0,999. Dans les aliments, les salmonekesent se multiplier jusqu’a des valeurs
d’Aw de 0,93. La plupart des salmonelles sont ckgsable sur un milieu minimum, sans
facteur de croissance. Quand elles sont adaptéeshéte pour lequel elles ont un pouvoir
pathogene manifeste, elles peuvent exiger un aiquits facteurs de croissance pour cultiver
(Desperez, 1992).

Djim-adjim TABO



2.1.6.Caracteres biochimiques

Les salmonelles possédent les caracteres biochésigénéraux de la famille des
Entérobacteriaceae bacilles a Gram négatif, mobiles grace a unmtaile péritriche, ou
immobiles, non sporulés, donnant une réponse rvégaiti test a I'oxydase.

Les méthodes utilisées visent a identifier I'expi@s du phénotype au niveau du
métabolisme de la cellule. On recherche ainsi :

» la fermentation du sucre ou d’alcoolsen présence d'un indicateur de pH (rouge
phénol ou bleu de bromothymol). On peut ainsi reedtr évidence la présence d’acides
produits par fermentation d'un substrat fermentdecilLorsqu’ils sont en quantité
suffisante, l'indicateur de pH vire a une autreocation.

» la production de métabolites: recherche de nitrites produits a partir de resat
d’indole a partir du tryptophane, recherche despyaduits au cours de la fermentation
du glucose...

» les enzymes bactériennes la décarboxylase de la lysine (LDC) et de I'dmimie
(ODC), la tétrathionate réductase (TTR), la désasendu tryptophane (TDA),
'uréase, la bétagalactosidase, la production d’H2fartir du thiosulfate (présence
d’une thiosulfate réductase)...

» l'aptitude a cultiver en milieu minimal en utilisant une source de carbone définie (par
exemple le citrate de sodium en milieu de Simmoi@&ron et Menard, 1997 ;
Desperez, 1992).

Tableau 3: Principaux caracteres biochimiques utilisés padentification des salmonelles
(Caron et Menard, 1997).

Tests Réactions | Tests Réactions
Motilité (1) + Fermentation de :

Réduction des nitrates + Glucose avec production de gaz (2) | +
Oxydase - Mannitol +
Catalase + Maltose +

Uréase - Lactose (3) N

Indole R Saccharose (3) N
Production de H,S + Salicine -
Utilisation du citrate Simmons | + Adonitol

ONPG (4) " Dulcitol i
Malonate de sodium - Lysine décarboxylase +
Croissance sur KCN (5) - Arginine déshydrogénase +
Rouge de méthyle + Ornithine décarboxylase +
VP (6) - Désamination de la -
TDA - phénylalanine

Gélatinase - Tétrathionate réductase +

1 - SaufSalmonellaGallinarum ; 2 — Sauf Typhi et Gallinarum ; BalmonellaArizonae fermente le lactose ; 4 —
Ornithonitrophényhb-D- galactopyranose; 5 — Cyanure de potassiumyB +Voges — Proskauer

2.1.7. Caracteres antigéniques
Comme toutes les entérobactéries, les salmonetissedent trois types d’antigenes

ayant un intérét de diagnostic. On peut distinglesr antigenes somatiques (O), des antigénes
flagellaires (H) et des antigenes de surface (\@s antigénes O sont représentés par un chiffre
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arabe (1 a 67) et les antigenes H par une letie lagphase 1 et un nombre ou une lettre pour
la phase 2 (Arlett al, 2006)

2.1.7.1. Les antigénes somatiques (paroi ou AgO)

Les antigénes somatiques sont portés par les chai@epolysaccharides du LPS,
I'ensemble fixé au « core », structure communeudsttes salmonelles. Le core est lui-méme
fixé au lipide A assurant ainsi 'ancrage du LPI& enembrane externe. lls sont thermostables.
Dans le schéma de classification de Kauffmann-WkateMinor, les différents sérovars de
salmonelles sont répartis en groupes A, B, C,...audasquels tous les sérovars ont au moins
un facteur O en commun. Il existe :

v Des facteurs O majeurs: les souches qui les pasisédecommun, font partie d’'un
méme groupe. Par exemple dans le groupe B, toesesduches possedent I'antigéne
04 dontS Typhimurium.

v' Des facteurs O accessoires : leur intérét est mirant donné qu'’ils sont souvent
communs a de nombreux groupes (012 est commun rmwpes A, B et D). Leur
présence est liée a la modification de la structiueLPS par une enzyme, par un
bactériophage ou par un plasmide. Cas antigenenigsent une agglutination fine et
granuleuse (Le Minor et Popoff, 1987).

2.1.7.2. Les antigénes flagellaires (AgH)

lls sont portés par la flagelline, protéine de cite des flagelles présents chez les
salmonelles mobiles. L’antigene H, de nature pooigi est thermolabile. La majorité des
souches de salmonelles est biphasique pour cejéasti Il peut s’exprimer alternativement
sous deux formes différentes chez un méme sérbaars une méme souche, certains bacilles
peuvent avoir des antigenes dits «en phase l»griésiavec des lettres minuscules et des
antigenes «en phase 2» désignés par des chiflkesarDans le schéma de Kauffmann-White-
Le Minor, il existe deux colonnes correspondariaatigene H ; la premiére pour la phase 1 et
la seconde pour la phase 2. Lorsqu'une des deugephseulement est apparente, on fait
apparaitre l'autre phase en la cultivant en préselucsérum anti-phase apparente grace a la
technique d’inversion de phase (Le Minor et Popt#87).

2.1.7.3. Les antigenes d’enveloppes \dgpsulaires ou antigene3 K

Cet antigéne est de nature polysaccharidique, eisget lache, présent au niveau de la
capsule. Toujours identique a lui-méme, il n'exigiee chez 2 sérovars de salmonellgs;
Typhi etS Paratyphi et reste exceptionnel ci8atmonellaDublin. Il fut appelé Vi, car on le
tenait pour responsable de la virulence du sérdwghi. Cet antigene peut masquer
I'agglutinabilité de I'antigene O. Il est codé pm#rux loci de génes chromosomiqueisA et
viaB (Popoff et Norel, 1992).

2.1.7.4. Les antigénes M et R

lls n'existent que chez quelques salmonelles, géerdent peu mobiles. Ce sont des
antigénes plutét rares et qui ne présentent patidi pour l'identification des salmonelles.
L'antigene M existe essentiellement clsestmonellaParatyphi B ; il est responsable de I'aspect
muqueux des colonies. L'antigene R est aviruleéttivd de l'antigéne O, ses colonies sont
rugueuses (forme Rough : R). Il est plus aiséméagpcyté et plus sensible aux activités
bactéricides cellulaires et sériques. lls ne sastan évidence que chez les formes R (Rough)
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de SalmonellaChez les formes S, ceux-ci seraient dans la prefande la paroi, masqués par
I'antigene O. Les souches R ne sont donc pas g&ioiigs (Le Minor et Popoff, 1987).

En résumé, pour lidentification d’'un sérovar (eérotype), on doit donc d’abord
rechercher I'antigene O majeur par réaction d’aghtion sur lame. Les deux spécificités de
I'antigéne H sont ensuite déterminées en commerpganechercher les plus courantes.

2.1.8. L’habitat et la pathogénicité
2.1.8.1. L’habitat

Le réservoir des salmonelles est tres vaste. Eles présentes aussi bien chez les
animaux a sang chaud, malades ou porteurs sagsa(pi, mammiferes dont 'homme et les
rongeurs), que chez les animaux a sang froid (esptpoissons et insectes) (Humbert, 1992).

Les salmonelles possedent deux caractéristiqueseumesj qui expliquent,
probablement, leur tres large dissémination :

v la diversité des animaux susceptibles de les héherg
v la capacité de survie des salmonelles dans leurosmement (Bouvet, 1995).

Elles peuvent se retrouver dans le milieu extér{sals, eaux, aliments pour animaux)
ou dans les aliments destinés a I'homme. Danss;eelbas proviennent en trés grande majorité
d'une contamination d’origine fécale ou elles peavpersister longtemps et méme s'y
multiplier, lorsque les conditions de croissancet $avorables. En effet, elles peuvent survivre
de 4 a 9 mois (selon les températures: 4 a 20 4@3 tks sols ou dans les étangs, plus d'un an
dans les poussieres, 28 mois dans les fientes safsheolailles, 5 ans dans le duvet de
couvoirs et 13 mois sur des carcasses de pouletel@s a - 21 °C (Euzeby, 1997 ; Murray,
2000).

Le réservoir principal, dans lequel les salmonekes multiplient activement est
constitué par le tube digestif de leurs hotes pimksn au point qu'ils sont actuellement
considérés par certains auteurs comme hoétes norehauxactus digestif (saud. typhi, S
Paratyphi A, B et C, qui sont considérés commegi@sade l'intestin) ; leur présence dans
I'environnement ou dans l'eau, ne serait due gesacdntaminations fécales (Bornert, 2000).
Chez les poulets, le lieu de prédilection des saétles est le caecum, ce qui explique leur
diffusion systématique dans les fientes caecalesabhemaux qui sont porteurs sains, excrétent
de facon intermittente les salmonelles, & raisoi@ed 10 bactéries par gramme de féces
(Humbert, 1998).

2.1.8.2. Spécificité d'héte

Sur des bases clinigues et épidémiologiques, lesosalles ont pu étre classées en trois
catégories eécologiques distinctes selon leurs hgitdgrentiels:

v' Les sérovars spécifiqgues a I'homn8almonellaTyphi; S Paratyphi A, B, C et
Sendai, respectivement responsables de la fiephoigle et paratyphoide

v Les sérovars spécifiques ou adaptés a certainsaarimt qui peuvent exprimer une
certaine pathologie particuliere chez certaine®esp animales: exempl8almonella
Dublin chez les bovins (mais aussi chez 'homr8efbortus ovis,S. Abortus equiS
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Typhimurium variant Copenhagen chez les pigeor® Bullorum-Gallinarum chez les
volailles (Humbert, 1998).

v' Les sérovars dits ubiquistes sont les plus courdistse retrouvent indifféremment
chez plusieurs espéces a la fois. C'est le groapgincipaux agents de salmonelloses
actuelles, dangereuses pour I'homme et pour lemaai (exemple:Salmonella
Enteritidis,Salmonellaryphimurium,S. Infantis etS Saint Paul (Humbert, 1998).

2.1.8.3. La pathogeénicité
2.1.8.3.1. Le pouvoir pathogene

Toutes les salmonelles sont potentiellement patiegémais la gravité de l'affection
provoquée est fonction de la souche et de la gqeat bactéries ingérées. La contamination
passe par la voie digestive (figure 7). L'appantiune infection salmonellique dépend donc
de la virulence de la souche (Van Asten et Van,[2{)05) et de la physiologie de I'héte. Les
différences de virulence peuvent étre observéem del sérotype et les especes animales, en
particulier avec l'existence d'une spécificité tBhét de sérotypes adaptés aux hot&s :
Gallinarum-Pullorum chez les volailleS, Choleraesuis chez le poi®, Abortusovis chez les
moutons S Abortusequi chez les chevaus,Dublin chez les bovins, etc., (Baumler, 1997).

Les salmonelles peuvent en général, entrainer:

v' soit un portage sain, limité strictement au nivdauractus digestif. L’excrétion fécale
de salmonelles peut étre intermittente, allant dnsnde 10 & T0germes par gramme
de feces. On parle dans ce cas de porteur inafgparen

v/ soit un portage sain avec passage de quelquesribactans I'organisme mais sans
symptdbmes apparents, les salmonelles sont hébenpies les monocytes et les
macrophages ou elles sont capables de survivressansiltiplier ;

v/ soit un portage latent, lorsque le portage ne paetdétecté en I'absence d’excrétion
de germes ;

v soit une maladie avec symptomes diarrhéiques egerthgrmie, lorsque le systéeme
immunitaire de I'hGte est déficient ou dépassdepaombre de salmonelles envahissant
I'organisme. Elle survient & la faveur d'ingestiune dose de l'ordre de”18 16
germes.

La virulence des souches semble étre due a de eamlfacteurs, lies d’une part aux
éléments structuraux de la souche tels que les ledi flagelles, le L.P.S., le systeme de
captation du fer, les toxines, la capacité de sudans les macrophages et la présence d'un
plasmide. D'autre part, ils sont plutdt liés a tthocomme la dose infectante, la voie
d'inoculation et I'état immunologique de l'indivi(Murray, 1986). Mais les bases moléculaires
qui permettent la transgression de la barrierestiigg puis la survie et la multiplication, dans
les cellules de défense d'un héte donné, sont enec@ connues (Humbert, 1998). En
revanche, Millemann (1998b), a noté que le poupaithogéne d'une bactérie correspond a
I'association d'un pouvoir invasif et d'un pouvtokique bien définis.
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2.1.8.3.2. Le pouvoir invasif

Le pouvoir invasif des différentes souches est sptnassocié a plusieurs facteurs,
comprenant entre autres, la capacité des souckesndultiplier et coloniser la région iléo-
ceecale du tube digestif, mais aussi le nombre itapbde bactéries présentes dans la lumiére
intestinale. La localisation des salmonelles dassokganes internes tels que le foie et la rate,
s’explique par la richesse de ces organes en t&sulo-endothélial, lieu d’élection de ces
bactéries (Carrokt al, 2004).

2.1.8.3.3. Le pouvoir toxique
Trois types de toxines sont associés aux infecéosemonelles:

v" L'endotoxine ou toxine glucidolipidoprotéique estrtainement responsable des
symptomes toxiques dans une salmonellose invaklaetion de cette toxine sur les
parametres biologiques aboutit a une hypotensidérialie, a linstallation d'un
collapsus cardio-vasculaire et dans certains dasarvenue d'un état de choc pouvant
aboutir a la mort. Cette action toxique a pour suple lipide A.

v' Les deux autres toxines sont la cytotoxine, élabgrér la membrane externe, qui
inhibe la synthése des protéines dans les cellg@théliales et I'entérotoxine,
ressemblant a la toxine du choléra, qui seraitaesgble de l'augmentation du taux
intracellulaire d'A.M.P. (Adénosine Mono-Phosphatgklique avec, comme effet,
I'accumulation des fluides dans les intersticelllie@tes (Rhen et Dorman, 2005).

| Ingestions des bactériei*

|

| Passage par I’estomaci:

|

| Colonisation de l'intestin gréle (iléum et caecuni)

Adhésion - endocytose — prolifération dans lep
entérocytes et invasions des autres cellules

A 4
| Entrée dans la lamina propria}

Salmonellose non typhiquei* —i Salmonellose typhiqt |

|

Inflammation aigue, -- d’ulcération Inflammations (bactéries digéré
(action des polynucléaires neutrophiles| par les macrophages)
Cytotoxines, P.A.F., entérotoxines| Passage dans la lymphe et le san
et endotoxines

A 4
| Colonisation du systeme réticulo—endothélial|

A 4
Fuite des électrolytes et altérations d
résorption des cellules épithéliales de l'intestip

Multiplication bactérienne,
< bactériémie secondaire
Diarrhée

A 4
| Fievre typhoide (diarrhée associé+)

Figure 7 : Mécanisme de la pathogénicité Salmonelle(Gransart, 19€).
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2.1.8.3.4. Les facteurs de virulence

Les facteurs de virulence qui sont identifiés cleszsalmonelles impliquent plusieurs
déterminants dont :

a. Les pili ou fimbriae

L’attachement aux cellules cibles, étape nécessalaecolonisation et a la pénétration
dans les cellules, est sous la dépendance deytpeis d’appendices : les pili de type 1 qui sont
les pili communs ; ils se fixent sur des résiduPdmannose portés par les cellules eucaryotes
; les pili se fixant sur des ligands différents Bemannose et enfin les pili plus courts,
identifies chezSalmonella Typhimurium. La bactérie du genr8almonellapossede une
motilité a base de flagelles et exprime plusieypes$ de fimbriae qui peuvent étre utiles pour
I'adhésion a des entérocytes (Van Asten et Van R{R5).

b. Invasion et colonisation de I'organisme

Le statut de la bactérie est déterminé par legt@astde virulence, dont certains ont été
identifiés récemment chez leSalmonella alors que d'autres, dits facteurs de virulence
«classiques» ont été étudiés depuis des décemansisten et Van Dijk, 2005). Les invasines
codées par les gen8®l1-1permettent I'invasion de I'épithélium intestinal guelques minutes
grace a un systéme de sécrétion de type lll tfesaeé T3SSou SSTY (Schlumbergeet al,
2005, Zhanget al. 2003). Environ 4% du génome &almonella(environ 180 génes) sont
associés a la virulence (Jarvelairgral, 2003).

Les genes de virulence sont en partie organisé®tsnde pathogénicité : au moins 12
flots de pathogénicité dealmonella(SPI) ont été décrits. lls ont probablement été acpars
transfert horizontal de génes entre bactéries grdais». Ces genes agissent de concert pour
provogquer la diarrhée chez les veaux (Zhah@l. 2003). Les Produits de geisPI-2 et de
gene plasmidiquepvsont nécessaires pour la réplication intracellejan particulier dans les
macrophages (Rhen et Dorman, 2005; Waterman etleiHpl2003) et dans [linfection
systémique chez la souris, @almonellalyphimurium (Baumler, 1997) et chez les veaux par
SalmonellaDublin (Zhanget al.2003).

c. Survie dans les phagocytes

In vitro, les salmonelles survivent dans les macrophagesnieibant la fusion
phagosomes-lysosomes. De plus, elles se protegdrfdaation toxique des radicaux oxygénés
produits par les macrophages grace a la synthéddfélieents enzymes : catalase, superoxyde
dismutase, glutathion-réductase. La synthése ddmeaine de protéines leur permet de se
protéger des défensines et de s’adapter a un engneent acide (Popoff et Norel, 1992). En
effet, en fonction de l'espece héte, certains gpest trouvent refuge contre les défenses
humorales et des neutrophiles dans les macrophbgegplication au sein de cette niche est
une condition préalable pour le développementieltérd’'une infection systémique (Santos et
Baumler, 2004).

d. Le complexe lipopolysaccharidique

Le complexe lipopolysacchiridique de la surface d&simonella est constitué
notamment d’une chaine polysaccharidique respoaskela spécificité antigénique somatique
(antigéne O). Cet antigene O joue un réle importmtinhibant la fixation du complexe
d’attaque membranaire au niveau des membranes rieacies. Les mutants dépourvus
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d’antigéne O (mutant « rough ») ou présentant Uiéeation des antigenes O (mutant « semi-
rough ») sont avirulents ou moins virulents. Lad@A, est indirectement responsable de la
fievre, de I'anorexie, de I'abattement et du cheptgue, provoquant la libération de cytokines
(TNF Alpha, IL-1, IL-2, IL-6) par les macrophagdopoff et Norel, 1992).

e. Synthese de toxines et systemes de captationfelu

SalmonellaEnteritidis possede la capacité de synthétisercytteoxine thermolabile de
26 kDa. Une entérotoxine thermolabile a aussi déntifiee notamment che3almonella
Typhimurium, elle s’apparente immunologiquement fe@tctionnellement a la toxine du
choléra et a la toxine LT Hscherichia colilLe fer, élément indispensable a la multiplication
des salmonelles, n’est pas disponible dans I'osyaei; il est plutét lié a la transferrine (dans
le sérum), & la lactoferrine (dans les sécrétians)a I'ovo-transferrine dans les ceufs. La
synthese de sidérophores, systémes de captatider,dpermet aux salmonelles d’entrer en
compétition avec la transferrine, la lactoferrinel’ovo-transferrine (Popoff et Norel, 1992).

2.1.9. Le diagnostic

Dans un échantillon soumis a I'analyse bactérigjogj les salmonelles peuvent non
seulement étre présentes en petit nombre par tappone flore bactérienne nombreuse et
variée, mais aussi se trouver dans un état physiple précaire. Dans ce cas, le diagnostic
peut étre réalisé a l'aide des méthodes bactéigpleg et immunologiques disponibles et
variees. La recherche bactériologique des salmemetiécessite quatre étapes : pré-
enrichissement, enrichissement, isolement, ideatibhn. L’examen complet peut comprendre
en plus I'antibiogramme. L’ensemble requiert au msor2 heures, mais des résultats partiels
peuvent étre obtenus dans des délais plus coudsmnahuniqués en cas d’'urgence (Caron et
Menard, 1997 ; Humbert et Salvat, 1997).

2.1.9.1. Les milieux

Il existe actuellement un nombre important de enii d’isolement et de bouillons
sélectifs d’enrichissement ; I'utilisation des raik sélectifs repose sur I'expérience et le choix
de l'utilisateur.

Tableau 4: Milieux d’enrichissement liquides (Caron et NMeah, 1997)

Milieux d’enrichissement Principe du milieu Utilisat ion

Croissance des salmonelles favorisée.
Nombreux coliformes inhibés

Bouillon au Tétrathionate (+ Gram + inhibés 37°C, 24 4 48 heures
novobiocine) Les genres Klebsiella, Proteus,

Pseudomonas et E. coli lactose (-) ne sont

pas inhibés.

Le sélénium semble réagir avec les
Bouillon au Sélénite groupements soufrés de certains 37°C, 12 a 24 heures

composeés cellulaires.

La multiplication sélective des souches de

Bouillon Rappaport Vassiliadis salmonelles est basée sur :
Soja (bouillon au vert malachite -Forte pression osmotique, pH bas 42°C, 24 & 48 heures
et chlorure de magnésium) -Présence de vert malachite comme

inhibiteur

-Peu d’apport nutritif

Trés sélectif grace a la présence du
Milieu semi solide de Rappaport chlorure de magnésium et au vert 42°C, maximum 24 heures
Vassiliadis malachite et par addition de novobiocine.
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Tableau 5: milieux sélectifs solides (Caron et Menard, 2)99

Milieux Principe du milieu Utilisation Aspects des colonies Remarques
d’isolement de Salmonella

sélectifs

solides

Milieu -Formation d'acide a partir du lactose | 37°C de 18 Colonies beiges a centre | Certaines colonies de

Salmonella avec révélation du pH acide par virage | a 24 heures | noir pour les souches | Proteus et de

— Shigella au rouge neutre: les colonies H2S (+) Citrobacter ont un

(S.9) fermentant le lactose sont colorées en aspect macroscopique
rouge. identique
-La production d’hydrogene sulfuré a
partir du thiosulfate de sodium qui, en
présence de citrate ferrique, produit un
précipité noir.

Milieu de | -Formation d'acide a partir du propyléene | 37°C de 18 Colonies rouges fuschia | Certaines colonies de

Rambach glycol pour la plupart des salmonelles. a 24 heures | (certaines souches de | Citrobacter freundii ont
-Révélation de la présence d'une béta- salmonelles peuvent y | des colonies de
galactosidase par un indicateur coloré apparaitre incolores couleur fuschia
pour les Entérobacteriaceae  qui
possedent cette enzyme.

Milieu SM ID | -Formation d'acide a partir du | 37°C de 18 Colonies roses. D'autres | Certaines souches d’E.
glucorunate de sodium pour les | a24 heures | colonies peuvent | coli béta-
Salmonella. apparaitre incolores ou | galactosidase-du genre
-Révélation de la présence d'une béta- bleu - violacées Morganella ou Shigella
galactosidase par un indicateur coloré peuvent étre roses.
pour les Entérobacteriaceae  qui
possédent cette enzyme.

Milieu XLT4 - Formation d’acide lors de [I'utilisation | 37°C de 18 Colonies jaunes rosées | Milieu trés sélectif vis-
des sucres contenus dans le milieu. a 24 heures | arouges avec un centre | a-vis des souches de
-Décarboxylation de la Ilysine en noir (absence de centre | Salmonella. Les
cadavérine. noir pour les | Citrobacters, certaines
-La production d’hydrogéne sulfuré a salmonelles H2S (-) souches
partir du thiosulfate de sodium en d’Enterobacter et d'E.
présence de citrate ferrique coli donnent  des
ammoniacal. colonies jaunes.

Proteus,
Pseudomonas,
Providencia, Yersinia
et Actinobacter sont
totalement inhibés

Milieu XLD -Utilisation des 3  sucres par | 37°C de 18 Colonies roses a rouges | Salmonella Arizonae :
fermentation (présence de rouge phénol | a 24 heures | avec ou sans centre noir | lactose(+) produit des
qui vire au jaune par acidification. (production de H2S) colonies jaunes
-inhibition des bactéries Gram + par le
désoxycholate de sodium (sel biliaire).

-la décarboxylation de la lysine par la

LDC conduit & une alcalinisation.

-en présence de citrate de fer

ammoniacal, un précipité noir est formé

lorsqu’il y a réduction du thiosulfate de

sodium par les bactéries en H2S+
Milieu -inhibition de bactéries Gram(+) par la | 37°C de 18 Colonies vertes ou Le bleu de
Hektoen présence de sels biliaires. a 24 heures | bleuatres a centre noir. bromothymol :

-présence de 3 glucides (salicine,
saccharose et lactose). L'identification
de salmonelles repose sur la non-
attaque de ces glucides.

-en présence de thiosulfate de sodium,
les bactéries H2S(+) réduisent le citrate
ferrique ammoniacal et se manifeste par
I'apparition de sulfure de fer (couleur
noire) au centre des colonies.

- le systeme d'indicateurs colorés,
composé de bleu de bromothymol et de
fuschine acide permet de colorer en
jaune orangé les entérobactéries
lactose(+) et en bleu vert les lactose(-)

indicateur de pH

La fuschine acide (qui
se colore en présence
d’aldéhyde) : teinte
saumonée si la souche
utilise 1 ou plusieurs
de ces glucides
présents.
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2.1.9.2. Méthodes bactériologiques
2.1.9.2.1. Dans les élevages et environnements

La méthode bactériologique classique consiste eisalement et une identification de
la sous-espece de salmonelle puis d’'une ideniicaintra-spécifique. Les techniques de
recherche varient en fonction de l'origine du pvélaent. Lorsque I'échantillon provient de
chiffonnettes, de fonds de boites, de poussieréslatoirs, de plumes, de l'eau, de
prélevements intestinaux, d'ceufs incubés, d'orgamedevés sur des animaux morts, la
recherche s’effectue en trois étapes : pré-engehent dans un milieu liquide non sélectif,
destiné a revivifier les bactéries, enrichissendaris un ou plusieurs milieux sélectifs afin
d’obtenir une multiplication sélective des salmdée®l et isolement sur un milieu solide pour
obtenir des colonies isolées. Le milieu d’isolemsélectif permet d’orienter le diagnostic.
L’adjonction de certains substrats non acidifiés [ga majorité des salmonelles (lactose,
glycérol, cellobiose, salicine, saccharose) perdeetifférencier les colonies de salmonelles
des colonies formées par d’autres entérobactdraeslétection d’une C8-estérase propre aux
salmonelles s’effectue en versant sur une géloselement un substrat chromogéne (le 4-
méthylumbelliféryl-caprylate=MUCAP) qui libere de I4-méthylumbelliférone fortement
fluorescente a 365 nm. D’autres milieux utilisenieyropriété commune a la majorité des
salmonelles comme [l'acidification du propylene-glycl’acidification du glucuronate, la
fermentation du xylose, I'absence de béta-galatéssi, la décarboxylation de la lysine, la
production d’H2S. Dans un échantillon comme desameg prélevés apres sacrifice, les
salmonelles sont dans un état physiologique se#sfaet constituent la flore dominante ou
exclusive de I'échantillon. L’isolement se réal@éers directement sur un milieu gélosé nutritif
non sélectif. La détermination du sérovar et laotygie sont les dernieres étapes de
I'identification. L’identification du sérovar s’edttue par des réactions d’agglutination sur
lame avec une culture humide et des sérums comatisés (Humbert et Salvat, 1997)

2.1.9.2.2. Une méthode horizontale de référence 06579, AFNOR 2002)

Elle se fait en 3 étapes successives suivies gurniécation et d’une identification
biochimique:

v" Pré-enrichissement
o Eau peptonnée tamponnée (ER&hdant 18 h—20 h a 37°C.

v' Enrichissement dans deux milieux sélectifs :
o0 Bouillon Tétrathionate/novobiocine de Mueller-Kau#inn (MKTTn)pendant
24 ha37°C
o Bouillon Rappaport Vassiliadis Saga42°C pendant 24 h

v Isolement sélectif :
0 Géloses XLD et Hektoen (milieu au chopgndant 24 h a 37°C

v" Purification \
o Etalement sur une gélose nutritive (1 colonie ald ¥ est négativependant
24ha37°C

v' Epreuves biochimiques
o0 TSI et galeries API 20E

=—————————— 23
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2.1.9.2.3. Dans les denrées alimentaires

La méthode de recherche systématique s’appuitasuéthode de référence AFNOR.
Elle fait intervenir un stade de pré-enrichissenparmettant de revitaliser les bactéries avant
leur passage sur milieu sélectif. C'est la revoafion.

Il existe deux protocoles selon le type de produé protocole | est inspiré de la
méthode de routine NF V08-052 de mai 1997, longtentpisée, et qui concerne les produits
frais ou décongelés et le protocole Il inspiréalenEthode de référence 1ISO 6579 de 2002 pour
les produits déshydratés, chauffés ou traités gaitizss chimiques. Dans le second cas un pré-
enrichissement est indispensable alors qu'il netligas dans le premier. L’ensemble des
opérations d’identification durent de cing a sepir§ (Elgrouckt al, 2009).

2.1.9.2.4. Méthode utilisée en santé animale

Des méthodes standardisées et validées par 'AFNOR, utilisées en santé animale
pour l'isolement et l'identification des salmonglleu pour la recherche de sérovars particuliers
dans l'environnement des productions animalest [&'esis de la N.F U 47-100 et la N.F U 47-
101 de Février 2005, utilisées respectivement plaurdétection des salmonelles dans
I'environnement des productions animales et chezdigeaux. Les procédures classiques se
font en quatre étapes successives (Elgaiwad, 2009):

v' Pré-enrichissement en eau peptonée tamponnée (EPT).

v' Enrichissement dans 2 milieux sélectifs liquides awix parmi le bouillon de
Rappaport-Vassiliadis Soja (RVS), bouillon au tfi@ate de Muller-Kauffmann,
bouillon sélénite-cystine ou semi-solide, milieunssolide de Rappaport-Vassiliadis
(MSRV).

v' Isolement sur au moins un milieu sélectif solide,nhilieu XLT4 et/ou le milieu
Hecktoen.

v |dentification biochimique et sérologique des cidsrprésentant les caractéristiques de
Salmonellagrace aux galeries classiques d'identificationgaieries d'identification
biochimique, ainsi que les sérums permettant Itiieation des principaux sérovars.

2.1.9.3. Les méthodes immunologiques
2.1.9.3.1. Les techniques d'immunofluorescence

C’est I'un des procédés de recherche rapideSaémonella Cette technique conduit a
un nombre important de résultats faussement poéaifviron 5 a 10 %).

2.1.9.3.2. Les techniques immunoenzymatiques

La technique ELISA Enzyme-linked immuosorbent assagst une méthode de
diagnostic basée sur la formulation d'un complex@A& dont I'anticorps en présence est
couplé a une enzyme. Le marquage peut étre rgaisdiverses enzymes, dont la peroxydase
et la phosphatase. Le couplage a lieu sur l'armpgatans la majorité des cas. Plusieurs
variantes de cette technique existent dans la reltbe ELISA direct, ELISA indirect, ELISA
sandwich et ELISA compétition (Liebana, 2002)
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2.1.9.4. Les méthodes sérologiques

L'infection salmonellique entraine une réponse systéme immunitaire avec une
production d’anticorps et une activation d'une m&gmcellulaire. Les anticorps sont détectables
dans le sérum des animaux infectés. La surveillag@relogique est basée sur les mémes
criteres statistiques que la surveillance bactdgigue. Elle permet de déterminer la
prévalence des animaux sérologiqguement positifie dut étre utilisée conjointement a la
méthode bactériologique de maniere a améliorezraibilité des résultats.

En effet, les anticorps peuvent persister plusiearois, alors que I'excrétion
bactérienne est devenue tres faible. A l'inversedébut de I'épisode infectieux, les anticorps
sont a des taux encore tres bas, et un cheptetténfgourrait échapper a un dépistage
sérologique. Il faut noter que l'usage de la vaattom peut conduire a I'obtention de résultats
sérologiques positifs en I'absence de méthode agaéy discriminante pour les salmonelles
vaccinales de méme sérogroupe (Feuillet, 2007hdreet al, 2003).

Les tests sérologiques sont tres sensibles et smoaiiteux que les recherches
bactériologiques, mais tout résultat sérologiquataloit étre confirmé par la bactériologie.

Les anticorps recherchés sont les Ac anti-LPSsAleantiflagelles. Ills ne sont donc
pas entierement spécifiqgues Si@monelleEnteritidis et Typhimurium.
Les différentes méthodes analytiques sont :

v' Agglutination rapide par plaque (RPA) : basée soranmtigéne pullorique. Avec
'agglutination rapide sur lame, il existe une té&aT croisée entre les Ac-anti
Enteritidis et I’'Ag pullorique (spécifiques chez Ieolailles);

v' Agglutination lente en tube ;

v' ELISA indirecte basée sur l'antigene LPS (antigélee paroi) des deux sérotypes
Enteritidis et Typhimurium (sérogroupe B et D) ;

v' DAS-blocking ELISA basée sur les Ac monoclonauxndg spécifique d’épitope
flagellaire (antigene gm du sérotype Enteritidisaotigene i de Typhimurium)
Il est important de rappeler que la contaminatian Ips salmonelles conduit & la production
d’anticorps circulants si et seulement si, la seuest invasive (Humbert et Salvat, 1997).

2.1.10. Les marqueurs épidémiologiques

Les marqueurs épidémiologiques sont des facteudisdemination trés importants qui
permettent de distinguer au sein d'une especerlaié, les isolats d'une méme origine ou
d'origine distincte (Deplano, 2002). La diversigg@Rhlmonella tant au niveau de son habitat
naturel qu’au niveau de son action sur I'héte, rdélicate I'identification de I'espece seule et
la compréhension de la pathogénie de cette bact@rel la nécessité de développer des
techniques pour sa caractérisation, permettana diéstriminer au-dela du genre, en especes,
sous-especes et en entité « type ». C'est ainsi lquéléveloppement de marqueurs
épidémiologiques permettant la caractérisatiore etuivi de souches bactériennes au cours du
temps, s’est imposé (Gransart, 1998 ; Liebana, 2002
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2.1.10.1. Les marqueurs phénotypiques

Ce sont des techniques dites « traditionnellesasgds sur les caracteres phénotypiques
exprimeés par les bactéries. Elles sont toujourgsné ceuvre dans le cadre de la surveillance
épidémiologique des contaminations par les salnemeCe sont entre autres : la sérotypie, la
biotypie, la lysotypie, la bactériocinotypie etrtiiotypie (Millemann, 1998a).

2.1.10.1.1. La sérotypie

L’identification des sérotypes selon le schéma dmuffhann-White-Le Minor est
fondée sur la formule antigénique. La sérotypielidécla structure antigénique réelle des
Salmonella,en tenant compte du déterminisme génétique de®ufac antigéniques. La
sérotypie est la détermination des antigenes dacgupar l'utilisation d'une série de sérums
contenant des anticorps mono ou polyclonaux peamietinsi de classer les souches en
sérotypes. C’est la méthode la plus utilisée, ménteediscrimination demeure peu absolue. En
effet, les salmonelles sont classées selon letigears somatiques O (lipopolysaccharidiques)
et leurs antigenes flagellaires H (région centdida flagélline hautement antigénique) d’ou
I'intérét de la détermination combinée de plusisarétés d'antigeénes pour une méme souche
(Fieldset al, 2006; Van Duynet al, 2006). La sérotypie permet de démontrer |'impaea
des sérotypes et leur fréquence, mais aussi de fiaie analyse comparative plus fine, des
sérotypes isolés chez les animaux et chez I'hnorinagilfet al, 2005).

2.1.10.1.2. La biotypie

La biotypie détermine les différences ou variatiales caractéres biochimiques de
certaines souches au sein d’'un méme sérotype. Umnldes salmonelles sont prototrophes
(elles n'ont aucune exigence en facteurs de crotedaa I'exception de sérotypes tres adaptés
a un hoéte particulier (Typhi, Abortus-ovis...) quinscauxotrophes pour un ou plusieurs
facteurs de croissance. La technique du biotypagsimple mais la discrimination apportée
n'est pas tres importante (Grimont, 1992).

Des tests biochimiques révélant la présence délédigase, de la betaglucuronidase ou
la fermentation du dulcitol et du lactose permdttgnsubdiviser I'espé@tericaen sSix sous
especes. Cependant, les variations dans la dunéelzition et la taille de I'inoculum peuvent
affecter l'interprétation des résultats. Certasmsches fraichement isolées peuvent exhiber des
réactions différentes comparées aux souches caeseriza reproductibilité et le pouvoir de
discrimination peuvent ainsi étre mis en cause derda caractérisation de certaines souches
(Dijkshoornet al, 2001).

2.1.10.1.3. La lysotypie

La lysotypie étudie la sensibilité des souches,lewr résistance, a une série de
bactériophages sélectionnés. La lysotypie est ustbade plus discriminante que la sérotypie,
car elle permet de pousser la différenciation@élfieur des clones bactériens donnés. Elle est
aussi reproductible et rapide mais sa capacitgpbge est parfois limitée, car le lysotype peut
étre modifié aprés acquisition d'un plasmide oun diactériophage ou modification du LPS
(Lipopolysaccharide). Par ailleurs, la lysotypiadson intérét lorsqu'un type particulier de
clone devient prédominant. C’est le cas avamonella Typhimurium et Salmonella
Enteritidis qui dominent dans certaines régionsggguhiques pendant certaines périodes.
(Gorman et Adley, 2004 ; Maet al, 2001)
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2.1.10.1.4. La bactériocinotypie

La bactériocinotypie repose sur la recherche gedduction de bactériocines ou de la
sensibilité aux bactériocines. Cette techniqueestdiscriminante. Elle s'est montrée tres peu
discriminante dans des études épidémiologiquesodehes deSalmonella Typhimurium
(Millemannet al., 1995). L'intérét de son emploi serait de l'assoaiéa lysotypie pour mettre
en évidence une grande variété a l'intérieur d’émma sérotype (Giovanacci, 1999).

2.1.10.1.5. L'antibiotypie

La sensibilité ou la résistance d&simonellaaux antibiotiques permet de parler
d’antibiotypes. En général, les salmonelles sonsibées au chloramphénicol et a beaucoup
d’antibiotiques a large spectre, comme les ampiedl et autres dérivés. La distinction des
antibiotypes pour des études d’intéréts épidemiqlaes résulte de I'acquisition et du maintien
de caractéres de multirésistance aux antibiotiqpenus par des transferts plasmidiques
(Grimont, 1992). Toutefois, l'antibiotypie peut w&aer utile en investigations localisées et
limitée a de courtes périodes (Dijksho@tal, 2001). Elle est surtout d'intérét médical, car
elle permet un suivi plus précis des souches p#igres commesalmonellaTyphimurium et
SalmonellaEnteritidis (Daviset al, 2002 ; Mooreet al, 2003).

2.1.10.2. Les marqueurs génotypiques

Ces marqueurs sont, quant a eux, basés sur I'aendy$ ADN total, chromosomique
ou plasmidique, et sont trés utilisés pour la dér&ation moléculaire de nombreuses espéeces
bactériennes. On rencontre ainsi les marqueursai€sDN plasmidiques, aux profils de
restriction de ’ADN génomique (électrophorese cliee utilisation de sondes...) et aux profils
d’amplification de I'ADN génomique (Eric-PCR, re=R, RAPD, PCR ribotypie, etc.)
(Grimont, 1992).

2.1.10.2.1. Marqueurs liés a I'ADN plasmidique

Les plasmides sont des molécules d'A.D.N qui soittulaires et extra-
chromosomiques. Eléments mobiles, ils ne sont pastants et ne portent pas d'informations
génétiques essentielles a la survie des bactéilashsmuthet al, 1991). Les plasmides sont
des structures auto-réplicatives contenant souw#® génes codant la résistance aux
antibiotiques et/ou des génes de virulence (Pagidfforel, 1992).

Les salmonelles hébergent des plasmides de masltipikes allant de 1 a 200 kb. Les
profils plasmidiques sont des outils épidémiologgjtres intéressants. Grace a ces marqueurs,
on peut analyser le nombre et la taille de cesnpties apres migration électrophorétique en
gel d'agarose. La comparaison des différents prald restriction ainsi obtenus, permet de
déterminer les liens de parenté entre les soudreemees sur la base du pouvoir discriminant
entre plasmides de tailles similaires ou distiscte

Pour SalmonellaEnteritidis isolée de la filiere aviaire, il a ét®ontré que le typage
plasmidique est plus discriminant que le ribotypagklS200-typage, mais il 'est moins pour
SalmonellalTyphimurium (Millemanret al, 1995).
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2.1.10.2.2. Marqueurs liés a 'ADN chromosomique

Les méthodes de typage liées a 'ADN génomique wést nombreuses. Elles sont
fondées soit sur la restriction des molécules d’ABdit sur son amplification.

2.1.10.2.2.1. La RFLRRestriction Fragment Length Polymorphism.)

Les enzymes utilisées dans cette restriction classisont congues spécifiquement pour
reconnaitre et digérer 'ADN a des sites bien prédin obtient alors plus d'une centaine de
fragments qui sont ensuite séparés par électropbotéa comparaison des profils obtenus
(Restriction Endonucléase Analysis) est tres diffien raison du nombre élevé de fragments.
Les variations de taille sont le reflet du polyntagme de ces fragments obtenus par restriction
(Stanleyet al, 1994).

2.1.10.2.2.2. Electrophorese en champ pul@@ulsotypage)

C'est la méthode de choix pour I'étude d'épidémielamoléculaire des bactéries
pathogenes. La technique consiste a diriger degnaw sur des sites de digestion rares
(macrorestriction), dans le but précis de diminleermnombre de fragments de restriction
(fragments de 20 a 30 kb). Les fragments restamttd® grandes tailles et mieux exploitables
(de 50 a 1000 kb), (Dijkshoomt al, 2001). Les enzymes les plus couramment utilisées
Xbal, Spé et Notl (Millemann, 1998a ; Strueleret al, 2001).

Le principe du pulsotypage consiste a soumettrdréggnents d'ADN a des champs
électrigues alternatifs pendant des temps de patsatrécis. Les fragments ainsi orientés,
migrent selon leurs tailles (Strueleret al, 2001). La technique de pulsotypage est
actuellement la technique de référence pour legeydaactérien, elle est tres discriminante,
reproductible, slre et efficace (Erikssetral, 2005 ; Mooreet al, 2003).

Toutefois, certains auteurs précisent que son gré&tion exige une tres grande
prudence, en particulier pour des isolats collestésde longues périodes de temps. De petites
variations de profils observées par cette technmpuevent cacher des modifications complexes
(Boerlin et al., 1996). D'autre part, les résultats obtenus pae ¢ethnique ne concordent pas
toujours avec ceux obtenus par d'autres techniglles que la ribotypie (Olseat al, 1997).

2.1.10.2.2.3. IS-typagé€Typage par séquences d’insertion)

Les séquences d'insertion (ou IS pour InsertionuSece) sont des éléments
transposables du génome bactérien, insérés danggleas moins conservées que les ARN
ribosomiques. Ces séquences sont trés variableerehre de copies (de 1 a 100 copies) et en
tailles (de 0,7 a 2,5 kb) (Saunders, 2001). Lesyrees les plus souvent utilisées pour
fragmenter le génome soBglll, Pvul et surtoutPst qui donnent des profils de bonne clarté
et interprétables (Millemanet al, 1995 ; 2000).

Les séquences IS sont utilisées comme sondes idiatfon des fragments de
restriction pour discriminer des souches phylotignément proches, mais issues de diverses
especes. C'est le cas par exemple des séquédtex 1S3 dEscherichiacoli et 1IS630 de
Shigellasonneiqui peuvent hybrider des régions bien précisegétiome de certains sérotypes
de SalmonellaMatsutani et Ohtsubo,1993 ; Millemaanal, 1995).
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L'IS200 a été identifiée a I'origine sur des mutantsSdémonella a savoirSalmonella
Typhimurium LT2. C'est une séquence d'environ 7B80rptrouvée sur le chromosome de la
plupart des salmonelles mais aussi sur I'ADN pld&pe de quelques sérotypes (Lam et Roth,
1983). En 1997, Olsest al, rapportaient qu8almonellaTyphimurium pouvait posséder entre
5 et 20 copies de la séquence08 sur son génome, alors q&almonellaEnteritidis ou
SalmonellaDublin n’en comportaient que 2 ou 3 copiesSatmonellaAgona n’en possedait
pas du tout.

L'IS200 est considérée comme un marqueur possédant un bivas pouvoir
discriminant, car les profils sont obtenus gracepalymorphisme de fragments de restriction
des sites d'insertion, mais aussi des réarrangsngent ADN suite aux transpositions. Cette
méthode est généralement utilisée dans les inedisting €pidémiologiques, en association
avec d'autres techniques telles que la PFGE dbidéypie (Chadfieldet al, 2001, Millemann
et al, 2000).

2.1.10.2.2.4. La ribotypie

L'Acide ribonucléique ribosomique (L'ARNTr), orgagéisn opérons ubiquitaires, est tres
bien conservé chez de nombreuses espéces baotdridenprincipe de la ribotypie repose sur
l'utilisation d’opérons 16S et 23S de I'ARN ribosque dEscherichia colipour hybrider les
génes des autres bactéries correspondants (Grietoak, 2000). La comparaison de profils
obtenus par les sondes ribosomiques 16S ou 23B8raspde constituer a partir de nombreuses
souches bactériennes, des arbres phylogénétiduesainsi permis de déterminer les relations
phylogénétiques existant entre les serotypeSatimonellaOld et al, 1999).

Dans des conditions standardisées, la ribotypietrest reproductible et a un grand
pouvoir de discrimination. Elle est trés efficacnsl la taxonomie des espéces et le typage
moléculaire des souches génétiguement hétérogdfrdssgon et al, 2005 ; Millemann,
1998a). La ribotypie offre la possibilité de vari@mature de la sonde (ADN ou ARN), la taille
de I'opéron ribosomique recherché, mais aussple & le nombre d'enzymes de restriction.

En 1995, Millemann a utilisé la ribotypie dans sétude épidémiologique sur
SalmonellaTyphimurium etSalmonellaEnteritidis isolées en élevage avicole, qui present
entre elles de probables liens de clonalité. Elisatit 4 enzymes de choixindlll, Bglll,

Pvull et Sma), 9 ribotypes différents ont été recensés parsiSeimonellaTyphimurium,
prouvant ainsi leurs liens de clonalité. Par cqnes isolats dé&almonellaEnteritidis assez
homogenes n'ont pas montré de liens dans ce cass.pEFikssonet al. (2005) ont aussi
démontré dans leur étude, l'efficacité de la ripmtyet de la PFGE pour la détermination des
sources et des voies de contamination, lors d'épefede salmonelloses survenues en Suéde et
en Norvege.

2.1.10.2.2.5. RAPD (Random Amplified polymorphic DIX)

C'est une technique d’amplification d’ADN qui w#i une seule et courte amorce
oligonucléotidique dont la séquence est choisibamard, ce qui permet d’améliorer le nombre
de fragments de différentes tailles de profils d\A&pres électrophorése en gel d'agarose. Elle
est souvent utilisée pour le typage de plusieyogas bactériennes et en particuligsteria
monocytogénest SalmonellaMillemannet al, 1996 ; Yaret al, 2003).

La RAPD est une technique simple, rapide, efficstodiscriminante pour le typage des
bactéries mais elle manque de reproductibilité etarfait intervenir plusieurs facteurs qui sont
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difficiles a maitriser (Erikssoet al, 2005). L'emploi de plusieurs amorces permet aliagoir
des profils significatifs, surtout poursteriamonocytogénegsiovanacci, 1999), de fagon peu
significative pourSalmonellaTyphimurium avec les amorces OPG04, OPG10 et ORE4.
résultats dans ce cas précis, ne montrent pasrddatimn avec les ribotypes (Millemaenal,
1996).

2.1.10.2.2.6. ERIC-PCR et REP-PCR

Le génome bactérien possede de nombreux genedicppesicodant pour des courtes
séquences hautement conservées dites séquenceqEHRéGobacterial Repetitive Intergenic
Consensus) et REP (Repetitive Extragenic Palindrpmetrouvées chez plusieurs espéeces.

L'utilisation d’amorces spécifigues (ERIC 1R et ERR) et (REP 1R et REP 2)
permettent d'amplifier 'ADN qui est compris entes différentes séquences (Millemaatn
al., 2000 ; Schneider et De Bruijn, 1996). Comme #espentre les séquences répétées differe
d'une unité a l'autre, on obtient ainsi différemisfils par électrophorese sur gel d’agarose.

Ces techniques permettent d’analyser et de rendmepte de la variabilité de
I'ensemble du génome des bactéries appartenarst ghgéums proches ou éloignés (Brisabois
2001 ; Versaloviet al, 1994).
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3. Epidémiologie des infections a salmonelles

3.1. Les salmonelloses aviaires

3.1.1. Généralités

La salmonellose aviaire est une maladie causéagmrsous-especes &almonella
Elle peut aller d’'un portage sain a une maladietetier (Bell et Kyriakides, 2002). Les
volailles sont en général, connues comme des peri@symptomatiques (Rostaget al.
2006). Les infections aviaires causées par lesraé&sspécifiques Pullorum, responsable de la
pullorose observée chez les poussins, et Gallinaresponsable de la typhose chez la poule,
sont des maladies graves, aujourd’hui rares dass plays européens, mais encore
prédominantes dans les pays émergents. Les salose®eprovoquées par les autres sérotypes
de salmonelles sont appelées paratyphoses.

S'’il existe de nombreux sérovars de salmonelleéguigtes connus chez les poulets
(plus de 200 y ont été identifie§almonellaEnteritidis etSalmonellaTyphimurium sont les
plus frequemment isolées. Les pertes directesesage sont en général assez maitrisées, alors
que les conséquences hygiéniques pour l'alimemtéiionaine et les pertes indirectes liées aux
pertes commerciales qui en découlent, par leuuééce et leur gravité, font de cette maladie
une zoonose majeure (Barr@ival, 1987 ; Dunkleyet al, 2009 ; Nisbet et Ziprin, 2001).

Le développement de lincidence des toxi-infectiaaimentaires collectives chez
I'Homme causées paBalmonella Typhimurium et Salmonella Enteritidis, suite a la
consommation de viande de volailles, d'ceufs etapoaduits, a révélé I'importance sanitaire et
économique de la contamination de la filiere awqudr ces bactéries (Cekal, 2000).

3.1.2. La pathogénie
3.1.2.1. Les étapes de l'infection

La contamination se fait le plus souvent par vaialeo Les salmonelles résistent a
I'acidité gastrique et arrivent dans l'intestin lgréu elles se multiplient. La premiére étape de
'invasion par les salmonelles est une étape dencsdtion intestinale. Elles adherent a
I'épithélium et pénétrent par un phénoméne d’entisey dans les cellules épithéliales iléales
et ceecales, notamment les tissus lymphoides incleanplaques de Peyer, les amygdales
ceecales et préférentiellement dans les celluleBdvis le cas des salmonelles provoquant des
maladies systémiques, le site d’attachement méfi@ se situe au niveau des plaques de
Peyer (Euzeby, 1997).

L’infection salmonellique initie, par chimiotaati®, une réponse inflammatoire
intestinale avec l'afflux d’hétérophiles et de nwgatages. Les salmonelles survivent et se
multiplient dans les macrophages. A proximité dedas muqueuse, ou elles sont phagocytées
par des macrophages, les monocytes et les polygiedéeneutrophiles, les salmonelles sont
capables de survivre dans ces cellules en inhiaamsion phagosome / lysosome (Nakamura
et al., 1993). Elles peuvent alors atteindre les nceudphaiiques et mésentériques puis le
sang (invasion systémique), sans doute a lintéride ces cellules phagocytaires
(macrophages, leucocytes hétérophiles) et s’iestatians le foie, la rate et la moelle osseuse.
Dans cette breve période, une phase de multiglitagurvient dont la vitesse dépend de la
virulence de la souche et de la résistance deel’Hé&@ multiplication bactérienne peut aboutir a
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la mort de I'h6te, ou le nombre des bactéries pdtgindre un plateau avant de décliner
(Euzeby, 1997 ; Mahammaet al., 2010). Il existe 3 cas de figure pour le déroulement de
I'infection, le portage sain étant le plus fréqueméz les volailles.

v" L'infection est strictement limitée a la sphére aditjve et peut correspondre a un
portage latent avec élimination épisodique des @adthes dans les feces. Les porteurs
latents sont cliniquement et anatomiquement indébes, ils peuvent excréter des
salmonelles, de facon continue ou intermittenteesCle cas le plus fréquemment
rencontré. Dans ce cas de figure, les salmonebes etrouvées dans différentes
portions de I'intestin par culture, alors que leswillons cloacaux révelent qu'il n’y a
plus d’excrétion dans I'environnement. Leur lieéldttion et de multiplication, chez le
poulet est le ceecum. A ce stade de l'infectionplageurs ne sont donc pas facilement
détectables (Protaet al.,1997).

v' La colonisation du tube digestif précede le passdgda barriere digestive, avec
invasion systémique et présence des bactérieslemsgécrétions et les excrétions, ainsi
qgue dans l'appareil génital.

v Seule l'infection systémique demeure avec le pertagonique.
La majorité des sérovars de salmonelles :

v sont responsables d’un cycle fécal/oral avec nlidépon et excrétion fécale.

v' sont responsables d’'une infection qui se limitethe digestif, avec seulement une
transmission horizontale avec ré-excrétion intdante ou permanente dans
I'environnement.

v’ se caractérisent par une adaptation a des hétéss \&lr une répartition large dans
I'environnement d’un poulailler : eau, sol, locavangeurs, insectes, etc.

Le caractere invasif pour les volailles vaut esslement pour Enteritidis, ainsi que
Typhimurium, mais aussi pour certaines souchesd#ypes Heidelberg, Hadar, etc. (Jaty
al., 2002).Salmonellaryphimurium, trés ubiquiste, contamine en surfaogren 2 p. cent des
ceufs.SalmonellaEnteritidis contamine environ 1 p. cent des cetifss. invasives, les souches
de ce sérovar sont en effet capables de colonigeidlicte et les ovaires, entrainant la
contamination interne de I'ceuf. Au final, méme si wés petit nombre d’ceufs se trouve
contaming, le volume des ceufs consommeés est télagit d’un probleme significatif de
santé publique (Protagt al, 1997).

3.1.2.2. Symptémes et Iésions

Les rapports hote/bactéries dépendent du sérov la souche, de sa dose initiale, de
'age des animaux au moment de linfection, de leuatériel génétique, de leur statut
immunitaire (les symptdomes sont observés essaatielit sur les poussins de moins de 15
jours et sont rares sur les poulets de plus demhises), de I'environnement de I'élevage.

Les symptdmes ne sont pas spécifiques et sontsiesi quel que soit le sérovar. Dans
quelques cas particuliers (hbtes a risques, irgediune grande quantité de salmonelles,
invasivité de certaines souches pour un méme sgr@te.), une pathologie transitoire,
essentiellement digestive avec diarrhée, est gaaimompagnée d'atteinte de I'état général.

Compte tenu de sa forte affinité pour le tractasitgl, lorsqueSalmonellaEnteritidis
passe la barriére digestive et envahit I'organidséhdte (infection systémique), l'infection
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peut étre transmise verticalement. Dans le caspdedes pondeuses, l'infection est ainsi
transmise aux ceufs du fait de I'aptitude a coloriseaire et I'oviducte, et a la descendance
dans le cas ou il s'agit d'ceufs issus de reprodisc(elumphrey, 1999Protaiset al, 1997).

En résuméSalmonellaEnteritidis etSalmonellaTyphimurium, sont actuellement les
sérotypes les plus rencontrés dans les salmonelkosaires (paratyphoses) :

v lIs provoquent les formes cliniques les plus grasestout observées chez les jeunes
animaux souvent d’allure septicémique, et notammeenpériode périnatale avec une
mortalité brutale dans les jours qui suivent I'éadm, de la prostration (poussins en
boule, frileux), une diarrhée liquide blanchatreietventre gonflé.

v' On observe également de nombreuses mortalités @uilleo L'autopsie révele une
non-résorption du sac vitellin avec un contenu satiliquide et grumeleux, un aspect
cuit généralisé, une hépatomeégalie avec des légiégenératives nodulaires, des
lésions ceecales plus ou moins intenses avec peeseguente d'un magma caseeux
(parfois trés discret), éventuellement de la pédita et de I'aérosacculite.

v' Chez les poussins plus agés et donc plus résistatitge est davantage subaigué. Les
poussins atteints sont tristes, cyanosés, assaiffésentent une diarrhée aqueuse jaune
verdatre, parfois hémorragique (Humphrey, 2006).

v" lIs sont ubiquistes (surtout Typhimurium) et dispaisde réservoirs amplificateurs tels
que les porcs et les bovins.

3.1.2.3. La contamination de I'ceuf

Plusieurs mécanismes aboutissent a la contaminatierne ou externe de I'oeuf aux
différents étages de I'appareil génital.

3.1.2.3.1. Surface des ceufs

La contamination de la coquille se produit lorspdissage dans le cloaque au moment
de la ponte, ou sur le matériel d’élevage contam@iést le mode de contamination le plus
souvent retrouvé. Les salmonelles survivent auscdurstockage mais n’ont aucune possibilité
de multiplication a la surface de la coquille. lantamination des denrées alimentaires a lieu
au cours de la préparation et l'intoxication a leela faveur d’'une rupture de la chaine du froid
avant la consommation (Protasal, 1997).

3.1.2.3.2. Contamination interne des osufs

Les salmonelles peuvent contaminer le milieu mgede I'ceuf. La contamination
interne se fait :

v/ soit par transmission trans-ovarienne avec coniatioim du jaune d’ceuf,

v/ soit par contamination dans I'oviducte (essentme#iat dans la partie haute) a la faveur
d’'une remontée des bactéries du cloague dans lioted avec contamination du blanc
d’ceufs avant la formation de la coquille (Protdikahellec, 1989 ; Coet al, 2000).

Le blanc d’ceuf n'est pas un milieu favorable amaltiplication des salmonelles. I
posséde une activité antibiotique naturelle gracdeax protéines, l'ovotransferrine et le
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lysozyme. Elles agissent respectivement en apsani le milieu en fer, indispensable a la
croissance bactérienne, et en détruisant les padeaiertaines bactéries.

Ces deux protéines n’expliquent qu'une partie dtemptiel antimicrobien. D'autres
agents antibactériens présents dans le blanc die=iént a identifier. Les sites de
contamination les plus fréquents sont, soit laipagkterne de la membrane vitelline, soit
I'albumen I'entourant, ou par passage des salmemell travers de la coquille, a la faveur
d’une solution de continuité (félure, lavage pagraple).

La coquille assure la protection de I'ceuf contoaité pénétration microbienne
susceptible de le contaminer. L'intégrité de lauithg est donc déterminante pour le maintien
de la qualité sanitaire de I'ceuf (Rosteal, 1999).

L’émergence des salmonelles en tant que causeureaje salmonelloses humaines
dans de nombreux pays est attribuée a cette cé@aciloniser le tissu ovarien des poules et a
étre présent dans le contenu d’ceufs en coquilleobhéamination interne des ceufs semble étre
surtout le résultat de la capacité des souchesaldeoselles (en particulies. Enteritidis) a
coloniser les tissus reproducteurs tels que leseas/at les parties hautes de I'oviducte (Jeuy
al., 2002).

3.1.3. Epidémiologie analytique
3.1.3.1. Habitat

L’épidémiologie des salmonelles dépend principalende type de salmonelles mis en
cause lors d’une salmonellose. L'ubiquité de cdsérebactéries permet de les retrouver dans
différents milieux (Tableau 6). Elles sont dissédei®m dans I'environnement a partir des
déjections des animaux contaminés ne présentantesbypas de symptoémes cliniques
apparents. Les salmonelles peuvent étre ainsi qieSs& toutes les étapes de la chaine de
production de la filiere avicole depuis des troupede reproducteurs jusqu’aux élevages et
abattoirs (Hanes, 2003 ; Murray, 2000).

Les salmonelles peuvent en outre survivre pendantrés longues périodes dans le
milieu extérieur : de quelques jours a 9 mois darsol, quelques mois dans les aliments non
acidifiés, sur les tiges et les feuilles ensilégsles d’'un an dans les poussieres, le duvet et les
matieres fécales bovines (Gray et Fedorka-CraylR(Blles peuvent aussi se fixer sur de
nombreux supports, tels que : les bottes, les bspdses pelles, les roues de brouette, les
vétements et autres (figure n°8).

La contamination peut aussi s’étendre a I'eau, @iments pour animaux, aux sous
produits d’activités agroalimentaires, aux enviraes fermes, aux poissons et aux reptiles
(Berend<=et al, 1996). Les rongeurs et les insectes sont augsi @mme source importante de
Salmonelladans un élevage (Letelliet al, 2006).
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Tableau 6: Principaux sérovars classeés selon l'originestesches en France en 2009 (IRS,

2012).
Santé et production animales Hygiéne des aliments Ecosystéme naturel
Sérovars nb | Sérovars nb | Sérovars nb
Senftenberg 2719 Typhimurium 635 Typhimurium 31
Indiana 939 Derby 515 Mbandaka 23
Montevidéo 816 Dublin 413 Stourbridge 17
Typhimurium 814 Montevidéo 236 Eboko 14
Mbandaka 731 Indiana 182 S.llIb 38:r:z 8
Enteritidis 517 Hadar 149 Veneziana 7
Derby 396 Enteritidis 140 Derby 7
Kottbus 314 S.11,4[5],12:i- 116 S.11,4[5],12:i- 7
Regent 300 Agona 111 S.llb 47:1v:zs3 6
Livingstone 205 Mbandaka 106 Kottbus 6
Napoli 190 Tennessee 80 Ohio 5
Anatum 167 Give 77 S.IlIb 61:i:zs3 4
Infantis 153 Senftenberg 76 Napoli 4
Dublin 137 Livingstone 76 Panama 4
Kedougou 116 Rissen 75 Enteritidis 4
Saintpaul 115 S.11,3,19:257:- 72 Bredeney 4
Agona 109 Bredeney 68 Infantis 4
Bredeney 94 Anatum 52 Tennessee 4
Veneziana 80 Paratyphi B 51 S.lb 17:z10:€nxz15 3
Bareilly 71 Infantis 51 Tudu 3
Newport 71 S.lb 61:k:1,5,7 50 Rissen 3
Hadar 67 Kottbus 44 Hadar 3
S.1 1,4[5],12:i- 65 Kedougou 42
Lille 63 London 41
Virchow 60 Brandenburg 39
Sous total 9309 Sous total 3497 | Sous total 171
Autres sérovars 1039 | Autres sérovars 757 Autres sérovars 64
Nombre tptal de - 10348 Nombre tptal de - 4954 Nombre t_otal de - 235
Souches inventoriées Souches inventoriées Souches inventoriées
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Figure n° 8 : Cycle de transmission des salmonelles dans la filiere avicole (Feuillet, 2007)

3.1.3.2. Facteurs de contamination

Le manque d’hygiéne et les aliments contaminéstitoest des facteurs de risque
majeur pour les élevages. L’hygiene a la fermetrést importante, et permet de limiter les
cycles de contamination de lots successifs de Nadapar les salmonelles résidentes de la
production et de circonscrire une contaminationnaeau d’'une loge ou d’un compartiment
bien précis (Lo Fo Wong et Hald, 2000).

La taille du troupeau, les aliments conditionné&xitérieur de la ferme, 'achat des
poussins infectés, la saison, le mauvais aménagdemesreffluents d’élevage, une succession
de bandes sans nettoyage et désinfection représeéott aussi des facteurs prédisposant a la
contamination de la ferme (Dadi al.,1997).

Les aliments représentent une source importantiamination du fait de nombreux
points critiques a contrdler : les matiéres preasarégétales ou animales ; les équipements, la
décontamination lors de la granulation, le stocketge transport. La distribution d’'un aliment
contaminé, a des poussins ou a des adultes, €strigine de porteurs sains qui sont
responsables de la dissémination des germes ades&rbande (Barrow et Lovell, 1991).

Le portage sain ou asymptomatiqueSkmonelladans l'intestin est en effet fréquent
chez les volailles, et présente une nette influeswela persistance chez les animaux et la
contamination des élevages.
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3.1.3.3. Sources de l'infection

Dans les élevages avicoles, en général, les souiegsagents infectieux sont tres
diverses. On distingue ainsi, cinqg catégories jpales de sources de salmonelles parmi
lesquelles :

* [|'environnement de I'élevage avec les animaux daigass, les rongeurs, les insectes,
'homme (chaussures, vétements), les équipemeritari¢ts, caisses), les autres
animaux de rente, les oiseaux (sauvages) ;

» les poussins livrés ;

e les roues des camions de livraisons (aliments,gpasis;

* l'aliment et I'eau de boisson ;

* les matieres fécales (fientes) qui représentesliace la plus potentielle.

L’élevage intensif qui concentre de nombreux anxnsuwr un espace réduit, favorise la
contamination entre animaux et au passage, leumgliérieur. Les batiments et leurs abords
par le biais du fumier, du lisier et autres efflisgrie matériel d’élevage, les moyens roulants
sont également une source importante de contamimati

A cette liste, s’ajoutent les reptiles qui représahaussi une source de contamination
potentielle, bien qu’elle soit difficile a évalu@rotaiset al, 1997).

3.1.3.4. Modes de transmission

Compte tenu des formes tres bénignes de l'infecii@almonella la contamination
passe généralement inapercue. Il existe la trasgmisorizontale directe ou indirecte qui
passe par de nombreux vecteurs:

* Voies principales : le personnel, I'équipement, &gres animaux de rentes et de
compagnie

» Voies secondaires : oiseaux, rongeurs, insectes etc

» Autres voies : aliment, eau, air contenant des fiétes, feces, plumes.

La transmission horizontale peut étre réduite deiéna efficace par la mise en place de
barrieres sanitaires strictes et par le nettoydgk elésinfection de I'environnement de la
ferme. Au sein du troupeau de poules pondeusésramission horizontale se fait surtout par
'ampleur du mécanisme d’ingestion / multiplicatibrexcrétion et le recyclage des germes
infectieux (Humbert, 1992).

Lorsque les salmonelles s'installent, le taux dertsation en salmonelles reste souvent
entre 0 et 40 p. cent dans un lot et varie selpuliféerents stress. En effet, lorsque les volaille
sont stressées, elles ont tendance a manger tassfiece qui contribue a une augmentation
accrue des salmonelles (Bornert, 2000 ; Humbe®&2)19
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3.2. La salmonellose chez les autres espéces ananal
3.2.1. Généralités

En général, les bactéries du gesamonellasont pathogenes pour de nombreuses
especes animales, avec toutefois des différeenedsn des couples hbéte-sérovar et
I'intervention ou non de facteurs de risque. L'etfen ne se traduit donc pas toujours par une
expression clinique, et les animaux peuvent étpam@Emment sains jusqu’a des niveaux de
portage élevés. L'expression clinique elle-mémeaevagalement en fonction du couple hote-
sérovar. Les infections a salmonelles engendrersi @hez les bovins et chez les ovins des
problemes de fertilité provoqués principalement e serotypes qui leur sont inféodés
(Fresneyet al, 2007 ; Smith, 2002 ).

3.2.2. Les bovins

Les principaux sérotypes responsables de salmaeslidiniques chez les bovins sont :
Salmonella Dublin, Salmonella Bovismorbificans etSalmonella Typhimurium. D’autres
sérotypes ont parfois été isolés chez des animaalad®s. La salmonellose sévit chez les
bovins adultes de maniere sporadique, mais premdalinre épizootique chez les veaux.
(Pedro et Szyfres, 1989). Les vaches laitierestagson de leur réceptivité particuliere aux
salmonelles, constituent une plaque tournante fmuwirculation des salmonelles en milieu
rural (Martel et Prave, 1994). La salmonellose hewvievét plusieurs aspects selon le type
d’animaux atteints et selon le sérovar. Elle se ifesie@ classiguement par une entérite
hémorragique hyperthermisante, contagieuse, acampa parfois de symptbmes
respiratoires. La mortalité est importante en lalz®e de traitement approprié. La forme
abortive de salmonellose est en régression dualédi& diminution des infections p&rDublin.
Les lésions observées different selon le mode aigichronique de la maladie (Caron et
Menard, 1997).

3.2.3. Les porcins

Les porcins sont les h6tes de nombreux sérotypeSatteonellaet constituent le
principal réservoir d&almonellaCholeraesuis (Prouet al, 2001 ; Korsalet al., 2004). Les
sérotypes desalmonellaEnteritidis sont généralement isolés dans lintestin et leglyams
meésentériques des pors tandis §u€holeraesuis est trés invasive. La fréquenceinliedtion
chez le porc par divers types de salmonelles, gxplgue les denrées d’origine porcine soient
incriminées comme source de l'infection humainal(ffka-Crayet al, 2000).

3.2.4. Les équidés

SalmonellaAbortusequi provoque des avortements chez la jurdans les derniers
mois de gestation et de l'arthrite chez les poslaCe sérotype a une répartition mondiale,
mais le cheval est également sensible a d’autrpsstyde salmonelles, en particulier a
SalmonellalTyphimurium (Pedro et Szyfres, 1989).

3.2.5. Les chiens et les chats

Ces animaux peuvent étre infectés par diverstygge et étre des porteurs
asymptomatiques. lls contractent l'infection enérant les feces d’autres chiens, d’autres
animaux ou de 'homme. Les chats et les chiens guguaussi s’infecter avec des aliments
contaminés (Pedro et Szyfres, 1989).
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3.3. Moyens de lutte
3.3.1. Lutte thérapeutique

L'efficacité de la médication par les antibiotiqpesir traiter et prévenir les infections a
salmonelles ubiquitaires continue de faire débat. effet, I'utilisation des antibiotiques a
montré son efficacité dans le contrble de I'évolutides salmonelles, mais [I'utilisation
anarchique est souvent a l'origine de graves pmdsede résistance bactérienne et de leur plus
grande dissémination en aviculture.

Chez les poulets de chair dont la durée de viecastte, il n'est généralement pas
nécessaire d'utiliser les antibiotiques. Cependaettains éleveurs prennent des initiatives
pour traiter des troubles digestifs, assimilés a si@monelloses, par des antibiotiques qui
parfois déseéquilibrent la flore intestinale avemare conséquences le risque de salmonelloses,
I'excrétion durable du germe et la sélection dedves résistantes (Humbert et Sali&97).

Pour diminuer le taux de portage salmonellique alégis destinés a la consommation,
il est théoriqguement possible d'utiliser les antiéaiens mais il faut préciser les risques pour la
santé humaine en matiere de résistance des bactémst toujours recommandé d'utiliser les
antibiotiques avec précautions, au bon moment, &dlane dose et pendant une durée
appropriée (Humbert et Salyd©997 ; Singeet al.,1992).

3.3.2. Prophylaxie
3.3.2.1. Prophylaxie sanitaire (biosécurité)

A travers le monde, il a été déemontré que l'appboades mesures sanitaires et les
programmes de contréle peuvent contribuer de mangénsidérable a la réduction de la
prévalence des salmonelles chez la volaille, pardis des mesures telles les bonnes pratiques
d'élevage et de biosécurité. Les barrieres sagstaieprésentées par les mesures générales
d'hygiene sont les premiers éléments a mettre @ceplvant I'emploi des procédés
spécifiguement adaptés a la lutte contre le daBghknonellaou tout autre traitement (Humbert
et Salvat1997).

3.3.2.2. Mesures générales d'hygiene

Les locaux, le personnel et I'environnement doivesgondre a certains principes
généraux :

v" Un isolement rigoureux des locaux vis a vis detdeg&ur, pour protéger les locaux, les
équipements et les animaux ;

v’ le respect du principe de la marche en avant agémitation d'une zone propre et
d'une zone sale ;

v" Le non entrecroisement des courants de circuldti@iieres premieres et produits finis

ou produits avec déchets) ;

La propreté, la désinfection et le bon état d'denedes équipements et du matériel ;

La propreté et sensibilisation a I'hygiene du pemgb;

La propreté et le lavage des mains, le changemedésinfection des bottes sont

essentiels pour la protection des batiments d'gevéHumbert et Salvat997).

NNANRN
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3.3.2.2.1 Approvisionnements

Les aliments et I'eau, peuvent étre contaminésegamatiéres premiéres animales mal
stérilisées ou par des matiéres végétales contamip& des vecteurs tels les rongeurs, soit
pendant leur stockage ou leur distribution. Il fpatr cela des matiéres premiéres de qualité
et des conditions de stockage satisfaisantes, é@siafdction spécifique des silos de I'élevage
ainsi qu’une qualité d'eau irréprochable. Les wélbiE de transport et tous les «intrants»
doivent étre contrdlés rigoureusement, notammenmt ljpastallation de pédiluves et de
nettoyage et désinfection des véhicules et desd@phneitz et Mead, 2000).

3.3.2.2.2. Nettoyage et désinfection

Les opérations de nettoyage et de désinfectionedbisuivre un protocole complet,
comportant des étapes fondamentales et préciseslifvaerseeeét al.,2005):

v' Pré-nettoyage consistant en des opérations demeamede balayage, de raclage et de
dépoussiérage ;

v" Nettoyage qui se fait généralement a l'eau chaddéionnée d’'un détergent et qui
aboutit a la propreté visuelle ;

v" Rincgage intermédiaire ;

v Désinfection. Elle utilise des désinfectants effes en agro-alimentaire tels que les
alcalins chlorés, les peroxydes d’acides, les ptedadés, les biguanidines, et a un
moindre degré les ammoniums quaternaires qui doigea employés conformément
aux spécifications des fabricants en matiére dee,dde température, de temps de
contact et de nettoyage préalable ;

v" Rincage final ;

v' Séchage.

Ce protocole doit étre appliqué a la lettre a cldiu de temps de travail tout au long
de la chaine de transformation (généralement endénjournée), car l'omission d'une
guelconque étape peut aboutir a l'inefficacitétieta sachant que I'emploi des détergents n'est
pas compatible avec les désinfectants ; ce qui @awdiner la persistance des contaminations
croisées. Enfin, les opérations du protocole ddiétre formalisées, décrites et gérées en plan
de nettoyage de qualité, et vérifiées réguliererpantles analyses bactériologiques

Le personnel doit s’étre lavé les mains avant isepdu travail, aprés les pauses, aprés
manipulation d'aliments ou objets souillés, tol#ss45 minutes a 1 heure au cours du travail,
et surtout apres usage des toilettes. Le lavagendass consiste en un savonnage soigneux des
mains et des avants bras pendant 30 secondesdsunvincage et d'un séchage au moyen d'un
essuie mains a usage unique. Les produits irritdets essuie mains a air chaud, les
savonnettes, I'eau trop chaude ou trop froide etrtdinets a commande manuelle sont
proscrits (Van Immerseet al.,2005).

3.3.2.3. Mesures spécifiques

Infrastructures, équipements et matériels appreprié

Cloture et isolement strict des élevages ;

Protection des batiments contre les insectes ebltegeurs ;

Désinfection et vide sanitaire entre bandes sun@ssssysteme tout plein-tout vide
(ALL IN ALL OUT, Van Immerseekt al.,2005) ;

Propreté de I'environnement immeédiat en évitapahélage de litiere a proximité des
élevages ;

ANANENEN
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Elimination des porteurs au moyen d'examens séouleq ;

Evacuation des salissures vers des fosses septiquéseaux d'eau usee ;
Dératisation et désinsectisation ;

La propreté et le lavage des mains, le changenmel@safection des bottes sont
essentiels pour la protection des batiments d'geéBell, 2002 ; Schneitz et Mead,
2000).

ANANENEN

3.3.2.4. Prophylaxie médicale
3.3.2.4.1. Additifs alimentaires antiSalmonella
3.3.2.4.1.1. Acidification de I'eau de boisson

L'acidification de I'eau de boisson consiste a Buppnter I'eau de boisson avec un
acide organique (acide butyrique) qui, non seulénadraisse le pH de l'eau, mais surtout
abaisse le pH du contenu intestinal, le plus laissfble dans l'intestin, avec un effet également
dans les ceeca. L'acidification n'agit pas commeantbiotique, mais comme un agent
modifiant le milieu intestinal, le rendant défavalieaa la multiplication des salmonelles, son
action est limitée dans le temps ; ce qui implidae administrations répétées et régulieres tout
au long du lot. Le but de la supplémentation mast d'éliminer toutes les salmonelles, mais
d’abord de les empécher de se développer, en agigsplus tdt possible, puis de maintenir
cette population de salmonelles en dessous d'uil dexcrétion, enfin d'empécher la
contamination du lot entier (Van Immerseehl.,2005).

3.3.2.4.1.2. Les prébiotiques

Ce sont des ingrédients des aliments non digestipie ont un effet favorable pour la
stimulation sélective de la croissance, ou de Vi€t d'un nombre restreint d'especes
bactériennes déja présentes dans lintestin. lra fidestinale transforme ces prébiotiques par
fermentation, en acide gras volatils, ce qui peudcire & une modification de I'ensemble de la
flore. C’est 'exemple des fructo-oligosacchariféan Immerseeét al.,2005).

3.3.2.4.1.3. Les probiotiques

C'est une autre classe de composants utilisabtes|@iment : des micro-organismes
vivants, inclus dans les aliments qui ont un eféatorable sur I'hn6te par amélioration de
I'equilibre de la flore intestinale. Chez la vdmijl des tests avec des probiotiques et en
particulier certaines souches Bacillus et des Lactobacilles, ont permis de réduire leaiv
de colonisation de l'intestin p&almonellaVan Immerseeét al.,2005).

3.3.2.4.1.4. Concept de NURMI et RANTALA : les flees de barriere

On sait que les poulets sont tres sensibles alectiohs a salmonelles durant la
premiére semaine de vie car le développement fleréaintestinale est progressif. Le principe
de la flore de barriere consiste a donner a l'anlienplus précocement possible, en général a 1
jour d'age, une flore équilibrée non pathogéene vguicoloniser la lumiére intestinale des
poussins. En s'implantant la premiére, cette iarempécher I'adhésion et donc l'implantation
ultérieure de germes issus du milieu extérieur,cdpau contrdlés et susceptibles d'étre
pathogenes (colibacilles, salmonelles) ou indésafsalmonelles) (Feuillet, 2007).

Lorsque la flore anaérobie est dominante, ellesiedlia tension en oxygéne et favorise
ainsi les anaérobies. En acidifiant le milieu arhactéries lactiques qui produisent des acides
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gras volatils, pouvant inhiber la croissance dedérepathogenes et produisant des
bactériocines dont I'action est proche de celle atgwiotiques. Ces germes constituent une
barriere entre des germes exogenes et la muquetestinale, d'ou leur nom de flore de
barriere (Schneitz et Mead000; Van Immerseeit al.,2005).

3.3.3. La vaccination

La vaccination en élevage de poulet de chair naitgeas justifiée, vu la durée de vie
trés courte des animaux ; néanmoins la vaccingimunrait venir compléter I'ensemble des
mesures préconisées en prophylaxie sanitaire eauvenin cas ne peut suffire seule. En
revanche, la vaccination des poulettes au moyevadeins tués, d'autovaccins ou de vaccins
atténués ont montré une certaine efficacité gurasduit par une réduction nette du portage et
de I'excrétion. Mais cette prévention n'est ni isaffte ni durable, si le contexte
environnemental n'est pas satisfaisant. Aujourd'luest utopique de vouloir élever des
oiseaux sans salmonelles, mais chacun des acteuasfitiere volaille doit se mobiliser pour
diminuer la prévalence et éradiquer les sérotypssplus pathogenes (Barrow et Wallis,
2000).

L'innocuité doit étre la qualité premiere des vasciLes vaccins tués doivent tout
simplement subir une inactivation correcte alore dgs vaccins vivants, d'utilisation plus
risquée pour la santé humaine, doivent étre stabl@s-sujets a des mutations réversibles,
incapables de survivre dans I'environnement ebsusdvirulents. D'une maniére générale, les
vaccins vivants sont considérés comme plus eff&cgoe les vaccins tués. Les vaccins vivants
peuvent étre distribués dans I'eau de boissons aae les vaccins tués nécessitent une ou
deux injections. Il existe dans le commerce, dexina spécifiques conti®. Enteritidis etS.
Typhimurium. Les autovaccins donnent des résuliatez satisfaisants selon les sérotypes
ciblés, mais ne permettent pas I'élimination totlds salmonelles, car le portage persiste au
niveau des organes (foie, rate et colon) et I'éxerédes salmonelles se poursuit dans les
fientes des animaux vaccinés (Barrow et WallisD@®0Feuillet, 2007).
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3.4. Les salmonelloses humaines
3.4.1. Généralités

Les salmonelles sont des bactéries entériquesisasqoar voie orale et adaptée a la vie
dans le mucus du tractus digestif. Elles ont upismae particulier pour le tube digestif des
animaux en geénéral, et des volailles en particuligi constituent sans doute le réservoir
d'origine. Ce tropisme est lié a I'évolution de bactéries avec leur niche écologique durant
des millénaires, qui a abouti a une sélection adeeg@daptés, notamment liés a leur caractere
microaérobie, a leur métabolisme et a leurs caefghysiques, leur permettant de se mouvoir
dans le mucus digestif. La maladie humaine la plguemment associées aux salmonelloses
est, par conséquent, une entérite aigué causéaurmarinfection intestinale qui peut se
compliquer par des localisations secondaires et shmdrome post-infectieux (Fresnetyal,
2007).

A I'exception deSalmonellaTyphi et des sérotypes paratyphiques (A, C etarws
souches de B) qui sont spécifiqgues de I'homme,e®udes autres infections dues aux
salmonelles non typhiques peuvent étre consid@@asne des zoonoses. La salmonellose est
sans doute la zoonose d’oringine alimentaire las pipandue dans le monde. En général,
’'homme se contamine en ingérant des aliments ountss, le plus souvent d’origine animale
(viande, et en particulier de volailles, produitsreé@s, ceufs et produits laitiers) consommés
crus, insuffisamment cuits ou recontaminés aprésson. C'est la maladie la plus importante
en termes d’'impact sur la morbidité et la mortatit®z 'Homme. Les salmonelles humaines
surviennent sous forme sporadique ou de TIA més @euvent aussi entrainer des épidémies
régionales, voire internationales (Delnesl, 2010 ; Majowicset al, 2010).

3.4.2. Tendances épidémiologiques
3.4.2.1. Epidémiologie descriptive

Depuis de nombreuses anné&simonellaconstitue une des causes majeures des
infections du tractus digestif humain, liée a lasmmmation de denrées alimentaires d'origine
animale.

Vu le large spectre d’animaux pouvant étre portel@Salmonella une grande variété
de produits alimentaires, consommeés crus, peu ouigyant fait 'objet d’'une contamination
post-cuisson, peut étre a l'origine d’'une contartidmahumaine : viande - et particulierement
volaille -, produits carnés, ceufs et produits éagti Plus rarement la contamination peut avoir
pour origine un contact direct avec un animal malad porteur sain par I'intermédiaire des
mains.

Les salmonelloses d’origine alimentaire peuvent ndonlieu a des foyers trés
importants, qui peuvent atteindre une échelle nat® voire internationale, si un aliment
commercialisé a large diffusion se trouve contaminé

En France, une étude menée par I'Institut de V&bmitaire (INVS), a partir de six
sources de données (Centre national de référedgeaux sentinelles, données de surveillance
départementale, données de I'assurance maladieynas d’estimer le nombre de cas annuels
confirmés de salmonelloses humaines non-typhiqoes |a période 1995-1999. Il y aurait
ainsi entre 32 000 et 43 000 cas entrainant deDGAMD 700 hospitalisations compliquées de
100 a 560 décés (Delmasal, 2006 ; Vaillantet al, 2004).
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Durant les années 2006, 2007 et 2008, ce sont 3oy2rs de toxi-infection alimentaire
collective (TIAC), maladie a déclaration obligamisoient 33404 patients qui ont été déclarés
par les médecins, les biologistes, les responsabétablissements ou les particuliers aux
Autorités de Santé. La moitié des foyers de TIA@td@agent infectieux a pu étre déterminé
était di aux bactéries du gerdalmonella

Le Centre National de Référence @amonellaa I'Institut Pasteur répertorie environ
10000 isolements annuels 8almonellachez 'homme depuis 2004. Le sérotype majoritaire
est Typhimurium (ubiquitaire), suivi par le sératyfenteritidis (filiere ceuf). Ces deux
sérotypes représentent 70% de tous les isolemer8alchonella(Tableau 8). Il était jusqu’a
présent assez difficile d’avoir une idée du nombeel de cas annuels (TIAC + cas
sporadiques) mais une enquéte nationale (InstiagteRr-Afssaps-InVS) aupres de 3375
laboratoires de biologie médicale a révelé envit@n000 cas humain annuels confirmés de
salmonellose en France pour 'année 2008 (Wellkdtello, 2011).

Une liste descriptive des épidémies de salmonellesevenues en France entre 2002 et

2010 est indiquée dans le tableau 7 qui suit.

Tableau 7: Description des principales épidémies d’origatinentaire dues Salmonellaet
répertoriées au CNR-Salm entre 2002 et 2010 ercEr@raillantet al., 2012).

Sérotype Année Lieu Nombre de cas Origine
Typhimurium 2002 France entiére 27 Sauce séche
Cerro 2002 France entiere 22 Poudre creme patissiere
Newport 2003 France entiére 14 Viande de cheval
Agona Janvier-juin 2005 France entiére 141 (nourrissons) Poudre de lait infantile
Worthington | Janvier-juillet 2005 France entiére 54 (personnes agées) Poudre de lait
Manhattan Aodt-novembre 2005 Sud Est 40 Charcuterie
Stourbridge Auvril-juillet 2005 Fance, Suéde, Suissse 18 (,:a_s en deux F7ror_niage.de chévre

épisodes d’origine inconnue
Oranienburg Juin-juillet 2005 Tle-de-France 7 Viande qle cheval
suspectée

Montevideo Octobre-décembre 2006 France entiére 23 Fromage
Meleagridis Novembre 2006 Nord 5 Viande de cheval
Bredeney 2007 France entiére 10 Inconnu
Rissen 2007 France entiére 18 Inconnu
Brandenburg 2008 France entiére 35 Saucisson sec
Typhimurium 2008 France entiére 101 Rosette
Muenster 2008 France entiére 25 Fromage au lait cru
Typhimurium 2008 France entiére 112 Inconnu
Putten 2008 France entiere 8 Steak haché de beeuf
Give 2008 France entiére 57 Lait en poudre
Ajiobo 2008 France entiére 16 Inconnu
Hadar 2009 France entiére 71 Viande de volaille
Newport 2010 France entiére 28 Fromage au lait cru
Typhimurium 2010 France entiére 34 Viande de cheval
Newport 2010 France entiére 10 Fromage au lait cru
Typhimurium 2010 France entiére 35 Fromage au lait cru
4,12:i:- 2010 France entiere 132 Saucisse seche
4,5,12:i:- 2010 France entiere 554 Steak haché de beeuf
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Le tableau 8 montre la distribution des 15 pringipaérotypes isolés des salmonelloses humainesend: Deux sérotypes sont largement
prédominants : Typhimurium et Enteritidis qui regmétent 70 % de tous les isolements.

Tableau 8: les 15 principaux sérotypes enregistres au C{®atre national de référence damonella depuis 2002 en France (Vaillaettal.,

2012)
2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010
(N=11 775) (N=10 472) (N=10 589) (N=11 439) (N=10 154) (N=8 124) (N=10 378) (N=9 947) (N=9 405)
1 Enteritidis (4469) Enteritidis (4144) Enteritidis Typhimurium Typhimurium Typhimurium Typhimurium Typhimurium Typhimurium
(3897) (3992) (4103) (2978) (4787) (3867) (3027)
2 Typhimurium Typhimurium Typhimurium Enteritidis Enteritidis Enteritidis Enteritidis (1941) Enteritidis (1777) | Enteritidis (1711)
(3998) (3222) (3635) (3638) (2878) (2148)
3 Hadar (282) Virchow (201) Typhi (151) Agona (274) Derby (150) Derby (127) 1,4,[5],12:i:- (410) 1,4,[5],12:i:- 1,4,[5],12:i:- (1098)
(1011)
4 Infantis (178) Hadar (178) Hadar (131) Infantis (210) Typhi (148) Hadar (123) Derby (177) Hadar (177) Kentucky (208)
5 Virchow (174) Typhi (167) Derby (128) Typhi (187) Napoli (144) 1,4,[5],12:i:- Kentucky (139) Typhi (170) Newport (191)
(122)
6 Derby (162) Newport (161) Newport (122) Derby (158) Hadar (140) Typhi (120) Typhi (138) Derby (160) Typhi (181)
7 Typhi (154) Infantis (139) Virchow (122) Hadar (147) Infantis (135) Newport (118) | Newport (126) Newport (139) Derby (167)
8 Brandenburg (142) | Brandenburg (131) | Infantis (122) Virchow (142) Virchow (118) Kentucky Panama (105) Infantis (134) Panama (148)
(113)
9 Heidelberg (126) Derby (109) Agona (102) Newport (133) 1,4,[5],12:i:- Infantis (108) Hadar (105) Kentucky (130) Infantis (128)
(113)
10 Newport (99) Agona (92) Brandenburg Panama (124) Newport (105) Panama (89) Brandenburg (101) | Panama (107) Napoli (100)
(87)
11 Dublin (92) Heidelberg (90) Napoli (80) 1,4,[5],12:i:- Panama (95) Virchow (87) Infantis (100) Virchow (85) Dublin (81)
(99)
12 Paratyphi B (85) Napoli (83) Panama (80) Manhattan (95) | Agona (73) Napoli (71) Give (90) Napoli (81) Hadar (76)
13 Bovismorbificans Dublin (69) Paratyphi A Napoli (93) Brandenburg Bredeney (59) | Virchow (77) Saint-Paul (77) Corvallis (70)
77) 77) (64)
14 Panama (75) Indiana (67) Indiana (77) Indiana (86) Paratyphi B Agona (55) corvallis (71) Dublin (74) Kottbus, Virchow
(64) (66)
15 Blockley (57) Paratyphi B (63) Paratyphi B Brandenburg Manhattan (64) | Montevideo Bovismorbificans Montevideo (57) Saint-Paul (64)
(62) (82) (54) (69)
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a - En Europe

Sur les trois dernieres décennies, on a obsenv@ut®on de sérotypes particuliers de
Salmonelladans I'élevage animal intensif, puis chez I'hom#&eEnteritidis est a l'origine de
I'épidémie la plus récente, qui chez I'homme ardtson point culminant en 1992 dans de
nombreux pays européens (Tableaux 9, 10 et 119léckn actuel de ce sérotype peut laisser

place a la réémergence 8eTyphimurium en tant que sérotype principal p@usalmonellose

humaine.

Tableau 9: Distribution des cas confirmés de salmonellosgssprovars chez les humains,
2008-2009 (EFSA Journal, 2011)

2009 2008
Top 10 TESSy Top 10 TESSy (Systeme de Surveillance Européenne)

Sérotypes N % Sérotypes N %
S. Enteritidis 53 382 52.3 | S. Enteritidis 70 091 58
S. Typhimurium 23 759 23.3 | S. Typhimurium 26 423 21.9
S. Infantis 1616 1.6 S. Infantis 1317 11
S. Newport 760 0.7 S. Virchow 860 0.7
S. Virchow 736 0.7 S. Newport 787 0.7
S. Derby 671 0.7 S. Agona 636 0.5
S. Hadar 507 0.5 | S. Derby 634 0.5
S. Kentucky 460 0.5 S. Stanley 529 0.4
S. Saintpaul 452 0.4 S. Bovismorbificans 501 0.4
S. Bovismorbificans | 433 0.4 S. Kentucky 497 0.4
Others 19 225 18.8 | Others 18 495 15.3
Total 102 001 | 100 | Total 120 760 100

Tableau 10: Serovargie Salmonellasolés lors des TIA confirmés dans 'UE, 2009 (BFS

Journal, 2011)

TIA Cas humains
Seérotypes N % total de 'EU N Hospitalisés | décés
S. Enteritidis 193 59.5 2620 720 4
S. Typhimurium 51 15.7 908 108 2
S. Ohio 1 0.3 39 39 0
S. Bovismorbificans 2 0.6 34 3 0
S. Bredeney 1 0.3 3 1 0
S. Dublin 1 0.3 3 1 0
S. Hadar 1 0.3 2 0 0
S. Napoli 2 0.6 45 2 0
S. Newport 3 0.9 160 7 0
S. Paratyphi B var java 2 0.6 7 6 0
S.enterica subsp. Arizonae 1 0.3 2 0 0
S. spp., unspecified 58 17.9 445 71 0
S. Infantis 4 1.2 124 5 0
S. Virchow 1 0.3 2 0 0
S. Manhattan 1 0.3 3 1 0
S. group C2 1 0.3 23 4 0
S. group D 1 0.3 80 18 0
UE Total. 324 100.0 4500 988 6
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Tableau 11: Cas de TIA confirmés et possibles causéSamonelladans 'UE, 2009. (EFSA
Journal, 2011)

TIA total es TIA confirmées TIA possibles
Pays Taux pour Cas humains Cas humains
N 100 000 N Cas Hospitalisés Décés N Cas Hospitalisés Décés
Austria 2008 2.49 8 228 37 0 200 | 519 117 1
Belgium 5 0.05 1 39 39 0 4 29 2 0
Czech republic | 19 0.18 1 147 5 0 18 432 25 0
Danmark 14 0.25 5 628 3 2 9 94 2 0
Estonia 19 1.42 1 6 3 0 18 48 16 0
Finland 1 0.02 1 28 0 0 0
France 147 0.23 104 | 843 166 1 43 503 27 0
Germany 343 0.42 20 282 48 1 323 | 1338 272 0
Greece 38 0.34 - 38 140 66 0
Hungry 23 0.23 11 146 34 1 12 164 24 1
Ireland 7 0.16 - 7 74 15 1
Italy 111 0.18 - 111 | 356
Latvia 48 212 - 48 236
Lithuania 50 1.49 6 122 70 0 44 171 125 0
Malta 14 3.38 - 14 88 0
Netherlands 13 0.08 3 36 8 1 10 34 10 0
Poland 161 0.42 95 1181 361 0 66 399 157 0
Portugal 3 0.03 3 45 35 0 0
Romania 3 0.01 3 130 68 0 0
Slovakia 298 5.51 3 121 18 0 295 | 848 153 0
Slovenia 4 0.20 3 36 3 0 1 42 17 1
Spain 156 0/34 54 469 90 0 102 | 772 134 2
Sweden 7 0.08 2 13 0 0 5 53 5 0
United 30 0.05 - 30 1227 73 4
Kingdom
UE Total 1722 | 0.35 324 | 4500 988 6 1 7 567 1240 10
398
Norway 0.02 - 1 5 0
Switzerland 0.01 - 1 3 0

b - Aux USA et Canada

Les salmonelloses d’origine alimentaire peuvent néonlieu a des foyers trés
importants qui peuvent atteindre une échelle natervoire internationale, si un aliment

commercialisé a large diffusion se trouve contaminé

En 1994 aux Etats-Unis, par exemple, une épidénoieoguée par une creme glacée a
touché 224 000 personnes. On évalue a 1,4 millasrap le nombre d'infectionsSalmonella
non typhique, entrainant 168 000 visites médicdl®dsP00 hospitalisations et 580 déces. Le
sérotype le plus isolé eSalmonellaTyphimurium (31 %), suivi pa6Enteritidis (13 %)
(Kennedyet al, 2004 ; CDC, 2006).

Le codt d'un cas de salmonelloses humaines danpage peut aller, selon les
estimations, d'une quarantaine de dollars US $6amdllions par an, selon que l'affection
n'entraine pas de complication ou qu'elle débosah&ne hospitalisation et un déces (Metd
al., 1999). D’'une maniere globale, aux USA comme awma@a,S Typhimurium est le
sérotype le plus fréquemment rapporté suivi dutgpecEnteritidis (Tableau 12).
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Tableau 12 :Répartition des 20 sérotypes @ monellahumains les plus fréquents isolés des
pays de I’'Amérique du Nord en nombre et en poueggd (Hendrikseet al, 2011)

Pays Canada USA
Population 33 212 696 303 824 640
Année 2001 2003 2007 2001 2003 2005
Nombre total 6359 5531 6455 31675 31484 33348
Sérotypes parmi les top 20 76.9 76.6 79.5 74.3 78.9 75.4
de la région (%)
Typhimurium 21 20 20.8 22.1 21.1 20.9
Enteritidis 215 125 25.7 17.7 154 20.2
Newport 2.3 33 22 10 12.2 9.9
Heidelberg 13.9 19.9 8.7 5.9 5.7 5.7
Javiana - 12 - 34 5.3 4
Montevideo 0.8 - - 2 2.7 2.4
Saintpaul 15 2 19 15 2.6 2
Muenchen - - 13 18 25 22
Thompson 3.7 2.6 2.7 1.6 1.6 1.3
Oranienburg - 1.7 2.2 1.9 1.8 1.8
Infantis 19 22 2 14 17 15
Braenderup - - - 1.2 1.7 1.8
Agona 1.9 2.6 1.7 12 1.6
Mississipi - - - - 14 1.7
11,4,5,12::- - 15 2.9 - 1.6
Typhi 1.8 2.4 2.4 1.1
Paratyphi B var. Java 1 1.3 - 15
Hadar 3.9 3.4 2.2
Stanley 1.7 - 1.3

c - En Afrique

D’une maniere général8&, Enteritidis etS. Typhimurium représentent dans la majorité
des cas entre 20 % a 30 % des isolatSalenonelladans ce continent (Aragaet al, 2007 ;
Ahmedet al, 2009 ; Floret al, 2011).

Une étude menée a l'Institut Pasteur d'Alger, @8 02002 par Abouet al. (2003) et
portant sur des lots de prélevement de 51826 &ttbasf issus des secteurs étatiques et privés
des 3 régions du pays, a permis l'isolement des®B2hes durant ces 5 années. Le sérotype
majoritaire étaitS. Enteritidis (48,28 %), suivi d& Virchow (11,64 %), deS. Pullorum-
Gallinarum (11,21 %), de S. Hadar (6,03 %), de i8ingstone (2,15 %), de S. Dublin, (1,72
%), de S Typhimurium,.Heidelberg, Isangui, Brunei (1,29 ,%)e S Senftenberg,S
Montevideo,S. Brunei, S Newport etc. Ces résultats sont obtenus sur ddsévyements de
divers organes de volailles (foie, rate, cceur, ggapvarienne, intestins, poumons), ceufs,
aliments, éclosoirs, litieres et fientes issus diégrentes régions d’Algérie et de différents
types de productions aviaires.

Au Maroc, Maaroufiet al, cité par Abouret al, (2003) ont, pour la période 1994 a
1998, isolé 179 souches dont 1®Enteritidis (59 %), 11 souches 8ePullorum ainsi qué.
Gallinarum (6 %) et d’autres souches moins fréqee(®4 %). Au Ghana, Sacketyal. (2001)
ont isolé 7/97 (7,2 %) salmonelles du contenu titekde poulets en ferme et 13/87 (6,8 %)
souches des carcasses de poulet en découpes. Tesusedmonelles isolées étaient résistantes
a plusieurs antibiotiques et particulierement gthgomycine. La distribution des sérotypes de
Salmonellaau Sénégal, en Tunisie et au Cameroun sont ratzgpdans le tableau 13 qui suit :
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Tableau 13: Répartition des 15 sérotypes@@monellahumains les plus fréquents isolés de
guelques pays africains en nombre et en pourcef@idgedrikseret al, 2011)).

Pays Cameroun Sénégal Tunisie

Population 18 467 692 12 853 259 10383577

Année 2001 2003 2005 2007 2001 2003 2005 2007 2001 2003 2005 2007
Nombre total 242 182 151 99 232 176 151 102 720 599 363 243
Sérotypes parmi 98.8 87.2 69.5 55.6 42.2 57.4 44.2 29.4 86.8 79.5 94.4 89.3
les tops 15 de la

région (%)

Enteritidis 20.7 18.4 21.2 19.2 19.8 8.0 19.2 4.9 14.3 27.9 28.1 49.0
Typhimurium 71.9 53.3 28.5 18.2 43 5.1 - 10.8 4.0 7.4 11.5
Livingstone - - - - - - - - 211 26.7 5.3

Corvallis - - - - - 1.7 2.6 - 14.0 35 6.1
Braenderup - - - 1.0 - - - - 13.1 - 3.6

Anatum - - - - - - - - 4.3 3.2 11.0 4.9
Infantis - 0.5 - - - - - - 5.7 - 10.2 1.6
Kentucky - - - - 6.0 9.7 4.0 3.9 - 2.8 - 6.2
Newport - - - - - - - - 2.5 2.7 5.2
Mbandaka 0.8 - - - - - - 2.0 5.3 - 2.8
Amsterdam - - - - - - - - - 3.0 3.3 6.6
Hadar - 1.6 1.3 1.0 43 1.7 2.6 2.9 - 25

Altona - - - - - - - - - - 4.1 2.1
Muenster - - - - - 1.1 2.6 - - - 1.9 1.2
bredeney - - - - - 4.0 5.3 - - -

d - Au Tchad

La description des salmonelles au Tchad remontamt années 1960 et 70. Les
diagnostics de routine ainsi que les enquétes magsigues effectuées par le Laboratoire de
Farcha a N'Djamena ont permis, au courant de caes décennies, d'isoler chez les hommes et
neuf especes animales, plus d’'une centaine de ssud salmonelles, appartenant a une
cinquantaine de sérotypes difféerents (Perpetal, 1964 ; Vigier et Chamoiseau, 1967). Ces
différents sérotypes sont récapitulés dans lesaalsl 14 et 15 qui suivent :
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Tableau 14 : Sérotypes d8almonellasolés a N'Djamena au Tchad (Perpetadl, 1964).

Sérotypes Nombre Source Origine

S. Dublin 1 Hémocultures Humaine
S. Uganda 1 Coprocultures Humaine
S. Singapore 1 Coprocultures Humaine
S. Hull 2 Coprocultures Humaine
S. Branderup 1 Coprocultures Humaine
S. Colindale 1 Coprocultures Humaine
S. Infantis 2 Coprocultures Humaine
S. Manhattan 1 Coprocultures Humaine
S. Shubra 1 Coprocultures Humaine
S. Stanleyville 2 Coprocultures Humaine
S. Derby 1 Coprocultures Humaine
S. Ligna 1 Coprocultures Humaine
S. Chagoua 2 Coprocultures Humaine
S. Enteritidis 5 Ganglions mesenter. Bovins

S. Dublin 2 Ganglions mesenter. Bovins

S. Amager 1 Ganglions mesenter. Bovins

S. Milezi 1 Ganglions mesenter. Bovins

S. Tchad 1 Ganglions mesenter. Bovins

S. Dublin 1 Viscéres Caprins
S. Enteritidis 1 Viscéres Caprins
S. infantis 1 Viscéres Caprins
S. Teshie 1 Viscéres Caprins
S. Amager 1 Viscéres Caprins
S. Babelsberg 1 Viscéres Caprins
S. Farcha 1 Viscéres Caprins
S. Gallinarum 26 Cadavres Poules

S. Hull 2 Cadavres Poules
S. Anatum 1 Cadavres Poules

S. Virchow 1 Cadavres Poules

S. Stanleyville 1 Cadavres Poules

S. Schwarzengrund 1 Cadavres Poules

S. Amager 2 Viscéres Varans
S. Anatum 1 Visceéres Varans
S. Cubana 3 Visceéres Varans
S. Langerhorn 1 Viscéres Varans
S. Hull 1 Viscéres Varans
S. Riggil 3 Viscéres Varans
S. Colombo 1 Viscéres Crapauds
S. Hull 2 Viscéres Crapauds
S. Rubislaw 4 Viscéres Crapauds
S. Stanleyville 1 Viscéres Crapauds
S. Thiaroye 1 Viscéres Crapauds
S. Djermaya 1 Viscéres Crapauds
S. Dougia 1 Viscéres Crapauds
S. Goulfey 2 Viscéres Crapauds
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Tableau 15 Sérotypes d&almonellasolés a N'Djamena et alentours, Tchad (Vigier et

Chamoiseau, 1967)

Sérotypes Nombre Source Origine

S. Kalamu 1 Coprocultures Humaines
S. Korbol 1 Coprocultures Humaines
S. Amifisan 1 Coprocultures Humaines
S. Nottingham 1 Coprocultures Humaines
S. Stanleyville 3 Coprocultures Humaines
S. Dublin 1 Masses musculaires Bovins

S. Derby 2 Excréments Porcins
S. Infantis 2 Visceres Ovins

S. Enteritidis 2 Viscéres Cobaye
S. Poona 2 Viscéres Cobaye
S. Gallinarum 9 Cadavres Poules

S. Oranienburg 1 Cadavres Poules

S. Rubislaw 1 Cadavres Poules

S. Stanleyville 1 Cadavres Poules

S. Typhimurium 2 Cadavres Poules

S. Uganda 1 Cadavres Poules

S. Cubana 3 Cadavres Lézards
S. Farcha 1 Cadavres Lézards
S. Kalamu 1 Cadavres Lézards
S. Kottbus 1 Cadavres Lézards
S. Ona 1 Cadavres Lézards
S. Ouakam 1 Cadavres Lézards
S. Riggil 2 Cadavres Lézards
S. Amager 1 Eaux STEE*

S. Hadar 1 Eaux STEE

S. Infantis 1 Eaux STEE

S. Teschie 1 Eaux STEE

S. Thiaroye 1 Eaux STEE

S. Colindale 1 Eaux STEE

S. Stanleyville 2 Eaux STEE

S. Idikan 1 Oeufs Poule

*STEE: Société Tchadienne d’eaux et d’électricité

Au bilan, selon le rapport FAO/OMS, cité par Gasagii al. (2006), les sérotypes les
plus fréquemment isolés chez les humains a trdger®nde étaierfalmonellaEnteritidis (65
%), suivi parSalmonellaTyphimurium (12 %) et Newport (4 %). De nombreus#sdes
rapportées a travers certains pays du continenamséicain (tableau 16), asiatique (tableau
17) et de I'Océanie (tableau 18) montrent la prédance des sérotypes Enteritidis et

Typhimurium (Hendrikseet al, 2011).
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Tableau 16: Répartition des 15 sérotypesS@monellad’oriine humaine les plus isolés des
pays d’Amérique latine en nombre et en pourcentdgadrikseret al, 2011).

Pays : Argentine Colombie Brésil

Population 40 482 000 45013 672 196 342 592

Année 2001 2003 2005 2007 2001 2003 2005 2001 2003 2005 2007
Nombre total 648 453 507 520 143 245 378 290 480 647 867
Sérotypes parmi

les top 15 de la 91 90.8 87.9 88.1 91 87.6 91.4 74.4 61.3 75.2 89.8
région (%)

Enteritidis 395 25.6 34.1 20.2 47.6 19.2 325 42.8 45.8 24.9 69.4
Typhimurium 10.8 13.2 23.1 38.3 245 44.9 36.2 1 3.3 6.5 8.7
Agona 9.1 10.8 4.9 4.8 14 0.4 0.8 1.7 0.4 19.9 -
Newport 10.6 6.8 5.7 8.1 0.7 1.6 11 4.1 1.9 6.8 1
Infantis 6.6 7.9 8.3 3.7 2.8 2 0.3 24 1 1.9 0.6
Montevideo 4.2 - 14 - - - - - - - -
Panama 14 2.2 14 1.3 21 2.4 - 3.4 13 3.9 15
Saintpaul 14 11 1 21 2.8 12 11 6.9 21 0.8 1.3
Dublin - - - - 2.8 4.1 3.2 - - 0.8 0.9
Corvallis 2 18 2.8 15 - - - - - - 0.7
Anatum 0.8 1.8 - 17 - 0.8 - 0.7 - 2.3 0.7
Oranienburg 0.9 6.2 2.4 1.3 - - - - - 0.8 0.9
Derby 25 - 0.8 15 14 3.7 - - 0.6 0.3 0.6
Braenderup - 11 2 - 1.4 - 2.4 - 0.8 1.1 -
Heidelberg - - - - - - - - 0.6 - 0.5

Tableau 17 : Répartition des 15 sérotypes@@monellad’origine humaine les plus isolés des
pays Asiatiques en nombre et en pourcentage (Heseahet al, 2011).

Pays Japon Malaisie Thailande

Population 127 288 416 25274 132 65 493 296

Année 2001 2003 2005 2007 2003 2005 2007 2001 2003 2005 2007
Nombre total 2864 2422 1529 963 929 1396 859 4134 3426 6369 2720
Sérotypes parmi

les top 15 de la 77.2 80.7 68.5 72.8 90 94.5 80.6 74.4 70.9 67 775
région (%)

Enteritidis 52.5 59.2 47.4 44.7 21.2 21.9 34.7 8.6 115 11 16.5
Weltevreden - - - - 15.5 135 17.1 15.9 111 9 6.1
Stanley - - - 1.2 15 11 2 5.9 8.6 12.4 10.9
Typhimurium 4.4 45 4.1 6.9 4.2 35 6.1 4.2 - 2.6 7.4
Rissen - - - - - 0.4 - 6.3 6.4 8.9 8.1
Anatum - - - - - - - 8.2 6.4 4.8 45
Corvallis 1.7 0.8 - - 9.3 6.3 9.1 - 3.9 5.7 4.6
Choleraesuis - - - - - - - - 3.4 4.8 7.8
Virchow 1.3 19 1 - - 0.4 - 25 24 2.3 -
Infantis 3.9 4.4 5.2 55 - - - - - - -
Albany - - - - 0.9 0.8 0.7 24 2.9 17 14
Hadar 2 - 1 - - - - 3.3 2.9 - -
Agona 1.9 21 15 1 0.9 0.6 1 - 2.2 - 14
Derby - - 13 - - - - 2.7 2 - 2.6
Saintpaul 3.8 2.6 2.2 6 - - - - - - -
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Tableau 18: Répartition des 15 sérotypes@@monellad’origine humaine les plus isolés des
pays de I'Océanie en nombre et en pourcentage (itsedet al, 2011).

Pays Australie Nouvelle Zélande

Population 21 007 310 4173 460

Année 2001 2003 2001 2003 2005 2007
Nombre total 6932 6808 2605 1601 1460 1341
Sérotypes parmi le top 15 75.9 68.7 86.7 87.7 81.5 79.7
de la région (%)

Typhimurium 44.5 41.5 64 59.5 51.8 44.4
Enteritidis 4.4 3.4 6.5 8.6 10.3 11.3
Virchow 7.1 51 - 1.2 11 25
Saintpaul 55 4.4 0.6 1.7 45 1.9
infantis - 3 2.8 5.6 4.6 6.4
Branderburg - - 5.3 3.4 4.7 35
Bovismorbificans 2.3 1.7 - - - -
Muenchen 1.9 2 - - - -
Hvittingfoss 2.2 - - - - -
Heidelberg - - 49 0.7 - -
Anatum - 1.8 - - - -
Mississipi - - - 0.9 15 0.8
Thompson - - 0.6 0.6 1.1 -
Mbandaka - - 0.5 0.6 - 1
Montevideo - - - 2.3 - -

3.4.2.2. Epidémiologie analytique
3.4.2.2.1. Réservoir animal de la bactérie

Les sérotypes de salmonelles sont souvent catégaeis fonction de I'espéce animale
hote habituelle. On peut citeéd. Dublin et Bovismorbificans qui infectent les basj
Choleraesuis, Derby, Panama, Brandenburg et Tyghigu'on retrouve chez le porc,
Abortusovis chez les ovins, Gallinarum, Pullorunmtefitidis, Hadar, Heidelberg, Virchow,
Saint Paul, Infantis et Kottbus surtout infeodészcles volailles (dinde, poulet, canard, etc.).

Certains sérotypes par contre sont ubiquistes @tgme se retrouver chez beaucoup
d’especes animales, généralement a I'état latepeetent atteindre ’homme, soit par voie
alimentaire qui est la plus courante, soit par a&ctst directs ou indirects. C'est le cas par
exemple de Typhimurium qu’il est possible de trowteez la totalité des animaux d’élevage et
la plupart des animaux sauvages (Korsalal, 2004, Weill, 2009). Aux USASalmonellaa
été associé a des toxi-infections collectives dirpde reptiles domestiqués (CDC, 1999 ;
Mitchel et Shane, 2000).

Les élevages de volailles représentent donc desvadss de salmonelles, susceptibles
de conduire a des infections humaines. Ce portagé qussi étre marqué par une infection
cliniquement exprimée. Dans ce cas, I'excrétiontest variable allant de 10 bactéries & 10
bactéries par gramme de féces, pouvant étre centinuntermittente et souvent favorisée par
le stress (Clifton-Hadlegt al, 2002 ; Feuillet, 2007).

3.4.2.2.2. Signes cliniques et traitements
Les salmonelloses d’origine animale provoquent unfection intestinale chez

I'hnomme. Celles-ci sont provoquées par @admonellaubiquistes présentes chez 'homme et
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les animaux et se caractérisent par une périodeudation de 8 a 48 heures, aprées 'ingestion
d’aliments contaminés et le développement rapidealfievre, de céphalées et de malaises. La
durée d’incubation dépend de la dose ingérée, darlgé de I'hdte et des caractéristiques de la
souche dé&almonella.

Dans la phase d’état, les principaux symptémes deatdouleurs abdominales, des
nausées, des vomissements et de la diarrhée. Ltéoklinique est, en général, bénigne et la
guérison intervient au bout de 2 a 4 jours. Biea lgusalmonellose affecte des sujets de tous
ages, la fréquence est beaucoup plus élevée ch@aulees enfants, les personnes agées et les
malades immunodéprimés chez lesquels I'infectiart pae plus sévere, voire mortelle (Weill,
2008).

Dans les formes habituelles, la guérison est spéptan quelques jours et seul un
traitement symptomatique est préconisé. Le recauxsantibiotiques est donc a réserver aux
patients présentant soit une forme sévere ou dgsas de complication. Les fluoroquinolones
(FQ) sont considérées comme le traitement de cbiogz I'adulte. Chez I'enfant, il est fait
appel aux céphalosporines de troisieme génératidBG), les FQ étant en général
déconseillées pour cette tranche d’'age. Les atitjoies plus anciens, les aminopénicillines,
I'association triméthoprime -sulfaméthoxazole (Sttheaucoup plus rarement, les phénicolés,
peuvent étre utilisés comme solutions alternat{\ésill, 2008).

3.4.2.2.3. Prévention

La meilleure protection contre le risque de salmioee est une bonne cuisson des
aliments, en particulier des viandes, a au moit€g¥endant 15 a 30 minutes. Pour le steak
haché congelé ou surgelé, la cuisson doit étreteffe sans décongélation préalable, car elle
augmente le risque de multiplication bactérienne. fioid bloque le développement des
bactéries mais ne les tue pas (Frestegt, 2007).

De 1985 a 1997, la prévalence des infectionSaimonellaEnteritidis a fortement
augmenté en France : elle touche les élevagesldidlamet a la particularité d'étre présente
non seulement a la surface de la coquille de I'mmafs dans le contenu méme d’ceufs intacts.
Il est pour cette raison conseillé de conserveidess au réfrigérateur, de maintenir au froid
les préparations a base d'ceufs sans cuisson (maigenrcremes, patisseries ...) et de les
consommer le plus prés possible de leur fabrication

De plus, les personnes les plus vulnérables (peesoAgées, malades, nourrissons,
femmes enceintes) devraient éviter la consommaticgufs crus ou peu cuits. Enfin, il est
conseillé de se laver les mains aprés contact @vemimal vivant (en particulier les reptiles),
voire d’éviter les contacts avec les reptiles dagagnie pour toutes les personnes vulnérables
(les nourrissons, les femmes enceintes, les peesammunodéprimées, ...)
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4. La résistance aux antimicrobiens

4.1. Généralités

En général, la résistance aux antibiotiques estanactére propre a la bactérie qui, en tant
que tel, s’exprime par la synthése ou non de prestiElle intervient grace a deux événements
génétiques majeurs bien distincts (Bryan, 1998 Reut étre naturelle, souvent d'origine
chromosomique, ou peut étre due a une mutation om &ansfert horizontal d’éléments
génétiques mobiles tels que les plasmides, legrmté et les transposons, on parle dans ce
cas, de résistances acquises:

v' Dans la résistance naturelle, I'antibiotique nés jgle cible ou ne peut pas I'atteindre :
la pénétration de l'antibiotique est empéchée (nramds imperméables, absence d’'un
systéme de transport) ou inactivée (présence deldetmases chromosomiques).
Cette résistance est une caractéristique intrirssdgua bactérie.

v' Dans la résistance induite par mutation, une dltdradu chromosome entraine la
synthese des protéines modifiées, rendant par dgelegp membranes imperméables,
ou alors le systeme de transport devient inacdessil’antibiotique, ou encore la
dérépression des béta-lactamases et une modificd¢ida cible (enzyme ou ribosome)
qui ne peut plus fixer I'antibiotique.

v' Dans la résistance d'origine plasmidique, l'acdigsi d’une information génétique
supplémentaire permet la synthése de protéinet@utklles, dont la présence modifie
la structure des membranes ou, dont l'activité eratijgue se révéle capable de
modifier la cible ou d’inactiver I'antibiotique. T® comme le chromosome, le
plasmide, élément génétigue autonome peut aussi deb mutations (par exemple
I'apparition des beta-lactamases modifiees qui or@ plus inactivées par les beta-
lactamines) (Roy, 2001 ; Seyfarth and Schickimdi®g9).

Pour le clinicien comme pour I'épidémiologiste, Isdas mécanismes de résistances acquis
sont pertinents. Ce sont ces mécasnismes de resstpi nécessitent d’étre détectés et
surveillés et seulement eux seront adressés dangéade ce document.

4.2. Mécanismes de résistance aux antimicrobiens

Les protéines mises en cause dans cette résistar@ntibiotiques sont le plus souvent
spécifiqgues d’'une classe d’antibiotiques et peurd responsables de résistance multiples
aux antibiotiques ou MDR (multidrug resistance).pbis 'avénement de I'antibiothérapie,
I'utilisation des antibiotiqgues semble s’accompagmeexorablement de I'émergence de
bactéries résistantes. Cette résistance peut €tm@sultat de mutations spontanées, avec
activation ou modification de déterminants chronmospies, déja présents dans le génome
bactérien, ou la conséquence de l'acquisition deegesitués sur des éléments génétiques
mobiles. Ces résistances peuvent avoir un speirtig, @mité a un ou quelques antibiotiques
de structure voisine, mais on observe, depuis glusiannées, I'émergence de mécanismes de
résistances croisées a des meédicaments de stmu@ume modes d’actions différents. Les
bactéries sont ainsi parvenues a développer typiestde mécanismes de résistances aux
antibiotiques :

v" Le premier résulte de la production d’enzymes imatrices des antibiotiques (e
lactamases) (tableau 19).
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v" Le deuxieme consiste en la modification des cilEsantibiotiques empéchant I'action
de ces derniers, comme par exemple la résistance flaoroquinolones par
modification des topoisomérases de classe |l (@abk).

v' Enfin, le troisieme mécanisme est la réduction descentrations intracellulaires
d’antibiotiques (tableau 21). Ce dernier phénomgmet étre di a une imperméabilité
(ex : résistance a l'imipénéme par modification perte de la porine OprD chez
Pseudomonas aerugingsat/ou a un transport actif vers I'extérieur decédlule, via
des transporteurs membranaires appelés pompesud’¢Basinet al, 1999 ;Cattoir,
2004 ; Giraudet al.,2000).

Tableau 19: Mécanismes de résistance @dbactamines (Frye et Fedorka-Cray, 2007)

Génes Déterminant génétique Mechanisme (s) Phénoty  pe de résistance
Les B-lactames (les types et
Chromosome Geénes codant la B -lactamase inactivation enzymatique niveau d’expression des -
ou plasmide lactamases determinant la
resistance aux B-lactames
individuelles)
Chromosome Geénes codant pour le PLP Cibles d'altérations Les B -lactames
Efflux Actif d0 a la sur- Multiple antibiotiques incluant les
Chromosome Geénes codant pour la pompe d’Efflux | expression de la pompe B-lactames
d’efflux MDR
Chromosome Geénes codant pour les Porines Dimunition de I'Efflux da a Multiple antibiotiques incluant les
la perte des porines B-lactames
Geéne oprD de Pseudomonas Dimunition de I'Efflux dd a Les Carbapenemes, les 3-
Chromosome aeroginosa codant une chaine la perte des oprD lactames
protéique specifique

Tableau 20: Mécanismes biochimiques de résistance aux atitipies (Bryan, 1998)

Antibiotiques Résistance chromosomique Résistance e xtra-chromosomique
Aminosides Diminution de la perméabilité Inactivation enzymatique par des
Modification de la cible (protéine S12 de | acétyltransférases, des
la sous-unité 30 S) nucléotidyltransférases et des
phosphotransférases
Béta-lactamines Diminution de la perméabilité Inactivation enzymatique par diverses
Diminution d’affinité des PLP béta-lactames

Augmentation de la synthése des PLP
Synthése de nouvelles PLP
Inactivation enzymatique par des
céphalosporinases

Glycopeptides Modification de la cible (synthése de D-
alanine-D-lactate au lieu du dipeptide D-
alanyl-D-alanine)

Hydrolyse du dipeptide D-alanyl-D-alanine

Macrolides et apparentés Méthylation de 'ARNr 23S

Phénicolés Diminution de la perméabilité Efflux actif spécifique
Inactivation enzymatique par des
chloramphénicol acétyltransférases

Quinolones Diminution de la perméabilité
Modification de la cible (géne gyrA, gyrB
ou parC

Rifampicine Modification de la cible (ARN
polymérase ADN dépendante)

Sulfamides Diminution de la perméabilité Dihydroptéroate synthétase additionnelle
Modification par mutation de la et sans affinité pour les sulfamides
dihydroptéroate

Tétracyclines Diminution de la perméabilité Efflux actif spécifique

triméthoprime Diminution de la perméabilité Dihydrofolate réductase additionnelle et
Modification par mutation de la insensible au triméthoprime

dihydrofolate réductase
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Tableau 21 Mécanismes d’efflux dans la résistance bactédeaux antibiotiques (Cattoir,
2004)

Antibiotique | Cible bactérienne Mécanismes de résist  ance
Inactivation Modification de la Imperméabilité Efflux
enzymatique cible cellulaire actif
Inhibition de la synthése de la paroi (peptidoglyca ne)
B-Lactamines pLP? +++ ++ ++ ++
Glycopeptides Précurseurs D-Ala-D-Ala” tH
Inhibition de la synthése protéique
Aminosides ARN ribosomal 30S +++ ++ + +
MLS ARN ribosomal 50S + +++ ++
Tétracyclines ARN ribosomal 30S ++ +++
Phénicolés ARN ribosomal 50S ++ ++
Oxazolidinones ARN ribosomal 50S ++
Inhibition de la synthése ou du fonctionnement de | 'ADN
Fluoroguinolones Topoisomérases +++ ++
Rifamycines ARN polymérase +++ +
Sulfamides DHFS® ++
Triméthoprime DHERY ++

a = Protéine liant les pénicellines ou protein bimgbenicillin (PBP) ; b= Précurseurs pentapeptidegidu peptidoglycane
constitués d’'un motif D-Ala-Ala ; c= Dihydrofolagynthase ; d= Dihydrofolate réductase ; MLS= Madlek, Lincosamides,
Streptogramines

4.3. Modalités d’acquisition de résistance

Plusieurs mécanismes de transfert vertical et botat entre bactéries, de génes codant
la résistance aux antibiotiques, ont été décrits. mécanismes de transfert horizontal de génes
s'effectuent généralement entre une bactérie daeneti une bactérie receveuse. Parmi ces
modalités, on rencontre les processus de transfanmale transduction, de conjugaison et de
mutation. Ce transfert entre bactéries implique cddimtervention d’éléments génétiques
mobiles, tels que les plasmides, les transposoles @itégrons qui jouent un réle prépondérant
dans la dissémination des résistances (Roy, 2001).

4.3.1. La transformation

Elle intervient a la suite de la fixation et deblsarption par une bactérie réceptrice, dite
compétente, de I'ADN libre présent dans l'enviromeat. L'ADN exogéne absorbé se
recombine avec I'’ADN de la receveuse dont le rés@st 'apparition de nouveaux caracteres
génétiques stables. Ce phénomene semble touteafeisa cause de la dénaturation rapide de
I’ADN libre dans I'environnement (Winokuwat al, 2001).

4.3.2. La transduction

La transduction s’observe surtout entre les soudpgmrtenant a une méme espece
bactérienne. Elle correspond a un transfert paift®N bactérien grace aux bactériophages.
Plusieurs études ont montré gugalmonellaTyphimurium DT104 pouvait transférer de
maniere efficace ses genes de résistance par ticdimsd Ce phénomeéne est peut étre a
I'origine du transfert de SGIl1S@lmonellagenomic island 1) au sein du ger8almonella
(Gebreyes et Thakur, 2005 ; Mulveyal, 2006).

4.3.3. La conjugaison
Elle s'effectue par contact préalable entre unetép@c donneuse et une bactérie

receveuse, permettant ainsi le transfert du matgaeétique plasmidique. Le transfert de
plasmide peut intervenir entres deux espéces diffés commesalmonellaet Escherichia
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pour le gene codant la résistance aux céphalogsormy-2 ou a lintérieur d’'une méme
espece (Schwarz et Chaslus-Danclas, 2001 ; Wiredlkair, 2001).

4.3.4. La mutation

L’apparition de mutations est un phénoméne rarel'@dre de 10 a 10" et trés
spontané (Catrgt al, 2003). Une résistance acquise par mutation sertrat verticalement au
sein du clone bactérien et peut conférer aux hastéa capacité de résister a I'action de
certains antibiotiques (Peyret, 1994).

4.4. La mesure de la résistance aux antibimicrobiasn

L'antibiogramme est congu pour prédire la sensgibdes bactéries aux antibiotiques. Il
permet de classer une souche pathogéne en catéljoigeie sensible (S), intermédiaire (I) ou
résistante (R). L'antibiogramme sert également asueveillance épidémiologique de la
résistance bactérienne et peut orienter l'ideatibcn bactérienne par la mise en évidence de
résistances naturelles. Différentes techniquesidis€es dont la plus courante est la méthode
de diffusion en milieu gélosé, pour évaluer l'atéivinhibitrice de plusieurs anti-infectieux
représentatifs des principales familles d'antibigis sur une souche bactérienne, en mesurant
les diametres d'inhibition autour de disques chaggeantibiotique.

La surface d'un milieu de culture (en général Marelinton), est ensemencée en nappe
avec une culture bactérienne pure, un disque deéempbapvard imprégné d'antibiotique est
ensemence sur la surface de la gélose qui comngedigiser au sein de la gélose, en créant
un gradient de concentration décroissant au farmaesure que I'on s'éloigne du disque, aprés
incubation de 18-20 heures. Le diametre d'inhibisait une loi inverse a la valeur de la CMI
(concentration minimale inhibitrice).

v Si le diamétre mesuré est inférieur au diametréqoe inférieur, la souche est
résistante.

v Si le diametre mesuré est supérieur ou égal auadiernorrespondant au seuil critique
supérieur, la souche est sensible.

v' Si le diamétre est compris entre les deux valdarsouche est considérée comme
intermédiaire.

Ces regles sont applicables selon les recommandateatives a la technique et aux
modalités d’interprétation suivies par des réféedmtnationaux tels que : Le Comité de
I'Antibiogramme de la Société Francaise de Micrldg® pour la France (CA-SFM), le
Clinical and Laboratory Standards Institute powr Egtats-Unis (CLSI) , le British Society of
Antimicrobial Chemotherapy pour la Grande BretagBASC) et le Deutsches Institut fur
Normung (DIN) pour I'Allemagne (EFSA, 2007).

4.5.Salmonella et résistance aux antimicrobiens

Salmonellaest naturellement sensible a tous les antibiosiduabituellement efficaces
sur les bactéries a Gram négatif.

La résistance aux antibiotiques chgalmonellaest devenue, ces dernieres décennies,
matiere a inquiétude pour la santé publique damsdede (Weillet al, 2004c). C’est a partir
de 1997, que I'OMS signalait I'augmentation alarteamle l'incidence de souches de
Salmonellanon typhiques résistantes aux antibiotiques (WHID,7).
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En 2002, plusieurs études comparatives de la ad@sist aux antibiotigues chez
Salmonellanon typhiques d’origine humaine, animale ou emnementale réalisée dans 'UE
et a travers d'autres continents a montré des nikele multi-résistances tres inquiétants
(Boerlin et Reid-Smith, 2008 ; Cobbadd al, 2006 ; Lauderdalet al, 2006).

L’'analyse de la sensibilité aux antimicrobiens desiches humaines du sérotype
Typhimurium a montré des niveaux élevés et statdemulti-résistance depuis 1993. Il s’est
avére que cette multi-résistance est due a laprés#un clone particulier, individualisé grace
a son lysotype DT104. Ce clone a intégré dans Boomosome, un ilot génomique de 43 kb,
appelé SalmonellaGenomic Island 1 (SGI1), dont une partie porte d&@erents genes
impliqués dans la résistance a I'ampicilline (AJapse.z a la streptomycine (S) et a la
spectinomycinegadAl, au chloramphénicole (CjloR, aux sulfamides (Sukull, et aux
tétracyclines (T)tetG, d’ou son nom de clone «penta-résistant» ou «®dS (Cloeckaentt
al., 2007 ; Mulveyet al, 2006 ; Weill, 2009). Il a d’'abord émergé au RayatUni des 1989
dans le bétail, puis chez les volailles, moutomscp et chevaux et enfin chez 'homme. Il a
ensuite disséminé en Amérique du Nord et dans qusipays européens (Aarestetpal,
2007 ; Casiret al, 1999 ; Glynret al, 1998 ; Threlfallet al,, 2003).

SalmonellaEnteritidis, sérotype prédominant chez 'lhommegjtsn 2004 en France,
est resté majoritairement multi-sensible aux aotigues sur la période 1993 a 2004, tandis
gue le sérotype Hadar, souvent retrouvé dansidaefivicole, présentait des niveaux élevés
de multi-résistance aux antibiotiques (Weill, 2009)

Ces dernieres années, de plus en plus de sérotigp&aimonellaont acquis des
résistances diverses a plusieurs familles d’arttdpies tels que les beta-lactamines (Weill
al., 2004), les aminosides, les quinolones (CloeckartChaslus-Dancla, 2001), les
fluoroquinolones (Walkeet al, 2000), les céphalosporines, etc., molécules dixdbrsqu’un
traitement s’avére nécessaire lors des infectigissémiques &Salmonella(Stevenset al,
2006 ; Threlfall, 2002 ; Weill, 2009).

Depuis 2000, c'est le cas degalmonellaKentucky résistante a haut niveau aux
fluoroquinolones, qui a été identifiee chez 'homere France, au Danemark, en Grande-
Bretagne et aux USA. Les patients étaient le ptusvent de retour d’'un voyage au Maghreb.
Cette souche appelée ST198 serait apparue daasriéss 90 en Egypte, aurait ensuite acquis
petit a petit tous ses déterminants de multi-rése dont la résistance a la ciprofloxacine en
2000. Ensuite elle semble s'étre disséminée ramdéra 'ensemble du continent africain a
partir de 2005, puis au Moyen-Orient et maintereanfAsie (Le Hellcet al, 2011, Guillon et
al, 2013). Elle a également été détectée dansleesgés de volaille : des poulet en Ethiopie
en 2007 (Le Helleet al, 2011), des poules pondeuses en Algérie en 2000z{&i et al,
2011), des dindes au Maroc des 2006 (Boudtirdl, 2008) et en Pologne en 2010 (Wastyl
al., 2012). Devant I'émergence mondiale de cette smublautement résistante aux
antibiotiques, plusieurs microbiologistes dont Lellbiet al. (2013), suggerent d’inclure cette
souche a la liste des sérotypes ciblés par lesraaroges de contréle et d’éradication des
salmonelles en filiere avicole.
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Introduction

L’état de l'art avait montré que les volailles coitusient une des sources majeures de
salmonelloses humaines d'origine alimentaire. Die état des lieux, il ressortait que les
salmonelles étaient présentes a tous les mailleria @liere aviaire, ce qui constituait un réel
probléme pour la sécurité des aliments et la gatéque dans le monde.

Au Tchad, il y a bientot 40 ans, les isolementsaenonelles, potentiels agents de toxi-
infections alimentaires, n’étaient plus réaliséarpaes raisons liées a I'histoire tumultueuse de
notre pays. A N'Djamena, comme sur tout le tem&aiational, la consommation des ceufs de
poules et des poulets de chair n'a cessé d'augneededeux dernieres décennies. Dans les
domaines vétérinaires et médicaux, le diagnostis ti-infections alimentaires et des
gastroentérites ne se posait jamais dans le seme duspicion des salmonelloses. Afin de
rendre possible la prise en charge thérapeutigleeptvention des salmonelloses animales et
humaines, nous nous sommes donnés comme but @lineipvavers notre étude et en fonction
des moyens dont nous avons disposé, de sondegdanme des salmonelles dans les élevages
et leur environnement ainsi que chez les patientsfrant de diarrhées et autres formes de
gastroentérites qui avaient consulté les hopitauxnament de notre étude dans la région de
N’Djamena. Les objectifs de notre étude étaientdes suivants:

» Déterminer la prévalence de contamination par desanelles des élevages de poulets
de chair et de poules pondeuses de N'Djamena ;

Déterminer la prévalence de contamination des husnaar des salmonelles dans les
hopitaux de N'Djamena ;

Evaluer les facteurs de risques potentiels lies @htamination des élevages et de leur
environnement ;

Déterminer la résistance aux antibiotiques deslsmsisolées ;

Evaluer des proximités génétiques des souchesesaéns le but d’établir des liens
phylogénétiques et épidémiologiques entre les ssuae salmonelles isolées des
élevages et chez les humains.

vVV V V¥V

Nous avons conduit cette étude en alternance kenfheance et le Tchad sur deux étapes de
six (6) mois chacune par an et ceci pendant 4 ans:

s Une étape qui s’est déroulée a N’'Djamena et quisnaw permis d’effectuer les
échantillonnages dans les élevages et hopitauXDigmena et de réaliser les analyses
bactériologiques (isolement, identification et dgonhtion biochimique) au sein du
Laboratoire de Recherches Vétérinaires et Zooteciesi (LRVZ) de N'Djamena.

s Une autre étape qui s’est déroulée en France etays a permis de rédiger la synthése
bibliographique, de réaliser le sérotypage, l'dngjbamme et la caractérisation
moléculaire (ERIC-PCR, IS-PCR et PFGE) de nos sesieln sein de l'unité MASQ de
'ENVA et de l'unité CEB de L'Anses. Ces typagesngg/piques avaient pour but de
montrer d'éventuels liens phylogénétiques de l'erde des souches isolées pouvant
permettre de prouver I'existence de liens épidéngiglues entre les souches aviaires et
humaines identifiées au cours de cette étude.
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5. Isolement et identification des salmonelles
5.1. Matériel et méthodes

5.1.1. Matériel

5.1.1.1 - Echantillonnages

La ville de N'Djamena est située au sud ouest tditdge Tchadien. Elle est constituée
de 10 communes urbaines avec une population estine@é®iron 993 492 habitants (RGPH2,
INSEED, 2009). Elle dispose de 57 élevages avicoensés par la direction des études et
des statistiques du Ministere de I'Elevage, dontss80 étaient fonctionnels. Elle compte aussi
7 hopitaux publics, 4 hopitaux privés et plusiedlisiques privées dont les emplacements
géographiques dépendent de I'importance de dessipgdpulation par commune urbaine.

Notre étude a porté sur 16 des 22 fermes avicetesues au départ, toutes privées et 5
hopitaux dont 4 hoépitaux publics et 1 hopital priayant bien voulu participer a notre
investigation. Les 6 élevages restants que now®n&pu échantillonner pendant la période de
notre deuxieme campagne étaient en attente deipsugs devaient arriver de France. Tous
les prélevements ont été effectués par le mémeatguérdans toutes les fermes et les hdpitaux
visités pour échantillonnages. Les deux campageeliecte ont duré chacune six (6) mois :
du 01/08/2010 au 31/01/2011 et du 01/09/2011 abd2Z23012.

5.1.1.2 — Questionnaires
Notre étude s’est appuyée sur une approche pativgoa deux volets :

* Dans un premier temps, nous avons effectué uneigmewisite d’informations
et de recensement dans chaque élevage, dans ¢Eabsibcier, sur la base du
volontariat, les aviculteurs a notre étude ;

* Une deuxieme visite a été réalisée pour échantiloret nous permettre, a
travers une fiche de questionnaire, de pouvoir mépo a un certain nombre
d’interrogations se rapportant a des rubriques,gee :

o I'emplacement et 'environnement de I'exploitatipn

0 ses infrastructures et son équipement ;

o son fonctionnement et son hygiéne (désinsectisatidératisation ;
fréequences de nettoyage des équipements ; destiafraures ; présence
de sanitaires ; d’eau et de savon ; habits spéeifiq etc.) ;

la qualification de son personnel de la main d’aeyvr

la source et le conditionnement de I'alimentatiestthée aux volailles ;
l'utilisation des médicaments vétérinaires ;

une derniere rubrique pour les observations pestasndu répondant.

© O 0O

Les questionnaires ont été concus en mode fernegnafermé. Les questions étaient
courtes et précises, ne nécessitant en généralegueeponses par oui ou non, des chiffres puis
une petite observation finale du répondant.
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5.1.1.3. Localisation des sites d’échantillonnagdsns N'Djamena

Les 16 élevages de volailles et les 5 établissesnsamitaires impliqués dans notre
étude sont représentés ci-dessous, en fonctioeudeldcalisation géographique sur la carte
urbaine de N'Djamena (figure n° 9).

LRVZ

» Carte de N'Djamena, Tchad
v Fermes avicoles

‘__: | Hopitaux
Scale1:12 500
SIG f Vaine / N'dpamena

Figure 9: Localisation des fermes avicoles et h6pitaux sealée de N'Djamena
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5.1.2 - Méthodes
5.1.2.1- Echantillonnages

Tous les échantillons ont été collectés sur deuxpegnes. Lors de la premiere
campagne de collectes, les prélevements ont can®eétevages de volailles et 4 hopitaux de
la capitale. La deuxieme campagne a impliqué 7agjes de volailles supplémentaires et 5
hopitaux (les 4 héopitaux de la seconde campagrienéties mémes que ceux de IH°1
campagne). Les prélevements ont été réalisés esqmotocoles suivants :

5.1.2.1.1- ElevagefTableau 22)

Les prélévements ont tous été effectués tousaleedis matins entre 7 h - 10 h. Chaque
batiment abritant les volailles était divisé augiquelle que soit sa superficie.

Fientes: au niveau de chaque tiers du batiment, on prédévéasard 15 fientes, qui sont
aussitdt mises dans un sachet de prélevementes{@lS Chemunex, Combourg, France).
Cette opération permet de faire des collectes gmsiEen pools (3 pools par batiment) de
prélevements de 15 fientes chacun.

Surfaces: de la méme facon, on applique 2 chiffonnettesitifi@es sur la litiere de chaque
tiers du batiment. Les chiffonnettes ainsi charggm# ensuite mises dans un sachet stérile
(AES Chemunex, Combourg, France). Trois pools @éepements de 2 chiffonnettes chacun
sont ainsi réalisés pour chaque béatiment.

Abreuvoirs : on choisit trois abreuvoirs de chaque tiers diinEnt et on y préleve 5 mL
d’eau fournie la veille aux volailles. On réaliseup chaque batiment, un pool de 6 x 5 mL
d’eau issue de chaque tiers du batiment. Les m@iénts sont mis dans un sachet stérile (AES
Chemunex, Combourg, France).

Mangeoires : on choisit, au hasard, trois mangeoires de chague du batiment et on y
préléve 5 a 10 g d’aliments fournis la veille awtailles. On réalise pour chaque béatiment, un
pool de 6 x (5 a 10 g) d’aliments issu de chagars tlu batiment.

Les prélevements sont transférés au fur et a mekans des caissons isothermes ne
dépassant pas 4°C et ramenés au LRVZ (LaboratoireRdcherches Vétérinaires et
Zootechniques) de N'Djamena, dans un délai ne dépapas 4 h et pré-enrichis dans I'heure
qui suit. La dilution est faite au 1/10 pour toas Echantillons (25g dans 225 mL).

5.1.2.1.2- Hopitaux(Tableau 23)

Les préléevements (selles des patients malades thlisgs ou non) sont récupérés
directement auprés des techniciens de laboratdeehaque hdpital tous les deuxiemes jours
de la semaine entre 11h et midi. lls sont mis ddes sachets stériles (AES Chemunex,
Combourg, France).

Ces prélevements sont ensuite mis dans un caisstireime et ramenés au laboratoire
dans un délai ne dépassant pas 4 h et pré-endahis I'heure qui suit. La dilution est faite
également au 1/10 (10g dans 90 mL d’EPT).
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Tableau 22: Organisation des échantillonnages dans les feaviesles

. - Nombre de Type de . Nombre de Modalités de
Echantillonnages Période s prélevements par 1
fermes préléevements ferme prélévements
Fientes 3 pools de 15 fientes au hasard
15 fientes par tiers du batiment
2 chiffonnettes sur la
3 pools de 2 .
Litieres - litiére par tiers du
N chiffonnettes o
- 01 Aolt 2010 au batiment
Premiere . 9 fermes .
campagne 31 Janvier 2011 E 1 pool de 5 mL par abreuvoirs et
aux : L
6 x5 mL par tiers du batiment
aliments 1 pool de 10 g par mangeoire et
6x10¢g par tiers du batiment
Sous-total 9 8 pools de 63 72 pools de 567
prélévements prélévements
Fientes 3 pools de 15 fientes au hasard
15 fientes par tiers du batiment
2 chiffonnettes sur la
Litieres s pools de 2 litiere par tiers du
- 01 Septembre chiffonnettes A
Deuxiéme 2011 au 28 batiment
campagne Février 2012 7 fermes Eaux 1 pool de 5 mL. par abrguyoirs et
6 x5 mL par tiers du batiment
aliments 1 pool de 10 g par mangeoire et
6x10g par tiers du batiment
Sous-total 7 8 poolsde 63 56 pools de 441
prélévements prélévements
Total 16 63 prélévements 1008 prélevements
en 8 pools en 128 pools
Tableau 23: Organisation des échantillonnages dans les hépita
Nombre Type d’échgr?tri“g:les ar Modalités
Echantillonnages Période d’hdépitaux  d'échantillons A P d’échantillonnage
hdpitaux
10 échantillons Une visite de collectes
Premiere 01 Aodt 2010 au 4 Selles d’origine ar hopital et~ SY rendez vous dans un
campagne 31 Octobre 2010 humaine P pita seul hépital par semaine
par semaine .
pendant 03 mois
Sous -total 4 40 echantllllons 120 échantillons
par mois
10 échantillons Une visite de collectes
Deuxiéme 01 Septembre 2011 5 Selles d'origine ar hopital et SY" rendez vous dans un
campagne au 28 Février 2012 humaine P prtal seul hépital par semaine
par semaine .
pendant 06 mois
Sous-t otal 5 50 echannl_lons 300 échantillons
par mois
Total 5 90 échantillons 420 échantillons
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5.1.2.2. Analyse bactériologique
Les analyses bactériologiques ont été réaliséen &horme NF CEN ISO 6579, 2002.
5.1.2.2.1. Méthode de recherche d&almonella

La recherche des isolats &lmonellaa été réalisée en 4 étapes suivant la norme
Francaise ci-dessus citée : le pré-enrichissem@miichissement sélectif, I'isolement sur
gélose et enfin l'identification biochimique pas galeries appropriées.

5.1.2.2.2. Schéma d’analyse
- Pré-enrichissement (préparation de la solution méx : inoculum)

On a ajouté 225 mL d’EPT (AES Chemunex, Combourgnée) aux 25 g de
prélevements issus des élevages (90 ml d’E.P.T oy de selles humaines). La solution
meére obtenue a été laissée 30 mn a la tempéranbimme pour revivification et étuvée
ensuite pendant 18 - 20 h a 37° C. Ceci permesalmonelles (éventuellement présentes)
et aux autres bactéries de se multiplier en abamddglles deviennent ainsi facilement
détectables par la suite.

Le pré-enrichissement permet la croissance desosalhes soumises a un stress ou
endommagées par des facteurs comme l'expositioa ahaleur, la congélation, la
déshydratation, les agents de conservation, ue foession osmotique ou d'importantes
fluctuations de température.

- Enrichissement sur bouillons sélectifs

0,1 mL de la solution mere a été mis dans des talbésstériles contenant 10 ml de
bouillon RVS (AES Chemunex, Combourg, France) av@&tpendant 24 h a 42° C. La
sélectivité du bouillon RVS et la température dlipation relativement élevée entrainent
I'élimination d'une grande partie de la flore daanpagnement et favorisent la croissance
des salmonelles.

1 mL de cette solution mere a été mis parallelendamis de tubes a vis stérile
contenant 9 ml de bouillon MKTTn (AES Chemunex, @ouorg, France) et étuve
pendant 24 h a 37° C.

- Isolement sur géloses sélectives

1 goutte de l'inoculum du bouillon RVS a été ensecée par strie d’épuisement
dans une premiére boite contenant de la géloseoblelAES Chemunex, Combourg,
France). La méme opération a été répétée avecutireekmite contenant de la gélose XLD
(AES Chemunex, Combourg, France).

1 goutte de I'inoculum du bouillon MKTTn a été em&ncée dans une premiere
boite contenant de la gélose Hektoen. La méme tipéra été répétée avec une autre boite
contenant de la gélose XLD. Toutes les boites tie $&it incubées a 37° C pendant 24 h.

- Purification
Aprés 24 heures, les colonies isolées sur les gglpgesentant les caractéristiques
macroscopiques des salmonelles (colonies rougeatntre noir sur XLD et colonies
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verdatres ou bleuatres a centre noir sur Hektotxigré repiquées, pour purification sur
gélose Hektoen pour étre soumises a une idenidicatus fine.

1 & 4 colonies suspectes (colonies vertes a nudnhee&tres et a centre noir, bien
rondes et a contours réguliers) ont été récup&ieasemencées sur gélose Hektoen puis
incubées pendant 24 h a 37° C.

- identification biochimique:

1 a 2 colonies issues des boites de purificatiarétinré-ensemencées par stries sur
gélose nutritive et étuvées pendant 24 h a 37° C.

Nous avons d’abord effectué la coloration de Grarta@echerche de I'oxydase
afin de vérifier les caractéeres majeurs des Enaaalies. La coloration de Gram est une
technique qui permet de mettre en évidence lesctémes morphologiques (Grarmu
Gran, forme et taille) des bactéries. L'identificatid@s souches de salmonelles fait appel
a une sélection biochimique des isolats analysedpmction de réactions biochimiques
bien déterminées.

La confirmation des caractéristiques biochimique®t@ réalisée, grace a des
galeries Microgen GNA (AES Chemunex, Combourg, EeanL’incubation a été faite a
37° C pendant 18 h a 20 h. Cette galerie permetateercher 12 caracteres biochimiques

5.1.2.3.Le sérotypage

Le sérotypage a été effectué au sein de l'unité QEdBactérisation et Epidémiologie
Bactérienne) du Laboratoire d'Etudes et de Recherslur la Qualité des Aliments et des
Procédés agroalimentaires (LERQAP) de I'Anses (AgeNationale de Sécurité Sanitaire de
I'Alimentation, de I'Environnement et de du Trayadie Maisons-Alfort en France, par
agglutination sur lame mince a l'aide d'une cultireéche de salmonelles et des sérums
appropriés. Il a d'abord été vérifié que les isofdétaient pas en phase rugueuse (Rough: R.)
ou auto agglutinables.

Les sérotypes ont été déterminés par les sérunay@apents ou sérums de mélange :
OMA, OMB, OMC, OMD, OME, OMF et OMG, puis par leérems monovalents anti O et
enfin par les sérums anti H (HMA, HMB, HMC et H&glon le schéma de sérotypage.

En pratique, les sérums polyvalents OMA et OMB pedtent de déterminer le sérotype
de 99 % des souches &almonella L'utilisation des sérums monovalents anti-O pérdes
préciser le groupe auquel appartient la salmonkbefacteur 1 et le facteur 12 ne sont pas
recherchés ou rarement, car ils sont retrouvés cleeznombreux sérotypes et peuvent
provoquer des agglutinations génantes. Enfin léetabde Kauffman-White-Le Minor, est
utilisé pour la détermination de la formule antiggme et la lecture des résultats du sérotypage
(Guibourdenchet al, 2010).
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5.1.2.4 - La méthode PTS (Premi TesSalmonella)

Pour minimiser le colt et le temps de sérotypagelgpanéthode classique, certains
isolats deSalmonellaissus de la deuxieme campagne de collectes oseébéypés grace a la
méthode PTS (Premi® TesBalmonella system, Check-Points BV, Wageningen, The
Netherlands). La PTS utilise la réaction de débectnultiplexe par ligation, pour générer un
ensemble de molécules d'ADN circulaires qui sostiga amplifiees par PCR au moyen d'une
seule paire d'amorces. Les produits de PCR soantterg/bridés sur une puce a ADN de faible
densité. Les signaux d'hybridation sont détect@sega la présence de marqueur a biotine
incorporée dans I'une des amorces de PCR (Wadtial, 2008).

Un ensemble de marqueurs génétiques présents gucdad’ADN ont été sélectionnés
dans le but de produire des profils d'hybridationque, pour identifier et discriminer les
sérotypes d&almonellaentericasubspenterica

5.2. Résultats
5.2.1. Etude des questionnaires issus les fermes

Les informations collectées grace aux questionsaicels ont permis de caractériser les
fermes avicoles de N'Djamena, dans lesquels onefé@étués les différents échantillonnages.
Toutes les volailles étaient, entre autres de risasown, Leghorn, Hye-line, Hybro-chair et
d’age compris entre 40 et 60 jours pour les chatrentre 2 et 23 mois pour les pondeuses. Les
volailles ne présentaient aucun signe de maladirm@uent de nos deux campagnes d’étude.

5.2.2. Caractéristiques des fermes avicoles enquésé

Le nombre de fermes avicoles de la premiére cangégit de neuf (9), alors que celui
de la deuxiéme campagne était de sept (7). Tousldgages étudiés correspondaient a de tres
faibles investissements et étaient de taille med@stpacité moyenne : 1000 sujets par bande),
ne possédant en général qu’'un ou deux batimentsg)Ll8vec une densité variant entre 3 et 13
sujets / m2. Les murs étaient soit en terre batoié,en dur ou en semi-dur et les toits en téles
(plaques de zinc).

L’équipement se limitait aux mangeoires, abreuvatsaux radiants de chauffage
manuel au charbon de bois avec absence de systiemvestilation. La variation de I'humidité
était méconnue dans les batiments, avec comme quoarsée, un manque d’humidité, surtout
en saison de fortes canicules qui peuvent durer ggud mois par année. L'éclairage se faisait
par les lampes tempétes et a batteries, raremeninpgénérateur de courant. Le sol était en
béton (10 sur 16 élevages) et dans 11 cas / 1@wedopar une litiere de paille hachée. Dix
élevages parmi les 16 étudiés avaient une clotangupart en grillage, mais en mauvais état,
ce qui donnait libre accés aux animaux de la besse-(caprins, ovins, canards, chiens,
chats...). Les sources d’abreuvement d'eau étaiest piits ouverts ou des forages (12
élevages / 16) (Tableau 24).

Les performances de ces élevages privés se meatuaala nature extensive de leurs
capacités de production et se traduisaient pardunée du cycle d’élevage longue (23 mois
pour les pondeuses et 2 a 3 mois pour les poutethair) et un gaspillage d’intrants (aliments
avicoles, matériels biologiques, produits vétéres). Le sous-équipement des fermes, associé
au mangue de professionnalisme des producteursafeceonduite de I'élevage aviaire n’ont
fait qu'aggraver leurs codts de production déja éevés.
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La classification des fermes avicoles impliquéessdaotre étude s’est faite selon le
niveau de contamination de nos fermes (Tableau@&gi dans le but de mesurer l'influence
de la typologie de chaque ferme avicole sur lez tlucontamination observés. Cette mesure
est réalisée grace au test statistique de Fishredafdéterminer la corrélation statistique entre
les facteurs de risque de contamination et legmdifftes caractéristiques des 16 fermes avicoles
impliquées dans notre étude (Tableau 24).

Tableau 24 :Typologie des élevages de volailles enquétés dgaNiBna, Tchad

Répartitions des élevages par
pourcentage de contamination des Total
Caractéristiques des élevages élevages
Elevages < 30 % Elevages > 30 %
Capacité de production 500 — 5000 500 - 5000
Nombre d'élevages 7 9 16
Origine des poussins
e Afrique 1 4 5
*  Hors d'Afrique 6 5 11
Nombre de bande par fermes
e laz2 6 8 14
e« 3et+ 1 1 2
Densité des volailles par bandes
« 1a5oiseaux/m? 2 4 6
e Bet+ 5 5 10
Taux de mortalité par bande
e 0a5% 5 9 14
e 6%a+ 1 1 2
Abreuvement
e Eaux de robinet 2 2 4
+  Eaux de forage 5 7 12
Nombre de batiments
e 1 2 1 3
e« 24+ 5 8 13
Structure des batiments
e Endur 5 8 13
»  Terre battue 2 1 3
Structure du plancher
« Béton 3 7 10
«  Terre battue 4 2 6
Litiere
* Paille hachée 5 6 11
«  Copeaux de bois 2 3 5
Main d’ceuvre
e 1la2ouvriers 6 5 11
e 3a+ 1 4 5
Niveau d’instruction des ouvriers
e CEP 5 4 9
«  Brevetet+ 2 5 7
Combinaisons de travail (habits,
gants et chaussures)
e Oui 5 7 12
. Non 2 2 4
Visite vétérinaire
¢« Aucune 1 1 2
e la+ 6 8 14
Hygiene
¢ Présence de sanitaires
1. Oui 3 4 7
2. Non 4 5 9
Hygiéne
e Savon et désinfectant
1. Oui 6 8 14
2. Non 1 1 2
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Propreté de I'environnement de la
ferme (désinfection)
e Oui 4 7 11
Utilisation de pédiluves
e Qui 6 8 14
. Non 1 1 2
Désinsectisation
e Oui 6 8 16
. Non 1 1 0
Dératisation
e Oui 5 2 7
. Non 2 7 9
Isolation - aération
¢ Moyenne 4 4 8
*  bonne 3 5 8
Cloéture de la ferme
e Oui 3 7 10
e non 4 2 6
Vide sanitaire
e 1a2semaines 2 4 6
e 3 semaines a + 5 5 9
Acceés des autres animaux a la
ferme 7 7 14
e Oui 1 1 2
« Non

5.2.3. Enquétes dans les hopitaux

Pour rendre possible les collectes d’échantillaassdes différents hépitaux concernés
par notre étude, il nous a fallu obtenir une as@didon d’acces, auprés de la Délégation
Régionale Sanitaire (DRS) de N'Djamena. La DRS'esjane directeur qui, sous la tutelle du
Ministere de la Santé Publique, coordonne toutyktesne de santé tchadien organisé par
région administrative. Cette autorisation étaitr@atarte d’accés dans les centres de santé et
nous permettait de recueillir directement aupréladeratoires respectifs de ces hdpiatux, tous
les échantillons de selles disponibles des patieatades hospitalisés.

5.2.4. Prévalence de contamination des élevages

Sur les deux campagnes d’investigation, un total2& pools d’échantillons (48 pools
de fientes, 48 pools de chiffonnettes de surfaéepdols d’aliments et 16 pools d’eaux)
collectés de 14 fermes de poules pondeuses et fdenies de poulets de chairs ont été
analysés. De ces pools d’échantillons, 56 (43,75sé6) révélés positifs a la présence de
SalmonellgTableaux 25 et 27).

Tableau 25: Prévalence d8almonellgpar type d’échantillons et bande de volailles.

Nombre d'échantillons par pools

Type ) Poules pondeuses (n =112) Poulets de chairs (n = 16) Total (n = 128)
d’échantillons . " - " o "
Examinés Positifs (%) Examinés  Positifs (%) Examinés Positifs (%)
Fientes 42 13 (30,95) 6 3 (50) 48 16 (33,33)
Litiere 42 16 (38,1) 6 4 (66,66) 48 20 (41,66)
Aliments 14 10 (71,42) 2 2 (100) 16 12 (75)
Eaux 14 8 (57,14) 2 (0) 16 8 (50)
Total 112 47 (41,96) 16 9 (56,25) 128 56 (43,75)
70
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5.2.5. Prévalence de contamination dans les hdpitau

Sur les deux campagnes de notre étude, nous astesté un total de 420 échantillons
de selles des patients malades hospitalisés daestg hopitaux impliqués dans notre enquéte.
De ce total, 37 (8,8 %) échantillons sont posdiisgenreSalmonellaTableaux 26)

Tableau 26: Prévalence d8almonellgpar hépital enquété

Nombre d’échantillons de selles humaines

Hbpitaux (n=420)

Examinés Positifs (%)

Hop1 (hépital public) 90 6 (6,66)

Hop2 (hépital public) 90 4 (4,44)

Hop3 (hopital privé) 90 1(1,11)
Hop4 (hépital public) 60 10 (16,66)
Hop5 (hopital public) 90 16 (17,77)
Total 420 37 (8,8 %)

5.2.6. Distribution des sérotypes d8almonella dans les élevages

Des 56 pools d’échantillons retrouvés positifs anrgSalmonellanous avons identifié
84 isolats de&salmonellaappartenant a 28 sérotypes différents (TableayxL28 sérotypes les
plus fréequemment rencontrés étai§almonellaColindale (19%) etSalmonellaMinnesota
(18%), suivi parS Havana etS Riggil (6 % chacune)S. Amager (4,7 %),S. Idikan,
Mississipi, S. Kottbus et Muenchen (3,6 %). Les autres serotgb@ient tres peu représentés.
Nous souhaitons apporter deux remarques : - se@&leérotypes identifiés étaient isolés dans
au moins deux fermes avicoles différentes ; - fetmes impliquées dans notre étude se sont
révélés positives aux salmonelles.
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Tableau 27: Distribution des différents échantillons (+) f@mme avicole dans la région de

N’Djamena
Caractérisation des élevages et des prélévements
Age des volailles d’t[a\lcc;grt:triﬁodni D%C;lﬁifs Pourcentage des
Fermes et type de bandes P prélevements (+) par ferme|
. Llltlere (1), 50 %
1 23 mois / pondeuses Fientes (2) (4/8)
aliments (1)
0,
2 4 mois / pondeuses Litiere (2) %25/8/;
Litiere (2), 62.5 %
3 7 mois / pondeuses Fientes (2)
aliments (1) (5/8)
0
4 6 mois / pondeuses Eaux (1) 25/ %
aliments (1) (2/8)
5 8 mois / pondeuses aliments (1) 12,5 % (1/8)
6 48 jours / chairs Flente§ (3), litiere (3), 87,5 % (7/8)
aliments(1)
— 0
7 50 jours / chairs I_'ltlere (1) 25/ /0
aliments (1) (2/8)
0,
8 12 mois / pondeuses !Eaux (1) 25/ %
aliments (1) (2/8)
Litiere (2)
Fientes (2) 5%
9 7 mois / pondeuses
eaux (1) (6/8)
aliments (1)
— o
10 13 mois / pondeuses L|t|ercle (1), Baux (1) 373;?8/0
aliments (1), (3/8)
i 0
11 14 mois / pondeuses Fientes (1) 25/ %
Eaux (1) (2/8)
Litiere (1) 62,5 %
12 17 mois / pondeuses Eaux (2)
. (5/8)
aliments (1)
13 4mois / pondeuses Fientes (1) 12,5 % (1/8)
. o
14 5 mois / pondeuses Litiére (2), 3(73;?8)A)
Eaux (1)
Fientes (2) 50 %
15 3 mois / pondeuses Eaux (1)
aliments (1) (4/8)
— . o
16 2 mois / pondeuses Litiere .(3), Fientes (3) 877,;%8&
Aliments (1) (7/8)
Total des prélévements (+) 56 43,75 %

Djim-adjim TABO

12



Tableau 28: Distribution des différents sérotypesS@monellasolés de 16 fermes avicoles
dans la région de N'Djamena

Caractérisation des volailles et des isolats de Salmonella
Age des volailles SerOtyF:)ilsr (élee\slgggonelles Nombre d'isolats par élevage
Fermes et type de bandes
S. Havana (3)
1 23 mois / pondeuses  [s. Kalina (1) 6
S. Idikan (2)
2 4 mois / pondeuses S. Muenchen (2) 4
S. Gamaba (2)
S. Amager (4)
S. Eppendorf (1)
3 7 mois / pondeuses S. Oakland (2) 10
S. Muenchen (1)
S. Gloucester (1)
S. Typhimurium (1)
4 6 mois / pondeuses S Kot_tbus (1) 3
S. Colindale (2)
5 8 mois / pondeuses S. Mississipi (3) 3
6 48 jours / chair S. Colindale (7) 7
7 50 jours / chair S. lelete (1) 2
S. Colindale (1)
8 12 mois / pondeuses S. Bokanjac (2) 3
S. Havana (1)
S. Colindale (6)
9 7 mois / pondeuses S. Wilhelmsburg (2) 10
S. Ried (2)
10 13 mois / pondeuses S. Telelkebir (2) 4
S. Kinondoni (2)
11 14 mois / pondeuses S. Wlnterthur (1) 2
S. Virchow (1)
S. Derby (1)
S. Stanley (1)
12 17 mois / pondeuses  |S. Kottbus (2) 7
S. Winterthur (1)
S. Tennessee (1)
S. Enteritidis (1)
13 4mois / pondeuses S. Minnesota (1) 1
14 5 mois / pondeuses S. Minnesota (3) 3
S. Riggill (5)
15 3 mois / pondeuses S. Hull (1) 7
S. Havana (1)
16 2 mois / pondeuses S Minnesota (11) 12
S. Idikan (1)
Total des sérotypes et isolats .
de Salmonella 28 serotypes 84
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5.2.7. Distribution des sérotypes d8almonella dans les hdpitaux

L’ensemble des méthodes de diagnostics réalisédesudi20 échantillons de selles
humaines nous a mis permis d’identifier 55 soucteesalmonelles appartenant a 21 sérotypes
différents. Le sérotype majoritaire ét8slmonellaStanleyville (n = 8), suivi pa. Anatum (n
=5),S Braenderup (n = 45 Kottbus,S HerstonS Ona,S. Colindale S. Idikan, S FarchaS
Altona, S Hato (n = 3 chacun) et d& Enteritidis, Havana, Urbana, Amsterdam (n = 2,
chacun). Les autres sérotypes étaient peu repéss@rableaux 29).

Tableau 29 :Distribution des différents sérotypes Si@monellad’origine humaine isolés de 5

hopitaux dans la région de N'Djamena.

Nombre Proportions
Hépitaux Sérotypes d’isolats par d’isolats par
hopital hopital
S. Anatum 5
S. Braenderup 4
S. Stanleyville 3 47,27 %
S. Altona 3
Hép5 S. Farcha 3
S. Hato 3 (26 isolats de 9
S. Havana 2 sérotypes)
S. Urbana 2
S. Hull 1
S. Stanleyville 5
S. Colindale 3 21,27 %
Hop4 S. Idikar?. . 3
S. Enteritidis 2 (15 isolats de 6
S. Teshie 1 Sérotypes)
S. Vom 1
S. Herston 3 14,54 %
Hop1 S. Ona 3 _
S. Kottbus 1 (8 isolats de 4
S. I:8:i:- 1 sérotypes)
S. Kottbus 2 9,1%
Hop2 — ﬁg,‘itgfam i (5 isolats de 3
sérotypes)
HO6p3 S. Muenchen 1 1,82 %
Total 21 sérotypes 55 isolats 100 %
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Tableau 30: Récapitulatif des isolats et sérotypesSaémonellasur les deux campagnes dans

les fermes avicoles et dans les hopitaux.

Nombre d’'isolats

Nombre d’'isolats

Année - A Observations
dans les élevages | dans les hopitaux
Premiere , .
campagne: N = 46 N =12 58 |solatsdgfeérzelmsserotypes
01/08/2010 au (9 fermes) (4 hopitaux)
(27,6 % Salmonella
31/01/2011 :
Colindale)
Deuxieme . .
campagne: N = 38 N =43 81 |solat3i<:fzr2eér1]tsserotypes
01/09/2011 au (7 fermes) (5 hopitaux) (18,5 % Salmc;nella
28/02/2012 o
innesota)
16 fermes = 84 isolats | 5 hopitaux = 55 isolats 139 isolats
TOTAL de 28 sérotypes de 21 sérotypes (42 Sérotypes, tres
différents différents diversifiés)
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5.3. Discussion
5.3.1. Prévalence d&almonella dans les fermes avicoles

Avant notre étude, il n'y avait aucune informati@tente disponible sur la prévalence
du genreSalmonellasur les fermes avicoles Tchadiennes. De ce faitr gdiscuter du taux de
prévalence dé&almonelladans la région concernée par notre étude, il feprtir dans les
années 1960 et 70 pour disposer de quelques infiomeaa travers les études meneées par
Guardet al. (1973) ; Le Minoret al. (1969) et Perpezat al. (1963). Ces investigations dites
de routine avaient permis d’isoler, chez au moiesfrespeces animales, une centaine de
souches d&almonellaappartenant a plusieurs sérotypes différents €balxl 14 et 15).

Nous retiendrons qu'au cours de notre étude, 4%78es 128 pools d’échantillons
examines, étaient positifs au gerBalmonella(tableaux 25 et 27). Parmi les salmonelles
isolées, 10,71 % (9/84) étaient issus des échamdiltollectés de deux fermes de poulets de
chair dont la cohorte était agée de 50 jours. fjaagit clairement que ce résultat n’est pas
représentatif de toute la population de poulet itirade N'Djamena du fait du petit nombre
d’échantillons, et ne devrait pas étre interprédénme le taux de prévalence réelle des
infections aSalmonelladans ces fermes. Cependant, ce résultat met eerlute besoin de
contrdle sanitaire et la contamination des fermegallets de chair dans la région autonome
de N'Djamena.

Salmonellanon typhique (NTS) est largement disséminée dansture, colonisant une
gamme étendue d’animaux y compris les mammifeessamphibiens, les reptiles, les oiseaux
et les insectes (Butays al, 2006), mais il existe peu d’'informations concetrias réservoirs
environnementaux et les modes de contamination @&, Nlus particulierement dans le
contexte africain (Morpetht al, 2009). Plusieurs études menées dans les paystiiadisés et
en voie de développement, rapportaient des tayxéelence d&almonellaassez important
dans les élevages de poulets de chair (EFSA, 20t et al.,2007 ; Siemort al, 2007).

A I'échelle africaine, il est important de soulignketude réalisée en Algérie par
Elgroud et al. (2009) qui a montré un taux de prévalenceSdémonellade 37 % dans les
élevages de poulets de chair. Au Cameroun, Woeta#fd. (2010), a travers leur étude menée
sur les échantillons de poulets de chair vendudégsils dans 8 marchés de Yaoundé, avaient
révélé un taux de contamination par les salmonele$0 %. Au Sénégal, Cardinaé al.
(2005) avaient mis en évidence un taux de contaimmae 10,1% d( &almonella,sur des
échantillons issus des plats de poulets vendus ldangstaurants de rue a Dakar. Enfin, une
étude précédente de Cardinakeal. (2004) menée entre 2000 et 2001, sur 70 élevages d
volailles (prélévements de fientes), au Sénégasaitaétat d’'un taux de prévalence de
contamination par les salmonelles de 28,6 %.

Dans notre présente étude, en prenant en comptpiehgpe d'élevages, le taux de
prévalence le plus important (75 sur 84 isolats 89j28 %) était issu des quatorze fermes de
poules pondeuses. Au sein de ces différentes ferdeegpondeuses étaient agées de 2 a 23
mois (dernier age de reforme). A la lumiére deréssiltats, nous pouvons affirmer que notre
étude a montré d’'une part, que I'excrétionSdmonellgpar les volailles s‘était faite a tous les
ages selon les différentes bandes échantillon@ette excrétion permanente de germes par les
volailles serait d0 a des facteurs de stress tats lgs températures élevées, les déficits
hygrométriques, le début et la fin de la périodgdete, etc. (Bouzidet al, 2012 ; Golderet
al., 2008 ; Humphrey, 2006).
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D’autre part, notre résultat a montré que la peEved de salmonelles était assez
constante dans les échantillons issus des litiguesles autres pools d’échantillons (fientes,
mangeoires et abreuvoirs). La résistance singuligr&almonellaface au phénoméne de
dessiccation (Davies et Wray, 1996) pourrait exmigcette forte probabilité d’isoler les
salmonelles des échantillons issus des litierestgpgort aux pools issus de fientes, d’eaux et
d’aliments ou la flore compétitrice est plus impoite. Les différentes sources d’ou ont été
isolés les différents sérotypes Salmonellasont listées dans les tableaux 25 et 27. Les ferme
3, 9 et 16 étaient les plus fortement contamin€abléau 27).

Le taux de prévalence (43,75 %) assez €élevé rapporicours de notre étude met en
lumiére une trés forte contamination des fermespdelets de chair et de pondeuses en
exploitation dans la région de N’Djamena. Il esfpartant de signaler que les 16 fermes
impliquées dans notre étude étaient toutes rév@ésitives a la présence &almonella Ce
résultat pourrait étre justifié par le choix de huetes d’échantillons et de diagnostics
bactériologiques utilisés lors de notre étude, &aient tres sensible pendant nos campagnes
d’investigations pour l'isolement des sérotypesSaégmonella Il peut aussi s’expliquer par la
combinaison de mauvaises pratigues de propretéeetlésinfection de I'ensemble des
eéquipements et des surfaces comme le planchenueset 'emploi du personnel non qualifié.

D’aprés les études conduites par Huneau-Saédual. (2009) et Davies et Breslin
(2003), la détection du taux élevé de contaminadioisein des bandes de volailles en cage, ne
serait pas nécessairement liée a la sensibilitéri#bodes d’échantillonnages et d’analyse,
mais pourrait plutét étre associée a une défadlatepropreté et de désinfection des batiments
de poulets ou a un contrdle sanitaire insuffishréast actuellement admis que la majorité des
contaminations chez les poules pondeuses sembée tBhutaire d'une contamination
persistante au sein de la ferme. Baggexteal. (1992) ont démontré dans leur étude que la
contamination par le genfalmonellade la bande précédente constitue une source Ebient
d’infection pour la bande suivante au sein d’'unenaéerme de volailles. Aussi, Namataal.
(2008), ont rapporté au terme de leur étude quFdasmissions verticale et horizontale jouent
un réle important dans la contamination Satmonellades troupeaux de poules pondeuses et
de poulets de chair dans les élevages.

Van Immerseekt al. (2005) ont souligné que l'introduction seule deugmins sans
salmonelles, par la vaccination des bandes paesntaintreéSalmonellaest certes, un moyen
efficace pour contrbler la transmission verticalngl un troupeau, mais ne suffira pas a
prévenir la contamination des volailles par I'eominement si en outre, aucune mesure
hygiénique n’est prise simultanément. Plusieursiégiont également suggéré que I'ensemble
des mesures a prendre pour limiter la contamindtanizontale dans les élevages comprenait
un nettoyage et une désinfection efficaces desats et I'application des mesures sanitaires
appropriés contre les vecteurs de germe mobilésnrmabbiles (Davies, 2004 ; Garbet al.,
2003 ; Van Immerseelt al., 2005 ; Walet al, 2007 ; Muraset al.,2001).

Toutes ces découvertes semblent corroborer le dauprévalence élevé montré par
notre étude. Ce résultat est d’'une part en acawec I'état général tres rudimentaire des
infrastructures et équipements de I'ensemble desefe avicoles impliquées dans notre étude
qui n’étaient pas aux normes, d’'autre part aveerlesures de biosécurité sanitaire déplorable
concernant les contrbles contre les rongeurs, dpsles, les oiseaux sauvages, les animaux
errants et les amphibiens qui étaient trées malré@sslious ces constats supposent a terme que
les mesures d’hygiéne et de contrble sanitaireesiu des troupeaux de volailles contribuent
fortement a une réduction considérable de contdimmgar le genreSalmonelladans les
fermes avicoles.
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5.3.2. Prévalence d&almonedlla dans les hbpitaux

Les souches de salmonelles d’origine humaine dhtisetiées a partir d’'un seul
produit pathologique dans les situations cliniqeesvantes : gastroentérites, diarrhées et
dysenteries. Au cours de cette étude 8,8 % degdzéntillons de selles recueillies aupres des
5 hoépitaux de la capitale et examinées par copiw@asd, sont révélés positifs au genre
Salmonella(Tableau 26)Ce taux de prévalence, assez important dépeitahlaau clinique
alarmant, lorsque I'on sait que tous les sérotglgesalmonelles peuvent, en théorie, causer une
infection systémique chez les humains au statutunitaire diminué, surtout chez les jeunes
enfants et les sujets agés ou immuno-déprimeés (B#wnal, 2000 ; Grahanet al, 2000a).
D’'un point de vue épidémiologique, cette étude dev@lence dans les hoépitaux offre une
approche bien singuliére et une premiere descriptiesez représentative du schéma de
dissémination d&almonellaspp, dans la région de N'Djamena.

Dans les pays industrialisés, c’est en premier lignportance économique et
sociétale de ces pathologies qui est considérdiie2001, sur 1 836 cas confirmés de
salmonelloses en France, 63,2 % ont été acquis i collectivités. Le milieu scolaire était
le plus touché, étant donné qu’il représentait 2de% cas de salmonelloses. Les cas contractés
dans un cadre familial étaient également importaméc un pourcentage de 43,8 %
(Haeghebaeret al, 2002). Sur la période 2002 a 2010, le CNR-Salsémtypé 60 335
souches d&almonellaEn 2010, 92 Tiac confirméesSalmonellaont été déclarées. Ces Tiac
a Salmonellaont été a l'origine de 1066 malades et 145 hosgatsons. Parmi les cas dont
I'age était enregistré, 32 % concernaient les @éafagés de 1 a 4 ans, 15 % des enfants de 5 a
14 ans, 39 % des personnes agées de 15 a 64h%edes personnes ageées de 65 ans et plus
(Delmaset al, 2010).

D’aprés les travaux de Frenzenal, (1999) et de Sarwaeit al, (2001), aux USA
les colts annuels de salmonelloses sont estimes 400 millions et 3,5 milliards de dollars
US, pour I'ensemble de I'’économie ameéricaine. Cakws ont tenu compte des codts
meédicaux et des pertes de productivité. En Eurepeonsidérant que 95 % des salmonelloses
ont une origine alimentaire, les colts annuelsewrientre 560 millions et 2,8 milliards
d’euros. Un cas unique de salmonellose est estjimant a lui, & une valeur comprise entre 24
euros et 3,8 millions euros (Parlement europé&oateil de I'Union européenne, 2001).

En Afrique, la salmonellose est identifiée comme wmaladie tropicale négligée,
causant des diarrhées sanguinolentes ou non segésémies graves, en particulier chez des
nourrissons, des personnes agées et/ou immunodgwitals que des patients vivant avec le
VIH Sida. Elle est associée a une mortalité trgzoirtante dans les pays sous développés et en
voie de développement (Diom al, 2011 ; Feasegt al, 2012). Ces derniéres observations
contrastent avec celles des pays développés auddalités liées aux infectionsSalmonella
non typhique sont trés faibles, du fait probableintis systemes et regles de surveillance bien
efficaces. Dans la plupart des pays africaBslmonellanon typhique est citée parmi les 3
bactéries pathogénes les plus communes, respossiddanfections du systeme sanguin chez
les adultes et les enfants (Shatal, 2008 ; Siguaquet al, 2009). Les cas de déces liés aux
maladies dues Salmonellanon-typhiques invasives, parmi les patients habpés, oscillaient
entre 4,4 % et 27 % chez les enfants et de 22 % &o4chez les adultes (Bremt al,
2006 ; Enwerest al, 2006 ; Gordoret al, 2002 ; 2008).

D’un pays africain a un autre, ces données de [aéem peuvent varier en fonction
des réalités socio-économiques, démographiquesagrgphiques. Il est a noter que I'étude
réalisée par Hilet al, (2007), révélait que les NTS représentaient 8d@c%cas de d'infection,
surtout liés aux jeunes enfants, dans un hopitdh dapitale gambienne. Au Sénégal, d’apres
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les travaux menés sur les données de patientdénfear le VIH et recensés par le CHU de
Dakar, de 1996 a 2005, Seydi al. (2008) rapportaient 62 cas (8,8 %) d’infections a
Salmonellanon-typhique. Par exemple au Malawi, 64 % de nauxenés décédés suite a de
meéningites, étaient infectés p&almonellanon typhique (Graharat al, 2000b ; Milledgeet

al., 2005). Kariukiet al, (2006), ont rapporté a travers leurs travaux,total de 336
Salmonellanon typhique isolés par hémocultures de 1994-200&z des enfants agés de 0 a
13 ans admis en pédiatrie, dans un hépital rur&lenya.

En effet, loin d’étre exhaustives, ces données reaht’importance récurrente des
infections humaines &almonelladans les différentes régions d’Afrique. Il faigraler que le
taux de prévalence (8,8 %) révélé par notre étueledpen compte ni la classe d'age, ni le sexe
ou le statut immunologique des personnes enquétéemt plutdét en lumiere une situation
globale d’infection aSalmonellanon-typhi chez les patients de tous ages et des siexes
recus en consultation dans les hépitaux de N’'Djamenpliqués dans cette étude.
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5.3.3. Distributions des salmonelles dans les fersmavicoles

Les 84 sérotypes dealmonellaisolés au cours de cette étude étaient uniques, ca
tres hétérogenes et largement disséminés dan$ lesrries avicoles investiguées (Tableaux
28 et 30). Contrairement a plusieurs études meaégavers le monde, dont les sérotypes
majoritairement isolés étaieialmonellaEnteritidis et Typhimurium (Abourt al, 2003 ;
EFSA, 2011 ; Ottomet al, 2007), notre présente étude n'en a révélé qder? un seul
Enteritidis et un seul Typhimurium au sein de dbardes différentes de pondeuses.

A notre connaissance&. Colindale, sérotype majoritaire dans notre étu&tait
décrit plutdt chez les humains et pour la premiéi® en 1955 a partir de selles d’'une femme
souffrant de diarrhée aigué qui était arrivée adres (Angleterre) aprés plusieurs jours passes
au Nigéria (Audrey et Holt, 1955). Ce méme sérotadt aussi décrit au Tchad par Perpezat
et al. (1964), puis par Vigier et Chamoiseau (1967) ddsastillons de selles humaines a
I'népital principal de N’Djamena et des échantibond’eaux destinés a la consommation
humaine dans la méme ville. En Gambie, il a étpaep comme le sérotype prédominant
(21,42%) de NTS dans les cas d’infection entéricjuez les enfants 4gés de moins de 5 ans
(Dione et al., 2011). Plus récemment, il a été identifié en Feadltez les femmes immuno-
déficientes (Lebeauat al, 2012).

Nous pouvons affirmer qu’a I'échelle des infeci@mimales, en particulier chez les
poulets, c’est la premiere description du sérot@oéndale. Il était isolé de deux fermes de
poulets de chair (9 %) et de 3 différentes fermegpandeuses (10 %). Dans ces fermes, les
volailles ne présentaient aucun signe cliniquealeanellose. Ce portage asymptomatique de
salmonelles, par les volailles, présente de sé@gasnséquences, pour la sécurité alimentaire
et la santé publique a cause du risque de contéionindes aliments et de consommation des
produits contaminés.

SalmonellaMinnesota était le deuxiéme sérotype le plus feégyl8 %). Il était
isolé de trois difféerentes fermes de pondeuses '‘@gahiena. Une étude menée sur tout le
territoire belge en 2010, rapportait un taux devgience deS. Minnesota de 6,1 % chez les
volailles, en particulier chez les poulets de cfRapport CODA-CERVA, 2010)Salmonella
Kottbus, Muenchen et Idikan étaient chacun retrewdans deux fermes différentes de poules
pondeuses. 5 isolats d& Havana étaient isolés dans 3 différentes fernte3 isolats de
Mississipi isolés dans une ferme de poules pondel@mns les années 60 a 70, une souche de
S Idikan a été décrite a N'Djamena par Vigier eta@ioiseau (1967), sur des échantillons
d’ceufs de poules pondus sans coquilles et sopidietes fientes.

Cing isolats dé&. Riggil et 4 isolats d& Amager sont respectivement identifiés des
fermes n° 15 et n° 3. Ces deux derniers sérotylagsné déja décrits par Perpeeatl, (1964)
chez les reptiles (Iézards et iguanes), connus @méservoirs importants de salmonelles
(Butaye et al, 2006 ; Pasmanst al., 2005). Les autres sérotypes 8almonellaétaient
diversement disséminés dans les différentes feaviesles étudiées. Notre étude a également
révélé 3 isolats d& Muenchen dans les fientes et chiffonnettes déaceirdans 2 fermes
différentes de pondeuses. Peu isolé en Afrigueséretype a été rapporté par Boaseal.
(1999 ) et Buxtoret al.,(1999) comme impliqués, dans des cas de toxidioies alimentaires
associées a la consommation de jus de fruit noteyrdsé aux USA et au Canada. D’autres
intoxications causées p&rMuenchen avaient été rapportés par Prasgtat. (2001), associées
a la consommation de germes de luzerne crus.
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5.3.4. Distribution des salmonelles dans les hopita

Au cours de notre présente étude, I'analyse deanéitbns de selles issus des 5
hopitaux de la ville de N'Djamena, a permis de l&wéde nombreux sérotypes de salmonelles,
particulierement hétérogénes (Tableaux 29 et 3@Yilersité des sérotypes observée chez les
humains dans cette étude, témoigne de la singdldatce résultat, contrairement aux pays
industrialisés et a de nombreux pays africainslaogarte de distribution des salmonelles
semblait assez homogéne (Galatisl, 2006 ; EFSA, 2011). Tous les sérotypes ont éléss
chez des patients consultés dans les différentgaudpinvestigués pour des épisodes de
troubles digestifs accompagnés de diarrhées. lfiEsatits sérotypes identifiés se caractérisent
par leur répartition spécifique en fonction dedadlisation géographique de chaque hopital.
Seuls les sérotypes Kottbus et Stanleyville ont&r®uvés dans deux hdpitaux situes dans des
zones urbaines de N’Djamena bien éloignés l'und’'aldre. La plupart de ces sérotypes
étaient déja décrits par Guaetial. (1973) et Le Minort al. (1969) dans les échantillons de
selles collectés a I'hdpital principal de la ville Fort-Lamy, rebaptisée N’'Djamena.

Nous avons observé, a travers ce résultat, qudaskrdination des souches de
Salmonellachez les humains reste assez faible dans legatiftss communes urbaines de
N’'Djamena, bien que les sources de contaminatiolesefacteurs de risques restent encore
inconnus. Cependant, il est admis de maniere genémaen Afrique, Salmonellanon
typhique, demeure a ce jour, une des causes mgjalge infections infantiles et est
responsable des taux de morbidité et de mortdkées (Feasegt al, 2012 ; Grahanet al,
2000a). Ce taux est particulierement important deezeunes enfants et chez les personnes
agées ou immuno-déprimées, lorsque le traitemenrt aglibiotiques appropriés n’est pas

disponible (Kariukiet al, 2006 ; Morpetlet al, 2009;).

D’aprés les travaux de Vandenbergal. (2010), sur les 59 % d&almonellanon
typhique invasive isolées par hémocultures chezdé&mts dans un hépital de district rural en
République Démocratique du Congo ou le paludismiecedémique, les sérotypes les plus
représentés étaie® Typhimurium (61%), e6. Enteritidis (22%). Le taux de mortalité lié a
ces sérotypes était de 23 % et la plupart destssékaient multirésistants aux antibiotiques
testés (92 %). Keddet al. (2009) avaient rapporté dans leurs travaux, 65kats de
SalmonellaTyphimurium invasive chez des patients dans untioge province en Afrique du
Sud entre 2006 et 2007. Ces patients étaient &S d 64 ans et 93 % de ceux testes, étaient
infectés par le VIH. L’ensemble de ces donnéeséipidlogiques mettent en lumiére I'impact
réel des infections &almonellanon typhique invasive en Afrique et les facteuesridques
associés, d'ou la nécessité d’améliorer les coraa®es actuelles sur les facteurs de risques
environnementaux qui sous-tendent les processusragagation et de contamination. Les
résultats montrés par notre étude dans les hépdauX’'Djamena viennent de surcroit plutdt
s’ajouter a ce sombre tableau épidémiologique diextions a salmonelles dans le contexte
africain, et en particulier au Tchad ou aucun syst&’alerte ou de veille sanitaire efficace
n'existe.
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5.3.6. Analyse statistique des facteurs de risqude contamination

L’évaluation de la typologie des fermes a été renplossible grace aux traitements des
informations contenues dans les questionnairesaté pendant les deux campagnes d’études.
Etant donné que les 16 fermes avicoles impliquéas dhotre étude étaient toutes révelées
positives aux salmonelles, nous avons scindé kaeatle nos données en deux cas. Nous
avons utilisé le Test de Fisher (Logiciel R) poffeetuer toutes les analyses statistiques avec
un intervalle de confiance a 95 %. Le cas n°1 (T8D<0) traite les données des élevages que
nous avons appelé faiblement contaminés et le @630 %) traite les données des élevages
dits assez fortement contaminés. La comparaistist&iae en termes de facteurs de risques de
contamination de ces deux cas nous donne le tagleawit :

Tableau 31: Analyse statistique de quelques facteurs de eiigs aux pourcentages de
contamination des élevages par les salmonelles.

Facteurs de risques Cas 1 | Cas 2 p a OR Intervalle de confiance & 95%
Origine des poussins
e Afrique 1 4 0,307 0,2295 10,0036 - 3,4038]
+  Hors d'Afrique 6 5
Structure du plancher
. Béton 3 7 0,302 0,2385 10,0137 - 2,7635[
«  Terre battue 4 2

Main d’ceuvre
. 1 a 2 ouvriers 6 5 0,307 4,3579 10,2938 - 274,4487]
« 3et+ 1 4

Niveau d'instruction des ouvriers

. CEP 5 4 0,357 2,9027 10,2682 - 46,9331
. BEPC/T et + 2 5

Dératisation
. Oui 5 2 0,126 7,4155 10,6252 - 145,3864[
. Non 2 7

Cloture de la ferme
. Oui 3 7 0,302 0,2385 10,0137 - 2,7635[
. Non 4 2

CEP : certificat d’études primaires ; BEPC/ T : bred&tudes du premier cycle/ Tchad

Cas 1 : Correspond aux élevages avec un pourcentag@di@amination < 30 %
Cas 2 : Correspond aux élevages avec un pourcentag@di@amination > 30 %

Les différences de contamination observées sotigtgjaement non significatives (p >
0,05). Les caractéristiques des élevages qui sordiadérés ici comme des facteurs de risque
potentiels de contamination n'ont pas montré diefices significatives sur les pourcentages
de contamination observées au niveau des 16 éleégdiés, probablement a cause du faible
nombre des fermes impliquées dans notre étude.
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6. Détermination de I'antibiorésistance des salmoiies isolées
6.1. Matériel et méthode

6.1.1. Matériel

Un total de 139 souches de salmonelles isoléegans cle cette étude a été testé avec
16 antibiotiques différents pour la mesure de tésies. Les antibiotiques utilisés sont : AMP
(ampicilline), AMC (amoxiciline + acide clavulanig), CHL (chloramphenicol), SXT
(triméthoprime + sulfaméthoxazole), CEF (céfaloti@TX (cefotaxime), CAZ (ceftazidime),
SSS (sulfamides), STR (streptomycine), TET (teirhog), CS (colistine), K (kanamycine),
GM (gentamycine), NA (acide nalidixique), OFX (oflcine), ENR (enrofloxacine).

6.1.2. Méthode

La mesure de résistance des souches bactériennest#iotigues ou antibiogramme,
a eté effectuée a l'unité CEB (Caractérisation gtd&miologie Bactérienne) du Laboratoire
d'Etudes et de Recherches sur I'Hygiéne et la @udks Aliments (LERHQA) de I'Anses,
Maisons-Alfort. Elle a été réalisée selon la méthdd diffusion en milieu gélosé de Mueller-
Hinton a partir de 16 disques d'antibiotiques (BKDR, selon les recommandations du CLSI
(CLSI, 2009).

Les antibiotiques testés sont: AMP: (1), AMC: (20/10ug), CHL: (30ug), SXT:
(1,25/23,75ug), CEF: (30pg), CTX: (30png), CAZ: (30ug), SSS: (20Qug), STR: (10 UI),
TET: (30 UI), CS: (5Qug), K: (30 Ul), GM: (10 UI), NA: (3Qug), OFX: (5ug), ENR: (5ug).

A partir d’'une culture de souche bactérienne peré&la 24 h solide a 37 °C sur milieu
solide, des suspensions a 0.5 MC Farland sont m@@épaen sérum physiologique et
écouvillonnées sur des géloses Mueller-Hinton. &sdigques d’antibiotiques sont apposés sur
chaque gélose Mueller-Hinton. La lecture s'estotfii@e 18 a 20 h aprés incubation a 37°C.

Les mesures des diametres des zones d'inhibitib@térréalisées par un automate de
lecture, OSIRIS system (BIORAD), puis les résultagent interprétés selon les
recommandations du CLSI (Clinical and Laboratoran8ards Institute) (CLSI, 2011).
Escherichia coliATCC 25922 a été utilisée comme souche contrééditéu

6.2. Résultats

6.2.1. Antibiorésistance des isolats de salmonelles

Parmi les 139 souches 8almonellaisolées de 16 fermes avicoles et de 5 hopitaux, la
majorité était sensible a tous les 16 difféerentsbatiques testés (Standards CLSI), excepté
qguelques sérotypes qui étaient diversement régssthrs’agissait de certaines souches issues
des fermes avicoles doBSalmonellaColindale qui présentaient une sensibilité dimenaéx
quinolones et fluoroquinolones (NA, OFX, ENREalmonella Limete résistante a 3
antibiotiques (SXT, SSS, TET)SalmonellaMinnesota résistant a 5 classes différentes
d’antimicrobiens (AMP, CHL, SXT, SSS, STR, TET)det 2 isolats d&. Enteritidis d’origine
humaine, résistant aussi aux fluoroquinolones (@RX, CIP) (Tableau 32).
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Tableau 32: Profils d’antibiorésistance des souches de sadffemisolées des fermes avicoles
et hopitaux de N'Djamena.

Nombre d'isolats

Sérovars Résistance aux antimicrobiens
Testés Résistants Origines

Salmonella Colindale 16 12 Aviaire NAL', OFX*, ENR*

Salmonella Limete 1 1 Aviaire SXT, SSS, TET

Salmonella Minnesota 15 15 Aviaire AMP, CHL, SXT, SSS, STR, TET

Salmonella Enteritidis 2 2 Humaine NA, OFX, CIP

1= sensibilité diminuée. NB : tous les autres isote salmonelles sont multi-sensibles

NAL: acide nalidixique, OFX: ofloxacine, ENR: enimfacine, CIP: ciprofloxacine, SXT: trimethoprime-
sulfamethoxazole, SSS: Sulfonamide, TET: tétrangcliAMP: ampicilline, CHL: chloramphénicole, STR:
streptomycine.

6.2.2. Séquencage du gene codant la MR observéezBa monella Minnesota

Le séquencage a été réalisé par la sociéeté EurbfiNé Operon(Eurofins MWG
GmbH, Anzinger Str. 7a/ D-85560 Ebersberg, Germa@Qyptre paires d’amorces différentes
ont été utilisées pour le séquencage complet da gedant la multi-résistance observée chez
S. Minnesota. Il s'agissait des amorc&aGCATCCAAGCAGCAAGC (segment conservé, 5'-
CS-Intl), AAGCAGACTTGACCTGAT (3-CS-Intl) et GACATCATTCCGTGGGTTA (T-531-
Fw), TGGCACAGCGGATCGCAAAC(T-531-Rv). Les deux premiéres amorces sont celles
s’hybrident dans les segments conservés des imggans le sens 5’ — 3’ et les deux suivantes
sont les amorces qui ont été nécessaires poumerie séquencage dans les deux sens.

L’analyse des différentes séquences a permis dderédeux géenes cassettes codant la
résistance aux aminoglycosides (streptomyciney étimethoprime figure n°10) localisés au
niveau d’'une des parties variables de l'intégrowcldsse 1.

Partie variable
5'CS A\ 3'CS
”~ ™~

intl1 gacEAl sull
I

%%@Q%@%%@@%%%@@dAZ

@%M@@%M@%%M@@

Mww,@ @M%@@M@@@

----------------------*
Séquencé dans les deux se ns

Figure 10: Diagramme schématique de la partie variable’idgégron de classe 1 montrant les deux genes
cassettesdfrAl etaadA2) et les 2 segments conservés (5'-CS et 3'-CS)
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6.3. Discussion

Notre étude a montré que la majorité des souch&abheonellaisolées était sensible
a toute la gamme d’antibiotiques testée. Dans Bs@&. Colindale ne semblait porter de
résistance acquise (Dioeéal, 2011). Mais au cours de cette derniére décennigsolat a été
décrit en 2008, portant le géw@rBl codant la sensibilité diminuée aux fluoroquinokne
associé a une résistance a I'ampicilline et autagfime (Murrayet al.,2008). Cette proportion
non négligeable d’isolats dgalmonellaColindale d’origine aviaire, présentant une ré@sise
aux fluoroquinolones, en particulier a l'acide dadique, ne faisait que compléter
'augmentation croissante des résistances bacté&sea cette molécule, observée au cours de

ces dernieres années (Aarestetipl. 2003 ; Giraucket al, 2006).

Les isolats deSalmonellaMinnesota étaient quant a eux, multi-résistantarapicilline, au
chloramphénicol, au triméthoprime, aux sulfamides streptomycine et a la tétracycline. A
notre connaissance, aucune étude antérieure n@vaire rapporté cette multi-résistancesde
Minnesota. Ce phénotype de multi-résistance obsepoudraitt étre attribué a des genes
localisés dans une structure génomique particub@reeléeSalmonellaGénomique Island 1
(SGI1). Cette structure est souvent associée aréistances multiples aux antimicrobiens
rencontrées chez certains lysotypesSddyphimurium et chez quelques bactéries a Gram
négatif (Mulveyet al., 2006). Le séquencage d’'une partie de cet intégrparmis de révéler
deux geénes cassettes localisés au niveau de i@ partable de I'intégron de classe 1. La
premiére cassette est identifiée par le g#fin&l (dihydrofolate réductase de type Al) codant
la résistance au trimethoprime et la deuxieme taspar le gén@aadA2 (aminoglycosides-
adenyltransférase de type A2) codant la résistangeaminoglycosides. Ces deux gedffal
etaadA2 codant respectivement pour la résistance alethaprime et a la streptomycine, sont
assez fréquents chez de nombreuses salmonellesgimbsr humaine, animale et
environnementale (An Vet al.,2006 ; Cheret al, 2004 ; Michaekt al, 2006 : Randalét al.,
2004). C’est aussi le cas dgalmonellaLimete qui était résistant aux sulfamides, au
triméthoprime et a la tétracycline. Les 2 isolagésSalmonellaEnteritidis d’origine humaine
étaient quant a eux, résistants a I'acide nalidigjcp I'ofloxacine et a la ciprofloxacine. La
résistance a bas niveau 8almonellaEnteritidis aux fluoroquinolones n’est pas nouwell
Plusieurs études menées dans de nombreux paysoont queSalmonellaEnteritidis, isolée
chez les animaux comme chez les humains, préseesitésistances de plus en plus accrues
aux antimicrobiens de la famille des fluoroquin@sr(Aarestruget al.,2003 ; Cheunget al,
2005 ; Hopkinset al, 2005). En effet, il est certain que dans de newnnbcas, la salmonellose
est une infection a guérison spontanée. Cependans, des situations assez graves le recours
aux antibiotiques est recommandé pour la guérigsnnablades. Le traitement habituel repose
sur les béta-lactamines (ampicilline) ou les fluproolones (ciprofloxacine) ou encore sur
I'association sulfamides + trimethoprime communénagpelée cotrimoxazole.

Au cours de notre présente étude, nous n‘avonggtasté beaucoup de résistances parmi nos
isolats. Cependant, la question de résistanceleBesalmonelles demeure toujours un enjeu de
santé publique, car elle affecte assez souventrdgements de base contre la salmonellose
invasive. Il n‘existe pas de systeme de sécurit@algoau Tchad. L’assurance maladie n’existe
pas et les dépenses de santé sont a la chargeatfetes Les prélevements bactériologiques et
antibiogrammes ne sont pas pratiqués. Les fluonodpmes et les céphalosporines de
troisieme génération sont devenues aujourd’huiasesiotiques de premier choix pour le
traitement des salmonelloses. Il est donc indisggdasque leur prescription et leur utilisation
soient réglementées pour prévenir une sélectionsdashes résistantes a ces antibiotiques
comme c’est le cas dans de nombreux pays (Hogkiak 2005 ; Wiuffet al, 2000).
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7. Caractérisation moléculaire des salmonelles iszds

7.1. Généralités

Plusieurs méthodes génotypiques sont utilisées swveres pour évaluer et déterminer
la contribution des bactéries pathogénes, d'origidizerses, aux infections humaines. Les
méthodes moléculaires de typage de souches baxtésieonstituent actuellement un moyen
épidémiologique important pour la déterminatiorpdéentielles sources d’infections. En effet,
la distribution des souches typiques 8Salmonellacirculant parmi les différentes especes
animales offre une information précieuse pour lanpa@hension épidémiologique de la
résistance bactérienne et de la dissémination < particuliers dans I'environnement.
Dans cette étude, nous avons utilisé les méthodpslées IS-PCR (Insertion Sequence-
Polymerase Chain Reaction), ERIC-PCR (Enterobatt&epetitive Intergenic Consensus-
Polymerase Chain Reaction) et PFGE (Pulsed FielE(@etrophoresis) ou pulsotypage, dans
le but d’'une part d’'indiquer I'existence d’'une disi¥¢ de clones au sein du ge@a@&monella
et d’autre part, de proposer une analyse plus dimeces clones pouvant appartenir a des
groupes phylogénétiquement proches ou éloignés’igentifier les possibles sources et
réservoirs d'infections dues a salmonelles dandleade N’'Djamena.

7.2. Matériel et méthodes

7.2.1. Matériel

Nous avons mené l'analyse sur I'ensemble des 4érelifts sérotypes isolés au cours
des deux campagnes de collectes dans les 16 fexoetes et les 5 hdpitaux de N'Djamena.

7.2.2. Méthodes
7.2.2.1. La PCR
7.2.2.1.1. Extraction de I'ADN par la methode d’ébllition

Aprées une culture de nuit de la souche bactérietams 5 mL de BHI a 37°C, nous
avons prélevé 1,5 mL de cet inoculum dans un tumeeBdorff de 2 mL que nous avons
centrifugé a 12000 tr/min pendant 10 min. Le sueaaf) a été éliminé et le précipité re-
suspendu dans 100 uL d'eau ultra pure stéril@utere-centrifugé a 12000 tr/min pendant 10
min. Le surnageant a été encore éliminé une sedoigjeuis le précipité dissout dans 100 pL
d'eau ultra pure stérile. Cette derniere susperssigtié portée a ébullition pendant 10 min, puis
centrifugée a 12000 tr/min pendant 10 min (pouraegpl’ADN des autres constituants de la
bactérie). Nous avons prélevé délicatement 60 psudnageant dans un autre tube Eppendorf,
gue nous avons aliquoté en 2 fois 30 pL, dansudesstPCR de 0,5 pL, et conservé a -20° C
jusqu'a utilisation.

7.2.2.1.2. Principe de la PCR
La PCR (Polymerisation Chain Reaction) repose sug amplification d’extraits
d’ADN par la Taq polymérase, en présence d’'amospegifiques et de nucléotides (dNTP).

L’amplification permet d’obtenir en un nombre télevé de copies d’'une séquence particuliere
d’ADN. La polymérisation se réalise dans un mélargetionnel contenant :

* De faibles quantités d’extraits d’ADN possédargdguence a amplifier ;
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* Les deux amorces nucléotidiqgues complémentairesrpsidrent la cible & amplifier ;
» La Taqg polymérase et un mélange des quatre dANTPRJATTP, dCTP et dGTP).

Elle débute par une étape de dénaturation therndgu@&DN & amplifier, suivie d’'une
hybridation des séquences oligonucléotidiques cémehtaires ou amorces aux extrémités 3’
des deux brins du fragment d’ADN matrice. L'allongent des amorces dans le sens 3’
est ensuite assuré par la Taq polymérase. Les utetedilles d’ADN ainsi formées sont
dénaturées de nouveau, et un autre cycle peut reeoger. La réaction se répéte ainsi
plusieurs fois et cela en fonction du programme P@Rlablement défini et enregistré ou non
dans le thermocycleur.

7.2.2.1.3. ERIC-PCR et IS - PCR
7.2.2.1.3.1. ERIC - PCR

C'est une PCR dont les profils permettent d’'indidiexistence d’une diversité au sein
du genre ou clone bactérien. Dans cette PCR, igisn® d’ADN génomique a amplifier
correspondent a des séquences hautement répétéessetvées dans le génome bactérien.
Elle permet d'une part de rendre compte de la dispe des séquences d’ADN
caractéristiques de chaque souche bactérienn@etredpart de proposer une analyse plus fine
du génome bactérien appartenant a des groupesgeimgtoquement proches ou €éloignés.

Les séquences d'unités ERIC (Enterobacterial Rpetiintergenic Consensus),
également connues comme des unités intergénigpétes sont présentes en plusieurs copies
au sein du génome @&almonelladeE. coli et d’autres entérobactéries. Ces éléments, loags d
126 pb sont trés bien conservés au niveau nucigoédLa position de ces éléments dans le
génome des entérobactéries varient selon les esgégaeeut étre utilisée comme marqueur
génétique pour caractériser les isolats des espwmegriennes (Hultoet al, 1991). Les
séquences des deux amorces oligonucléotidiquéseesl sont:

ERIC 1R: 5 ATG-TAA-GCT-CCT-GGG-GAT-TCA-C 3’
ERIC 2: 5" AAG-TAA-GTG-ACT-GGG-GTG-AGC-G 3’

Le mélange réactionnel ou mix de I'Eric pcr, conmamat les volumes nécessaires a la
réaction a été réalisé avec une paire d'amorc@&CHR et ERIC 2. Chaque volume de 25 uL
pour une réaction pcr, était composé de 2,5 puLatapbn 10X (MgGJ), de 0,5 uL de dNTP
(10 mM), de 0,2 pL de Tag DNA polymerase (5 U'jilde 0,25 pL d’amorce ERIC 1R (50
uM), de 0,25 pL d’amorce ERIC 2 (50 uM), de 2,5qléxtraits d’ADN et de 18,8 pL d’eau
ultra pure stérile pour ajuster le volume final.

L’amplification a été ensuite réalisée dans unriwaycleur (Courtaboeuf, France), de
type Perkin EImer 9700 d’aprés le programme suivane pré-dénaturation & 94° C pendant 3
min, une hybridation a 48° C pendant 1 min et Unagation a 72° C pendant 4 min, suivi de
35 cycles de dénaturation & 94° C pendant 1 mimybdidation a 51° C pendant 1 min et
d’élongation a 72° C pendant 4 min puis une deenpdrase de dénaturation a 94° C pendant 1
min, d’hybridation a 51° C pendant 1 min et unengktion finale a 72° C pendant 10 min.

Apres 'amplification, la migration des produits R@ été réalisée sur le gel d’agarose
a 2% (Sigma-Aldrich) dans une cuve d’électrophomsgenant du TBE 1X a 120 V pendant
2 h 30 min. Le gel a été ensuite coloré au BET e d’éthidium) pendant 45 min et
visualisé sous UV (260 nm) a I'aide d’'un appareilgpoid pour la capture d’'image.
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7.2.2.1.3.2.1S-PCR

Les différents isolats ont été également caraéwnimr I'lS (Insertion Sequence) PCR.
Il s'agit pour ce type de PCR, d'amplifier les segta qui se trouve entre les genes, en utilisant
pour chacun, un couple d'amorce défini ciblant sfegiences connues et répétées du génome
des bactéries. On obtient ainsi des profils spe#s de chaque souche, selon I'emplacement et
le nombre de copies de ces séquences au sein dmgdractérien (Millemanet al, 2000).

Les séquences des deux amorces oligonucléotididilisges sont:

IS 1R: 5" AGGCGCATCTGAAAAACCTCGG &
IS 2: 5" CGGAACCCCCAGCCTAGCTGGG 3

Le mix de I'lS-pcr a été realisé avec une pairemeces : IS 1R et IS 2. Chaque
volume de 25 pL pour une réaction IS-pcr, était posé de 2,5 pL d’extraits d’ADN, de 2,5
puL de Tampon 10X (MgG), de 0,5 uL de dNTP (10 mM), de 4 pL d’amorce FS5(b uM),
de 4 pL d’amorce IS 2 (5 pM), de 0,2 pL de Taq Dplymerase (5 U pt) et de 11,3 pL
d’eau ultra pure stérile pour ajuster le volumelfin

L’amplification a été ensuite réalisée dans unmttuaycleur (Courtaboeuf, France) de
type Perkin ElImer 9700 d’apres le programme suivane pre-dénaturation a 94° C pendant 3
min, une hybridation a 52° C pendant 1 min et Uoagation a 72° C pendant 4 min, suivi de
45 cycles de dénaturation a 94° C pendant 1 mimyhdidation a 53° C pendant 1 min et
d’élongation a 72° C pendant 4 min puis une deenpdrase de dénaturation a 94° C pendant 1
min, d’hybridation a 53° C pendant 1 min et unenghtion finale a 72° C pendant 20 min.

Apres I'amplification, la migration des produits-p8r a éte réalisée sur le gel d’'agarose
a 2% (Sigma-Aldrich) dans une cuve d’électrophoEsgenant du TBE 1X a 120 V pendant
3 h. le gel a été ensuite coloré au BET pendamhi®Oet visualisé sous UV (260 nm) a l'aide
d’'un appareil polaroid pour la capture d'image.
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7.2.2.2. Electrophorése en champ pulsé (pulsotypgge
7.2.2.2.1. Principe du pulsotypage

La technique utilisée est basée sur I'analyse ABN total qui est un marqueur tres
stable. Initialement, l'utilisation d’enzymes destréction a haute fréquence de coupure rendait
I'interprétation complexe, du fait de la présentenchombre élevé de fragments sur le gel. Le
recours a des enzymes de restriction a faible &écgi de coupure a permis de diminuer le
nombre de fragments. Cependant, ces fragmentsietEeplus haut poids moléculaire et dans
un gel classique, de telles molécules avaient uokilité restreinte et n’avaient donc pas la
possibilité d’étre séparées.

En 1984, apparait un nouveau concept de sépadamomolécules d’ADN supérieure a
50 Kb. Celui-ci a été proposé par Schwartz et Gai@84). Il s’agissait d’utiliser des champs
électrigues activés alternativement (champs pulsésite technologie permet de séparer des
molécules d’ADN variant de quelques Kb a environMB. Le protocole utilisé pour cette
étude est celui décrit par Petetsal. (2003). Ce dernier a été adapté a partir d'uropobé
défini pour Escherichiacoli par le CDC (Center for Diseases Control) @#Ata, Etats Unis
d'’Amérique. Un protocole standardisé a égalemedtpéblié par Ribotet al. (2006). I
comporte trois grandes étapes :

7.2.2.2.2. Extraction de 'ADN

Au préalable a l'extraction de I'ADN, il est nécags de mettre en culture les
bactéries. Un premier ensemencement est réalis§édose Drigalski (Bio Merieux, Marcy
I'Etoile, France), afin de vérifier la pureté desiches. Une colonie de cette gélose est ensuite
repiquée sur une gélose de TSAYE (Oxoid Basingstdkenpshire, England). A partir de ces
boites, une suspension bactérienne est réalis&eutdatampon CSB (Cell Suspension Buffer).
Cette suspension est alors incubée quelques miauéesde la protéinase K, afin d’améliorer
I'étape de lyse en dégradant les protéines. L'us ddtéres important du protocole est
I'obtention d’'un ADN purifié. Il ne doit subir aune dégradation c’est a dire aucune coupure
physique ou enzymatique.

Pour ce faire, TADN est emprisonné dans des pbtiss d’agarose (plugs) afin de le
protéger pour les étapes suivantes. Les plugs alorg incubés dans une solution de lyse
contenant de la protéinase K. L’adjonction d’'unedgent (le SDS) au moment de l'inclusion
du matériel génétique dans l'agarose permet deidéfi la membrane bactérienne et de
renforcer I'étape de la lyse. Les plugs sont enfinés plusieurs fois a I'eau puis au TE (Tris-
Ethylene Diamine Tétra-acétique Acide) puis stocké®’ C ou utilisés directement pour la
digestion enzymatique.

7.2.2.2.3. Digestion enzymatique

Le choix des enzymes de restriction est impor&int,se porte sur celles ayant des sites
de restriction rares sur le chromosome bactéritbes Bermettent de couper le chromosome en
10 a 20 fragments de grandes tailles, qui seras aéparés par I'électrophorése en champ
pulsé. Différents facteurs entrent en jeu pouhl@ixdes enzymes. Le pourcentage en guanine
et cytosine (GC %) du génome bactérien a analysteimgortant a prendre en compte. Un
ADN avec un faible pourcentage sera coupé en uhmmhbre de fragments, si on utilise des
enzymes reconnaissant des sites riches en guaneyosine. L'utilisation d’enzymes de ce
type permettra, sur des séquences riches en adénitteymine, d’obtenir un nombre de
fragments limite.
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Pour la méme raison, l'utilisation d’enzymes ayedat sites de restriction riches en
adénine et thymine, telles quipe ou Xba seront préconisées chez les bactéries a Gram
négatif dont le chromosome est riche en guanineytsine.Xba est d’ailleurs I'enzyme
majoritairement utilisée pour le pulsotypage ddsenelles, notamment dans notre travalil.
Les plugs sont mis a incuber dans une solutionecamit I'enzyme choisie au bain-marie, a la
température optimale d’action de I'enzyme (37° @Qrpbal). La digestion dure au minimum
4 heures mais elle peut étre réalisée sur une nuit.

7.2.2.2.4. Séparation électrophorétique

Une fois la digestion terminée, les plugs sontriégsé&ans un gel d’agarose. Ce dernier
est ensuite déposé dans une cuve a électropharédeamp pulsé (CHEF-DR lll, Bio-Rad,
Marnes La-Coquette, France) dont le générateurpesjrammeé pour la séparation des
fragments d’ADN (Figure 11). L'électrophorése demviron 20 heures. Différents facteurs
interviennent dans la séparation des fragments MNADrs de I'électrophorése. La
concentration en agarose est notamment un paragssteatiel. Les fragments d’ADN migrent
d’autant plus loin que les concentrations d’agarsget plus faibles. La concentration est
choisie en fonction de la taille des fragments@asgr. Pour des fragments de grandes tailles
(usqu'a 3 Mb), il est préferable d'utiliser unebig concentration d’agarose. Les gels sont
Classiquement a 1 %, pour permettre une bonneseitde migration ainsi qu’'une bonne
résolution tout en limitant I'éventuelle fragilit& gel.

La température du tampon d’électrophorese a égaledes effets importants sur la
mobilité de 'ADN, en particulier lorsque la migiat s’effectue a fort voltage pendant 20-24
heures. Une augmentation de la température augri@ntebilité de I’ADN, mais diminue la
résolution des profils. Le maintien d'une tempématentre 12 et 16°C est nécessaire pendant
toute la durée de I'électrophorése, pour obtenibaim compromis entre durée et résolution. Il
faut donc adjoindre un dispositif de refroidissemmdra température utilisée est, le plus
couramment, de 14° C. Enfin, les cinétiques degbiais doivent étre optimisées pour chaque
espece et pour chaque enzyme, afin d’obtenir uparaton adéquate. La durée des phases de
pulsation (correspondant aux inversions alternaticorientation du champ électrique)
augmente, au cours de I'électrophorese. Les plassgnilsations de faibles durées en début
d’électrophorése vont favoriser la séparation adagnfients de petites tailles, alors que les
phases de longues durées en fin de migration, pennettre une bonne séparation des
fragments de grandes tailles (Grattard, 2000).
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Figure 11 : Photo du systeme d’électrophorése en charsg,gfQHEF DR Il

A la fin de la migration, le gel est enlevé de lave et mis a colorer dans une solution
de BET (bromure d’éthidium), agent intercalant fescent sous lumiere ultraviolette, pendant
30 minutes puis rincé 30 minutes a I'eau ultra pawvant la lecture. Le gel est photographié
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pour disposer d'un document archivable. Les manguale taille sont essentiels pour
interpréter les profils. Des marqueurs commer@aligeuvent étre utilisés. Il est possible, ainsi
gue présenté dans ce projet, de se servir d’'uneheale salmonelle dont le poids moléculaire
des fragments est connu. La souche sert alorsfa@idade marqueur de taille et de témoin
d’extraction et de restriction. La souche précamisét uneSalmonellaBraenderup H9812.
Cette étape est primordiale pour la comparaisorsdeshes analysées dans différents gels.

L’ADN de certains sérotypes, de certains clonessdinonelles est sensible a la
dégradation (Liesegang et Tschape, 2002). Le poteatextraction et de migration est alors
adapté, le Tris présent dans difféerents tamponseegblacé par de I'Hepes et du thiourée, a la
concentration finale de 100M, qui est ajouté dans le tampon de migration. algse de
I'ensemble des résultats a été effectuée a I'aidegiciel BioNumerics (Applied Maths, Pays-
Bas). Ce logiciel permet de créer et gérer dessbdsedonnées ainsi que d’analyser de
nombreuses expériences. Chaque souche correspamel eéntrée dans la base de données et
peut étre associée a une ou plusieurs expériences.

7.3. Résultats
7.3.1. ERIC-PCR et IS-PCR

Toutes nos PCR ont été répétées au moins deugaffnisle nous assurer de la fiabilité
et de la reproductibilité de nos résultats. Poagcie groupe de sérotypes, une Enterobacterial
Repetitive Intergenique Consensus — PolymerasenGReaction (ERIC-PCR) et une IS-PCR
(Insertion Sequence — Polymerase Chain Reactiomh)étd réalisées comme marqueurs
génétiques, dans le but de comparer les profiléogkBynétiques et les liens de clonalité de nos
souches entre elles. Dans chaque groupe de sogon@munes, un isolat représentatif a
ensuite été choisi et caractérisé a nouveau, ks woté des autres sur un méme gel. Quelques
photos de gel d’électrophorese sont choisies glustrier les résultats obtenus pour chacune
des deux méthodes (ERIC-PCR et IS-PCR).

Les difféerentes photos montrant les profils molacek représentatifs des différents
sérotypes d&almonellaétudiés (Figures 12, 13, 14, 15). Le Marqueur VIINA Molecular
Weight Marker VIII. Roche Diagnostics GmbH, MannheiAllemagne), a été utilisé pour
I'évaluation des tailles de bandes sur le gel diétphorése. Les tailles des bandes de ce
marqueur sont comprises entre 19 et 1114 pairbssks (pb).

Cent trente neuf souches de salmonelles ont ést @anactérisées par les deux PCR
(ERIC-PCR et IS-PCR), dont 84 souches d'originaiagiet 55 souches d'origine humaine.
Les multiples fragments d’ADN des différents isslgénérés par ERIC-PCR et révélés sur le
gel d'agarose étaient composés de 6 a 14 bandeslasgdailles variant entre 147 pb et 3 kb.
Les profils ERIC semblables sont identifiées par tdsffres en caractéres romains. Les
fragments générés par IS-PCR montraient entrel8 bandes avec des tailles allant de 90 pb a
3,5 kb. Les profils IS identiques sont désignéslpsrlettres de I'alphabet Francais. Les 48
profils obtenus a l'issue de chacune des deux P@R la totalité des souches étudiées sont
récapitulés dans le tableau n° 33.
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Tableau 33: Récapitulatif de différents profils des souche&dlimonellasolées chez les

humains et chez les volailles a N'Djamena.

N° d’ordre Référence isolats Sérotypes |E>?:I|(q: PIgR Profils d’anti-biorésistance Origine
1 FA101, FA102, FA106, FA1505 S. Havana | A WT Elevage
2 FA103 S. Kalina Il B WT Elevage
3 FA104, FA105 S. Idikan 1] C WT Elevage
4 Hop411, Hop412, Hop413 S. Idikan 1] C WT Humaine
5 FA201, FA202, FA306 S. Muenchen v D WT Elevage
6 Hop301 S. Muenchen \% E WT Humaine
7 FA203, FA205 S. Gamaba VI F WT Elevage
8 FA301, FA302, FA305, FA308 S. Amager Vil G WT Elevage
9 FA304, FA309 S. Oakland il H WT Elevage
10 FA303 S. Eppendorf IX | WT Elevage
11 FA310 S. Typhimurium X J WT Elevage
12 FA307 S. Gloucester Xl K WT Elevage
13 FA402, FA403, FA702 S. Colindale Xl L WT Elevage
14 Hop403,Hop404, Hop408 S. Colindale Xl L WT Humaine
15 Eﬁggé Eﬁggg FABOS, S. Colindale Xin M NA, OFX, ENR Elevage
16 FAB02, FA604 S. Colindale Xin M NA, OFX, ENR Elevage
17 Eﬁgg; Eﬁgg; FAS04, FASS, S. Colindale Xil M NA, OFX, ENR Elevage
18 FA501, FA502, FA503 S. Mississippi XV N WT Elevage
19 FA801, FA803 S. Bokanjac XV (e] WT Elevage
20 FA802 S. Havana XVI P WT Elevage
21 FA1202, S. Derby XVl Q WT Elevage
22 FA401, FA1203, FA1207 S. Kottbus XVII Q WT Elevage
23 Hop101, Hop202, Hop204 S. Kottbus XVII Q WT Humaine
24 FA906, FA910 S. Ried XVl R WT Elevage
25 FA903, FA909 S. Wilhelmsburg XIX S WT Elevage
26 FA1001, FA1002 S. Telelkebir XX T WT Elevage
27 FA1003, FA1004 S. Kinondoni XXI1 U WT Elevage
28 FA701 S. Limete XXl \ SXT, SSS, TET Elevage
29 FA1101 S. Winterthur XX W WT Elevage
30 FA1102 S. Virchow XXIV X WT Elevage
31 FA1201 S. Stanley XXV Y WT Elevage
32 Hop501, Hop502, Hop504 S. Stanleyville XXVI z WT Humaine
33 FA1205 S. Winterthur XXVII AB WT Elevage
34 FA1204 S. Tennessee XXV AC WT Elevage
35 FA1206 S. Enteritidis XXIX AD WT Elevage
36 Hop414, Hop415 S. Enteritidis XXIX AD NA, OFX, CIP Humaine

FA1501, FA1503, FA1504,
37 FA1506, FA1507 S. Riggil XXX AE wr Elevage
38 FA1502 S. Hull XXXI AF WT Elevage
39 Hop520 S. Hull XXXI AF WT Humaine
40 FA1301 S. Minnesota XXX AG
41 FA1401, FA1402, FA1403 S. Minnesota XXXII AG

FA1601, FA1602, FA1603, /-;l\gl; g:; ?-)é-:: Elevage

FA1606, FA1609, FA1608, . ) )
42 FA1605. FA1604, FAL603, S. Minnesota XXX AG

FA1612, FA1610, FA1611
43 FA1607 S. Idikan XXX AH WT Elevage
44 Hop102 S. 18- XXXIV Al WT Humaine
45 Hop103, Hop104, Hop105 S. Herston XXXV AJ WT Humaine
46 Hop106, Hop107, Hop108 S. Ona XXXVI AK WT Humaine
a7 Hop201, Hop203 S. Amsterdam XXXVII AL WT Humaine
48 Hop205 S. 16, 7:a- XXXV AM WT Humaine
49 :ng‘gé: :Zgjgi’ Hop40s, S. Stanleyville. IXL AN WT Humaine
50 Hop410 S.Vom XL AO WT Humaine
51 Hop409 S Teshie XLI AP WT Humaine
52 Hop503, Hop505 S. Urbana XLh AQ WT Humaine
53 Hop506, Hop507 S. Havana XL AR WT Humaine
54 Hop508, Hop510, Hop513 S. Farcha XLIV AS WT Humaine
55 HopS09, Hop512, HopS1S, S. Braenderup XLV AT wWT Humaine

Hop517
56 Hop511, Hop514, Hop516 S. Altona XLVI AU WT Humaine
57 Hop518, Hop522, Hop524 S. Hato. XLV AV WT Humaine

Hop519, Hop521, Hop523, .
58 Hop525, Hop526 S. Anatum XLV AW WT Humaine
WT : wild type (type sauvage)
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Figure 12: Profils ERIC-PCR de quelques salmonelles issesstbvages de volailles.

Sérotypes de Salmonella

Marqueur VIII
Témoin négatif
S. Muenchen
S. Muenchen
S. Gamaba
S. Oakland
S. Eppendorf
S. Typhimurium
S. Gloucester
S. Colindale
S. Colindale
S. Colindale
S. Colindale

S. Amager

1114 pb

501 pb
489 pb

147 pb

Fermes F2 F3 F3 F2 F2 F3 F3 F3 F4 F6 F7 F9

Profils indistinguables pous. Muenchen issues de 2 fermes différentes. Deux
profils différents pour leS. Colindales (FAGFA4=FA7=FA9).
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Figure 13: Profils IS-PCR de quelques salmonelles issugtiesmges de volailles.

Sérotypes de Salmonella

Marqueur VIII

Témoin négatif
S. Havana

S. Havana

S. Kalina

S. Idikan

S. Winterthur

S. Virchow

S. Stanley

S. Kottbus

S. Winterthur

S. Tennessee
S. Enteritidis

1114 pb

501 pb
489 pb

110 pb

Fermes F1 F1 F1 F1 F11 F11 F12 F12 F12 F12 F12

Profils IS différents pour chaque sérotype, sasfdeux souches d& Havana
qui ont des profils IS indistinguables.
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Figure 14: Profils ERIC-PCR de quelques salmonelles d’ogdimmaine

Sérotypes de Salmonella

S. Braenderup

S. Havana
S. Havana
S. Farcha

S. Altona

S. Anatum
S. Hato

Témoin négatif
S. Hull
S. Hato

Marqueur VIII

1114 pb

501 pb
489 pb

147 pb

Hopitaux Hop5 Hop5 Hop5 Hop5 Hop5 Hop5 Hop5 Hop5 Hop5

Profils Eric différents pour chaque sérotype. Lesxdsouches dg.Havana ont
des profils Eric indistinguables. Idem pour lesxdsauches d&.Hato.
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Figure 15: Profils IS-PCR de quelques salmonelles d’originenaine

Sérotypes de Salmonella

Témoin négatif
S. Braenderup
S. Anatum

>
=
>
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<
=

S. Havana
S. Havana
S. Farcha
S. Altona
S. Hull
S. Hato
S. Hato

501 pb
489 pb

110 pb

Hopitaux Hop5 Hop5 Hop5 Hop5 Hop5 Hop5 Hops HopS HoPS  profils IS

différents pour chaque sérotype, a I'exceptiondias
S.Havana qui possedent un profil IS non distingudiiem pour les
deuxS Hato.
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7.3.2. Comparaison des profils ERIC-types et IS-pes des isolats communs de
salmonelles d’origine aviaire et humaine

Dans le but d’évaluer la contribution et I'impaatsdsalmonelles d’origine aviaire
(poules pondeuses et poulets de chair) dansllesisalloses humaines, nous avons procédé a
I'analyse par comparaison de profils ERIC et ISqielques salmonelles appartenant aux
mémes sérotypes, isolées des fermes avicoles setles humaines (Figures 16, 17 et 18).

Figure 16: Profils ERIC-PCR comparatifs de salmonelles djior¢ aviaire et humaine

Sérotypes de Salmonella

Marqueur 100
Témoin négatif
S. Colindale
S. Colindale
S. Colindale
S. Colindale
S. Colindale
S. Muenchen
S. Muenchen
S. Muenchen

[%2] [%2] [%2] [%2]
3 > > >
Qo Qo Qo Qo
= = = =
o o o o
™ < < ™
% » » »

1300 pb

500 pb

FA et Hops FA4 FA12 Hopl Hop2 FA4 FAG FA7 FA9 Hop4  FA2 FA3 Hop3

Profils Eric on distinguables pour les 4 sérotygedottbus pourtant issus de 2
fermes différentes et 2 hépitaux différents. Deudfifs différents pour lesS.
Colindales (FAGFA4=FA7=FA9=Hop4). LesS. Muenchen aviaires ont des
profils semblables alors que la souche humainegglessn profil différent.

Djim-adjim TABO



Figure 17: Profils ERIC-PCR comparatifs des salmonellesidines aviaire et humaine

Sérotypes de Salmonella
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—
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—
500 pb -
—

200 pb

Fermes et

FA105

FA1607
FA1206
Hop415
FA1502
Hop520

Hopitaux

Profils Eric non distinguables pour les & Idikan (FA105 et Hop412) et
différents pour le 3S. Idikan (FA1607). Profils indistiguables pour 1&
Havana issus des fermes FAl et FA15. Les deux saBtrélavana (FA8 et
Hop5) posseédent des profils différents. Profilslégant indistiguables pour les
2 S.Enteritidis et les &. Hull issues de 2 sites différents.
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Figure 18: Profils IS-PCR comparatifs des salmonelles diogg aviaire et humaine

Sérotypes de Salmonella
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1114 pb
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| 100§

FA et Hops FA4 FA12 Hopl Hop2 FA4 FAG FA7 FA9 Hop4  FA2 FA3 Hop3

Profils IS indistiguables pour les 4 sérotypessd&ottbus pourtant issus de 2
fermes différentes et 2 hopitaux différents. Detofifs 1S différents pous.
Colindales (FA6=FA2FA4=FA7=Hop4). LesS. Muenchen aviaires ont un
profil IS indistiguable alors que la souche humainsséde un profil IS
différent.
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7.3.3. L’électrophorese en champ pulsé ou pulsotgige

L'analyse des résultats du pulsotypage a ététeiecau sein de I'unité CEB (ANSES).
L’ADN total des souches a été extrait et digéré pamzyme Xba suivant un protocole
standardisé et développé spécifiguement pour deogahe, sous assurance qualité. Apres
migration, les fragments d’ADN sont révélés au buwoend’éthidium (BET). L’analyse des
profils génomiques est réalisée a I'aide du logiBieNumerics (Applied Maths, Pays-Bas) et
la comparaison des profils est faite par la coesivn d’un dendrogramme (figure 19) obtenu
aprés comparaison des coefficients de Dice de ehpapdil différent par la méthode UPGMA.
Le laboratoire a été accrédité par le COFRAC paumise en ceuvre de cette méthode
(accréditation no.1-2246, section Laboratoires, wsafvac.fr ).

7.3.3.1. Révélation des profils de macrorestrictio

Les résultats obtenus lors des différentes expggerou des analyses effectuées
permettent d’estimer un lien génétique entre |&erdints isolats (tableau 32). Un numéro de
profil est attribué suite a I'analyse des résultesPFGE, il est propre a la base de données de
I'unité Caractérisation et épidémiologie des Baeg(CEB) ou ont été réalisés les typages,
mais a été défini selon une nomenclature europégrareun code a 6 lettres associées a un
numeéro de 4 chiffres (Peteet al, 2003). La premiére lettre correspond au ger@dur
Salmonelly, les 3 lettres suivantes correspondent a la icatidn du sérovar (ENT pour
Enteritidis). Les 2 dernieres lettres correspondentode de I'enzyme (XB powutba). Par
exemple, le numéro SENTXB0001 correspond au premiefil observé deSalmonella
Enteritidis avec I'enzym&ba. Ce logiciel peut effectuer diverses analysdiedaue le calcul
de dendrogramme pour visualiser les groupes d’idds/semblables (figure n° 19).

Pour mesurer quantitativement la similarité entreuxd profils d’empreintes
moléculaires électrophorétiques, le coefficienDiee a été utilisé. Il se calcule en multipliant
par deux le nombre de fragments communs, diviséepaombre total de fragments dans les
deux profils. Différents parametres doivent étrés pgn compte pour lidentification des
fragments (I'intensité minimale, lors de la recler@utomatique, I'élimination des artefacts,
I'addition de doubles bandes) et pour la reconaaiss d’homologie de position (degré de
tolérance des erreurs résiduelles d’alignementeepasition de fragments). Ainsi, certains
profils qui présentent des difféerences minimes patiavoir le méme numero.

Apres la comparaison deux a deux de tous les prafite matrice de similarité est
obtenue. Le logiciel est capable de construire nepeésentation graphique de ces matrices,
sous forme de dendrogramme. Nous avons utilisé éthade UPGMA (Unweighted Pair
Group Method Using Arithmetic Averages) basée surdgroupement suivant la distance
moyenne. Cette méthode utilise un algorithme deorggement séquentiel dans lequel les
relations sont identifiées dans I'ordre de leurlanité et la reconstruction de l'arbre, suite & ce
ordre. Il y a d'abord identification des deux sémes les plus proches. Ce groupe est ensuite
traité comme un tout, puis la séguence la plusherast recherchée, ainsi de suite jusqu'a ce
qu'il n'y ait plus que deux groupes.
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Figure 19: Dendrogramme fondé sur I'analyse de pulsotypes #gnzyme Xbal des sérotypesS@monellad’origines aviaire et humaine.
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7.3.3.2. Comparaison des résultats du pulsotypageex la base de données de I'unité CEB, Anses.

PFGE-Xbal PFGE-Xbal
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Figure 20 : Dendrogramme des isolats d8. Colindale

4 souches d8.Colindale analysées, 4 profils différents. Ledifgd, 3 et 4 sont assez proches (>90% de sird#ifu
Aucune données jusqu’a la dans la base de donedasidée CEB.
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Figure 21 : Dendrogramme des isolats d8. Enteritidis
270 souches d8. Enteritidis dans la base, 27 profils différents.
Le profil 1 est majoritaire, le 11 beaucoup moiagrant et retrouvé dans de I'ceuf notamment.
PFGE-Xbal PFGE-Xbal
F bl T 0T |T T AR A i - S T T 1 Tll i? R T T il H__F HPERIR 7 ERL SR EEOaE
) ! TR 12CEB2729SAL SHAVXB0003
| ¥ is I 12CEB2740SAL SHAVXB0004
[} ¥ Bl I 12CEB2735SAL SHAVXB0004

Figure 22 : Dendrogramme des isolatS. Havana
4 souches d8.Havana analysées, 3 profils observés.
1 seule souche dans notre base avec un autre @efie souche provient de déchets d’alimentatmmale dans le 56, elle est de 'année 2004.
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PFGE-Kbal PFGE-Xbal
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12CEB23845AL
Figure 23 : Dendrogramme des isolats d8. Hull
2 souches d8.Hull analysées, 2 profils observés.
Pas de données jusqu’a la dans la base de doraéerité CEB.
PFGE-Kbal PFGE-Xbal
1 ] 1 1 N A Y | 1 \ | | va': 1. l:f-‘!'. \ | ‘_ | | | || | |
L O 12CEB2387SAL
! ' 12CEB2390SAL
| 188 ) FA10

Figure 24 : Dendrogramme des isolats d8. Idikan
3 souches d8.Idikan analysées, 3 profils observés, les prdfi 2 sont proches.
Pas de données jusqu’a la dans la base de donméenité CEB.

Djim-adjim TABO

SHULXB0002
SHULXBO0001

SIDKXB0001
SIDKXB0002
SIDKXB0003

103



PFGE-Xbal PFGE-Xbal

= 2 2 2 = =

1w iRk
2188

T

1l | | i i1 |

Figure 25 : Dendrogramme des isolats d8. Kottbus
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4 souches d8.Kottbus analysées, 3 ont un méme profil nommé SKBOD05 qui est nouveau dans la base de données.
26 souches dans la base de données de 'unité CEPBrefils seulement, la diversité pour ce séretgpt tres faible.

La £™ souche analysée a un profil typique du sérotypbye
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Figure 26 : Dendrogramme des isolats d8. Muenchen
3 souche$.Muenchen analysées et 2 profils distincts observés
Pas de données jusqu’a la dans la base de dorméanité CEB.
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Tableau 34 : Récapitulatifs des profils ERIC, IS-PCR, PFGE eintibiorésistance de sérotypes communSalenonellad’origines humaine et aviaire

N°souche labo Code souche  Sérotype Profils Xbal fils ERIC  Profils IS antibio?écs)];!tance Origines / sources Filiere Secteur

FAI206 FA1206 ENTERITIDIS  SENTXB0017 XXIX AD WT Pondeuse/ litiere Volaille Santé et production animale
12CEB2391SAL Hop415 ENTERITIDIS  SENTXB0011 XXIX AD NA, OFX, CIP Homme/ selles Autres  Santé et production animale
12CEB2382SAL FA1202 DERBY SDBYXB0020 XVII Q WT Pondeuse/ litiere Volaille Santé et production animale
11CEB1048SAL FA401 KOTTBUS SKOTXB0005 XVII Q WT Pondeuse/ eaux abreuvoirs Volaille Santé et production animale
11CEB1635SAL Hopl01 KOTTBUS SKOTXB0005 XVII Q WT Homme/ selles Autres  Santé et production animale
11CEB1638SAL HoP202 KOTTBUS SKOTXB0005 XVII Q WT Homme/ selles Autres  Santé et production animale
12CEB2740SAL FA1505 HAVANA SHAVXB0004 | A WT Pondeuse/ aliments/ mangeoires  Volaille Alimentation animale
12CEB2735SAL FA102 HAVANA SHAVXB0004 | A WT Pondeuse/ fientes Volaille Santé et production animale
12CEB2729SAL Hop506 HAVANA SHAVXBO0003 XL AR WT Homme/ selles Autres  Santé et production animale
11CEB1317SAL FA802 HAVANA SHAVXB0002 XVI P WT Pondeuse/ aliments/ mangeoires  Volaille Santé et production animale
11CEB948SAL FA202 MUENCHEN SMUCXB0001 1Y D WT Pondeuse/ litiere Volaille Santé et production animale
11CEB957SAL  FA306 MUENCHEN SMUCXB0001 v D WT Pondeuse/ fientes Volaille Santé et production animale
HOP301 Hop301 MUENCHEN SMUCXB0002 \Y E WT Homme/ selles Autres  Santé et production animale
12CEB2387SAL FA1607 IDIKAN SIDKXB0001 XXXIII AH WT Pondeuse/ aliments/ mangeoires  Volaille Alimentation animale
12CEB2390SAL Hop412 IDIKAN SIDKXB0002 I C WT Homme/ selles Autres  Santé et production animale
FA105 FA105 IDIKAN SIDKXB0003 11l C WT Pondeuse/ litiere Volaille Santé et production animale
11CEB1049SAL FA402 COLINDALE SCODXB0001 Xl L WT Pondeuse/ aliments/ mangeoires  Volaille Alimentation animale
11CEB1062SAL FA702 COLINDALE SCODXB0004 Xl L WT Pondeuse/ aliments/ mangeoires  Volaille Alimentation animale
HOP404 Hop404 COLINDALE SCODXB0003 Xl L WT Homme/ selles Autres  Santé et production animale
11CEB1055SAL FA602 COLINDALE SCODXB0002 Xl M NA, OFX, ENR  Poulet de chair/ fientes Volaille Santé et production animale
12CEB2733SAL Hop520 HULL SHULXB0002 XXXI AF WT Homme/ selles Autres  Santé et production animale
12CEB2384SAL FA1502 HULL SHULXB0001 XXXI AF WT Pondeuse/ eaux abreuvoirs Volaille Santé et production animale
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7.4. Discussion

Les outils de diagnostics moléculaires sont devateusos jours un moyen efficace
dans I'étude de I'épidémiologie des agents infegtidls permettent d’évaluer les potentiels
facteurs de risques potentiels génétiqgues et emimentaux, d’identifier I'étiologie, la
distribution et d’assurer la prévention des malsdndectieuses au sein d’'une petite ou d’'une
vaste communauté (Fernandagzl, 2003 ; Traulet al, 2005).

Les profils génotypiques générés par les difféeemeéthodes de typage moléculaire
des souches bactériennes constituent un outil Eyadiggique important pour la détermination
de potentielles sources d’infections. De plus, latrdbution des souches typiques de
Salmonellacirculant parmi les différentes espéces animaferle ane information précieuse
pour la compréhension épidémiologique de la dissatioin des génotypes particuliers des
clones (Olseret al, 1992). Dans le but d’évaluer les proximités phgioétiques de nos
souches, et de déduire les possibles liens épidlggigoes entre celles issues des élevages et
celles issues des hdpitaux, nous les avons cas#dsrsur le plan moléculaire grace aux
méthodes de I'lS-PCR, d’'ERIC-PCR et du Pulsotypdgdleau 34).

7.4.1. Analyse comparative des Profils ERIC-type$S-types et antibiotypes

Nous avons analysé les différents profils des isatke Salmonellaissus des fermes
avicoles et des hépitaux par comparaison de sé&stgpmmuns entre eux, en fonction du
degré d’homogénéité ou d’hétérogéeneéité des ERIEstypes I1S-types et d’antibiotypes.

7.4.1.1. Profils homogéenes

» S.Gamaba : 2 isolats issus d’'une méme ferme, prégdatamémes profils ERIC, IS et
d’antibiorésistance. C’est aussi le cas des 2tsalaS. Oakland, des 2 isolats &
Bokanjac, des 2 isolats &Ried, des 2 isolats d& Wilhelmsburg, des 2 isolats &
Telelkebir et des 2 isolas. Kinondoni Ces souches sont issues de différentes fermes
avicoles. Il est probable gqu’elles soient des sesgtientiques par sérotype.

» S. Amager : issus d'une méme ferme ont montré les eséprofils ERIC, IS et
d’antibiorésistance. Ce résultat est identique pesiB isolats d&. Mississipi retrouvés
dans une autre ferme. LesS5Riggil également isolés dans une seule et mémeeferm
ont présenté également les profils ERIC, IS ettd@résistance identiques. On posera
toujours I'hypothése d’'un possible méme soucheut@rt au sein de chaque ferme au
moment de I'échantillonnage.

» S.Minnesota les 16 isolats étudiés sont issus de trois fermewlas différentes. lls
ont tous montré les mémes profils ERIC, IS et daotésistance. Ces profils
identiques témoignent une fois de plus, du possiblactére clonal de ce sérotype de
Salmonella Les trois fermes possédent comme liens commumsseul fournisseur
d’aliments destinés aux volailles

» S.Amsterdam Les 2 souches bien gu’isolées chez deux patiéifésehts d’'un méme
hopital, ont montré les profils ERIC, IS et d’amitesistance identiques. Méme
résultats pour les 2 souches $idUrbana, également isolées chez 2 patients distincts
dans un autre hopital.
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» S.Herston : les 3 isolats ont montré les profils ERIE et d’antibiorésistance tous
identiques. lls étaient isolés chez 3 patient®dkfits dans un méme centre hospitalier.
Profils uniques également pour les 3 isolat$Sd®na rencontrés chez 2 patients dans
ce méme hopital. C'est aussi le cas des 3 isotS. tHato et des 3 souches &
Altona retrouvés chez au moins 2 patients différecdtte fois-ci dans un autre hépital.

» S Anatum: les 5 isolats ont montré les profils ERIC, ISd&ntibiorésistance tous
semblables. lls étaient pourtant isolés chez 4deptidifférents au sein d'un méme
centre de santé. Profils similaires pour les 4 Besi@leS. Braenderup isolés chez deux
patients dans ce méme centre de santé. A la lurderees profils uniques, on peut
postuler que c’étaient les mémes clones qui étielés lors de cette étude.

7.4.1.2. Profils hétérogénes

» S.Winterthur : 2 isolats isolés de 2 fermes distiaajai ont montré deux profils ERIC
et IS différents, mais un profil d’antibiorésistanidentique. On peut supposer que les
deux isolats ne sont pas des clones.

» S. Stanleyville : les 8 isolats étudiés ont été retésudans deux hopitaux différents.
Les 5 premiers isolats retrouvés chez 4 patierftéreints dans un méme hdpital ont
montré des profils ERIC, IS et d’antibiorésistarioas semblables, alors que les 3
autres isolats rencontrés eux chez 3 patientsrelifté dans un autre hopital, ont
présenté les mémes profils ERIC, IS et d’antibistéace qui leur sont propres. Au
sein d'un méme hodpital implanté dans la méme z@ogm@phique que les patients, on
peut affirmer qu'on est en présence de clones. Mais hoépital a un autre, la
discrimination de ces isolats obtenue par ces detthodes permet de montrer que ces
deux groupes du méme sérotype ne sont pas desclone

Les résultats issus des méthodes ERIC et IS PQRnoffes preuves de I'existence
d’'une diversité moléculaire évidente parmi les sgres de salmonelles isolées au cours de
cette étude. En s’appuyant d’abord sur la méthd®ECE°CR, nos résultats sont en accord
avec plusieurs études menées sur les souches rdensdles grace aux séquences d’ERIC.
Elles sont décrites pour la premiére fois comme wte®s intergéniques répétitives chez
coli, S Typhimurium et certaines entérobactéries. La sggel I’ERIC est un palindrome
imparfait de 126 pb, hautement bien conservée cegzspeces (Hultat al, 1991 ; Sharples
et Lloyd, 1990).

Cette méthode a donc été utilisée dans le passe feaslité pour discriminer les
souches d&almonellaparce que les isolats appartenant a la méme sauohtraient souvent
des profils identiques (Van Lith et Arts, 1994).sCauteurs suggéraient déja a cette époque,
I'utilisation des amorces d’ERIC1R et ERIC2 pour déscrimination des sérotypes de
salmonelles entre eux. Entre temps, Millemanml. (1996) avaient testé les mémes amorces
ERIC et conclu que cette méthode ne permettaitdeasliscriminer certains isolats &
Enteritidis etS. Typhimurium entre eux. Buet al., (1998), rapporterent aussi que ERIC-PCR
n'était pas tres pratique pour l'identification dgsotypes.

Mais, plus récemment, Limt al, (2005) et Rasschaet al., (2005), ont démontré dans
leur études que ERIC PCR peut étre utilisée pdtardncier les sérotypes &almonellaentre
eux. Il est évident que la méthode ERIC PCR, aésodé d’autres méthodes de typage
moléculaire, peut non seulement étre utilisée coraneemeéthode appropriée pour grouper et
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réduire le nombre de souches 8almonellaa sérotyper lors de certaines investigations
épidémiologiques (Rasschaet al., 2005) , mais peut aussi étre utilisée efficacenpenir
identifier et tracer les sources des salmonelléisoggnes dans les aliments. D’aprestal.
(2011), la méthode ERIC-PCR peut également étriisédi pour établir les empreintes
moléculaires des souches de salmonelles, pour samalgur similitude génétique afin de
fournir la preuve épidémiologique moléculaire pettar@ de prévenir et de contrbler les
salmonelles d’origine alimentaire.

Le choix d'une méthode complémentaire de type IRPQustifie la nécessité
d’associer a la méthode ERIC-PCR, un autre outitypages génotypiques reproductible et
fiable, dans le but d’élucider la proximité clonale nos isolats obtenus grace a ERIC-PCR et
de déterminer la méthode la plus discriminante peuypage moléculaire.

Les marqueurs IS (Insertion Sequence) appartienment groupes d’éléments
transposables présents en plusieurs copies audsegenome des bactéries. Le typage IS
implique donc d'utiliser la diversité des sitesndertion. Pour certaines espéces bactériennes,
ilIs peuvent étre utilisés comme marqueurs génotygsicet traceurs épidémiologiques pour
discriminer de nombreuses sérotypes entre eux.t @esas par exemple d&256 chez
Staphylocoque aureus et &6110chezMycobacterium tuberculosi€aveet al, 1994). Pour
le genreSalmonellal’IS200a été observé pour la premiére fois sur une sonmliante des
Typhimurium et peut étre mis en évidence sur leogén de plusieurs autres souches de
salmonelles. Cependant, le nombre de copies deléesents IS sur le génome dépend de
chaque sérotype de salmonelles (Lam et Roth, 1d8&mann et al, 1995 ; Stanlet al,
1991).

Plusieurs études réalisées sur la distributiom é&idalisation des marqueurs IS, au sein
du génome des salmonelles, avaient souligné sénéinphylogénétique et épidémiologique
pour la détermination des profils IS types desaisotliniques de salmonelles. lls peuvent étre
utilisés comme outils de diagnostic appropriés padentification des isolats de salmonelles
avec une précision assez élevée (Millemainal, 1995 ; Stanlegt al, 1991).

De nos résultats, il ressort que tous les mémexyp&s deSalmonellaqui avaient
montré les profils ERIC identiques (figures 12 @), lavaient également exhibé les mémes
profils IS (figures 13 et 15). Tous les résultaig@els nous sommes parvenus, montre I'intérét
de ces 2 méthodes PCR comme marqueurs moléculappeopriés pour des études
phylogénétiques et épidémiologiques des soucheald®nelles. Nous avons aussi montré, au
cours de cette étude que le marqueur phénotypiglgue I'antibiotypie, reste précieux pour
de telles investigations. La combinaison de cesaBjoeurs permet de tracer avec efficacité la
diffusion des souches de salmonelles dans divgmsstgl’environnement, tels que dans les
élevages, lors des toxi-infections d’origine alirz@re lies aux hétes humains, etc.

7.4.2. Analyse comparative des profils ERIC-typedS-types, antibiotypes et pulsotypes
des isolats communs d&almonella d’origine aviaire et humaine.

L’idéal serait d’analyser tous nos isolats graceea 4 marqueurs choisis pour mieux
apprécier leur proximité phénotypique et génotypigdin de nous permettre d’établir leurs
liens phylogénétiques et épidémiologiques. Maisjitér par le co(t financier élevé des
expériences a realiser, nous avons reduit cettdysenan quelques sérotypes identiques
retrouvés a la fois dans les élevages aviairebez tes humains. Parmi les isolats analysés,
plusieurs hypotheses basées sur les différentdspobtenus peuvent étre formulées.
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7.4.2.1. Profils homogénes

» Les 4 isolats d& Kottbus analysés étaient rencontrés dans 4 dadiifiérents. Les 2
isolats humains retrouvés dans 2 hopitaux différenttle 8 isolat retrouvé dans une
ferme de poules pondeuses partagent un profil PE@Rue (SKOTXBO0005). La
méthode PFGE paXbal apparait donc discriminante pour ces sérotypes. profils
ERIC, IS et d'antibiorésistance sont également tidaes pour ces 3. Kottbus
(Tableau 33). On peut affirmer que ces isolats destclones ayant une méme origine
et circulant entre cette ferme de poules pondeeséss humains échantillonnés dans
les 2 hoépitaux de la ville. Ce résultat confirmerbie réservoir aviaire du sérotype
Kottbus, d’oll pouvait survenir cette contaminatimmaine observée. L€ iolat deS.
Kottbus retrouvé dans une autre ferme de poulesq@es, bien que présentant les
profils ERIC-typess, IS-types et d’antibiorésisenientigues que les 3 isolats
précédents, avait exhibé un pulsotype différentoplproche de celui d& Derby
(SDBYXB0020). Pourtant, le sérotypage de Kottbadt é&xact et formel.

» Les 4 serovars d8 Havana analysés étaient isolés de 4 sites ditfer®eux de ces
serovars issus de 2 fermes différentes (fermes Ibepartagent le méme pulsotype
(SHAVXB0004). lls partagent aussi les mémes prd&RIC, IS et d’antibiorésistance.
Ces serovars sont donc des clones. Par contrg,desres serotypes dont I'un est issu
d'une ferme de poules pondeuses (SHAVXB0002) etitdéa d’origine humaine
(SHAVXB0003) exhibent des pulsotypes différents.gartagent cependant, les mémes
profils d’antibiotypes, ERIC-types et IS-types.

» Les3 souches d& Muenchen étaient isolées dans 3 lieux différeotst 2 aviaires et
une humaine. Les 2 isolats aviaires rencontrés dang fermes différentes partagent
un profii PFGE unique (SMUCXBO0001). lls partagengalement les profils
d’antibiotypes, ERIC-types, IS-types identiquess @eux isolats aviaires sont sans
aucun doute des clones. Les®rovar de source humaine présente un autre podsot
(SMUCXB0002), alors qu’il partage les mémes proRIC, IS et d’antiobrésistance
avec les 2 précédents.

7.4.2.2. Profils hétérogénes

» Les 4 isolats d& Colindale analysés venaient de 4 sites différesiast 3 d’origine
aviaire (2 isolats issus de 2 fermes différentepaldets de chair et 1 isolat issu d’'une
ferme de poules pondeuses) et un isolat d'origimeaine. Ces isolats partagent 4
profils PFGE différents dont les 3 sont tres precf@CODXB0001, SCODXB0003,
SCODXB0004 avec + de 90 % de similitude). Ils ageint aussi 3 profils ERIC-types,
3 profils 1S-types et 2 profils d’antibiotypes tod#férents (Tableau 33). On peut
supposer que ces isolats ne sont pas des clorpgedes sources de contamination
peuvent étre d’origines multiples.

» Les 2 isolats de&s Enteritidis retrouvés, I'un issu d’'une ferme deules pondeuses
(SENTXBO0017) et l'autre chez I'homme (SENTXBO0Ollpmrent 2 profils PFGE
différents. Cependant, ils partagent les profildE&R/pes et IS-types identiques alors
que les 2 profils d’antibiotypes sont différentse €sultat suppose donc 2 origines
distinctes des 2 isolats d8 Enteritidis. La méthode PFGE est dautant plus
discriminante pour ce sérotype, surtout qu’ellééatéujours utilisée avec succes, pour
discriminer les isolats d8. Enteritidis entre eux (Fernandetal, 2003, Rivoalt al,
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2009). D’'aprés Mamminat al. (2003), la diffusion clonale de certains sérotypes
prédominants telle qus. Enteritidis par le biais des volailles et des pited dérivés
peut étre plus importante, contrairement a ce gaetm® notre présent résultat ou les
isolats appartenant a ce sérotype étaient tresgoeontres.

» Les 3 isolats d&. Idikan issus de trois sites difféerents dont Zatissus de 2 fermes
différents de poules pondeuses (SIDKXB001 et SIDKBB) et un isolat d’'origine
humaine (SIDKXB002) partagent 3 pulsotypes tougedbhts. Les pulsotypes 1 et 2
sont assez proches. lls montrent aussi des pERIE-types et IS-types tous différents
alors que les profils d’antibiorésistance sontnegsmes. La méthode PFGE a été mieux
discriminante pour ces isolats que les 3 marqueunsis et permet de postuler que les
3 isolats d&s. Idikan ne sont pas des clones.

» Les 2 isolats deS. Hull issus chacun d’'une ferme de poulettes (SHBQX1) et de
source humaine (SHULXB002) partagent deux profi<GE différents. lls montrent
pourtant 2 profils ERIC-types, 2 I1S-types et 2 laintiypes tous identiques deux a deux.
Ce résultat démontre encore le haut pouvoir disnent de la méthode PFGE
comparée aux 3 autres marqueurs utilisés. Elle gteddapporter la preuve de la non
clonalité des isolats d&. Hull et de souligner que les sources de containma
peuvent étre d’origines diverses.

Des trois méthodes de typages moléculaires réalméeours de notre étude, il apparait
gue la PFGE est la plus reproductible et la plgsraninante par rapport aux deux autres. Sa
réalisation est certes lourde et fastidieuse, nedlss s’avere toujours précieuse, lors des
investigations épidémiologiques, et souvent dasscdatextes ou d’autres méthodes de typage
ne pouvaient pas discriminer les souches bactéteantre elles (Brisabois, 2001 ; Stevens
al., 2008).

Le regroupement d’isolats ou les relations erdggeigolats reposent principalement sur
la comparaison des profils obtenus grace a leuntitdephénotypique ou moléculaire. La
caractérisation moléculaire de nos isolats ississfdanes avicoles et des hopitaux a donc
permis d’apporter les informations descriptives gar diversité génotypique du genre
Salmonellaa travers les différents sérotypes isolés permiettinasi d’émettre des hypothéses
sur la contamination et les flux des souches dai® rsecteur d’étude. Cette caractérisation
moléculaire permet non seulement d'élucider la @®ule contamination ou le véhicule
responsable de I'épidémie, mais permet aussi deesla diffusion et la dynamique d’un clone
bactérien, au sein de I'animal en élevage, au nikala matiere premiéere a I'abattoir et dans
la chaine de transformation (Cardineteal, 2005 ; Giovannacat al, 2001).
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8. Conclusion générale et perspectives

Les salmonelles sont comptées parmi les premieneses connues de toxi-infections
alimentaires collectives et constituent un réebfme de santé publique a travers le monde.
Au niveau économique, elles ont une importanceiaeicdu fait des pertes de productions
gu’elles engendrent.

Un des faits marquants a noter, est la constaraptaiibn du monde bactérien, dont les
salmonelles, vis-a-vis des conditions du milieuiemnant. Le challenge du 21le siecle sera
donc d’offrir aux consommateurs une alimentatioriée équilibrée et la plus saine possible,
le long de toute la chaine de production et deildigion.

Le taux élevé de prévalence d’infectionSamonellaobservé dans notre région, est
tres inquiétantNotre étude sur les salmonelles d’origines aviairddumaine isolées dans la
ville de N’'Djamena, nous a permis de connaitre damgpremier temps, la prévalence des
salmonelles dans les hopitaux et les fermes awadda capitale du Tchad qui correspondent,
pour les élevages, a des établissements de faiagsns.

Cette étude nous offre les premiéeres données aedmmdes contaminations humaines
et dans les filieres poules pondeuses et pouletshde, par les salmonelles dans la ville de
N’Djamena, avec un taux de prévalence élevé aussidn élevages (43,75 %) que dans les
hépitaux (8,8 %). Elle nous renseigne aussi sutliarsité et les profils de résistance aux
antibiotiques des sérotypes de salmonelles isolésde nos deux campagnes d’investigations
dans la région de N'Djamena.

La caractérisation génotypique de nos souches RICECR, IS-PCR et par
Pulsotypage, nous a permis de connaitre les pagbgénétiques des souches étudiées et par
voie de conséquence leurs liens épidémiologiques. clonalité de certaines souches,
retrouvées dans les unités d’échantillonnagesrdiités, met en évidence la diffusion ou la
persistance de certains isolatsS##monellaentre les élevages et les humains.

L’hétérogénéité de ces sérotypes nous renseignelasutiversité des sources et
réservoirs potentiels des salmonelles a N'Djamémacomparaison de nos pulsotypes avec
ceux de la banque de données de 'ANSES, dépetableau de la répartition géographique
universelle de certains sérotypes, probablemeriitégcpar la mondialisation des échanges
commerciaux (surtout alimentaire) et par les mow@s continuels des hotes tant animaux
que humain.

Au niveau des élevages avicoles impliqués dan® mtrde, la biosécurité a I'intérieur
des fermes était au « niveau zéro ». De ce corategflexion sera menée en accord avec les
aviculteurs sur l'importance d'une surveillance foecée de la conduite d’élevage, en
particulier au niveau des mesures d’hygiéne etidgeburité individuelles et collectives mais
aussi au niveau du contrdle de tous les intrardg®€quipements de travail.

En effet, les systemes officiels de surveillance deonoses devront étre créés pour
permettre la collecte de données épidémiologigats, de mieux orienter la prévention et
'information. Les efforts doivent étre prioritaiment concentrés sur les secteurs les plus en
amont, par rapport au stade de la distributioredadconsommation.
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La réussite de la prévention et du contrdle desadied causés par les sérotypes de
Salmonelladépend donc d’'une approche puridisciplinaire auii gnpliquer les cliniciens, les
consommateurs, les restaurateurs, les producteudssteibuteurs de poulets de chairs, de
pondeuses et les autorités en charge de la sanligymi

Des programmes de formation sur la manipulatida ptéparation des aliments par les
restaurateurs ou a la maison doivent étre instaaékes autorités compétentes, afin de réduire
le risque d’infection humaine par le gei@amonelladans la région de N’'Djamena.

Une meilleure connaissance de I'écologie et de fenhyque des salmonelles s’avere
donc étre une étape importante et primordiale patteindre un des objectifs suivants :
manipuler et proposer les aliments a base de iedal prosuits dérivés sans salmonelles.

A la lumiere de ces résultats, il est urgent deanene réflexion globale a court terme:

- avec les producteurs locaux afin d’envisager éaonation des pratiques d’hygiene et
de sécurité sanitaire dans ces exploitations fateénexposées aux contaminations par
Salmonella

- sur des programmes éducatifs plus actifs etégfied de sensibilisation sur la sécurité
biologique des aliments issus de l'aviculture strisques liées aux salmonelles a I'endroit de
la population et des professionnels de I'élevage.

- organiser un atelier de restitution et de forora(i3 jours) afin d’élaborer un guide de
bonnes pratiques d’hygiéne et de biosécurité demfelmes avicoles.

Et & moyen et long termes :

- Plaider pour la mise en place rapide d'un systafiiiel de surveillance des
zoonoses bactériennes pour la collecte de donmadéndéiologiques dans le but de mieux
orienter I'information et la prévention concernad bactéries pathogenes.

- Reprendre cette étude en impliquant les élevayesoles et les autres filieres
animales des 5 grandes villes du Tchad, y compigasena. Cette étude sera couplée a une
vaste enquéte épidémiologique sur les salmonelies tbus les hopitaux de ces 5 villes en
impliquant un nombre assez important de sujetinégtde maladies digestives ou non. Evaluer
les liens phylogénétiques et épidémiologiques elessemble des souches isolées.
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