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Introduction

INTRODUCTION

L’¢levage avicole constitue une source non négligeable d’apport protéique dans les
pays en voie de développement. La maitrise des conditions d’élevage est pour la plupart des
éleveurs chose facile, mais pour assurer une production économiquement bénéfique peu
d’¢leveurs arrivent a ce but. Cependant la maitrise du risque sanitaire touchant la santé
humaine et animale reste un probléme posé méme dans les pays modernes. Dans notre pays
ce risque est de taille. !

Problématique

En Algérie, la filiere avicole a connu depuis 1980 un développement notable, soutenu
par une politique incitative. Cependant, les pratiques d'élevage et d'abattage accusent un retard
technologique considérable par rapport aux pays industrialisés, ceci retentit non seulement sur
la productivité des ateliers avicoles, mais aussi et surtout sur la santé publique. En effet, la
problématique de la filiére avicole sur le plan sanitaire reste toujours tributaire des conditions
d'élevage en général, et plus particulierement de I'hygiéne des batiments. Les ateliers
d'élevage et d'abattage dans la wilaya de Batna sont pour la plupart étatiques bien que le privé
ait investi le terrain de fagon grandissante. Ces derniers ne répondent nullement aux exigences
hygiéniques et sanitaires recommandeées par la Iégislation nationale et internationale, tout cela
pour un pays en négociations avancées pour l'adhésion a l'organisation mondiale du
commerce.

La barriere sanitaire au niveau des élevages et tueries est tellement faible, qu'elle est a
I'origine de taux de mortalités excessifs, d'utilisation abusive des produits vétérinaires et de la
propagation de diverses maladies.

Néanmoins durant les deux dernieres décennies; un nouvel essor a caractérisé la filiére
avicole, nouvelle structuration de la filiere, instauration de Holding, mais la filiére avicole
« chair » reste fragile et accuse un retard technologique considérable par rapport aux pays
industrialisés. Ce facteur retentit sur la productivité des ateliers avicoles privés. Force est de
constater que cela est di principalement a

Des structures de production atomisées caractérisées ;
e Par des ateliers de taille modeste : 3000 sujets en moyenne.
e Probléme d’ « isolation-ventilation ». Cela se traduit par des difficultés a maitriser les
conditions d’ambiance, notamment en saison estivale.
e Une faiblesse dans la mise en place de la barriere sanitaire qui est a 1’origine de taux
de mortalité excessif
Une médiocrité des performances des élevages
e La modicité des performances des élevages privés tient a la nature extensive des
processus de production mis en ceuvre (qui se traduisent par un allongement du cycle
d’¢levage, un gaspillage d’intrants.)
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e Par ailleurs, le sous équipement chronique de ces ateliers n’aide guére ces élevages a

tirer profit des autres atouts maitrisables.
Importations de 1’aliment

e La quasi-totalit¢ de I’aliment de bétail du matériel biologique des produits
vétérinaires, et équipements proviennent de 1’étranger, provoquant une hausse des
co(ts de revient se répercutant sur les prix du poulet.

o Hausse des prix des céréales : Les cours mondiaux des céréales ne cessent de grimper.
Par conséquent, 1’aliment nécessaire a 1’élevage, composé essentiellement de mais, de
soja et de tourteaux, devient de plus en plus cher (plus de 70% du co(t de revient a la
production du poulet de chair pour 1’aliment).

Autres probléemes

e Grippe Aviaire : apparue dans de nombreux pays du continent asiatique, a la fin de
2006 et au début de 2007, ainsi qu’en Egypte, a eu son effet sur le commerce des
produits avicoles.

e La dépendance en aliment vis-a-vis des importations se fait grandissante : ce que les
éleveurs essayent de corriger par des ajustements sur les rations. Une pratique qui se
répercute sur le rythme de croissance du cheptel. Les poules n’arrivant pas a croitre
dans les délais exigés s’exposent aussi a des maladies en particulier les salmonelloses
aviaires.

Ces maladies constituent une pathologie touchant aussi bien les pays industrialisés que les
pays en voie de développement avec Salmonella Enteritidis (S.E) et Salmonella
Typhymurium (S.T) comme zoonoses majeures. Ce sont les principales pandémies de
salmonelloses non typhoides (SNT) qui s’observent chez I’homme et ces sérotypes depuis ces
derniéres décennies sont devenus les sérotypes les plus communs chez la volaille. lls se
retrouvent aussi dans les sous produits; par ailleurs, si la bactérie se retrouve dans un batiment
avicole il serait tres difficile de 1’éradiquer. (Van Immerseel ef a/. 2005).

Les mesures de lutte contre ces zoonoses demeurent difficiles du fait que cette
bactérie se retrouve dans tous les maillons de la chaine avicole, en plus les traitements
proposeés sont pour la plupart empiriques. Ces zoonoses jouent un role tres important dans le
risque sanitaire associé a la consommation des produits alimentaires d’origine animale. Dans
les pays developpés, elles constituent une des causes principales des toxi-infections
alimentaires collectives ou (TIAC) par la contamination des circuits de consommation et de
production avicole. Ce qui fait que 1’épidemio-surveillance ne doit pas se relacher du fait que
les pertes économiques et humaines sont énormes.

Si la pullorose a Salmonella Gallinarum Pullorum (S.G.P) représente un véritable
fléau pour les aviculteurs, des mesures de lutte ont permis de limiter sa progression. Mais le
vide biologique crée par la réduction du taux de SGP aurait favorisé 1’émergence d’autres
salmonelles (Guard-Petter., 2001) et (Bulletin SanitaireVétérinaire 2003-2008). En



Introduction

I’occurrence les salmonelloses a S.E et S.T restent encore un probléme de taille et ne sont
recherchées qu’a I’occasion d’envoi de sujets suspects aux laboratoires vétérinaires régionaux.

Ce travail est diviseé en deux parties : une partie théorique et une partie pratique. Dans
la partie théorique le premier chapitre est réservé a 1’étude de la filiére avicole est une
présentation de cette filiere au niveau de la Wilaya de Batna, le deuxiéme, quant a lui est
réservé a 1’étude des salmonelles enfin le troisieme chapitre traitera I’epidemiologie des
salmonelloses aviaires et leur distribution dans le monde comprenant des généralités et une
bibliographie récente sur les problemes non élucidés de 1’épidémiologie et la transmission
des salmonelles dans la filiére avicole puis une partie pratique comprenant la méthodologie
utilisée pour la détection des salmonelles dans les différents compartiments de la filiere
avicole.

Notre travail pratique rentre dans le cadre de 1’étude de 1’épidémiologie des
salmonelles mineures et a pour but de rechercher ces bactéries dans 1’élevage avicole, en
commencant par les reproducteurs chair et ponte ensuite les multiplicateurs chair et ponte ;
tout en passant par les couvoirs, les abattoirs de poulets de chairs et enfin de compte a la
table des consommateurs de produits avicoles.

Cette recherche se fait par la poursuite d’un protocole normalisé qui est celui appliqué
aux salmonelles dans les élevages de reproducteurs (Norme ISO, AFNOR 6579 et 2002) et
suivant la charte sanitaire réglementant le mode d’échantillonnage et les techniques de
prélevements pour cette analyse (COHS., 2003). La recherche des salmonelles dans les
différents maillons de la filiere avicole se fera sur les sujets élevés en batiments, dans les
couvoirs, les abattoirs et les produits mis sur la table du consommateur. (AFNOR., 1998) ;
(COHS., 2003).

De méme que la filiere avicole du secteur étatique qui est dotée d’une infrastructure
assez moderne et suit des programmes nationaux de lutte contre la salmonellose sera contrdlée
d’une manicre officieuse et ces résultats seront comparés aux résultats des controles effectués
sur les productions avicoles privées. Les souches isolées seront sérotypées et leur sensibilité
vis-a-vis des antibiotiques sera étudiée.

Enfin I’étude de [I’utilisation de quelques plantes médicinales, baies et fruits
(phytobiotics) seront utilisées sur les souches multiresistantes isolées afin de montrer 1’utilité
du palliatif phytothérapique pour contourner I’utilisation abusive des antibiotiques dans le
domaine avicole et pour se préparer au retrait definitif des antibiotiques facteur de croissance
de I’alimentation avicole.

Chague chapitre dans la partie pratique de cette these est écrit dans un format approprié ala
publication indépendamment de ’autre. Ainsi, chaque chapitre a une introduction, des
materiels et méthodes, des résultats et la discussion .Ce format a été choisi en se référant aux
théses d’épidémiologie des universités américaines. Ce modele de présentation de la thése se
rapproche de la réalité. (Mallia., 1998); (Myint., 2004) ; (Boxall., 2005).



Introduction

Obijectifs

Evaluer les prévalences des salmonelloses aviaires mineures dans les différents
maillons de la chaine avicole.

Isoler les souches de salmonelles et les sérotyper dans les différents compartiments du
secteur avicole et des différents prélevements faits au niveau des organes et visceres
de la volaille.

Estimer le degré de sensibilité des souches isolées envers différents antibiotiques
utilisés dans le traitement des pathologies avicoles et leur supplémentations dans
I’alimentation de la volaille.

Essayer de trouver un palliatif a I’utilisation des antibiotiques dans les pathologies et
I’alimentation de la volaille en utilisant des molécules biologiques actives sur ces
germes.
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CHAPITRE | : ETUDE DE LA FILIERE AVICOLE

INTRODUCTION

L’avenement des grandes industries dans le siécle dernier a fait que 1’industrie avicole dans
les pays industrialisés s’est mise entre les mains de grands investisseurs qui ont monopolisé le
secteur avicole de I’industrie primaire au secteur productif, ce qui €¢limine les petits €éleveurs
de toute concurrence et les a relégués au niveau de la production rurale. Pour les pays en voie
de développement, le phénoméne a tendance a s’implanter, mais les petits et les moyens
éleveurs persistent, tout en améliorant leur technicité et en développant les produits de terroir
ex : poulet Baladi en Egypte...(McLeod et al,, 2009).

1. Profil économique des pays du Maghreb

L’ Algérie se caractérise par rapport aux pays du Maghreb par un taux de croissance des plus
¢levés de 1I’Afrique du Nord, d’un revenu pécuniaire par habitant moyen, d’une production
avicole en deuxiéme position apreés le Maroc et d’'une consommation des produits avicoles en
déclin. (Voir Tab.1; Tab.2 ; Tab.4 ; Tab.5 ; Tab.6).

Tableau 1: Taux de Croissance de la population au niveau des pays du Maghreb.
(Benabdeljelil., 2004).

Année 2000 2010 2015
Algerie 31.6 38.6 41.7
Lybie 5.3 6.5 7.0

Mauritanie 2.7 3.6 3.9

Maroc 24.0 33.6 35.6
Tunisie 9.8 11.4 12.1
Total 78.4 93.6 100.3

Tableau. 2: Revenu pécunier par habitant. (Benabdeljelil., 2004).

Pays USD/an (2001)
Algérie 1650
Lybie 9000
Mauritanie 360
Maroc 1190
Tunisie 2070
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Tableau. 3 : Place des pays maghrebins au niveau de la production mondiale. (Benabdeljelil.,

2004).

Pays Poulet de chair * Production d’ceufs * Poules *
Algérie 43eme (22.4) 46 eme (114) 35
Lybie 59eme (99) 67 éme (59) 811
Mauritanie 151 eme (4) 154 eme (4.9) 2.9
Maroc 38 éme (280) 31 éme (280) 40
Tunisie 60 éme (91) 58 eme (78) 30

1: Produit en tonnage (2002)
2: Milliers de tonnes

3: Millions de poules (2002)

Tableau 4: Importation, consommation par habitant de viande de volaille des pays du
Maghreb. (Source: FAO., 2005).

Pays Imports Consommation
(1000 tonnes) (kg/hab.)
2005 2015 2005 2015
Algérie 0.03 0.04 7.71 9.25
Maroc 0.24 234.18 9.73 11.68
Tunisie 0.03 0.04 9.39 12.21
Lybie 0.02 0.26 18.35 23.85

Tableau 5: Production par habitant d’ceufs et de chair de volailles dans le Maghreb (Source:

FAO., 2005).
Pays Population en | Production d’ceufs Production de chair de volaille
Million (2005) Nombre par habitant. kg / habitant.

2005 2005 2015 2005 2015
Algérie 33.858 68 82 7.65 9.25
Maroc 31.224 133 146 10.03 5.68
Tunisie 10.327 156 172 9.75 11.72
Lybie 6.160 195 215 18.35 23.82
Mauritanie 3.124 34 37 1.95 2.30
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Tableau. 6 :

Consommation de produits avicoles au niveau des pays du Maghreb.
(Benabdeljelil., 2004).

Poulet de Poulet de Pourcentage | Eufs | Eufs | Pourcentage
chair chair % (1993) | (2000) %
(1993) (2000)
Algerie 7.5 7.6 1.30 3.3 2.9 -1.21
Lybie 16.7 18.8 12.5 7.4 9.8 32.0
Mauritanie 18 2.6 1.44 1.7 1.6 -5.85
Maroc 5.4 8.4 1.55 6.2 6.7 8.06
Tunisie 6.9 11.2 1.62 4.9 7.1 1+

1.2. Situation de la production avicole en Algérie

L’aviculture algérienne produit entre 330 et 342 millions de tonnes de viande blanche (soit
environ 240 millions de poulets par an) et plus de 3 milliards d’ceufs de consommation par
an. Elle est constituée de 20 000 eleveurs, emploie environ 500 000 personnes et fait vivre
environ 2 millions de personnes. Enfin elle importe 80% des 2.5 millions tonnes d’aliment
(mais ; tourteaux de soja et CMV), 3 millions de poussins reproducteurs, des produits
vétérinaires et des équipements. (OFAL., 2001)

Cette situation résulte de la politique de développement lancée par I’état depuis deux
décennies et visant I’autosuffisance alimentaire en protéine animale

Le modéle d’¢élevage adopté par notre pays est un modele d’élevage intensif basé sur la
technologie moderne et une organisation de la production une planification rigoureuse
Cependant la dépendance de notre aviculture du marché extérieur de I’aliment, du
médicament et de 1’équipement demeure le principal handicap au développement de
I’aviculture algérienne,

ajouté a cela I’augmentation des charges, le désengagement de 1’état et les fluctuations de la
commercialisation. Ceci a poussé bon nombre d’¢leveurs a changer de profil, ce qui laisse le
secteur avicole actuellement en crise.

1.3. Situation de la production avicole au niveau de la wilaya de Batna.

La filiere avicole de la Wilaya de Batna représente 20% de 1’industrie avicole de 1’ Algérie.
Quant aux ORAVIE (secteur public) a Batna, ils couvrent uniquement 10%.

Les reproducteurs chair du secteur public situés au niveau de la daira de Tazoult et de
Chemora, ceux du secteur privé sont situés dans la daira Ain Touta et Mdoukel Quant aux
reproducteurs ponte nous les retrouvons dans la wilaya de Msila (Ain Taghrout) et c’est
I’unique office avicole de reproducteurs ponte dans I’est Algérien qui pourvoit toutes les
unités de poulettes démarrées dans 1’est Algérien en poussins ponte. Ces reproducteurs sont
élevés sous des programmes établis correspondant aux différentes souches Highline, Hubbard
ou ISA-Brown 15...Les multiplicateurs chair et poulettes démarrées sont par contre implantés
sur toutes les dairates environnant la daira de Batna et sont respectivement au nombre de 43 et
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8. Les couvoirs sont destinés a produire des poussins chair et ponte pour les multiplicateurs
chair et ponte et sont au nombre de 12 au niveau de la wilaya ; quant aux abattoirs ils sont au
nombre de 4 entre publics et privés, les tueries sont trop nombreuses et clandestines. (voir les
fig2 et Tab.7, 8, et 9).

Les élevages de dindes totalisent 27 unités et constituent 214 640 animaux, Les poulets de
chair sont éleves en dessous de 61 jours en moyenne.

Les principales pathologies observées sont : la coccidiose, la mycoplasmose, la colibacillose,
la salmonellose, la maladie de Gumboro et les avitaminoses...

Tous les élevages de poulets de chair et de poules pondeuses suivent un élevage intensif
moderne (Source., DDA).
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Fig. 1 : Carte administrative de la wilaya de Batna.
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1.4. Pyramide d’élevage au niveau de 1’industrie avicole de la Wilaya de Batna

Elle se caractérise par 1’introduction des grands parentaux issus de 1’unité d’Ain Ouessara
mais pour les parentaux pontes de I’unité d’AIN TAGHROUT ils proviennent de 1’étranger
pour la souche Highline. En principe pour le secteur étatique les batiments avicoles sont
constitués de grandes batisses soumises aux normes de 1’¢levage avicole des reproducteurs
Gallus gallus ; néanmoins pour le secteur privé I’implantation fait souvent fi des problémes de
contiguité avec les productions avicoles secondaires.

Reproducteurs Chair
Reproducteurs Ponte

Multiplic.Ponte

Couvoirs

Eufs de
consommation

Consommateur
ovoproduits

Multiplic.Chair

Abattoirs

Poulet de
chair

Consommateur
Carcasses et VSM

Fig. 3 : Structure pyramidale de la production avicole.

Tableau. 7 : Pyramide de la filiére avicole du secteur public de la wilaya de Batna.

(Source., ORAVIE EST).

Nombre d’unités Production théorique | Production
ceufs /an
Grands parents Non reporté Non reporté Non reporté
Reproducteurs Chair 01(CRC Boulhilet) OAC 8400 000 11 000 000
Poullettes démarrées 01(UPD Ain Kercha) 232 000 Non reporté
01(UPD Boulfreis) 232 000
Poulets de chair 01(UPC de BenBoulaid) 400 000 Non reporté
(Eufs de consommation | 01(UOC d’Ain Skhouna) 4788352 64 000 000

10




Partie Théorigue

Tableau. 8 : Pyramide de la filiére avicole du secteur privé de la wilaya de Batna.

(Source., ORAVIE EST).

Nombre d’unités Nombre d’animaux
Grands parents Non reporté Non reporté
Reproducteurs chair 12 336300
Reproducteurs ponte 01 Non reporté
Poullettes démarrées 06 33640
Poulets de chair 43 3.539940
(Eufs de consommation 46 4788352

Tableau. 9 : Situation et production des abattoirs et tueries agrées entourant la Wilaya de

Batna. (Source., DDA).

Wilaya Abattoirs et Tueries Nombre de piéces abattues
Batna 03 Ab. 19 Tu. 11100 p/j
Biskra 01 Ab. 03 Tu. 1900 plj
Constantine 10 Ab 60.000 p/j

Setif 01 Ab. 18 Tu. 7700 plj

Msila 01 Ab 800 plj

Oum EI Bouaghi 0 0
Khenchela 0 0

Mila 01 Ab 24000 p/j

Ab: Abattoir = Capacité de production + de 1 000 p/j
Tu: Tuerie = Capacité de production - de 1 000p/j

2. Présentation des salmonelloses aviaires dans la pyramide d’élevage de I’industrie avicole.

2.1. Reproducteurs parentaux.

Peu d’informations circulent a propos de cette catégorie de volaille qui constitue les grands
parents de nos volailles mais en fait ils ne couvrent pratiquement qu’un pourcentage assez
faible des demandes au niveau des reproducteurs ponte et chairs. La majorité des aviculteurs
achétent leurs produits en poussins a I’étranger.

2.2. Reproducteurs ponte et chair.

En ce qui concerne les sources de contamination des reproducteurs par les salmonelles, elles
sont pratiquement illimitées (oiseaux, autres animaux domestiques, rongeurs, eaux, aliments,
etc.). Chez les oiseaux infectés, Les matieres virulentes principales sont les fientes; nous
notons en particulier la colonisation de l'intestin (les cecums en particulier) par les
salmonelles et chez les pondeuses la possibilité de I'infection des ovaires.

11
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Les Salmonelles ont été détectées dans des troupeaux de reproducteurs. C’est la nourriture et
I'eau qui constituent pour les fermes d'élevage et pour les fermes de reproduction, les sources
de contamination les plus importantes. (Sasipreeyajan ef al., 1996) .

Les reproducteurs ponte et chair se contaminent par des denrées alimentaires transférant les
pathogénes a travers la contamination fécale du sperme du fait que le sperme passe par le
cloaque et non a travers la colonisation des testicules via les canaux déferents. (Cox et a/
,2005).

Le portage inapparent ou chronique est habituel. Certains oiseaux peuvent excréter des
salmonelles, de fagcon continue ou intermittente pendant de longues périodes (plusieurs mois).

La production d'ceufs contaminés chez les poules pondeuses infectées naturellement par S. E
est de lI'ordre de 1,5 a 2 %. (Gainiere., 2001).

Des études sur les productions primaires ne donnent en général que des taux assez bas en
salmonelles dans les pays chauds. En effet en Arabie Saoudite, (Al-Nakhli et &/, 1999)
rapportent une prévalence de 4%, par contre en Malaisie, (Rusul et &/, 1996) avancent un
taux assez élevé (20%) de salmonelles au niveau de reproducteurs alors que 1’aliment ne
semble pas étre contaminé, et aucune augmentation importante de la consommation de la
volaille n’a été notee.

2.3. Pour les multiplicateurs chair ou poulets de chair et multiplicateurs ponte ou poulettes
démarrées.

Pour les batiments de poulets de chair, 1’isolement de salmonelles se fait mieux avec le
MRSV et les pedisacs utilisées comme outils de prélevements, la transmission horizontale des
salmonelles aux poulets de chairs pendant la période d’élevage et aux produits finis lors de
I’abattage a été montrée comme étant un facteur déterminant. Il a été démontré par
(Heyndrickx et al, 2002) que le statut de positivité en salmonelles d’un batiment d’¢levage
de multiplicateurs chairs et corrélé avec I’exaltation de la mue des poulets durant les 2
premieres semaines de croissance. Il est négativement influencé par [ utilisation
subthérapeutique des antibiotiques. Le risque de propagation des salmonelles est largement
favorisé par la sortie de matériaux de I’intérieur des batiments d’élevage ainsi que le degré de
contamination du cheptel et I’hygiéne des locaux caractéris¢é par (I’aliment, 1’eau
d’abreuvement, la volaille et les matériaux inanimés).

Cinquante pour cent des litieres ainsi que les fientes dans les batiments de poulets de chairs
destinés a la commercialisation de la volaille se sont montrés contenir des salmonelles, ce qui
se répercute sur la contamination des carcasses aprés abattage et eéventuellement par une
contamination croisée. (Payne et al., 2006).

(Huneau-Salaiin et al., 2007) dans une étude multidimensionnelle rapporte que les facteurs de
risque de contamination par Salmonella spp pourraient étre liés a certaines pratiques, ex :
’utilisation de poulettes en cage et des troupeaux de plus de 10 000 pondeuses ainsi que
I’abreuvement a partir d’un puits et I’absence de lavage du poulailler avant la mise en place,
ce qui éléve le taux de contamination a 32.6% contre 17.9 % pour les poules pondeuses
n’ayant pas subies ces pratiques.

12
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Le concept des changements dans le microenvironnement du tractus gastro-intestinal, comme
ceux crées durant le manque de nourriture, encourage la virulence de Salmonella Enteritidis
et la sensibilité des poulettes en mue. (Duke et al., 2002).

Pour les poules pondeuses en fin de production le retrait de I’aliment pendant 10 a 14 j et son
remplacement par une alimentation a base d’orge permet d’augmenter la production d’ceufs
bien que D’exaltation des salmonelles se fait au moment de cette période mais le
remplacement de I’aliment avec un concentré approprié¢ permet de limiter le relarguage de
salmonelles (Murase et al., 2006).

Autrement la contamination par S.E de poules pondeuses diminue la production en ceufs et
transmet les salmonelles horizontalement & des sujets indemnes par 1’eau d’abreuvement
(Nakamura et al,, 1994). La surveillance de SE dans les batiments de poules pondeuses et de
leur environnement arrive a réduire le taux d’isolement de ces bactéries dans I’unité avicole
sur le plan de la biosécurite quand tous les points critiques sont controlés. (Kinde et al.,
2005).

2.4. Abattoirs et couvoirs.

2.4.1. Abattoirs.

La perspective annoncée pour la prohibition en décembre 2010 de la chair de volaille
contaminée par Salmonella sur les étals de supermarchés suggere le recours aux méthodes
rapides de détection des Salmonelles dans cette denrée. Les résultats montrent qu’il n’existe
aucune méthode de détection commercialisable pour ce faire, mais les méthodes disponibles
sont trop longues pour suivre la production lors du processus d’abattage ce qui implique
I’installation obligatoire de ces techniques de détection avant la date de prohibition
(Eijkelkamp and Arts., 2009).

Les chaines d'abattage de volailles ne disposent d'aucun moyen ni de barrieres efficaces
capables de controler les salmonelles. Depuis l'origine de la production a travers I'ensemble de
la filiere la microflore du poulailler est transférée a I'abattoir puis aux ateliers de découpe sur
les parties externes des volailles mais aussi avec leur microflore digestive. La contamination
croisée se produit particulierement pendant I'échaudage, le plumage, la section de la téte,
I'éviscération et le refroidissement. (Fries., 2002). De méme qu’une étude faite sur un abattage
de porc reporte des contaminations croisées qui ne rétrocedent qu’apreés des désinfections et
nettoyages réguliers entre lots de carcasses. (Bouvet ef a/.., 2003).

La prévalence et la distribution de Sa/monella dans la viande crue et les abats (foie, gésier et
ceeur) de poulet provenant d’établissements de transformation de volailles et de marchés
montre que les gésiers sont les plus contaminés, a ’opposé de la peau qui est la moins
contaminee et le sérotype le plus commun est S.T. (Molla and Mesfin., 2003).

Les résultats d’une étude indiquent qu’il y a un fort taux de contamination de la viande de
poulet et des abats dans les abattoirs en Turquie ce qui prouve que les établissements de
transformation et les marchés de détail, constituent un danger potentiel pour le citoyen. (Olsen
et al.,, 2003).

D’une facon générale S.E est connue comme sérotype véhiculé surtout par les ceufs et les
ovoproduits, mais des recherches récentes ont montré la prépondérance de ce sérotytpe dans
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les eaux de ringage des carcasses de poulets de chairs a la sortie de 1’abattoir. (Altekruse et al.,
2006).

2.4.2. Couvoirs.

Le couvoir est le point central de toutes les exploitations intégrées de poulets de chair.
Comme tous les poussins passent par cet endroit, il est le lieu par excellence ou les agents
pathogénes peuvent se transmettre et atteindre tous les poulaillers de 1’exploitation. Les ceufs
a couver de reproducteurs chair ayant une charge microbienne interne de 1’ceuf au moment de
I’incubation. Cette charge se voit augmenter au moment de 1’éclosion (Pradhan ef al., 2005).
Un faible niveau de biosécurité peut aussi provoquer la propagation des maladies aux
élevages de reproduction. L’exposition des poussins de 1 jour a 100 CFU de Sa/monella peut
contaminer 50% des poussins par contact dans le méme enclos durant les 17 jours de la
période de croissance (Byrd et al., 1998).

Les agents infectieux tels que les mycoplasmes et les salmonelles peuvent se transmettre
verticalement a partir d’élevages de reproduction infectés. Les agents peuvent aussi étre
introduits dans le couvoir, par des personnes, des mouches, des véhicules ou équipements
portant les germes de la maladie (Bailey et a/., 2001).

Les procédures de biosécurité en couvoirs sont élaborées pour permettre la détection précoce
de ces infections ou mieux, empécher leur introduction ou limiter leur propagation
horizontale, en cas de présence des agents pathogenes. Tout comme les fermes de sélection,
les couvoirs sont installés pour offrir le niveau de biosécurité le plus strict pour 1’éclosion des
poussins reproducteurs et servant a la multiplication (Ozbey and Ertas., 2006).

Les couvoirs sont entourés pour les poussins reproducteurs d’une cloture et seuls les camions
de livraison des ceufs et des poussins ont I’autorisation d’entrer dans cette enceinte, non sans
avoir subi un nettoyage et une désinfection. Ces poussins sont supplémentés en zinc pour
stimuler leur immunité et augmenter le poids de leur organes lymphoides (Pimentel et al.,
1991). Les travailleurs et visiteurs stationnent leurs véhicules a I’extérieur de cette enceinte et
n’y pénétrent qu’aprés avoir signé un journal de bord, avoir pris une douche et avoir enfilé
une combinaison spécialement congue pour pénétrer dans les couvoirs. Dans les élevages de
multiplication et les couvoirs de poulets de chair commerciaux, tous les employés et les
visiteurs enfilent un survétement sur leurs vétements et chaussures. En cas d’apparition d’une
maladie, des douches sont aussi accessibles. Tous les véhicules de livraison de poussins et
d’ceufs sont uniquement assignés a cette tache et sont soumis a une fumigation quotidienne
(Carrique-Mas and Davies., 2008).

2.5. Carcasses et ceufs de consommation.

Les carcasses : aprés étre préparées et au bout de la chaine, elles sont refrigérees, la
réfrigération par air sec permet de réduire la flore bactérienne sur la peau de la volaille mais
altere aussi le poids, la couleur et la forme. (James et a/., 2006).

Les ceufs de consommation : La présence de Sa/monella sur la surface extérieure de la
coquille de I’ceuf et la contamination du contenu de 1’ceuf présente une menace pour la santé
publique. La surface peut étre contaminée soit dans la partie distale de I’oviducte, soit par le
biais d’une contamination fécale. (Van Immerseel et al., 2005).
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Les ceufs sont plutdt contaminés par SE PT4 que les autres SE PT du fait que ces germes sont
munis de flagelles et de fimbriaes ondulés qui trouvent du mal a proliférer dans le blanc de
I’ceuf mais une fois passés dans le jaune de I’ceuf, ces salmonelles proliferent vite , dans
pratiquement la plupart des ceufs surtout s’ils sont laissés a température ambiante (Cogan et a/
., 2004).

Si le nombre d’organismes de S.E supposé dans tous les ceufs contaminés est au départ de 10
ou de 100, le risque anticipé de maladie par portion serait le méme. Cela s’explique peut-étre
par le fait que I’incidence de la croissance de S.Enteritidis est plus importante que le niveau
initial de contamination dans les ceufs. Ceci nous suggére la maniére a titre d’exemple, par
laquelle I’efficacité des interventions visant a réduire la prévalence parmi les troupeaux peut
étre évaluée (Golden et al.,, 2008).

3. Méthodologie HACCP appliquée a la filiére avicole.

Définition : Pour le risque que présente 1’agent pathogéne Salmonella spp pour la santé du
consommateur, le seuil est « ZERO tolérance » c'est-a-dire que la détection de ce risque dans
I’aliment est inacceptable. La stratégie utilisée pour viser 1’élimination de ce risque ou sa
réduction a un seuil tolérable dans les denrées alimentaires est 1’objectif du systéme de
HACCP (Alli., 2004) ; (The National Academy Press., 2001).

Chaque agent pathogéne est décrit conformément au nouveau systéme d’évaluation des
risques microbiologiques établi conjointement par (I’ONU) : Organisation des Nations Unies
pour L’organisation de 1’alimentation et 1’agriculture (FAO) et I’Organisation Mondiale de la
Santé¢ (OMS), qui prévoit ’identification et la caractérisation des dangers, 1’évaluation de
I’exposition et la caractérisation du risque ; évaluations approfondies réalisées par la FAO et
I’OMS a I’échelle internationale. Ils soulignent qu’en matiére de prévention des toxi-
infections alimentaires, la diminution durable du risque pour la santé humaine passe
obligatoirement par des programmes scientifiguement fondés de réduction des agents
pathogenes a certaines étapes pertinentes de la chaine de production alimentaire dans son
ensemble, « de I’étable a la table ». (Schlundt et a/, 2004).

Contréle des salmonelles chez les reproducteurs.

Il serait utile de mettre au point, en plus de celles qui existent, des mesures de contrdle de ces
microorganismes. Le contrdle bactériologique et le suivi serologique des batiments de
reproducteurs au milieu de la période d’élevage sont des analyses indispensables pour la
maitrise du risque salmonellique au niveau de la production primaire. Le suivi sérologique
permet de déceler les infections a Sa/monella en milieu de période d’elevage alors que les
contréles bactériologiques ne sont concluants qu’en période de production. (Davies et al.,
1997).

Plusieurs autres possibilités existent, pour intervenir dans le contrdle de Sa/monella. Bien que
généralement bien connues, elles ne sont pas encore mises en place dans la séquence de la
production. Mais celles qui paraissent correspondre aux points critiques d’introduction des
salmonelles et surtout S.E dans le circuit de la filiére avicole sont la production primaire et
les unités de transformation de la volaille en produit fini. (Kim et al., 2007).
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Le contr6le des salmonelles peut utiliser des combinaisons de vaccination et de sélection
génétique de sujets résistants aux salmonelles (Prevost et al 2008). Pour la sélection
génétique il s’est avéré qu’il existe 3 types de lignées dont le statut vis-a-vis des salmonelles
est soit: sensible, intermédiaire ou résistante. La contamination des ces derniéres ne
paraissent pas étre des « porteurs sains » mais secretent peu de salmonelles et leurs ovaires
sont moins touchées par rapport aux autres lignées (Guillot ef a. 1995). Néanmoins
I’immunité innée de résistance au salmonelles s’exprime mieux avec 1’dge et serait
dépendante de la colonisation de I’intestin par les salmonelles pour booster I’immunité innée a
partir d’une immunité adaptative (Sadeyn et a/., 2006).

Par ailleurs des essais de vaccins contre des sérotypes de salmonelles pour des poussins de 1
jour avec des vaccins tués et vivants (Poulvac S.T) au niveau des reproducteurs chair et avec
des rappels ala 2°™ et & la 6°™ semaine ont aboutis & une réduction des taux de salmonellose
par ces souches testées au préalable sur leur progeniture. (Young etal, 2007).

Contrdle des salmonelles dans les batiments de poules pondeuses.

Pour realiser les causes d’échec dans la décontamination des batiments de poules pondeuses
apres contamination par SE, un flot important de points critiques est a observer et tout
commence par le premier facteur de risque qui est le facteur humain, 1’éleveur, celui-ci a
besoin d’étre soutenu, encadré. Une équipe de décision dite équipe HACCP doit étre mise en
place pour aider les éleveurs dans I’entreprise de nettoyage-désinfection (Valancony ef al.,
2001) , comme il est aussi nécessaire de décontaminer les ceufs par 1’utilisation de radiations
ionisantes a des doses moyennes 0.5 a 1.5 KGy. lls peuvent éliminer les bactéries non
sporulantes et surtout SE et ceci sans causer des effets secondaires sur la qualité des ccufs
(Verde et al,, 2004), sauf peut étre pour la perte de la couleur du jaune d’ccuf (Brennan ef al.,
2006).

Contrdle des salmonelles dans les abattoirs.

Les animaux dirigés vers 1’abattoir doivent subir des traitements (McReynolds., 2004) ; en
I’occurrence par des produits a exclusion compétitive grace aux levures et d’autres bactéries
(Saccharomyces boulardii ; Bacillus subtilus...) ou avec des substances chimiques (chlore
experimental), pour limiter leur portage en salmonelles durant le transport sous ’effet du
stress. (Line et al., 1997 ; Maruta et al., 1996).

La littérature scientifigue recommande le retrait des aliments avant I'abattage pour réduire le
risque de contamination de la carcasse par les contenus du jabot et de l'intestin. Beaucoup de
travaux ont étudié le temps optimal du retrait pour obtenir une bonne efficacité d'abattage et
de traitement des carcasses de volaille. La possibilité de contamination des carcasses, qu'elle
soit constatée visuellement ou par comptage microbiologique, la perte de ressuyage et le
rendement d'abattage sur la base des poids vendus doit étre prise en compte dans la
conception, la mise en place et le contrdle des programmes de retrait d'aliment. (Bilgili ef al.,
2002).

Les techniques et procédures qui contr6lent les salmonelles dans les unités de transformation
comprennent 1’adaptation de containers pour le transport ; la distribution d’une eau chargée
d’acide formique ou lactique pendant leur transport a 1’abattoir peut réduire la quantité de
salmonelles dans le jabot. (Byrd ef al., 2001). Elles reposent aussi sur la mise en place de
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procédes comme le passage a la flamme, I'adaptation du matériel comme une conception
adaptée des bacs a échauder ou des conceptions de machines a échauder et les bacs de lavage
en prenant en compte des donnees scientifiques comme les relations entre la survie de
Salmonella dans différentes combinaisons durée, température. (FAO/OMS Roma 2009).

Contrdle des salmonelles dans les couvoirs et ceufs a couver.

Cox et al., (2000) ont bien certifiés que la présence de salmonelles sur les ceufs fertiles et a
couver était un point critique de la contamination des futurs multiplicateurs chairs qui vont en
découler. La décontamination des OAC et des couvoirs devient une nécessité et se voit utiliser
plusieurs artifices ; des rayons UV, aux ultrasons, a 1’ecau électrolysée oxydative ....qui
donnent des resultats tres prometteurs pour la limite de la propagation de SE dans les
parquets de multiplicateurs chair (Russel., 2003). Les plateaux de rangement des OAC a base
de lamelles de fer ou de plastic sont plus appropriés pour diminuer la charge microbienne que
celle a base de bois (Sander et a/., 2003).

Contr6le des salmonelles dans les ccufs de consommation et les carcasses de poulets de
chairs.

L’instauration du Programme EQAP (Egg Quality Assurance Programm) dans plusieurs Etats
aux USA a réduit le taux de contamination des ceufs a consommer d’une fagon appréciable et
ce programme est basé surtout sur la maitrise des risques qui menacent le circuit de
distribution et de commercialisation des ceufs. (Mumma ef a/., 2004).

Contrdle des salmonelles par les différentes substances.

Par ailleurs plusieurs substances peuvent agir sur les salmonelles in vitro pour limiter leur
survie comme le citron doux , ce dernier peut étre additionné a la litiere pour diminuer le taux
de salmonelles (Beneditt ef a/,, 2003) , de méme que les acides organiques (acide tannique ,
butyrique, acétique, lactique...), (Eljalil et al, 2008), les fructooliogsaccharide (FOS)
préviennent les contaminations horizontales entre élevages alors que les probiotiques
s’opposent a la colonisation des salmonelles au niveau des jabots. Leur combinaison aurait
des effets de controle sur la contamination de S.E (Jarquin et &/, 2005) ; (Bailey et al.,
2002). Les bactériophages sont indiques pour lutter contre S.E, s’ils sont administrés
oralement et simultanément avec les salmonelles en cas de challenge. (Higgins ef a/., 2007).

4. Salmonelloses humaines et intoxications alimentaires collectives.

Les toxi-infections alimentaires sont le plus souvent liées a des bactéries qui agissent
directement ou par lintermédiaire de toxines. Le déclenchement d'une toxi-infection
alimentaire dépend moins de la nature de I'aliment que des conditions dans lesquelles il a été
récolté, préparé et conservé. D'ou I'importance de respecter quelques régles d'hygiéne simples
tant dans I'industrie agro-alimentaire que dans la cuisine familiale. (Bourlioux., 2000).

Avec I’apparition des TIA ces derni¢res décennies, beaucoup de germes apparurent avoir de
I’importance dans le déclenchement de ces maladies ex : Campylobacter, Clostridium et
Staphylococcus mais aucune n’a égalée les salmonelloses a 1’échelle des prévalences (Hardy,
2004). Pour cela elle fut désignée comme étant le probléme de santé publique majeur pour les
années d’apres guerre. (Velge éf al,, 2005).
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En France, de 1995 a 1999, il a été estimé une incidence de 32 000 a 43 000 cas annuels
confirmés de salmonelloses entrainant de 6000 a 10700 hospitalisations (compliquées de 100
a 560 déces). Entre 2001 et 2006, de 109 a 127 souches de S. enterica serotype Typhi et de 24
a 52 souches de S. enterica sérotype Paratyphi A ont été identifiées annuellement au CNR.
Pour les Salmonella non-typhiques, deux sérotypes largement prédominants, Typhimurium
et Enteritidis, représentent 70 % de tous les isolements de Sal/monella chez I'homme en
France. Mais pour la cause directe de la contamination de I’homme par S.T ; il parait que la
filiere porcine puis la bovine et enfin la filiére avicole sont les plus incriminées dans les
TIAC. (Chemaly et al,, 2005). Les investigations microbiologiques et de biologie moléculaire
ont montrées que sur le plan de la résistance aux antibiotiques, les souches de sérotype Typhi
résistantes a l'ampicilline, au chloramphénicol, au co-trimoxazole et a I'acide nalidixique sont
prédominantes en Asie alors que les souches africaines restent sensibles. De plus en plus de
souches de Salmonella non-typhiques (NTS) résistantes aux céphalosporines de 3°
génération et aux quinolones sont décrites (San Martin et a/, 2005). S.T et S.E sont les
serovars les plus communs associés avec les résistances de type BLSE rencontrées dans les
infections humaines, surtout chez les enfants et les nouveaux nés. Le fait de contrecarrer les
bactéries par une action éradicatrice susciterait I’implantation d’autres souches dans la niche
écologique en conséquence de 1’évolution du génome de la bactérie déja tres fluide (Velge et
al., 2005). Les salmonelles a résistance BLSE sont isolées le plus souvent a partir d’animaux
et de denrées alimentaires animales en premier lieu, la volaille. (Arlet et al, 2006). La
sélection de telles souches serait principalement due a une utilisation de ces classes
d'antibiotiques chez 1’animal. (Weill., 2008).

La recherche de porteurs asymptomatiques de Sal/monella spp. parmi le personnel de la
restauration est une pratique ancienne, est bien connue des professionnels qui en ont la
charge. La responsabilité de ces porteurs dans la survenue de toxi-infections alimentaires
collectives n'est cependant pas bien établie pour les salmonelles non typhiques. Il apparait de
plus en plus que le dépistage systématique a I'embauche est une mesure codteuse et inutile.
(Morillon., 2008)

On estime que les infections diarrhéiques dans les pays les moins développeés tuent chaque
année pres de 1,9 million de personnes. Dans les pays développés, jusqu’a un tiers de la
population serait touché chaque année par une toxi-infection alimentaire microbiologique.

Un lien est généralement établi avec I’évolution des systémes de production animale et de la
chaine de production alimentaire, notamment, qui modifie le type d’exposition et de
sensibilité au sein de la population humaine.

En ce qui concerne les aliments pour animaux, la plupart des échantillons analysés provient de
matiéres premiéres. Un suivi particulier est réalisé pour les matiéres premieres d'origine
animale importées en Suede. Ainsi sur 18 930 échantillons examinés, 1,9 % sont contaminés
par des salmonelles. Les matiéres premieres les plus fréquemment contaminées sont les
farines de sang (5,2 %), les farines d'os (3,3 %), les farines de viandes (2,9 %) et les farines de
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plumes (2,6 %). La fréquence des contaminations varie en fonction de I'origine géographique
des matiéres premiéres WHO (INFOSAN) (2005).

Les sérotypes les plus fréquents dans les matieres premiéres d'origine animale sont S. cubana
(17 %), S. ohio (13 %), et S. anatum (8 %). Dans les matieres premieres vegétales, les
sérotypes fréquemment rencontrés sont S. rissen (21 %), S. havana (15 %) et S. cubana (11
%). Sur 282 échantillons de poussiéres et dépots contaminés, provenant d'usine de fabrication
d'aliments, les sérotypes les plus fréquents sont S. montevideo (13 %), S. senftenberg (9 %),
S. livingstone (9 %) et S. anatum (6 %). Dans les 23 échantillons d'aliments contaminés, les
sérotypes les plus souvent présents sont S. /ivingstone (39 %) et S. newport (39 %) (WHO,
2002).

5. Impact economique

La viande et les ceufs de volaille sont des sources de pathogenes pour I'hnomme. Sa/monella est
la principale cause des infections d'origine alimentaire consécutives a la consommation des
produits avicoles. L'ambition initiale de I'Unité Européenne d'éradiquer les agents de
zoonoses dans la chaine alimentaire s'est limitée a réduire la pression infectante de certains
agents spécifiques au niveau de la chaine de production. Ceci peut étre réalisé en combinant
des mesures avant, apres et pendant I'enlévement des animaux a la ferme. Les additifs
alimentaires sont les moyens importants de mesures avant enlevement qui permettent de
faciliter la maitrise des Sal/monellaa la ferme.

Les additifs alimentaires employés pour le contrdle de Sa/monella sont de différents types,
antibiotiques, prebiotiques, probiotiques et symbiotiques en tant que facteurs de croissance
dans les aliments des monogastriques dans I'UE. Les effets de ces additifs sur la résistance
aux infections, I'importance de I'excrétion et la persistance de l'infection sont passés en revue.
Une attention particuliére est donnée aussi a des effets indésirables possibles de ces
substances. (Van Immerseel et a/., 2002) ; (Wegener et al., 2003).
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CHAPITRE Il. ETUDE DES SALMONELLES

Les salmonelles sont des bactéries appartenant a la famille des Entérobactériaceaes largement
distribués a travers des habitats variés : sol ; eau; aliments; intestins de I’homme et des
animaux. Leur propension a provoquer des maladies systémiques et intestinales chez les
humains et les animaux ont fait d’eux des pathogeénes importants et en dépit de I’amélioration
hygiénique dans I’industrie des aliments ; ils demeurent parmi les principaux germes causant
les toxi-infections alimentaires (TIA). Les manifestations cliniques de la maladie dépendent
de I’héte et du sérotype. (Anderson and Ziprin in Hui and Gorham., 2001).

Certains sérotypes adaptés a leur hotes causent des maladies spécifiques quant a d’autres ils
exhibent un large éventail de spécificité a I’hote. Les salmonelles présentent un (G+C) de 50
a 53 % (Le Minor and Veron., 1989).

1. Description du microorganisme et nomenclature

Bacilles droits de 0.7-1.5 a 2.0-5.0 p de longueur. lls ne possedent ni spores ni capsules ;
Gram négatifs généralement mobiles grace a un ciliature péritriche (a 1’exception de
Salmonella Gallinarum Pullorum: S.G.P qui est immobile). Anaérobies facultatifs; les
colonies sont en genéral de 2 a 4 mm de diamétre. (Popoff and Le Minor., 1997).

Découvert en 1880 par Eberth ; isolé par Gafky comme agent de la fiévre typhoide et le genre
nommé par Ligneres en I’honneur de Salmon en 1900. Anderson and Ziprin in (Hui and
Gorham., 2001).

Antérieurement, le genre Salmonella était divisé en 4 sous genres selon Kauffmann sur la
base de quelques caractéres biochimiques. Dans ce systeme, les sérotypes ou sérovars étaient
considérés comme des espéces. Le sous genre | rassemblait la grande majorité des souches et
le sous genre Il regroupait les Arizona. (Le Minor and Veron., 1989).

(Le Minor and Popoff., 1987) ont conduits des études sur les caractéres phénotypiques et
génomiques (hybridation ADN/ADN) qui ont permis de démontrer que le genre Sal/monella
n’était constitué que par une seule espéce pour laquelle ces auteurs ont proposé le nom de
Salmonella entérica. Au sein de cette espéce, 7 sous-especes furent individualisées dont
Salmonella bongori qui fut ensuite élevée au rang d’espece. (Reeves., 1989) ; (Le Minor, et a/
1987). Donc le genre Salmonellacomporte deux espéces : Salmonella entérica (renfermant les
majorités des sous especes pathogénes) et Salmonella bongori.

Les formules antigéniques des salmonelles figurent dans le catalogue du «schéma de
KAUFFMAN-WHITE » cette classification des sérovars est actualisée en permanence. C’est
a partir de ce document que sont conduites les recherches. (Popoff and Le Minor., 1997).
Actuellement 2541 sérotypes sont reconnus officiellement et classés en sérogroupes. La
majorité des sous-espéces sont récoltées a partir d’hommes et des animaux. (Korsak, et a/
2004). Leur répartition géographique est mondiale. Salmonella Typhimurium est I’un des
sérotypes les plus répandus dans le monde, suivi de Salmonella Entéritidis ; ils varient avec le
lieu, dans une période relativement bréve, parfois 1 ou 2 ans, on observe des changements
importants dans la frequence relative des sérotypes. (OIE., 2005).

Les épithetes (Enteritidis ; Typhimurium...) de ces derniers s’écrivent en majuscule quand il
s’agit de sérotypes (Euzeby., 2005).
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1.1. Différents Sérovars.
1355 pour S. entérica (I) dont 99% des souches ont été isolées chez I’homme.
454 S. salamae (1),
93 S. arizonae (111a),
305 S. diarizonae (111b)
64 S. houtenae (1V)
10 S. indica (V)
15 sérovars appartenant a 1’espéce S. bongori. (Le Minor et al,, 1989) ; (Bourgeois et al.,
1996) ; (Threlfall et al., 1997).

1.2. Fréquence chez I’homme et les animaux.

Pour ’homme : les fievres typhoides et paratyphoides A, B, C dans les pays industrialisés
sont des maladies d’importation quant aux TIAC (Toxi-Infections Alimentaires Collectives),
elles sont en augmentation et sont taxées de mal typique des pays « surdéveloppés » mais
dans les pays en voie de développement elles sont plus insidieuses. (Humbert., 1995).

Pour les salmonelloses des animaux domestiques. : Le taux d’infection est de 1 a 3%, pour les
salmonelloses aviaires, elles sont inférieures a 1 % au Suéde, a 5% au Danemark et de 7% en
Finlande. La fréquence est plus élevée dans les autres pays (60 % des poulets anglais en sont
infectés) (Lecoannet., 1992).

Enfin dans les pays sous développés les salmonelloses des animaux domestiques sont de 1 a
2%, mais le portage des salmonelles est de loin plus important 34%.

Par contre les salmonelloses aviaires a SGP ont alerté les pouvoirs publics et imposé le
contréle et la lutte contre ces maladies infectieuses des volailles (Zrelli et al., 1992). .

Le portage des salmonelles par des animaux cliniquement sains nous oblige a rechercher ces
bactéries chez les animaux pour espérer controler dans un cheptel I’incidence de cette
maladie. .

2. Méthodes d’isolement et d’identification des salmonelles.

Les salmonelles peuvent étre isolées en utilisant des techniques variées, qui peuvent inclure
un pré-enrichissement pour revivifier les salmonelles mourantes, des milieux d'enrichissement
contenant des substances inhibitrices pour éliminer la flore compétitive, et des geloses pour
I’isolement sélectif afin de différencier les salmonelles des autres entérobactéries.

Un nombre impressionnant de méthodes de culture pour I’isolement des salmonelles ont été
publiés mais aucun consensus n’apparait désigner une meilleure méthode. (Rostagano et 4l.,
2005). Le manque de coopération inter-laboratoires a fait de I’isolement de Sa/monella , une
des méthodes les plus variables dans les laboratoires vétérinaires. Ainsi il parait du moins que
chaque année; 2 milicux d’isolement de salmonelles sont proposes pour promettre une
sensibilité; une rapidité et une specificité. Avec ce potentiel de milieux et de techniques les
laboratoires ont optés vers les méthodes de diagnostic efficaces reproductibles pour des
résultats epidémiologiques et cliniques nets.

Plusieurs laboratoires participent méme dans les programmes d’assurance qualité pour
rassurer leurs clients (Hyatt et al, 2004).
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Ces méthodes sont développées dans le but de permettre aux différents pays d’une
communauté & pouvoir permettre la circulation des denrées alimentaires sans étre obligés de
refaire les analyses microbiologiques des denrées importées. (Waltman and Maltinson., 1995).

2.1. Méthodologie.

Pour les methodologies classiques, nous retrouvons, d’une part la méthode au double
enrichissement horizontale c’est a dire la méthode de référence NF EN ISO 6579 largement
utilisée par les entreprises agroalimentaires (Association Francaise de Normalisation). Dans la
nouvelle version 2002, le Bouillon Sélénite cystéine (SC) a été remplacé par le milieu de
Mueller Kauffmann au tétrathionate (MKTTn) ; le Rappaport-Vassiliadis a base de Soja
(RVS) par le Rappaport-Vassiliadis (RV) et le Xylose Lysine Desoxycholate (XLD) comme
gélose d’isolement. (Beckers et al., 1986) ; (Feldsine et al., 2003) ; (Korsak et al., 2004).

Des versions locales pour les différents pays de la Communauté Européenne peuvent exister
elles ne sont pas acceptées dans les commerces internationaux. Comme il a été rapporté que la
préparation des milieux de cultures a partir d’ingrédients au niveau des laboratoires était
équivalente a I’utilisation des milieux de culture achetés dans les commerces. (Beckers et al.,
1987).

Les organismes de controle des denrées alimentaires, en I’occurrence les HPB, FDA, FSIS,
USDA... sont autorisés a appliquer la méthode aux denrées suspectes et il existe pour chaque
recherche de bactérie pathogéne une méthode codifiée. (D’Aoust ef al., 1992). Ces méthodes
peuvent étre évaluées par rapport aux méthodes ISO par une batterie de tests expérimentaux
comparatifs. Des substances nutritives expérimentalement contaminés par ST 11505 peuvent
étre utilisées pour tester la performance des milieux et la reproductibilité de la méthode a
isoler les salmonelles. L’isolement de ces derniéres est en rapport avec le nombre et le type de
microorganismes de la flore compétitive. La plupart des résultats négatifs ont été obtenus avec
les aliments ayant un taux ¢levé de flore aérobie et de flore d’entérobactéries. (Blivet ef al.,
1998). Comme il est aussi possible de recouvrir des salmonelles & partir de prélevements
d’eau de ringcage de carcasses ou d’eau de ressuyage des poulets au sortir de ’abattoir
contaminés par ces pathogénes en les conservant pendant plusieurs jours dans des blocs de
glace (Cox and Bailey., 1995).

Une etude comparative visant I'isolement de Sa/monella a partir d’échantillons d'aliment pour
volaille constitués de poudre de viande-os ont été examinés par 4 méthodes (Méthodes de 1 a
4) a plusieurs étapes préparée par des auteurs et cherchant a mettre au point une nouvelle
méthode d'isolement de Sa/monella plus sensible ; ainsi que 1’évaluation d’un nouveau milieu
sélectif BXLH, en le comparant au milieu d’Edel et Kampelmacher. L'étude a été faite sur
173 échantillons de poudre viande-os contaminés par Salmonella oranienburg de fagon
naturelle.

La nouvelle méthode proposée par les auteurs (Méthode 3) s'est avéré la plus efficace des
guatre méthodes utilisées. Il semble que sa supériorité repose sur :

(1) I'nomogénéisation des échantillons dans I'eau distillée avant de les mettre a préincuber et
sur le temps de repos a la température ambiante pendant 2—4 h;

(2) I'utilisation d’une nouvelle gélose sélective BXxLH;

(3) l'utilisation de plusieurs ensemencements apres I'enrichissement sélectif. Le milieu BxLH
s'est montré plus adapté que la gélose BGE a l'isolement de Salmonella; il permet une
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croissance massive de cette derniére et en méme temps inhibe mieux la croissance d'autres
bactéries. L'avantage supplémentaire de l'utilisation du milieu BxLH favorise la croissance de
Salmonella lactose-positive. Cela garantit un bon isolement car sur milieu lactosé les colonies
de salmonelles ressemblent aux colonies d'Escherichia coli. (Hoszowski and Truszczynski.,
1999).

2.1.1. Pré-enrichissement.

Le RV medium s’est montré plus propice a la récupération de salmonelles quand une faible
culture sur Eau Peptonée Tamponnée (EPT) ou BPW est observée par contre une culture
abondante sur EPT est plus efficace avec le SC. (Corrente et al., 2004).

L’addition de ferroxiamine a I’EPT et aux milieux d’enrichissement améliore la méthode
d’isolement des salmonelles bien que les salmonelles ont été expérimentalement mélangées a
une flore compétitive a raison de 1 germe / 10* dans ’EPT et ensuite couronnée par un
isolement sur Xylose Lysine Tergitol 4 (XLT4) ou XLD (Reissbrodt et al, 1996). La
performance de deux nouvelles méthodes de culture de Salmonella a (1j), utilisant des
bouillons d’enrichissement (SEB) et Revive, et un bouillon de pré-enrichissement, désigné
universellement par pré-enrichment broth (UB), ont été comparé a I’EPT, I’étude a été
dirigée envers la détection des salmonelles dans 100 prélévements de peau de nuque de
volaille. La sensibilité du conventionnel EPT est de 0.66 quant & la combinaison de I’EPT
avec le UB débouche sur une haute sensibilité pour la volaille qui est de (0.95). En conclusion
un pré-enrichissement additionnel de prélevement sur UB peut augmenter substantiellement
la sensibilité de la culture pour les contréles routiniers de larges prélevements (Hoorfar and
Baggesen., 1998).

2.1.2. Enrichissement.

La détection des salmonelles dans les produits alimentaires peut étre réalisée par 1’utilisation
plusieurs milieux d’enrichissement : le SC, le RV surtout a base de soja (McGibbon et a/.,
1984) ; le MK medium et le TBG; (Tongpim et al, 1984) ainsi que le SBG (Selenite
Brillant Green broth) (Chang et al., 1999) ; c’est le RV qui produit plus de salmonelles méme
s’ils sont maintenus sous réfrigération 5-10 °C (Mavrommati ef a/., 1984) ; comme il est aussi
recommandé pour la détection de 10° SE méme en présence d’une flore compétitive
importante 108 UFC (Fries and Steinhof., 1997). De méme que I’isolement de salmonelles sur
Brillant Green Agar (BGA) et Brillant Green Sulpha Agar (BGSA), Bismuth Sulphite Agar
(BSA) a partir de bouillon d’enrichissement RV et TBG s’est révélée plus productive qu’a
partir de Bouillon SC (Mavrommati et a/., 1984).

Trois milieux d’enrichissements (MK , TBG, RV, SC) ont été comparés a un nouveau milieu
d’enrichissement (WIB ) ou KIMAN broth pour déduire que ce dernier pouvait mieux
récupérer les salmonelles majeures et mineurs S.T, S.E, S.G.P, S.Typhi , S. Parathyphi ;
mais ce milieu devrait étre supplémenté en Novobiocine ; lodure de Potassium ; vert de
malachite (Blivet et al., 1997).

En outre I’enrichissement secondaire tardif apres 10 jours a la température du laboratoire sur
les RV et CS a révélé une amélioration nette de 1’isolement de salmonelles ce qui se traduit
bénéfiquement sur le cout global de la manipulation. (Nietfeld ef al., 1998).
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Par contre un enrichissement sur SC avec une durée d’incubation prolongée suivi d’un
isolement sur 4 milieux d’isolement différents en plus de la gélose Hektoen a partir des feces
humains ont permis a (Perez et al., 2000) ; (Nye ef al,, 2002) ; (Waltman ef al,, 1993) de
montrer la sensibilité de la détection des salmonelles par ces milieux.

Par ailleurs (Maddocks et al, 2002); préconise de n’utiliser ni enrichissement ni pré
enrichissement préalable pour I’isolement de:s salmonelles sur milieu de CAS pour écourter
le temps et économiser les milieux.

Cependant sa sensibilité a été égale a d’autres milicux apres enrichissement sur bouillon
tétrathionate (Chander, ef a/2005).

2.1.3. Isolement.

L’isolement des salmonelles a partir de féces, d’organes d’animaux, de denrées alimentaires

et dans I’environnement est un procédé complexe impliquant des facteurs, a savoir, la
composition du milieu et sa qualité qui n’est qu’un facteur parmi tant d’autres. Les geloses
destinées a isoler ces bactéries emploient une batterie d’agents sélectifs qui malheureusement
ne peuvent récupérer I’ensemble des souches présentes dans le prélevement. Des alternatives
ont été optées par un bon nombre de laboratoires pour une détection rapide des salmonelles
dans les prélevements (Manafi and Rotter., 1991) ; (Blivet et al., 1998). Elles consistent en
une sensibilité du milieu pour de trés faibles quantités de germes (Stephens et a/, 2000). Une
specificité de la gélose pour le germe en cause, quant a sa reconnaissance facile et une qualité
d’isolement élevée permettant d’éliminer les faux positifs. (Cooke et a/., 1999) ; (Maddocks ef
al, 2002). Plusieurs géloses d’isolements ont été testées : du fait que I’isolement des
salmonelles requiert au moins 4 jours et plusieurs tests de confirmation des colonies
suspectes. Du moment que 90% des denrées alimentaires analysées se révélent négatives pour
les salmonelles ce qui se traduit par une perte de temps considérable et un co(t effarent pour
aboutir a des résultants positifs. Un nouveau milieu, le Milieu Semi solide au RV : (MSRV) a
été développé par (De Smedt et al, 1986) ; pour pallier a ces problémes. Il repose sur un
milieu semi solide contenant des agents sélectifs en 1’occurrence la novobiocine, le vert de
malachite le MgCl; en plus d’un pH acide et une incubation du milieu ensemenceé a une T° de
42 °C permettant aux salmonelles mobiles de migrer par phénoméne de swarming et
empéchant les autres entérobactéries d’y pousser. Par comparaison aux autres milieux
d’isolements le MSRV donne une amélioration de plus de 500 fois pour la détection de S.E.
(Perales and Erkiaga., 1991). Depuis cette date plusieurs variétés de ce milieu on été utilisées
pour augmenter la sensibilité et la spécificité de ce milieu; (Pless and Reissbrodt., 1995) ;
(Poppe etal., 1999) ; (Worcman-Barninka et al., 2001).

La simple addition de novobiocine dans I’EPT peut faciliter la lecture des salmonelles isolées
sur MRSV et ceci par la diminution de la flore compétitive aboutissant a un rapport Salm /
NON Salm assez élevé pour favoriser la récupération de matériel génétique souhaitable pour
démarrer une Real PCR (Jensen., 2003). Cependant I’inconvénient de ce milieu de culture est
de ne pas pouvoir isoler les souches immobiles S.G.P et d’inhiber partiellement ST. (Zdragas
et al,, 2000). Au cas ou I’isolement de S.G.P est demande, il est de régle de ne pas utiliser de
milieu d’enrichissement TB et d’isoler directement sur gélose de Mac Conkey et BGA. (Shah
et al,, 2000) ; (Rahman et al., 2006).
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Mais pour détecter SE dans les denrées alimentaires, (De Boer., 1998) a utilisé de nouveaux
milieux caractérisés par I’incorporation d’agents sélectifs ou révélateurs de ces bactéries tels
que le cefixime-tellurite-sorbitol-Mc.Conkey Agar ; I’incorporation de la nitrofurantoine au
MRSV qui devient plus efficace que le RV10 et la gélose XLD. Mieux encore 1’incorporation
du propyléne glycol, la fermentation du glucuronate, du glycérol et de 1’utilisation du tergitol
4 a un nouveau milieu de culture sélectif donne de plus grandes possibilités d’isolement des
salmonelles.

La gélose Novobiocin-Brillant-Green-Glycerol-Lactose Agar (NGBL) développée par
(Poisson., 1992) et comparée a 4 autres géloses d’isolement (HE, SS; SM et BS) par (Ruiz et
al ., 1996) parait plus appropriée pour I’isolement primaire des salmonelles a partir de féces
humains et est de moindre codt.

La comparaison de plusieurs milieux d’isolements sélectifs pour déterminer leurs
performances pour 1’isolement des salmonelles a partir de prélévements de volailles a abouti
a un taux de récupération élevé des salmonelles en faveur du EF 18 et du BGA/I et ceci pour
les prélevements de fientes. La combinaison des deux milieux réduit les faux négatifs ; mais
ce milieu est tres cher pour les travaux de routine. Quant aux autres ils sont d’égale valeur
pour I’isolement des salmonelles. (Warburton ef al.,, 1994) ; (Petersen., 1997).

De méme (Cooke ef al.,, 1999) ont comparés la nouvelle gélose chromogene Chromogenic
Salmonella Esterase Agar (CSE) a 4 milieux d’isolement de Salmonelles mineurs : Rambach,
XLD, Hektoen et SIM, 11 s’est avéré que cette derniére a une meilleure sensibilité par rapport
aux geéloses respectives. La CSE ne donne pas de pousse pour les faux négatifs qui se
confondent avec Sa/monella tels que Citrobacter ou Proteus comme elle permet la détection
des sérotypes de salmonelles: SE, S.hadar S.agona S.anatum, S.heidelberg, S.infantis,
S.montivideo, S.thompson ; ST, S. virchow avec un taux de 91.8%.

Par ailleurs ; quatre autres milieux chromogénes (ABC medium, COMPASS Salm Agar,
CHROM-Agar et SM-ID agar) ont été compares avec la gélose Hektoen ces milieux ont été
testés pour la détection des salmonelles a partir des feces humains. Les milieux chromogenes
se sont montrés plus spécifiques a 24 h d’incubation que la gélose Hektoen et surtout
COMPASS Salm Agar et CHROM-Agar. (Maddocks ef a/, 2002). Ces milieux peuvent
diminuer le temps d’identification des salmonelles. (Perez et al., 2002) ; et surtout I’ABC
medium qui est trés spécifique aux Salmonella sp dans les selles. (Perry et al., 1999).
Toutefois le milieu CHROM-Agar Salmonella (CAS) utilisé avec succes par (Maddocks, et a/
2002), pour la détection rapide de Sa/monella a partir de feces humains a été comparé avec le
BGA, XLD, et la gélose SS pour I’isolement de Sa/monella a partir de fumier animal avec et
sans enrichissement sur bouillon tétrathionate pour 24 heures. Le CAS a montré comparé
aux autres milieux une pauvre recupération de salmonelles, quand les préléevements ont eté
incubes sans enrichissement préalable. Cependant sa sensibilité a été égale aux autres milieux
aprés enrichissement sur bouillon tétrathionate. 1l se pourrait que ce manque de sensibilité
soit du uniquement a la faiblesse de 1’échantillonnage. (Chander et a/, 2005).

Par ailleurs la gélose chromogene CAS a été comparée a la gélose Desoxycholate Citrate
lactose Sucrose (DCLS) pour I’isolement de salmonelles de différents biotypes. Cette
derniere a montrée une nette efficacité par rapport a la gélose DCLS soit apres isolement
direct de I’inoculum de féces ou apres enrichissement (Cassar and Cushieri., 2003).
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Pour (Gast, et al 2004) ; les poules pondeuses infectées expérimentalement par SE vehiculent
cette bactérie dans I’air de I’environnement du batiment, cet air a été collecté par un dispositif
¢lectrique et ensemencé sur 6 milieux d’isolement (BGA, Modified Lysine Iron Agar
(MLIA); MRSV, XLD, Rambach et XLT4). La gélose d’isolement qui a révélé la supériorité
de récupération de SE est la BGA par rapport aux autres milieux (66.7%) et les 3 milieux
combinés sont plus performants (BGA; MLIA; XLT4) avec (83,3%) de méme que
(Rostagano et al., 2005) prefére ’utilisation d’un préenrichissement sur 90 ml de TTB suivi
d’un isolement sur XLT4 pour la récupération de plusieurs sérotypes a partir d’un seul
prélévement.

(Korsak et al, 2004) rapportent que le BGA+N (novobiocine) et le XLT4 sont les plus
performants pour les viandes de volailles et les échantillons d’environnement provenant
d’exploitations avicoles.

La gélose XLD correspondrait mieux a I’isolement des salmonelles chez des porteurs sains a
partir de féces d’humains et surtout pour les examens de routine (Forward and Rainnie.,
1997) ; (Nye et al., 2002).

Par contre la combinaison de deux geloses d’isolement (XLD et MLCB) pour la récupération
primaire de salmonelles a partir de féces trés chargés en germes compétitifs s’est avérée
meilleure que la gélose DCA et ABC (Nye et al.,, 2002) ; et cette technique est plus rapide et
économique que celle utilisant les milieux de pré et enrichissement bien que cette derniére
soit plus productive.

Enfin les milieux d’isolement les moins indiqués pour la production des salmonelles sont la
gélose de Mac Conkey et la gélose SS. (Cordoso et al., 2006).

Déja grace au caracteres morphologiques et biotypiques plusieurs salmonelles peuvent étre
reconnues. L’identification biochimique préalable de la souche a tester est obligatoire. Avant
de s’attaquer aux caractéres antigéniques qui sont communs a de nombreux autres bacilles
Gram négatifs. .

3. Méthode de caractérisation phénotypique et génotypique.

3.1. Caracteres biochimiques.

3.1.1. Métabolisme.

La majorité des salmonelles sont : Oxydase (-), ONPG (-), réduction des nitrates (+), gaz en
glucose (+) **, H,S (+)*?, LDC et ODC (+), Citrate de Simmons (+), Indol (-), Gélatine (),
Uréase (-) La TDA et la PDA ne sont pas hydrolysées. Le saccharose, la salicine, I’inositol et
I’amygdaline ne sont pas fermentés (Popoff and Le Minor., 1997) ; (Avril., 1997) ; (Korsak et
al., 2006) ; (Benson., 2001).

*L- Sauf pour Salmonella typhi

“2: sauf pour S. paratyphi A, S. abortus equiet S. abortus ovis
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Tableau.10 : Caracteres particuliers de quelques

d’espéces. (Le Minor and Veron., 1989).

sérotypes de salmonelles spécifiques

aracteres Mobilité Gaz en H.S LDC Citrate de
Espéces glucose Simmons
S. paratyphi A + + - - -
S. abortus equi + +(d) - + +
S. abortus ovis + + - + +
S. cholerae suis + + + + +
S. typhi + - (+) + -
S. gallinarum - -ou + +0U - + -ou +

Certaines salmonelles sont spécifiques d’espece tel est le cas de SG et de SP qui se
distinguent par I’ODC et la production de gaz ; le biotypage peut encore rendre service pour
différencier Salmonella Agona, Salmonella Montividéo, Salmonella Seftenberg, Salmonella

Livingstone et Salmonella Typhimurium. (Anderson and Ziprin in Hui and Gorham., 2001).

Tableau.11 : Caractéres biochimiques de SG et SP ( Le Minor and Veron., 1989).

S. pullorum S. gallinarum
lucose + I
Gaz (d) -
TSI < lactose - -
Saccharose - -
25 (d) (d)
Urée - -
LDC + -
oDC + +
Maltose + -
Dulcitol - +
Mannitol mobilité - -
Remarque :

+: Au moins 90 % des résultats sont positifs
- - Au moins 90 % des resultats sont négatifs

(+) : Résultat tardif
(d) : Résultat variable

3.1.2. Biotypie.

Elle repose sur la mise en évidence des caractéres biochimiques différentiels qui permettront
de classer les souches selon leur activit¢é métabolique par I’utilisation de sucre et/ou leur
activité enzymatique. Ce marqueur est peu discriminant au-dela de 1’espéce pour étre utilisé
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seul, il peut cependant étre utile comme systéme d’alerte ou de surveillance pour repérer une
souche. .

I1 est nécessaire d’utiliser des tests biochimiques pour confirmer 1’identité des salmonelles.
Les colonies suspectes sont mises en culture sur des géloses sélectives et non sélectives pour
s’assurer de I’absence de contaminants tels que Profeus spp. (Vandepitte er a/,, 2003). Des
milieux composés (tels que les géloses TSI [ Triple Sugar Iron] ; LIA [Lysine Iron agan )
(Spencer and Ragout de Spencer., 2001) ou des systemes commerciaux miniaturisés
d’identification rapide des entérobactéries [tels que le systeme APl (Analytical Profile Index)
Entrotube ; Crystal ID System ; MicrolD, RapidID Systems] peuvent étre utilisés ; bien que
ces systemes offrent quelquefois des confusions pour certaines souches atypiques de
Citrobacteridentifiées comme étant des Sa/monella. (Richard., 1979).

Lorsque ce caractéere est inhabituel, cela peut étre le cas des souches de salmonelles présentant
une fermentation du lactose, ou du saccharose ou bien ne produisant pas d’H,S, caracteres
inhabituels pour les salmonelles. Plusieurs schémas de biotypie ont été proposes en particulier
pour le sérotype Typhimurium. (Brisabois., 2001).

D’autres systémes plus sophistiqués on été mis au point : Biolog et Viteck Systems, peuvent
étre utilisés. lls se sont montrées efficaces, reproductibles, sensibles et économisent le temps
et I’argent. (Wilson., 2008).

3.1.3. Autres techniques.

De méme que (Donaghy and Madden., 1992), (Silley and Forsythe., 1996) ; (Blivet ef a/,
1998); (Ogden., 1988); ont proposés une méthode conductimetrique utilisant
I’impediometrie pour différentier les Proteus et les Citrobacter , des salmonelles et permet de
récupérer des salmonelles des produits de charcuterie et méme de viande crue mieux que le
MSRYV et les techniques conventionnelles. Les isolats peuvent aussi étre testés pour leur
sensibilité aux antibiotiques. .

Par ailleurs ; il existe plusieurs méthodes rapides de détection des salmonelles ; elles sont
d’inégales valeurs et dépendent des capacités des laboratoires lors des contrdles routiniers des
denrées alimentaires. D’une part la technique de mesure de la biomasse (détection du niveau
d’ATP de la denrée par la méthode de bioluminescence), EX : systtme Lumac, Biotrace,
Lightning, et d’autre part la mesure du changement d’impédance dans les aliments par les
microorganismes qui est équivalent a un temps de 4 h 15 mn: seuil de tolérance au-dela
duquel la courbe d’impédance témoigne de la salubrité de 1’aliment et en dega duquel, il est
question d’une contamination de I’aliment. Ex : Bactometer, RABIT et Malthus System.
Ensuite il ya le systeme BacT/AMDS qui utilise une detection colorimétrique de la production
de CO, par les microorganismes et qui entraine le changement de couleur d’un senseur ce
dernier est automatiquement détecté par un réflecteur colorimétrique (Wilson ,2008) ;
(Bourgeois and Leveau., 1991.). La détection d’une culture pure d’E.coli se fait de 6 & 8 h.

3.2. Caracteres Antigéniques.

3.2.1. Antigénes : Les salmonelles possédent :

-Des Ag. somatiques « O » : sensibles au formol et thermostables comportant deux fonctions
support de la toxicité et de la specificité.
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Ces Ag. « O » sont eux aussi divisés en facteurs majeurs et mineurs servant a caracteriser les
différents groupes antigéniques ex (04 = groupe B, O9 = groupe D...) ; Les facteurs mineurs
ne sont exprimés qu’en présence d’un bactériophage : cette conversion lysogénique n’est
fréguente que pour le groupe E. Seuls les Ag majeurs représentent un intérét diagnostique

Il existe 87 facteurs pour ’Ag. « O »,

-Des Ag. flagellaires « H » : résistants au formol a 0,5 % thermolabiles qui n’existent que
chez les formes ciliées (S.G.P) en est dépourvue. L’agglutination « H » est rapide floconneuse
et facilement dissociee, les Ag. « H » sont facilement détruits par la chaleur et I’alcool. La
plupart des salmonelles peuvent exprimer 2 spécificités antigéniques « H». L’Ag. « H » est
diphasique lorsqu’il exprime les 2 phases en méme temps la phase 1 est indiquée par des
lettres et la phase 2 est indiquée par des chiffres. (Brenner., ef a/2000).

Lorsqu’une phase n’est pas représentée, il est nécessaire de réaliser une « inversion » de phase
afin de I’obtenir en quantité suffisante. Cela consiste a cultiver la salmonelle dans une gélose
semi-molle additionnée d’Ac. de la phase a éliminer et de la recueillir a distance du dép6t de
salmonelles mobiles qui possedent des flagelles de la phase non agglutinée par les Ac. du
milieu (Technique de Sven-Gard). Il s’agit de la sélection des bactéries de 1’autre phase.
(Joffin ef al, 1996). Une technique simple plus rapide et pas chére permet d’obtenir
I’inversion de phase en cultivant la bactérie a inverser sur une gélose au bord d’un papier
imprégné d’antisérum flagellaire en phase 1 ou 2 ponté sur un puits creusé dans la gélose les
bactéries mobiles et pahse inverse non retenues par 1’antisérum iront se multiplier a 1’autre
bout du papier en donnant des colonies sur la gélose au-dela du puits. (Chiou et a/., 2006).

-Le LPS, (Jenkins in Gillespie and Hawkey., 2006) rapporte que le LPS de certaines
salmonelles ressemble a celui des chlamydies.

-L’Ag M (des souches muqueuses)

-L’Ag R (pour les souches rugueuses)

-Un Ag.Vi d’enveloppe, de Virulence ou Vi. : Le seul reconnu chez les Salmonella est I’ Ag.
Vi qui peut exister chez S.Typhi, Paratyphi, et Dublin.

-A cOté des Ag. d’enveloppe existent des structures protéiques de surface : les pili communs
(intervenant dans 1’hémagglutination) et les pili sexuels (intervenant dans la conjugaison
bactérienne) et dont la présence est codée par les plasmides.

3.2.2. Serotypie:

L’identification de chaque sérotype se fait par 1’étude des caractéres antigéniques au moyen
de sérums agglutinants. Chaque sérovar est caractérisé par des antigenes somatiques « O » et
des antigénes flagellaires « H »; quelques sérovars (S.Typhi, S.Paratyphi C, S. Dublin)
possedent un Antigene Vi de surface qui masque parfois I’Ag. « O ». (Avril., 1997).

Certains sérovars n'affectent que certains hotes, par exemple SG pour les volailles ou S.
Choleraesuis chez le porc, bien que la plupart des sérovars puissent étre responsables
d'infections chez une grande variété d'especes animales (OIE., 2005).
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Tableau. 12 : Formules antigéniques des sérotypes les plus courants de S. Entérica. (Moll et

al., 1995).
ANTIGENE « O ». ANTIGENE « H »
Phase 1 Phase 2
Groupe 0:4(B)
Paratyphi B 1.4,[5],12 b 1,2
Stanley 1,4,[5],12,27 d 1,2
Typhimurium 1,4,[5],12, i 1,2
Groupe 0:7(C1)
Montevideo 6,7,14 g,m,[pl.s [1,2,7]
Virchow 6,7 r 1,2
Infantis 6,7,14 r 1,5
Groupe 0:9(D1)
Typhi 9,12,[Vi] D -
Entéridis 19,12 g,m -
Dublin 1,9,12,[Vi] g.p -

Remarque : Les facteurs liés a un lysogénation sont soulignés et les accessoires sans liaison
avec un bactériophage sont représentés par des crochets.

S.G.P est divisée en deux sérotypes qui possédent tous deux les facteurs somatiques : O 9,

0 121, 0 122, O 123 sur le plan sérologique.

3.2.3. Autres Techniques.

Le Test Elisa : a été appliqué pour la détection des salmonelles, des toxines dans les produits
alimentaires plusieurs firmes ont présenté des KIT Elisa (Bio Control ; Organon ; Teknika ;
Tecra...) mais le temps imparti a ces techniques était assez long entre l’inoculation des
prélévements, 1’incubation, le lavage , I’élimination du surnageant; 1’incorporation du
complexe Ac. ; le lavage et I’addition finale de réactifs pour la coloration ce qui a conduit
certains laboratoires (BioMerieux ; Hazelwood ; Missouri..) a préférer les systémes
automatiques tels que le systeme VIDAS qui peut réaliser toutes les étapes du protocole en
45 mn a 2 h. Le temps a pu étre écourte (10 mn), avec un autre systéeme utilisant la
technologie a flux lateral pour la realisation du test Ag-Ac ; ce systeme appelé Reveal-system
a été développé par les firmes (Neogene, Lansing, Michigan).

Un nombre intéressant de méthodes a été mis en ceuvre, entre autre la technique BioControl 1-
2 Test : utilisant la culture du germe pathogene pour détecter la réaction Ag-Ac. des formes
mobiles de salmonelles dans les produits alimentaires. Cette technique a pris beaucoup
d’ampleur du fait de sa simplicité (Wilson., 2008).

D’autres procédés immunologiques ont vu le jour ces dernier temps, la technique
d’immunocapture basée sur 1’enrobage de particules magnétiques par des Ac. antisalmonella
mélanges au liquide suspecté contenir des salmonelles une fois les bactéries cibles capturées
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elles seront détectées par un KIT Elisa ou des ensemencements sur géloses sélectives ou par le
Test PCR ce qui permet au moins de réduire d’une journée le temps nécessaire a la méthode
conventionnelle pour détecter les salmonelles de la denrée alimentaire.

Dynal propose une méthode de séparation immunomagnétique des salmonelles par des Ac.
antisalmonelles enrobés sur des billes paramagnétiques permettant de capturer ces germes
ensuite les téchniques de diagnostic rapides ELISA ; PCR ; IF ; leur seront couplées de telle
fagon a détecter les germes dans les denrées alimentaires d’une fagon rapide et sensible. Ce
systeme Dynal a prouve sa supériorité a réecupérer des salmonelles mieux que le MSRV et la
méthode conventionnelle. (Cudjoe et al,, 1994) ; (Rybolt et al.,, 2004)

3.3. Caracteres lysotypiques.

la lysotypie est I’identification par un bactériophage d’une bactéric ou d’un sous groupe
bactérien. Chaque sérotype peut étre subdivisé en phagovars ou lysotypes dépendant de leurs
réactivites envers des bactériophages définis (Hanes in Miliotis and Bier., 2003). La lysotypie
des souches de salmonelles est extrémement compliquée et n’est pratiquée que dans certains
laboratoires spécialisés (Centre National de Lysotypie Entérique : C.N.L.E de I’LLP.P).
(Bourgeois et al., 1991).

Un bactériophage actif sur la plupart des salmonelles est le phage O : 1 de Felix et Callow,
son usage permet une orientation rapide du diagnostic ou une simple confirmation de sa
nature. Un systeme de lysotypie caractérisant I’Ag Vi a été développé par Felix and Callow en
1938 et désignait 33 lysovars uniqguement pour Salmonella paratyphi B.

Les Phages (T8, T13, T13A) sont les phages les plus couramment isolés aux USA. Le phage
PT4 typique a la filiére avicole a émergé a cause de I’augmentation du nombre de cas
humains et était le lysotype le plus dominant isolé dans les industries des ceufs aux USA. (Hui
etal., 2001). L’intérét d’une telle étude est essentiellement épidémiologique. Mais il demeure
que cette technique de sous typage n’est pas encore standardisée du point de vue protocoles
et reste I’apanage de laboratoires spécialis€s jusqu’a ce que d’autres techniques de typage
s’imposent.

Parmi les méthodes classiques de caractérisation, le lysotypage consiste a soumettre les
souches a I’action de plusieurs bactériophages. En fonction du profil de lyse, il est possible
d’attribuer un lysotype bien précis a la bactérie. Pour le sérotype Typhimurium, un ensemble
de 37 phages est utilisé, ce qui permet de classer les souches parmi 210 lysotypes (Anderson
et al,. 1977). Les souches présentant un profil de lyse atypique sont qualifices de RDNC
(«Routine Dilution No Conformity»), celles résistantes a tous les phages sont considérées
comme non typables et sont indexées par la lettre U («Untypable»). 1l existe également des
types définitifs (DT : Definitive Type) et d’autres provisoires (PT : Provisional Type). Le
lysotypage ne requiert pas un investissement trés important, mais le personnel doit étre bien
entrainé. D’un point de vue épidémiologique, il est souvent trés utile de connaitre le lysotype
des souches isolées, étant donné que certains revétent des caractéristiques particulieres au
niveau de la pathogénicité ou de la résistance aux antibiotiques. Depuis le début des années
90, en Europe et aux Etats-Unis, des S. Typhimurium de lysotype DT104 multirésistantes sont
apparues. Ce lysotype est connu au Royaume-Uni depuis les années soixante mais la
résistance aux antibiotiques ne s’y est propagée qu’a partir de ’année 1989, date a laquelle
elle fut isolée pour la premiere fois chez I’homme. A partir de ce moment, les souches
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multirésistantes DT104 se sont installées dans la population bovine de ce pays. Vers le milieu
des années 90, elles ont été détectées dans une série de pays européens et en Amérique du
Nord, lors d’épidémies liées a la consommation de fromages au lait cru (Baggesen et al,
2000) ; (Threlfall., 2000) ; (Walker et al. 2001). Ceci est tres préoccupant sur le plan de la
santé publique car elles sont souvent associées a une quadri ou pentarésistance aux
antibiotiques (résistance a 1’ampicilline, au chloramphénicol, a la streptomycine, au
sulfonamide et & la tétracycline) (Threlfall., 2000). Une résistance additionnelle a la
ciprofloxacine peut également étre observée, ce qui est encore plus problématique, car cette
molécule ou ses dérivés sont souvent utilisés dans le traitement de salmonelloses humaines.
Cette émergence de polyrésistances suit généralement de quelques années 1’usage en
médecine vétérinaire, d’antibiotiques comme, par exemple, 1’enrofloxacine. Il est toujours
utile de rappeler que le praticien a un role considérable a jouer dans le cadre du contrdle de
ces polyrésistances et devrait réserver ce type de traitement aux animaux de rente, uniqguement
en cas d’extréme nécessité. Une surveillance constante des résistances des souches isolées
dans le secteur agro-alimentaire doit étre systématiqguement planifiée par les instances
officielles. C’est d’ailleurs une volonté clairement stipulée dans les nouvelles directives «
zoonoses » 2003/99/CE (Parlement européen et Conseil de 1’Union européenne, 2003b).

3.4. L’ Antibiotypie.

Elle est fréqguemment réalisée, plus souvent dans un but de traitement thérapeutique qu’en
épidémiologie ; cependant, aujourd’hui I’acquisition, chez Salmonella, de certains caracteres
de résistance donne la possibilité de suivre certains clones presque uniquement par leur
phénotype de résistance aux antibiotiques. C’est le cas par exemple pour S. Typhimurium, du
lysotype DT104 qui présente quasi-systématiquement une résistance associée a cing
antibiotiques : Ampicilline, Streptomycine, Chloramphénicol, Tétracycline et Sulfamides. Ce
phénotype ASCTSu s’est trés répandu, notamment dans les élevages bovins ou en 1999, 80%
des souches de sérotype Typhimurium présentaient cette multirésistance (Brisabois., 2001)

3.5. Méthodes de caractérisation génotypiques des salmonelles.

L'analyse génotypique de Salmonella enterica par des techniques d'empreintes moléculaire de
I'ADN a été utilisée avec de bons résultats. La premiére technique de typage moléculaire
utilisée fat la Restriction Endonuclease Analysis (REA) méthode rapide de faible codt et de
réalisation simple ; mais inadaptée pour la comparaison d’un large éventail d’isolats.
(Fitzgerald and Swaminathan., 2003).

Le Profil plasmidique : La possession des plasmides est un caractére évolutif (perte ou
acquisition). La plupart des salmonelles n’en possedent pas. Les salmonelles impliquées dans
les infections humaines et animales en sont pourvues; leur fonction est de deux types, les
plasmides a haut PM (poids moléculaire) encodant pour la virulence et 1’antibiorésistance et
les plasmides a faible PM a fonction biologique non connue (Rychlik ef a/., 2005). L'analyse
des profils plasmidiques est une méthode rapide et relativement facile pour typer les souches,
et a été utilisée a la fois en médecine humaine et vétérinaire pour étudier la diffusion de ce
germe. Cette technique a ses limites car toutes les souches de Sa/monella ne portent pas de
plasmides, et les plasmides peuvent étre facilement acquis ou étre de taille identique bien que
génétiquement différents. (Hui et af ., 2001). 11 est possible de recourir a 1’utilisation des
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plasmides pour établir I’origine commune de certaines souches ex : isolées chez un malade et
retrouvée dans I’aliment.

D’autres méthodes génétiques, telles que les techniques d’hybridation Restriction Fragment-
Length Polymorphism (RFLP) consistent en I’isolement de 1’agent pathogéne cible, en
I’extraction de I’ADN ou de I’ARN (avec la transcription inverse en ADN) et ensuite en la
digestion de I’acide nucléique avec 1’un des groupes d’enzyme de restriction. Les fragments
individuels de I’ADN digéré sont ensuite séparés sur un gel d’électrophorése et visualisés par
un marquage avec du bromure d’éthidium. Idéalement, chaque espéce révélera un profil
unique, ou empreinte. Beaucoup d’enzymes de restriction différentes peuvent étre prises en
compte pour une nouvelle identification, si bien que les analyses de nombreuses empreintes
moléculaires issues de digestions avec plusieurs enzymes de restrictions individuelles peuvent
étre effectuées et la combinaison du meilleur groupe de résultats permettra une différentiation
compléte entre especes ou isolats.

Parmi les techniques génétiques de caractérisation, la PFGE («Pulsedfield gel
electrophoresis» en anglais ; « électrophorese en champ pulsé » en frangais) offre le plus de
perspectives dans un contexte épidémiologique (Wegener and Baggesen., 1996) ; (Olive and
Bean., 1999) ; (Baggesen et al., 2000). Elle est également fort utile afin de caractériser les
foyers de salmonelloses humaines (Bender ef al., 2001). Suivant le profil des bandes obtenues
sur gel, il est possible d’établir le degré de parenté entre les différentes souches isolées.
L’analyse des gels s’effectue souvent au moyen d’un programme informatique permettant
d’établir un dendrogramme des souches isolées. Actuellement, un réseau d’experts s’est
constitué (le réseau « Pulse Net ») en vue de standardiser et d’harmoniser des protocoles
optimaux pour cette technique de génétique moléculaire et de constituer une base de données
électronique des différents profils obtenus par électrophorese en champ pulsé.
L'électrophorese en champ pulsé (PFGE) et le ribotypage ont été utilisées en complément du
profil plasmidique. En outre Amplified Fragment-Length Polymorphism (I’ AFLP) a surpassé
en résolution le ribotypage. Le génotypage est un domaine qui s'est rapidement étendu et de
nombreuses nouvelles techniques ont été développées ces derniéres années.

Bien que le sérotypage soit la méthode de référence pour classer les souches de salmonelles,
les techniques de PCR peuvent servir a effectuer une caractérisation des souches isolées
(Grimont et al, 2000). Une technique largement utilisée est la RAPD («Random
Amplification of Polymorphic DNA»), qui met en ceuvre un oligonucléotide d’une dizaine de
bases comme amorce. Celui-ci va s’apparier au génome bactérien a différents endroits non
spéecifiques, en créant ainsi un polymorphisme important en taille et en nombre de fragments
génerés aprés amplification (Lin ef al., 1996) ; (Hilton ef a/, 1997) ; (Shangkuan and Lin.,
1998).Cette technique permet d’effectuer des discriminations intra-sérotypes au sein d’une
exploitation.

Elle peut, par la méme occasion, donner des indications quant a 1’installation d’une souche
bien précise dans un compartiment d’élevage ou d’engraissement, ce qui pourrait étre le
témoin d’une insuffisance dans les procédures de nettoyage et de désinfection entre plusieurs
lots d’engraissement par exemple. Toutefois, elle ne remplacera jamais complétement la
technique de sérotypage classique qui constitue la base méme des enquétes épidémiologiques.
Par ailleurs cette technique a elle seule ne peut discriminer les souches de salmonelles pour
pouvoir arriver a des investigations épidémiologiques concluantes. Les méthodes faciles
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rapides et spécifiques sont celles qui utilisent des primers les plus discriminatoires des
salmonelles tels que les ITS, les REP et les ERIC sont parfois plus évidentes pour les souches
multiréstantes. (Bennasar et al.,. 2000).

Mais I’utilisation de techniques combinées a base de la Polymérase Chain Reaction PCR ; la
RAPD, Arbitrary Primed Polymérase Chain reaction,; (I'AP-PCR) la Multilocus Sequence
Typing (MSLT) et la MLVA (Liebana., 2002) et avec I’avénement de la PCR en temps reel
ceci permettrait surement d’avoir une estimation quantitative des bactéries présentes dans
I’aliment. (China et a/ ., 2002) ; (Malakawi., 2003). Ces méthodes ne fonctionnent pas
identiqguement pour tous les isolats ; il est peut étre nécessaire d'évaluer un certain nombre de
techniques différentes pour trouver une méthode ou une combinaison de méthodes
satisfaisantes et capables de différencier les clones d'un sérovar ou d’un lysotype donné.

(Eriksson et al., 2005) ; (Torpdahl et a/., 2005) ; (OIE., 2005).

3.6. Biosensors.

La fréquence des épidémies et toxinfections alimentaires demande une détection rapide des
germes incriminés ; infortunément ; les méthodes classiques sont fastidieuses et tres longues ;
Les biosensors sont des molécules ou des cellules (bactéries) attachés a des signaux de
reconnaissance et quand un substrat vient au contact du biosensor 1’interaction va initier la
reconaissance du signal qui serait lu par un appareil de mesures incluant des techniques
variées tels que les potentiometrie ; électrochimie; impedancimetrie; bioluminescence
(Wilson., 2008) .

Les biosensors ont montrés une grande rapidité dans la détection des salmonelles. Les SPR
Surface Plasmon Resonance sensors ont été largement utilisés pour déceler les réactions Ac-
Ag portées par une surface de sensor et en mesurant chaque angle de résonnance de la valeur
de I’index de réflexivité. lls sont capables de contrdler les réactions Ac-Ag en temps réel sans
recourir aux radiomarquage de réactifs supplémentaires et aussi du fait de leur haute
sensibilité. (Son., 2007)
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CHAPITRE I1l: EPIDEMIOLOGIE DES SALMONELLES
3. Epidémiologie.

3.1. Habitat.

La grande majorité des souches de salmonelles possédent deux caracteres qui expliquent leur
trés large distribution :

-La possibilité d’étre hébergés par un grand nombre d’hdtes différents (mammiféres, oiseaux,
reptiles, homme...), autrement dit les salmonelles se retrouvent « de la puce a 1’éléphant ».
-La faculté de survivre pendant de longues périodes en dehors de 1’hote.

Les salmonelles se trouvent associés dans 1.2% au Campylobacter surtout S.E et S.T
(CRSS., 2000).

3.1.1. Les réservoirs.

Quelques espéces sont uniquement associées a un seul héte ex : S.Typhi pour I’homme et
S.G pour les oiseaux. (Uzzau., et a/ 2000).

3.1.2. Dans I’eau.

L’eau est ingérée par ’homme et les animaux, elle peut passer via 1’estomac aux intestins
sans stimuler la digestion ce qui entraine un passage au travers des barrieres de défenses
naturelles échappant aux défenses de 1’hote sans subir de préjudices ce qui augmente le
potentiel infectieux du germe.

L’eau est un facteur important de dissémination des salmonelles du fait qu’elle est sujette aux
différentes contaminations issues des animaux sauvages des oiseaux et de ’homme. En effet
(Phan et al., 2003) a isolé plusieurs sérotypes de salmonelles a partir de 1’environnement
aquatique de cheptel avicole et a établi une liaison de cause a effet entre le circuit de
distribution d’eau du village et les exploitations porcines proches du secteur avicole grace aux
pulsotypes de deux sérotypes de salmonelles émanant des suidés.

La survie des salmonelles dans I’eau de mer et 1’eau douce sans supplément nutritif a la
température ambiante de 30 + 2°C et a la température réfrigérée de 5° + 2°C avec un
inoculum de log 7.5 CFU/mI est possible et atteint respectivement 16 et 24 semaines pour
I’eau de mer et I’cau douce mais pour les températures froides elles peuvent survivre
respectivement 48 et 58 semaines dans I’eau douce. Des variations phénotypiques des
cellules bactériennes ainsi que des détériorations métaboliques caractérisées par la I’absence
de pousse sur milieux appropriés sont observées lors d’épuisement prolongé de nutriments
dans I’eau (Sugumar et Mariappan., 2003).

La survie des salmonelles dans I’eau est influencée par plusieurs facteurs : la survie de SE est
2 fois plus longue a 4°C qu’a 20 °C, Alors que le seuil des produits chimiques de nature
organique a un effet majeur sur leur survie, le temps de survie est moindre quand la D.B.O
(demande biologique en oxygene) de I’eau est plus importante. (Cox and Bailey., 1995).
Certains ruisseaux considérés comme non pollués ont été trouvés contenant des
salmonelles. (Gerardi., 2006).

La multiplication des salmonelles est importante dans les eaux chaudes, les eaux fraiches et
de méme que dans les eaux contaminées par le les féces d’animaux. Les salmonelles peuvent
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survivre et se multiplier quand le seuil de nutriments le permet. Cependant
les eaux propres contiennent moins de salmonelles. La flore compétitive incluant les
zooflagellés (vivant essentiellement dans les eaux chaudes) sont des facteurs qui affectent le
taux de survie des salmonelles dans I’eau. Les salmonelloses sont largement répandues dans
les milieux perturbés par 1’activité de ’homme. (Murray., 1991).

Les sols peuvent étre ¢galement des réservoirs de salmonelles du fait de 1’épandage du lisier
ou d’engrais contenant des salmonelles.

3.1.3. Chez les animaux.

Les animaux sauvages peuvent aussi héberger ces micro-organismes mais ils ne semblent pas
constituer un maillon essentiel dans la chaine alimentaire de ’homme et des animaux. Dans
les domaines liés a ’homme, les salmonelles de la faune et des oiseaux sauvages sont bien
représentatives des sérovars disséminés dans 1’environnement. (Tizard., 2004).

Il en va de méme pour les reptiles et les tortues qui peuvent héberger des salmonelles
(Murray., 1991) ; (Acha et Szyfers., 1989) ; (Bock et a/., 2003).

3.1.4. Chez les insectes.

Il a été découvert des salmonelles au niveau des blattes, des mouches (Bock et al., 2003) et
aussi des ténébrions (Agabou and Alloui., 2010). 50% des mouches au niveau d’un batiment
avicole expérimentalement infecté par SE se voient contaminés au bout de 48h suivant
I’infection et 75% aprés 4 & 7 j suivant I’infestation apres quoi le taux descend a 30% apres 15
J- Ce sont surtout les organes internes des mouches qui permettent 1’isolement des
salmonelles, les mouches peuvent disséminer les salmonelles dans un méme batiment a tout le
cheptel du batiment.

3.1.5. Dans les aliments.

De nombreux auteurs soulignent que les aliments constituent, une source importante de
contamination pour la filiere avicole. (Lecoannet., 1992); (Murray., 1991); (Humbert.,
1995). La quantité des échantillons analysée est tres souvent peu représentative des quantités
consommeées par le parquet des volailles, ce qui limite la fiabilit¢ des résultats d’analyse.
Cependant, méme s’il est difficile d’évaluer le rdle exact joué par les aliments dans la
contamination de la filiere avicole, il est nécessaire de souligner certains points importants :
Le role des aliments de démarrage : les jeunes animaux dont la flore digestive est encore
incomplétement développée et équilibrée se verra plus facilement sujette a I’implantation des
salmonelles que celle des animaux plus agés. Mais un traitement de 1’alimentation par des
probiotiques et des acides organiques rend les salmonelles moins invasives (Wolfenden et al.,
2007). Ainsi une contamination méme trés faible d’un aliment distribué en période de
démarrage des oiseaux peut entrainer un portage digestif de salmonelles par la majorité de ces
animaux jusqu’en fin d’¢élevage.

Plus I’excrétion fécale est élevée, plus la recontamination a partir de la litiere sera plus
sévére ; a I’opposé une contamination de 1’aliment du méme ordre pour des animaux plus agés
peut passer inapergue.

Le rble des aliments destinés aux reproducteurs: en principe I’aliment distribué aux
reproducteurs doit étre indemne de salmonelles, mais cette condition est entravée par le type
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méme de production (systtme pyramidal) dans la filiere avicole ou deux facteurs de
production jouent un role essentiel (Wolfenden et a/ ., 2007).

*La centralisation de la sélection : la transmission verticale n’est pas systématique, et n’est
pas la seule source de contamination des produits finis, donc I’engagement de la sélection
dans 1I’¢limination des salmonelles est essentiel mais n’est pas suffisant.

*Séparation physique des générations . cette technique a un double impact, d’un coté elle
permet d’¢éliminer et d’annuler la transmission des salmonelles par contact entre génération
successives, d’un autre c6té malheureusement le poussin a I’éclosion est stérile et démuni de
la flore de barriére cacale alors qu’un poussin qui Vit avec sa mere lui refile un lot de
bactéries indispensable a la colonisation précoce de son tube digestif (effet barriére).

La maitrise des points critiques lors de la production des aliments : la contamination des
aliments par les salmonelles ne doit pas se faire en théorie d’ou une série de décontaminations
est pratiquée a chaque étape du traitement de 1’aliment et surtout a la granulation (Humbert,
1995).

3.2. Survie dans la nature.

Les salmonelles peuvent étre trouvées en grande partie dans les conditions défavorables
d’environnement et peuvent méme survivre a des conditions trés rudes (€ruption volcanique,
humidité...) (Murray, 1991).

L’incidence des salmonelloses varie avec les saisons, et la capacité de la bactérie de survivre
dans la nature est également variable.

Dans la nature elle peut survivre :

- 87 j : dans I’eau du robinet

- 115 : eau de réservoir

- 120 j : aires de paturage

- 280 j : sol de jardin

- 30 mois : fumier de bovin

- 28 mois : fientes de volaille.

Ces remarquables capacités de survie lui permettent de pouvoir étre réintroduite chez les hotes
d’une fagon aisée, comme furent ressuscitées des S.T sur des ceufs embryonnés. Ces
salmonelles qualifiées de bactéries viables non cultivables (VBNC) sont issues de
microcosmes d’eau de mer en conditions hostiles et pour des années (Dhiaf et Bakhrouf.,
2004).

3.3. Les vecteurs.

Les rongeurs constituent un danger potentiel pour les fermes et les élevages qui utilisent de
I’aliment et ses dérivés dans des stocks a proximité des animaux. Leurs méfaits sont sous
estimes ; ils amplifient le nombre des bactéries pathogénes dans 1’environnement et les
transmettent a 1I’étre humain (Meerburg et Kiljstra., 2007).

Le taux d’isolement des salmonelles est plus élevé chez les animaux sauvages pendant la

période pluvieuse plutdt que la période séche et ce portage est beaucoup plus dd, a la baisse
de résistance de I’animal a I’infection qu’au pouvoir de la bactérie. Alors que pendant la
période seche la contamination par les salmonelles est plus dle, aux conditions de mauvaise
hygiéne et au mauvais controle alimentaire. (Aschfalk et a/., 2000).
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Les oiseaux sauvages et surtout les rapaces hébergent ST et sont considérés comme des
porteurs sains et donc comme réservoirs de salmonelloses. (Tizard., 2004), (Millan ef al,
2004) Les reptiles en captivité hébergent pour 50% des salmonelles et pour la plupart, ces
germes sont multirésistants aux antibiotiques. (Corrente ef a/., 2004). Ces nuisibles présents
dans les régions rurales présentent un danger sérieux pour la contamination des fermes et de
I’environnement du bétail. (Braden., 2006).

Les insectes en ’occurrence les blattes ont été incriminés comme étant des réservoirs de
salmonelles et sont capables d’infecter d’autres blattes et de souiller les objets inanimés ainsi
que les autres nuisibles se trouvant dans les batiments avicoles et leurs environnements
(Fathpour et a/2003).

Les animaux a sang froid fournissent encore un réservoir non épuisé de souches nouvelles
rares et atypiques S.arizona a 1’origine, actuellement S.bongori. De ce fait (Ilveson et al.,
2009), propose deux groupes de sérovars trouves en Australie.

Les sérovars natifs . est un large groupe de sérovars associé aux animaux locaux et a I’habitat
et a une faible incidence épidémiologique.

Les sérovars exotiques . ceux la sont associés a I’environnement perturbé par 1’activité de
I’homme et probablement introduits par la colonisation humaine et sont d’importance
épidémiologique majeure.

En Malaisie S. enterica sérovar, II Sofia est d’un intérét particulier chez la volaille. Dans ce
pays la source de la contamination était inconnue ; une hypothése a été émise du fait que
I’épizootie y est apparue en Australie en méme temps qu’en Malaisie (Murray., 1991). Mais
en Australie il a pris de I’ampleur, bien que la réglementation est trés stricte pour la
prévention des nouvelles maladies animales, néanmoins avec la recrudescence de ce sérovar,
il a été prouveé que ce serotype n’était pas spécifique a I’ Australie (Ross éf a/.,, 2003).
L’environnement, il représente la source de contamination la plus vaste et la plus difficile a
maitriser. Ce terme recouvre les batiments, leur abords, le matériel d’élevage, les camions de
transport et plus généralement tous les vecteurs animés ou inanimés susceptibles d’entrer en
contact avec les animaux au cours de leur vie économique.

Dans le cadre actuel des pratiques d’élevage de la volaille, plusieurs points critiques restent
non maitrisés, 1’identification des meilleurs sites de production donnant le taux le plus élevé
d’isolements de salmonelles d’aprés plusieurs auteurs demeure les broyats de jabots et la
litiere humide (Rybolt ef a/., 2004) ; (Eriksson De Rezende et al., 2001).

Les sols en terre battue, les parpaings constituant la base des murs ainsi que les systemes
d’aération ne peuvent étre nettoyés et désinfectés correctement. Les abords des élevages,
souvent contaminés par ruissellement lors des opérations de nettoyage, peuvent a leur tour
contaminer tout vecteur s’introduisant dans I’élevage (rongeur, homme, tracteur, autres
animaux...).

En I’absence de marqueurs épidémiologiques stables et précis, capables d’identifier une
souche de Salmonella au dela du sérotype et permettant ainsi de la différencier sans erreur
possible d’une autre souche appartenant au méme sérotype, il sera difficile de décrire
précisément les cycles de contamination qui vont des animaux au milieu extérieur et
réciproguement. 1l sera également tres délicat de déterminer qui, de I’environnement ou de
I’animal, est a I’origine de I’infection.
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Les élevages intensifs de volailles ont de ce fait contribués a la contamination et a la pollution
bactérienne de I’environnement. La trés large dispersion des salmonelles associée a sa
capacité de survie dans le milieu extérieur posera de plus en plus le probleme de la gestion
raisonnée des effluents animaux et des boues d’origine urbaine ou industrielle en plus de la
pollution des eaux par les produits chimiques (nitrates et phosphates) et les problemes de
contrainte bactériologique ainsi que les problemes sanitaires. (Humbert., 1995).

3.4. Types de Salmonelles.

3.4.1. Principaux sérotypes.

Les principaux sérotypes de salmonelles predominants chez les animaux ou leurs produits
alimentaires se répartissent comme suit :

La plupart des infections sont associées avec les serovars des sous-espéces | (S. Typhi, S.
Typhimurium, S. pullorum, S. gallinarum) et il est possible de diviser les sérovars en trois
sous-groupes principaux :

-Salmonelles pathogenes : (infection chez les hommes et les animaux).

-Salmonelles rarement pathogenes: (moins fréquemment associées avec des infections et
proviennent de plusieurs sources : animaux sauvages, environnement...).

-Salmonelles de I’environnement: (rarement retrouvées chez les animaux). (Sonaiya and
Swan., 2004).

Rares sont les salmonelles spécifiques d’espéces, nous citerons S.G.P et S.Typhimurium var.
Copenhagen chez le pigeon. La plupart des autres sérotypes plus ou moins ubiquitaires, sont a
I’origine d’infections occultes ou de manifestations cliniques dont [’intensité varie
considérablement en fonction de la saison, la région, ’age et le sexe.

3.4.2. Salmonelles : saison, géographie, age et sexe.

Le nombre de salmonelles fluctue en fonction de la saison de janvier a mai. Le CRSS a
répertorié plus de 600 isolements par mois et pendant la période de mai a octobre plus de
1500 isolements par mois avec un optimum au mois d’aout (CRSS., 2000). Les mois a risque
pour les salmonelloses dans les pays asiatiques sont les mois de I’hiver et surtout décembre, le
mois d’aout représente le plus de risque pour les personnes (Sikder er al/, 2005). Les
salmonelles sont plus reportées chez les femelles que les males et chez les plus agées que chez
les plus jeunes. Les sérotypes associés a 1I’Europe sont S.E mais ils le sont moins pour
I’Afrique. Les autres pays, I’Asie et les Amériques ont des salmonelles de sérotypes plus
variés. (Ekdahl et al., 2004).

3.5. Pathogénie.

3.5.1. La pathogénése.

L’invasion se fait a travers 1’épithélium de I’intestin gréle par la traversée des cellules M des
plaques de Peyer conduisant a leur destruction ainsi que le tissu avoisinant. Le génome des
salmonelles contient 5 ilots de pathogénicité qui sont absents chez E.coli. La plupart des
génes controlant I’entrée dans les cellules M sont localisés dans le SPI-1 et encode pour le
systeme de sécrétion de type Ill, responsable du transport des protéines de la bactérie au
cytosquelette des cellules hotes (Lamont., 2004). Quatre protéines encodées par les genes
SPI-1, Sop E, SipC, et StpP sont injectées dans la cellule hote et initient le réarrangement du

39



Partie Théorigue

cytosquelette qui entraine le froissement de la membrane cytoplasmique permettant ainsi
I’internalisation de la bactérie (Jenkins in Gillespie and Hawkey., 2006) ; (Ouwehand and
Vaughan., 2006) ; (Bohez ef al., 2006).

Une fois a I’intérieur du macrophage, Sa/monella demeure a 1’intérieur du phagosome. Les
protéines encodées par le gene SPI-2, telle la SpiC inhibe la fusion des lysosomes et
endosomes de la cellule héte contenant des composants bactéricides avec le phagosome.
D’autres protéines du SPI-2 interferent avec le trafic intracellulaire de la cellule hote recrutant
des métabolites de la synthese des composants bactéricides pour augmenter les chances de
survie de Salmonellaa I’intérieur du phagosome (Millemann., 1998) ; (Percival ef al., 2004).
Les modeles de cultures cellulaires nous ont permis de rechercher comment les salmonelles
pouvaient échapper a la réponse du systéme immunitaire de 1’h6te. Parmi les stratégies
qu’utilise cette bactérie, c’est I’interférence du LPS et du lipide A avec la production de
cytokine. (Sansonetti et Zychlinsky., 2002).

3.5.2. Les matieres virulentes.

Elles assurent la pérennité et I’extension de la maladie dans 1’espace-temps. Elles sont
nombreuses ; la plupart des organes et des excréta sont virulents y compris les plumes et le
duvet des poussins, les poussiéres, les surfaces ayant été au contact des animaux contaminés ;
méme si les matieres fécales jouent un role principal. (Marin ef al,, 2009). La résistance des
germes dans le milieu extérieur est variable en fonction des conditions locales mais toujours
suffisantes pour assurer la pérennité de I’infection (S. gallinarum pullorum peut survivre 12
mois en milieu légerement alcalin).

3.5.3. La transmission des salmonelles.

Elle peut étre assurée par les vecteurs inanimés (aliment, eau, batiment, matériel d’élevage, de
stockage et de transport des ceufs et des animaux). Les vecteurs animés, source principale de
I’infection jouent un grand role (100 especes d’oiseaux peuvent héberger et disséminer une
trentaine de sérotypes de salmonelles). Le rdle principal revient aux espéces a moeurs
grégaires (étourneaux, corvidés, pigeons, mouettes, rapaces, oiseaux d’agrément...) (Tizard.,
2004).

3.5.4. Les modalités de la contagion.

Elles sont les mémes pour toutes les salmonelles et la transmission horizontale peut jouer un
role dans tous les cas. En ce qui concerne la contamination congénitale des poussins, il est a
remarquer que S. Gallinarum Pullorum se transmet plutét in ovo, bien que pour toute
salmonelle les deux modes de contaminations des ceufs puissent jouer simultanément avec des
fréquences différentes. Certains pensent que la contamination par S. entéritidis est la
conséquence essentiellement d’une infection ovarienne de la poule. (Lecoannet., 1992).

3.5.5. Les voies de pénétration.

Elles peuvent étre utilisées expérimentalement. Dans les conditions naturelles, la voie
digestive est la plus universelle. Les bactéries se fixent dans les conditions de stress et de
privation dans le jabot et proliferent pour stimuler les aggrégations lymphoides qui atteignent
leur maximum a 34 j (Vaughn et al., 2008). Les poussins peuvent se contaminer massivement
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par voie respiratoire dans I’éclosoir, le coit peut éventuellement chez les adultes assurer la
transmission du contage, la diversité des sources et des modalités de contagion explique
I’existence de nombreux cycles de transmissions intra et inter-espéces qui compliquent
I’approche du contrdle sanitaire de I’infection. (Bailey et a/., 2001).

3.5.6. Facteurs de virulence.

Nous estimons entre 200 a 400 génes qui interviennent directement ou indirectement dans le
processus infectieux (Millemann., 1998).

- Facteurs a déterminisme chromosomique : auxotrophes entrainent surtout une perte de
virulence.

- Pili-fimbriae : favorisent 1’attachement et 1’internalisation.

- Pouvoir d’invasion : marqué en phase de croissance, a un role déterminant. (Groisman et
Hughes., 2001).

- LPS (endotoxine) : il agit avec le systtme du complément, le lipide A est le principal
responsable du choc toxique.

- Systeme de captation du Fer, présence de sidérophores.

- Survie dans les phagocytes et se multiplient a ’intérieur ; possession d’enzymes pour
détruire les composés oxygénés catalase, supéroxyde-dismutase...

- Toxines : cytotoxine, entérotoxine

- Ag.Vi

- Facteurs plasmidiques : Plasmides de virulence responsables de I’essaimage des salmonelles
de I’intestin gréle vers le foie, rate et nodules lymphatiques. (Bourgeois et af., 1996)

3.6. Salmonelloses aviaires au niveau du monde.

Le degré d’adaptation des salmonelles aux différents hotes varie en fonction des sérotypes, et
affecte la pathogénicité de I’homme et des animaux.

Les sérotypes adaptés a I’homme sont S.Typhi et Paratyphi, donnent des maladies séveres et
un syndrome typhoide, alors que chez I’animal ils sont généralement non pathogénes. S.G.P
est adaptée a la volaille mais ne donne pas de maladie chez I’homme (Uzzau éf a/., 2000).

Les sérotypes ubiquitaires S.E et S.T se retrouvant aussi bien chez ’homme que 1’animal
donnent des maladies gastro-intestinales et peuvent causer un syndrome entérique fébrile chez
I’homme bien qu’elles passent inapparentes chez la volaille. (Humbert., 1995).

Par ailleurs ces sérotypes sont surtout associes aux denrées alimentaires d’origine animale. Vu
le large spectre d'animaux pouvant étre porteurs de Sa/monella, une grande variété de produits
alimentaires peut étre a l'origine d'une contamination humaine : viande, particulierement
volaille, produits carnés, ceufs, ovoproduits et produits laitiers. Les salmonelloses d'origine
alimentaire peuvent donner lieu a des foyers trés importants, qui peuvent atteindre une échelle
nationale et méme internationale, surtout si un aliment commercialisé a large diffusion se
trouve contaminé. (Bourlioux., 2000).

3.6.1. Salmonelles aviaires au Maghreb.

Algérie : Plusieurs épidémies ont été reportées chez les humains et en particulier chez les
nouveaux nés et les enfants et ceci dans 43 wilayates ou apparurent des antibiorésistances aux
céphalosporines a spectre élargi SCE, qui sont fréquemment isolés a partir d’animaux et
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d’aliments. La volaille est considérée comme premiere source de contamination (Arlet, et a/
2006) ; (Elgroud et al., 2006)

Tableau.13. Type d’antibiorésistance aux céphalosporines & spectre élargi: (Arlet et al,
2006).

TEMgroup | SHV group | CTX-M-1group | CTX-M-9 | CMY group
Algérie 25 2 3 2
Maroc 3
Tunisie 4 2.2a 3 27 4
Lybie 2
France 3,4,52 15 2 2

Au Maroc : des études ont été réalisées pour détecter la présence de la pullorose et la typhose
grace a des sérums, des écouvillonnages cloacaux et des études microbiologiques de litiére.
Elles ont données respectivement les résultats suivants, 6% ; 23%, et 58% (Bouzoubaa., et a/
1992). S. enteritidis et S. wien sont les types dominants dans une étude réalisée au sein du
laboratoire de bactériologie du CHU de Rabat-Salé. Ainsi entre 1986 et 1993, 158 patients
dont 78% d’enfants ont été hospitalisés pour un syndrome non typhoidique avec présence de
salmonelles de groupe B (S. Wien et S. Enteritidis). Dans une autre étude rapportant des
données entre 1990 a 1996 au sein du méme laboratoire, il existe une prédominance de S.
Entéritidis (56%) suivie de S. Infantis (20%), Wien (5%), Typhimurium (3%) et Schester
(2,8%). De méme que des études sur des carcasses de poulets de chair collectées en différents
locaux commerciaux et de supermarchés ont montrées des prévalences respectives de (1.5%),
(3.25%) et entre (10 a 25%) (Cohen et al., 2007).

Lybie : Une étude portant sur les crémes glacées achetées aux points de vente a Tripoli a
révélé une contamination par £. coli de 6%, Salmonella avec 5%, St aureus 38%,
L.monocytogenes a 7%, de méme que ces souches ont montrées une réesistance aux
antibiotiques de 25% (EI-Sharef et al., 2006)

Tunisie : (Aissa et al, 2004) rapporte que durant la période (1994-2004), il y eut une
décroissance en salmonelles chez les humains et les denrées alimentaires d’origine animale.
Les sérotypes les plus incriminés sont S.E (25.5%) S.Anatum (14%) S.Corvalis (13.2%).
Chez les animaux et I’environnement, une nette recrudescence des mémes serotypes semble
étre endémique dans le pays S.E (69%), S .Anatum (28%), S. Corvalis (17.3%), ces
sérotypes montent avec la saisonnalité en augmentant en été et le contraire pendant 1’hiver.
Alors que pour les salmonelles de 1’environnement, ¢’est 1’inverse qui est observé. (Gueda et
al., 2009) ont observeés sur des batiments avicoles une prévalence de 39.2% de S.E et 0.48%
de S.T et S. Scharzengrund. Ils ont démontrés que c’est le méme clone de S.E circulant dans
le monde qui était implanté en Tunisie.
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3.6.2. Salmonelles aviaires en Afrique.

Egypte : (Ibrahim., 2005) isole 56 salmonelles a partir d’aliments de volaille de bovins et
d’humains ; les sérotypes recouverts a partir de volailles malades sont : S.Arizona ; S.Cerro ;
S.E;S.G.P;S.T.

Quarante trois salmonelles ont été isolées a partir de 950 prélevements soit un taux de 4.5%.
Pour les sujets malades, un taux de 6.1% ; I’aliment de volaille 3.07%; les produits avicoles
3.33% et pour les poussins de 1 jour, 3 % (Mohammed., 2006).

Soudan : les maladies présentes dans des batiments de poules pondeuses sont par ordre de
morbidité : la maladie de New Castle, la Gumboro puis la salmonellose avec un taux de
mortalité variant entre 1.6% -10.7% (Babiker et al., 2009).

Botswana : des études sur les visceres de poulets de chairs (foie, vésicule biliaire, intestins et
cloaques), ont révélées des taux respectifs de Salmonella de (50, 43.8, 37.5¢et 35.5 %)
(Gaedirelwe and Sebunya., 2008).

Ethiopie : la prévalence en salmonelles des carcasses de poulets de chair et de leurs viscéres
(foie, gésier ceeur) est de 8.3% (Molla et al., 2003). Parmi les souches isolées, 51.2% furent
résistants au  sulfisoxazole, 46.2% a la spectinomycine, 45% a I’amoxicillin- acide
clavulanique et a I’ampicilline, 41.2% a la tétracycline et 30% au chloramphenicol. Moins de
27.5% de ces souches montrerent une résistance au chloramphenicol, streptomycine,
cotrimoxazole et au trimethoprime. S Typhimurium var. Copenhagen (100%), S. anatum
(62.5%), S. Typhimurium (33.3%) and S. Braenderup (34.3%) montrérent une multi-
résistance a plus de 8 antibiotiques. Aucune des souches n’a été résistante a 1’amikacine,
I’apramycine,  gentamicine, kanamycine, = néomycine, tobramycine, quinolones,
céphalosporines et nitrofurantoine. (Molla and Alemayehu., 2003).

Nigeria : des prélévements a partir de fientes de volailles a I’intérieur de batiments avicoles
ont permis d’isoler Salmonella paratyphi A a raison de 12.5% et d’autres sérotypes de
salmonelles S.T, S.E et S.G. Salmonella typhin’a pas pu étre isolée a partir des fientes. (Orji
et al., 2005).

Zambie : sur 10 épizooties de salmonellose a S.G.P, 3 cas proviennent de couvoirs et ont été
identifiés en tant que pullorose, 5 cas ont touchés des poulettes démarrées de 5 a 18 mois
d’age et ont été diagnostiquées comme étant des typhoses aviaires, par S.G (Sato ef af.,
1997).

Sénégal : les recherches conduites par les auteurs montrent qu’environ 9 % des poulets
vendus ont un taux inacceptable de contamination microbienne, notamment par des
salmonelles. (Cardinale et al, 2000). Des prélevements des plats cuisinés de volailles préts a
consommer ont révélés un taux de 20.1 % de salmonelles. Les sérotypes isolés furent
Salmonella Hadar, Salmonella Enteritidis et Salmonella Brancaster (Cardinale et a/., 2005).
Alors que (Bada-Alambedji ef al., 2006) avance un taux de 62.5% qui se repartissent entre
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S.Kentucky, S.Muenster ,S.Brancaster, S.E. S.Hadar avec 45.6% de souches multiresistantes a
au moins 5 antibiotiques.

Cameroun : trois cents échantillons de cremes glacées produites dans deux métropoles du
Cameroun sont évalués pour leur qualité hygiénique. Les examens microbiologiques y
révelent la présence d’E. coli, de S.G.P et de salmonelles, respectivement dans 71,3, 49,6 et 5
%. L’eau de fabrication et le non-respect des régles d’hygi¢ne dans les établissements de
production sont les principales sources de contamination de ces produits. (Wouafo et af .,
1996).

3.6.3. Salmonelloses aviaires au niveau de 1’Europe.

France : Concernant les salmonelles, les efforts de la filiere pour éradiquer les principaux
sérovars importants en santé publique a 1’étage des reproducteurs, la mise en place d’une
réglementation sur ceux-ci en 1998 et la technique et la durée d’¢élevage différentes en poulet
label expliquent en grande partie les résultats obtenus. La quasi-éradication des salmonelles
est désormais obtenue en filiére poulet label rouge (99,5 % d’échantillons de peau de cou
négatifs en 2006). Plusieurs facteurs peuvent expliquer [’évolution favorable de la
contamination microbiologique de ces denrées : 1’essor de la technologie d’abattage, du soin
apporté au nettoyage et a la désinfection, des outils, la mise en place d’un guide de bonnes
pratiques d’hygiene, unanimement respecté par la filiere depuis 1997. (Salvat ef a/., 2008).

Espagne : I’examen des produits avicoles incluant les carcasses de poulets, les parties de
poulets (ailes, cuisses, foie, cceurs), la charcuterie et les hamburgers, a permis d’isoler des
salmonelles avec une prévalence de 49% avec 55% pour la peau des carcasses et 20% pour les
hamburgers. Salmonella enteritidis, S. poona, S. paratyphi B et S. worthington on été isolés
respectivement dans 34.3%, 11.4%, 2.8% et 1.4% des prélevements. (Capita ef a/., 2003).

Portugal: les résultats montrent que les prélevements sont fréquemment contaminés par des
salmonelles, soit 60% appartenant a 10 sérotypes S.E, et Salmonella Hadar sont les sérotypes
les plus fréquents (Antunes et al., 2003).

Pays Basque : Dans une étude faite sur des oiseaux sauvages (vautours, faucons...) pour la
détection de salmonelles. Il s’est avéré que ces animaux présentaient une prévalence de 8.5%.
en salmonellose Millan et al (2004).

Belgique : un total de 513 composants frais d’aliments d’origine animale ont été analysés
pour la détection des salmonelles, seules 2 souches de SE ont été trouvées chez les poules
pondeuses, comme le rapporte le CRSS., (2000).

Ecosse : grace a la PGFE de Salmonella Java, (Brown et al., 2003) ont pu mettre en évidence
2 «clusters » ou groupes majeurs, et les isolats & partir de viande de volaille importée des
Pays Bas. 31 des 37 isolats ont un « cluster Java X1 » similaire au « cluster aviaire de profil
X8 », ce qui suggere que la volaille importée est une source de contamination de I’homme.
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Irlande : L’incidence des salmonelles aviaires sur un total de 2985 prélévements a montré un
taux de 34.5% chez la volaille ; les sérotypes prédominants durant la période de (1979-1991)
sont Salmonella Typhimurium (22%), Salmonella Virchow (12.9%) et Salmonella
Enteritidis (11.7%). Menzies et al., (1994).

Autriche : En 2002, S.E : phagetype 29 (PT29) a été isolé de prélevements non humains avec
un taux de 27.7% par rapport a I’ensemble des S.E isolés des volailles. Les souches aviaires
ont été isolées a partir de viande, abats, écouvillonnage cloacaux et fientes de volailles. La
viande et les foies de volailles ont donnés un taux de 13.1%. Le taux de contamination chez
I’homme par S.E (PT29) est moins élevé 0.4% et 0.33% en 2003. Ce qui prouve que les
souches aviaires ne constituent pas en Autriche une source majeure de contamination
humaine par S.E (PT29) (Berghold et al., 2004).

Suéde : En 1991, le nombre de contamination chez les volailles s'accroit, probablement en
raison d'une augmentation du nombre d'‘échantillons prélevés sur les poules pondeuses
réformées. Au cours de cette période, 56 sérotypes différents ont été isolés, dont 19 pour la
premiére fois. Les sérotypes les plus fréquemment rencontrés chez les animaux contaminés
sont S. Typhimurium (36 %) et S. Dublin (24 %). Salmonella Enteritidis est isolée dans 1,5 %
des cas et on observe I'apparition de S. Agona en 1991 (5 %) (Malmqvist., 1995). Mais le
controle des salmonelles a été appliqué au grands parentaux ponte d’une fagon systématique,
ce qui s’est traduit par une absence totale de S.E dans la filiere pour les années postérieures a
1994 (Wierup et al., 1995).

Italie : De 1997 a 1999, le centre des salmonelles a regu 13 souches, de S. Cerro provenant
de professionnels sains manipulant des aliments, quatre d’aliments, et un d’un cas d’entérite.
A D’exception de deux souches, toutes provenaient de I’Est de la Sicile ou, 58 isolats de S.
Cerro ont été identifiés dans les effluents, soit une fréquence placant ce sérotype en deuxieme
place apres le Typhimurium (Mammina et a/., 2000).

Un contrdle d’aliments d’origine animale pour leur portage de salmonelles durant les années
2001-2002 a révélé une detection de 2.2% dont 9.9% furent représentés par les produits
avicoles (Busani et al., 2005).

Danemark: Une strategie de contrdle des salmonelles dans les parquets avicoles a été réalisee.
Le pourcentage de batiments avicoles positifs pour Sa/monellaen 1997 était de 12.9%, puis
en 2002 de 1.5%. Le pourcentage des batiments infectés produisant des ceufs de
consommation a décliné de 13.4 a 2.6%. Le sérotype dominant est S.E. (Mglbak., 2004)

Roumanie : un taux de 4.68% de Salmonella spp a été observé chez les poulets de chairs
congelés et issus de D’abattoir avicole ou le tank de rincage a été trouvé comme une
importante source de contamination. (Carmen ef al., 2008).

Turquie : 18.9% de souches de salmonelles ont été isolées a partir de peaux et d’ailes de
volailles prélevées de 08 points de vente de carcasse de volailles. (Goncagul ef a/., 2005).
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Pologne : la recherche de salmonelles chez des poulets de chair et les poules pondeuses entre
2001 et 2005 a permis d’isoler S.T et S.E avec un taux de 42.8 % et 67.8 % (Trawinska et
al., 2008)

3.6.4. Salmonelloses aviaires au niveau du reste du monde.
Liban: Dans onze élevages de poulets de chair, ont été mis en évidence dans différents
organes de poulets la présence de 112 souches de S. Enteritidis qui ont affiché une résistance
a la furaltadone et a la gentamycine. (Barbour et a/., 1999).

Arabie Saoudite : 26% de cas sont isolées a partir de reproducteurs ponte et chair et
multiplicateurs chair et ponte. L’environnement des volailles est représenté par Salmonella
Enteritidis, Virchow, Paratyphi B ; Infantis. (Al-Nakhli efal, 1999).

Iran: les intoxications alimentaires a Sal/monella a partir des viandes de volailles ont été
étudiées en Iran. Il s’est avéré que 7.5% des viandes de volaille de supermarchés de Machhad
sont contaminées par S.T et S.E et que la viande fraiche est plus touchée que la viande
congelée. (Mohsenzadeh., 2002).

Inde : En inde des écouvillonnages cloacaux réalisés sur des poulets ont révélés un taux de
salmonelles de 14.7% représentés par S.E, S.T, S.G et S.Paratyphi B (Murugkaret al., 2005).
(Nagappa et al.,, 2007) signale avoir isolé 04 S.T a partir de 200 prélévements de viande de
volaille et d’ceufs de table pour consommation humaine.

Pakistan : Des échantillons a partir d’ceufs, de viande, de fientes de volaille, ont permis de
recouvrir 155 S.E soit 75% parmi les 206 salmonelles isolées sur 615 préléevements. (Akhtar
etal, 2010).

Malaisie : les salmonelles isolées a partir des échantillons de volailles surtout qui sont
impliquées dans TIAC tels S.E et S.T se sont avérées contenir des facteurs de virulence pour
la majorité des souches isolées (Rozila et al., 2007). Par ailleurs S. Enteritidis S. Muenchen S.
Kentucky and S. Blockley ont été retrouvés au niveau de carcasses de poulets de chair
exposés a la commercialisation ainsi qu’au niveau des abattoirs et des unités de
transformation de méme que dans les fientes et la litiere des reproducteurs. (Rusul et a/,
1996).

Taiwan : Au niveau des couvoirs, 13 a 29 % des préléevements effectués sur les duvets de
poussins, sont positifs en salmonelles. (Su-Jen &t a/., 2002).

Philippines : la présence des salmonelles et des germes pathogénes tels que les SCP
(Staphylocoques Coagulase Positive) dans les sauces et viande de volailles apparait étre
causé par la contamination croisée durant la préparation des sauces vendues sur la route et a
proximité des lieux d’abattage de ces animaux. (Patricia ef a/., 2004).
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Thailande : La prévalence des Sa/monella chez les poulets de chair dans les batiments
avicoles, les abattoirs et la viande de poulet commercialiseée est respectivement de 4%, 9% et
57%, Padungtod et Kaneene., (2006). Salmonella Enteritidis PT4 est le lysotype qui est le
plus retrouvé dans les infections a S.E chez la volaille et chez les humains. (Boonmar et al.,
1998).

Canada ; les prélevements a partir de jabots de carcasses de poulets de chairs ont donnés un
taux de 4.3% en salmonelles. (Chambers ef al., 1998).

Etats Unis: Les Non Typhi Salmonella (NTS) causent des infections de 1’ordre de 1.4
millions par année (D’Mello., 2003). Les résultats d’une étude indique que I’incidence de
Salmonella était approximativement de 16.7%, avec une plus grande incidence du germe
observée dans les carcasses préréfrigérées que celles qui le sont apres (Logue ef al., 2003).
95% des cas de salmonellose non typhoidienne sont transmis par contamination des denrées
alimentaires d’origine animale. Les jeunes poussins dans 4 épidémies au Michigan et 74%
des cas de patients résidaient a proximité des couvoirs. Salmonella Infantis fut impliquée
dans la contamination et démontré par PGFE (Wilkins ef al., 2002). Salmonella Enteritidis
isolée a partir des eaux de ringage de carcasse de poulets de chairs a quadruplé durant 1’année
2000-2005. Le nombre d’établissement avec des isolements positifs de S.E a triplé. Le
nombre d’états positifs pour S.E a quasiment doublé, les types phagiques identifiés sont PT13
et PT8. Deux souches ont été impliquées dans les toxi-infections alimentaires. (Altekruse et
al., 2006).

Bresil : Des analyses sur des saucisses non cuites de volailles ont révélés un taux de 13.33%
et 3.24% de salmonelles. Aucune salmonelle n’a été isolée de mains d’opérateurs d’essuyage
de surfaces, de condiments et de saucisses cuites. (Luiz et al., 2004).

Sur une période de 07 ans des prélevements variés au niveau des poulets de chair et leur
environnement réalisés dans des batiments avicoles au Brésil ont donnés principalement des
isolements de salmonelles de sérovar Enteritidis dans des pourcentages élevés, 84% pour les
poulets de chair et 57% pour les poulettes démarrées (Kanashiro et al., 2005).

Chili : Le sérotype S.E PT4 a été le plus répandu et le plus prédominants dans le Chili et les
pays voisins et il n’a pas été tranché sur les causes de cette propagation. Elle est due a sa
virulence ou aux pratiques commerciales qui ont exalté sa distribution bien que ce sérotype
soit rattache a la volaille et ne présente pas de plasmides d’antibiorésistance. (Fernandez et a/
., 2003).

Australie : deux études sur la prévalence en salmonelles dans les filieres avicoles durant deux
périodes, 1’une avant I’application de la méthodologie HACCP en 1993/1994 et 1’autre aprés
son application durant les années 2000/2001. Les résultats ont montrés une amélioration de la
qualité microbiologique de la viande de volaille. (Sumner et a/., 2004).
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CHAPITRE | : DETECTION BACTERIOLOGIQUE DE SALMONELLES MINEURES AU
NIVEAU D’UN ELEVAGE DE REPRODUCTEURS-CHAIR DANS LA REGION DE
BATNA

Introduction.

Les salmonelloses sont I’une des principales toxi-infections alimentaires chez I’homme, elles
sont dues & de nombreux sérotypes de salmonelles (S.Typhimurium, S.Enteritidis...). Les
productions avicoles sont pour les pays développés et en voie de développement, des denrées
a la portée du consommateur moyen mais en 1’occurrence elles véhiculent des zoonoses de
maitrise tres délicate.

Si la pullorose a Salmonella gallinarum pullorum représente un véritable fléau, des mesures
de lutte ont permis a limiter sa progression, mais le vide biologique créé aurait favorisé
I’émergence d’autres salmonelles (4 foyers de S.Enteritidis et 20 foyers pour les autres
salmonelles ont été comptabilisés a travers le nord du territoire national en 1’an 2003).
(Bulletin Sanitaire Vétérinaire., 2003).

Le développement des TIAC chez ’homme causé par S.Typhimurium, et S.Enteritidis, suite a
la consommation d’ceufs et d’ovoproduits a remis en question I’hygiéne et la propagation de
cette bactérie dans la filiere avicole et surtout chez les poules pondeuses.

1. Matériels et Méthodes.

Les unités choisies pour nos prélevements appartiennent au secteur privé, implantées en
région subsaharienne a climat chaud (Barika) et isolé de toute production animale.

Les parquets de reproducteurs chair sont caractérisés par un élevage intensif constitué de deux
batiments de 5000 tétes de race Hubbard F15. Chacun nourri avec un aliment de fabrication
locale, I’abreuvement est automatique, la ventilation dynamique, munie d’un systéme de
« paad cooling ». La conduite de 1’élevage est effectuée conformément au guide d’élevage des
reproducteurs-chair Hubbard F15. La courbe de production et le taux de mortalité sont
normaux.

1.1. Echantillonnage.

Nos échantillons ont ciblé en premier lieu le batiment B1 de la ferme avicole. lls ont été
conduits selon le programme du guide SNA Couvoirs concernant la détection de Sa/monella
dans le parquet de reproducteurs. (Anonyme., 1993).

200 ml d’eau ont été prélevés selon les conditions de stérilité requises au niveau de la trémie
d’abreuvement.

500 g d’aliment ont été prélevés stérilement d’un sac pris au hasard sur un camion lors du
déchargement. (Lecoanet., 1990).

30 écouvillonnages cloacaux, ont été réalisés sur la volaille de 18 semaines prise au hasard

60 prélévements de fientes ceecales ont été récoltés a la main munie d’un gant et mises dans
60 sachets stériles.

24 essuyages de surface ont été faits a 1’aide de chiffonettes au niveau des endroits requis.
(Drouin., 2000).
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60 sérums ont été prélevés sur les volailles et poolés par groupe de 10, puis conserves au
congélateur en vue de rechercher les Ac. anti Salmonella.

Les préléevements sont par la suite étiquetés et transportés vers le Laboratoire de
Microbiologie du Département Vétérinaire de 1’Université de Batna.

Les analyses ont été réalisées dans des délais de temps inférieurs ou égaux a 4 heures.

Des antibiogrammes ont été effectués pour les souches de salmonelles isolées par la méthode
CLSI ou NCCLS au niveau du CHU de Batna en vue de connaitre la sensibilité des germes
envers 13 antibiotiques.

Un sérotypage des souches isolées a été réalisé par la méthode d’agglutination sur lame.

1.2. Méthodes d’analyses bactériologiques.

L’analyse des échantillons eau (eau de la bache et eau d’abreuvement des trémies), aliment,
écouvillonnage cloacaux, fientes caecales et essuyage de surfaces pour la recherche des
salmonelles, s’est faite par les méthodes d’analyses bactériologiques de la norme NF ISO
6579 ; les directives générales concernant les méthodes de recherches des Salmonelles.
(AFNOR., 1998) (voir Fig. 4).
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5g de fientes de volaille

Prise d’essai dans 225 ml d’Eau
Peptonnée Tamponée

1

225 mi
EPT
Enrichissement de 0.1 ml d’EPT Enrichissement de 10ml d’EPT

dans 10ml deRappaport-Vassiliadis i g;;‘tsl nle?o ml de bouillon sélénite

uuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuu

\ Ser0|Ogie
Antisérums O et H

Antibiogramme

Fig. 4 : Protocole ISO AFNOR 6579 de la recherche des salmonelles dans les fientes de
volaille
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2. Résultats.

2.1. Conduite de I’élevage.

D’une facon générale la conduite de 1’¢levage de notre cheptel s’est faite en quasi adéquation
avec le cahier de charge de 1’¢élevage des reproducteurs Hubard 15 avec une homogénéisation
optimale de la volaille. Les seules anomalies ont été observées au niveau des courbes de
croissances et d’alimentation du male, qui se sont un peu décalées des courbes théoriques du
manque d’aliment spécifique. (Prevost et al., 2008).

2.2. Degré de contamination de 1’eau.
Tableau. 14 : Résultats des différents germes dénombrés dans 1’eau.

Microorganismes Nombre en UFC/ml
Flore totale 242.10°
Coliformes totaux 25 .10°
Staphylocoques Absence
Streptocoques fécaux 60
Clostridium sulfito réducteurs 7.10°

2.3. Contamination de tous les prélévements confondus par les salmonelles.

Tableau.15 : Résultats de la recherche des salmonelles dans tous les prélevements confondus.

Echantillons Nombre de prélevements | Cas positifs | pourcentage
Eau (flacons de 200ml) 2 0 0
Aliment (500g d’aliment) 2 0 0
Ecouvillonnage cloacal 30 0 0
Volaille agée de 6 semaines

Fientes caecales 60 4 6.6
Volaille 4gée de 18 semaines

Surfaces (Mur, Litiére) B1 Avant 12 0 0
ponte, Volaille 4gée de 18 semaines

Surfaces (Pondoirs, perchoirs, 24 3 12.5
litiere) B2 apres ponte Volaille agée

de 22 semaines

Total tout isolements confondus 130 7 5.38

2.4. Mise en évidence des salmonelles dans les écouvillonnages cloacaux et les fientes
caecales et au niveau des surfaces.

L’étude a été réalisée sur 90 prélevements et a montré une trés grande hétérogénéité des
résultats. Seuls deux prélevements nous ont donnés des résultats positifs soit 4 salmonelles

51




Partie Pratique

isolées & partir de 90 échantillons soit un taux de 4.4%; alors que la prévalence pour les
fientes caecales sur 60 échantillons est de 6.6%.

Les salmonelles ont été surtout isolées au niveau des surfaces a partir des volailles agée de
22 semaines, c'est-a-dire que la ponte a vraiment exaltée la sortie des salmonelles et sur 24
essuyages de surfaces 3 salmonelles furent isolées soit un taux de 12.5%.

2.5. Sérotypage.
Toutes les 7 souches isolées a partir des fientes caecales et des pondoirs et perchoirs se sont
révélées étre des Salmonella typhimurium

2.6. Sensibilité aux antibiotiques.

Nos 6 Salmonella typhimurium paraissent étre de méme antibiotype et appartenir a une méme
souche et se sont révélées ayant un profil de résistance A-Tic-C: (chloramphenicol,
ampicilline, ticarcilline) et sensibles aux : (imipenem, cefalotine, cefoxtine, cefotaxime,
amikacine, kanamycine, tmp+sulfamides, Isepamycine, pefloxacine, colistine) ; par contre
une seule Salmonella typhimurium s’est montrée avoir un profil de résistance A-Tic-AMX-
C-TMP+S (I’ampicilline, ticarcilline, chloramphenicol, Amoxicilline+Ac. Clavulanique,
trimethoprime+ sulfamides), et sensible au 7 antibiotiques restants.

Tableau.16 : Antibiogramme de 2 profils de résistances de S.#&yphimurium

Antibiotiques Diam (mm) | Interprétation | Diam (mm) Interprétation
Ampicilline <6 R <6 R
Ticarcilline <6 R <6 R
AMX+Ac.Clavulanique | 18 S <6 R
Imipenem 31 S 31 S
Cefalotine 20 S 20 S
Cefoxtine 26 S 26 S
Cefotaxime 32 S 32 S
Amikacine 23 S 23 S
Isepamycine 24 S 24 S
Chloramphénicol <6 R <6 R
TMP+Sulfamides 23 S <6 R
Pefloxacine 30 S <6 R
Colistine 16 S 16 S
3. Discussion.

Bien que la conduite de 1’élevage des reproducteurs chair soit trés bien tenue : faible
mortalité, lots tres homogenes, aspect sanitaire du troupeau trés adéquat, production
maximale, 1’élevage est situé¢ dans une région chaude ce qui probablement n’a pas été
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couronné par 1’isolement de SE d’ailleurs relaté par certains auteurs. (Garber et al. 2003) ;
(Waltman ef al., 1993)

3.1. Eau.

Nous pouvons, aprés comparaison de nos resultats aux normes du Journal Officiel N°35 que
la qualité de I’eau d’abreuvement de nos volailles issu de puits est acceptable vu qu’elle ne
contient pas de germes pathogénes (salmonelles et staphylocoques) mais qu’elle demeure
souillée par des coliformes fécaux et de streptocoques fécaux, ce qui témoigne d’une
contamination fécale récente. (Giraud., 1998). Par conseéquent cette eau doit étre
décontaminée avant d’étre distribuée aux volailles. (Kabir et a/., 2007) rapporte que les eaux
de puits peuvent contaminer I’environnement et le taux assez important des S.T est une
menace pour la santé publique d’autant plus qu’ils peuvent étre multiresistants aux
antibiotiques.

3.2. Aliment.

L’absence de salmonelles dans 25 g d’aliment témoigne d’une maitrise du circuit de 1’aliment
qui est produit in situ. L’aliment a été traité a la température et a une aération lui réduisant son
taux d’humidité a 15%. Cette alternative est capable de réduire a elle seule le taux de
salmonelles présents dans 1’aliment (Himathongkham et a/., 1996), mais il se peut que la
faiblesse de 1’échantillonnage soit en faveur de 1’absence de germes.

3.3. Ecouvillonnage cloacal.

Les salmonelles sont totalement absentes dans tout nos prélevements bien que relatées par
plusieurs auteurs (Kotton ef a/., 2006). L’absence de ces germes pathogenes pourrait étre liée
a un échantillonnage insuffisant ; il est & noter que pour les écouvillonnages cloacaux la
méthodologie NF recommande le prélévement de 60 écouvillons ce qui n’a pas été notre cas.
Comme elle pourrait étre due a une compétitivité entre différents germes saprophytes qui
pourraient inhiber la multiplication des germes pathogénes et ce par modification du milieu
car ces derniers sont plus exigeants que les germes saprophytes. (Valanconny ef a/ ., 2001).
De méme qu’avec des élevages traditionnels et grace a des écouvillonnages cloacaux (Jafari
et al., 2007) ont pu isoler des S.T avec la méme prévalence 5.8 % vu que les salmonelles
colonisent facilement tout le tractus digestif et peuvent étre isolés plus facilement que dans les
fientes ou les salmonelles sont relarguées d’une fagon intermittente.

En plus de la préparation du RV qui a éte faite extemporanément dans notre laboratoire ce
qui donne pour ce milieu une isolation médiocre de salmonelles (Beckers et al, 1987).

Par ailleurs (Kotton ef al., 2006) signale 1’efficacité des écouvillonnages cloacaux a 1’opposé
des fientes caecales qui ne permettent pas une bonne récupération des S.T mais ceci est
valable pour les selles humaines.

3.4. Fientes caecales.
Alors que la récolte des fientes ne stresse pas les volailles. Sur les 60 échantillons effectués au
niveau du Batiment B1lqui constituent en effet un échantillonnage assez significatif vis-a-vis
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de pools de 100 fientes ou des surbottes couvrants les chaussures ou des serviettes pour
collecter les fientes (Skov et al., 1999).

Sept échantillons étaient suspectés étre des salmonelles en se référant aux critéres
discriminatifs suivants effectués sur les tubes TSI [Glucose (+) Lactose (-) Saccharose (-)
Gaz (+) H,S (+)] En plus de ces caractéres d’autres caractéres additifs ont été testés : [ la TDA
qui s’est avérée (-), I’'Urée(+), indole (+), ONPG (-).] (Joffin., 1996).

Les 53 autres échantillons appartenant en grande partie aux colonies de couleur saumon pour
la gélose Hektoen et jaune pour Edel et Kampelmacher. Ces colonies n’ont pas été traitées
pour I’identification de leurs espéces .Nous supposons qu’elles appartenaient en grande partie
a des Coliformes (£ .coli et apparentés).

Sur les 7 échantillons suspectés (tubes TSI) :

4 ont effectivement répondues comme étant des salmonelles.

1 Proteus.

1 Pseudomonas aeruginosa.

1 E. coli.

Par conséquent au total nous avions détectés sur les 60 échantillons, 4 espéces de salmonelles
qui on été sérologiquement sérotypées comme étant S.Typhimurium, alors que (Oliveira et
al. 2006) n’a pu détecter aucune salmonelle a partir d’un pool de fientes de 100 volailles mais
’utilisation de Mc Conckey pour I’isolement de salmonelles n’est pas trés recommandée.

Le circuit des fientes du sol du batiment constitue un excellent indicateur de contamination
par les salmonelles, ce qui rejoint les travaux de (Korsak., 1992).

3.5: Surfaces.

Sur le Batiment B1: bien que les fientes caecales récoltées au niveau de ce batiment
renferment des salmonelles ; nous ne les avions pas décelés au niveau des murs et des sols et
dans ce cas le programme du guide SNA couvoirs préconise de rechercher les salmonelles
dans le 2 ™ batiment du site en doublant les prélévements, soit 24 prélévements (8
chifonnettes pour la litiere, 8 pour les pondoirs et 8 pour les perchoirs). Par conséquent nous
avons décelés 3 espéces de salmonelles dans le 2°™ batiment (3 Salmonella Typhimurium).
L’arrété ministériel du 27 mai 1995 définissant les mesures générales de prévention en
élevage avicole préconise dans le cas ou une bactériologie positive avec un taux > 2 % avec
une confirmation sérologique, que les animaux doivent étre détruits par un abattage
systématique.

Or nos batiments présentent une prévalence de 5.38 % de salmonelles ; si la confirmation
sérologique pourrait se faire ultérieurement les deux batiments du site seront considerés
comme contaminés et les ceufs interdits d’incubation.

3.6 : Sérotypage.

Les sérotypes Salmonella Typhimurium découverts dans les batiments de reproducteurs chair
correspondent a la contamination du sommet de la pyramide de 1’¢élevage avicole en Algérie,
ce qui fait qu’en aval de la filiére nous pouvons retrouver ces germes a 1’opposé des
contaminations moins fréquentes dans ce maillon de la chaine avicole dans les pays
développés (EFSA., 2004).
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3.7 : Sensibilité aux antibiotiques.

Le spectre de résistance de nos souches est surtout pour les antibiotiques peu utilisés dans le
secteur sanitaire est peu prononcé et nos germes restent sensibles aux céphalosporines de 3°™
génération. Mais le spectre de résistance des salmonelles isolées est envers la Ticarciline, le
Chloramphénicol et I’Ampicilline, ce qui est de loin inferieur aux résultats rapportés par
(Zahraei et al. 2005). Par ailleurs (Lailler et al., 2002) rapportent que le lysotype majoritaire
est S.T DT104 avec 39% et 10 pulsotypes de type px1 étaient associés au lysotype DT104 et
la majorité des souches présentaient un profil de résistance aux antibiotique
suivants :Ampicilline Streptomycine, Chloramphénicol, Tétracycline et Sulfamides ; or nos
souches de S.T n’ont pas été testées envers la streptomycine ni les tétracyclines mais elles ont
présentées un méme profil de résistance aux antibiotiques ;ce qui pourrait laisser penser que
nos souches soient du méme pulsotype sachant que nous n’avions par pu réaliser une PGFE
sur nos souches par manque de moyens. Comme il a été retrouvé chez des salmonelles
paratyphi B des ilots de résistance génomique de type S.T DT 104, ce qui correspondrait a la
transmission horizontale de cet ilot de résistance a partir de souches animales a des souches
humaines d’ou le danger potenticl dans 1’utilisation abusive d’antibiotiques dans
I’alimentation des animaux ainsi que de 1’utilisation inadéquate des antibiotiques a des doses
subthérapeutiques. (Meunier et a/ ., 2002).

Conclusion

La prévalence en salmonelles de 1’élevage de reproducteurs chair étudié dans la région de
Batna (est de 5.38% pour Salmonella Typhimurium), cette recherche de germes a été
réalisée par la méthodologie ISO 6579.

Les prélevements de fientes caecales et de litiere imbibée ont été les seuls a refermer ces
germes.

L’existence de Salmonella Typhimurium dans la poule et de Salmonella Typhimurium dans
I’environnement de poulets reproducteurs chair est elle méme un danger pour la santé
publique. Des mesures de biosécurité doivent étre prises pour diminuer les risques de
contagion des ¢élevages avicoles limitrophes et d’éviter la consommation de leurs produits par
I’homme. Par ailleurs il faut respecter les régles d’utilisation de 1’antibiothérapie afin d’éviter
de sélectionner des souches microbiennes multirésistantes aux antibiotiques.

CHAPITRE Il : RECHERCHE DE SALMONELLES MINEURES DANS UN ELEVAGE
DE REPRODUCTEURS PONTE DU SECTEUR PUBLIC AU NIVEAU DE L’EST
ALGERIEN
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Introduction

La filiere avicole connait ces derniers temps un sérieux probleme avec la grippe aviaire, Cette
pathologie a détourné nos éleveurs de 1’investissement en la matic¢re, bien que notre état a
commencé a porter de sérieux coups aux dépassements dans le domaine de la maitrise du
risque sanitaire précisément dans le cas des salmonelloses aviaires. En effet plusieurs foyers
de ST et SE tant a I’Est qu’a I’Ouest ont été déclarés et la réglementation appliquée. (BSV.,
2003-2006).

Ceci nous a poussé a évaluer le risque de I’infection salmonellique en amont de la filiére
avicole en commencant par les reproducteurs ponte et en utilisant une méthodologie
normalisée la méthode 1ISO AFNOR 6579 ; (AFNOR 1998) pour la recherche des
salmonelles dans les batiments de reproducteurs selon le reglement de la charte sanitaire.
Cette méthode est seule garante de ’efficacité de la détection des salmonelles et permet par
conséquent de pouvoir mettre sur le marché international nos produits avicoles.

|.Matériels et Méthodes.

I.1. Echantillonnage.

Nos échantillons ont ciblé en premier lieu un batiment du parquet de reproducteurs ponte de
1I’élevage avicole de Ain-Taghrout (Wilaya de Sétif). Ils ont été conduits selon le programme
du guide SNA Couvoirs, concernant la détection de Sa/monella dans le parquet de
reproducteurs parentaux du genre Gallus gallus (SNA Couvoirs., 2003).

200 ml d’eau ont été prélevés selon les conditions de stérilité requises au niveau de la trémie
d’abreuvement.

500 g d’aliment ont été prélevés stérilement d’un sac pris au hasard sur un camion lors du
déchargement.

20 poussins de la souche Highline d’ 1 jour provenant de 1’étranger ont été sacrifiés selon la
méthode décrite par (Lecoanet., 1992) qui est d’injecter 5ml d’air dans la cavité cardiaque du
poussin pour I’euthanasie sans douleur et sans destruction de compartiments cellulaires. Leurs
visceres (foies, rates) et intestins ont été poolés par groupe de 5 et homogénéisés au stomacher
et subi le protocole pour la recherche des salmonelles suivant la méthode 1SO 6579.

20 poussins de la souche Highline de 1 jour sortant de I'unit¢ ORAVIE et destinés a étre
vendus aux éleveurs de multiplicateurs ponte ont subis le méme procédé que les sus nommeés.
02 Essuyages de fonds de cartons destinés au transport des poussins ont été réalisés a 1’aide
de chiffonettes préalablement trempées dans de I’EPT pour accroitre les chances de récolter
des salmonelles. (Byrd et al., 1997).

Les prélévements sont par la suite étiquetés et transportés vers le laboratoire de Microbiologie
du Département Vétérinaire de 1’Université de Batna.

Les analyses ont été réalisées dans un délai de temps inférieur a 4 heures.

1.2. Un hygiénogramme a été relevé pour les différents béatiments de ’unité avicole d’Ain-
Taghrout.
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Un relevé du suivi et des caractéristiques de I’¢levage des batiments de reproducteurs ponte
de la Wilaya de Sétif a été réalisé sur plusieurs batiments du site et « un hygienogramme »
selon le modele de I’Agence Francaise de la Sécurité et Sanitaire des Aliments (AFSSA) a
été établi pour rendre compte du niveau de microbisme qualitatif observé visuellement par un
expert en hygiéne. Un baréme noté sur 200 évalue le seuil de sécurité sanitaire du batiment
avicole. A chaque point critique dénotant la présence ou la défaillance de la sécurité sanitaire ;
un index d’évaluation quantitatif equivalanta 0 ou2,00ou3,00u5,00u7,00u8, 0ou 10,0
ou 15, 0 ou 20 lui est attribué pour illustrer de cette fonction de sécurité. La notation ne
pouvant étre que binaire. Le total des points inferieur a la moyenne dénote une défaillance de
la biosécurité alors qu’une note supérieure a 150 sur 200 témoigne de I’assurance-qualité des
normes de sécurité appliquée par 1’équipe technique qui maitrise les risques de contamination.
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Tableau 17 : hygiénogramme concernant la sécurité sanitaire des bAtiments d’élevage des
reproducteurs ponte. (Drouin, 2000).

Existe ? Note | Note
Points critiques denotant les défaillances de la sécurité sanitaire Oui/Non
Sécurité sanitaire des poussins
Examen bactériologique des fonds de boites Oui/non |0 15
Securité sanitaire vis-a-vis des vecteurs contaminants
Sas sanitaire en deux secteurs Oui/non |5 5
Nettoyé et desinfecté Oui/non |5 5
Lavabo fonctionnel Oui/non |5 5
Bottes, coiffes pour visiteurs Oui/non |5 5
Pédiluve Oui/non |5 5
Marche en sens unique Oui 20 20
Entrée et sortie des poussins et matériels par les mémes portes Oui
Protection contre les oiseaux sauvages Oui/non |0 3
Lutte contre les rongeurs Oui/non |15 20
Pénétration des animaux domestiques Oui/non |3 3
Cloture autour du poulailler Oui/non |2 2
Stockage du fumier a risque Oui/non |5 10
Les véhicules stationnent sur le périmetre propre Oui/non |15 15
Utilisation d’une fosse de récupération des eaux de nettoyage Oui/non |0 20
Aire de lavage raccordée a la fosse QOui/non |0 3
Présence de gouttiére le long des batiments QOui/non |2 2
Fosseés le long du batiment Oui/non |3 3
Stockage des cadavres Oui/non |8 8
Eau vérifiée potable depuis 6 mois QOui/non |5 5
Lieu de stockage de litiére neuve protégée QOui/non |7 7
Traitement de I’aliment Oui/non |5 5
Sécurité sanitaire vis-a-vis du voisinage
Sous le vent dominant par rapport a un autre établissement avicole | Oui/non | 20 20
Présence d’une production avicole différente ou identique Oui/non |7 7
Présence des volailles de basse cour Oui/non |7 7

Controle réalisé par : I’Expert hygieniste de la Wilaya Total de I’évaluation  : 151
/200

1.3. Méthodes d’analyses bactériologiques.
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Pour ’eau d’abreuvement nous avons analys¢ [’eau de la bache issue d’un puits artésien
local et I’eau d’abreuvement au niveau des trémies.

Pour la recherche des salmonelles, les méthodes utilisées sont inspirées des méthodes
d’analyses bactériologiques de la norme NF ISO 6579. Les directives générales concernant
les méthodes de recherches des salmonelles. (AFNOR., 1998).

Les prélevements solides sont transférés aseptiquement dans des sachets stomacher et
homogénéisés dans 100 ml d’eau peptonnée tamponnée en utilisant un stomacher Seward 400
(Brinkmann USA) avant de les mettre le flacon d’EPT de 225ml a incuber dans 1’étuve a 37
°C pendant 16 h.

apres cela le produit de culture est mis a incuber dans du Rappaport-Vassiliadis (RV 10)
(FUCKA) et du sélénite cystéine SCB (FUCKA) dans un rapport de 1/10 et incubés
respectivement a 37 et a 43°C pendant 24 h.

Les géloses d’Edel-Kampelmacher et d’Hektoen (BioMerieux) sont ensuite ensemencées
avec les bouillons de cultures respectifs.

Les colonies suspectées comme salmonelles sont repiquées sur tubes de TSI (BioMerieux)
a37°C et a 24h.

Les colonies présentant le profil Gaz+ H,S + Glucose + Saccharose- Lactose- Urée — TDA-
Indole- sont étudiées biochimiquement sur des Galeries AP120 E (BioMerieux).

La confirmation du genre Sa/monella est faite par 1’agglutination sérologique sur lame par les
anti-serums poly O et poly H (Biorad), (Brenner et al., 2005).

2. Résultats.
Tableau. 18 : Résultats de la recherche des salmonelles dans tous les prélévements confondus
des reproducteurs ponte.

Echantillons Nombre de Cas
prélévements positifs
Eau (flacons de 200ml) 2 0
Aliment (5009) 2 0
Foie + rate de poussins entrants et sortants 8 0
intestins de poussins entrants et sortants 8 0
Fond de cartons de transport de poussins entrants et sortants 04 0
Surfaces (litiére) avant ponte (18 semaines) 02 1
Ecouvillonnage cloacal (Volaille 4gée de 18 semaines) 60 0
Fientes caecales (Volaille 4gée de 18 semaines) 60 0
Total de tous les prélévements 146 1

Pour ce qui est des résultats de la recherche des salmonelles dans les prélevements effectués
d’aprés la méthode décrite par la charte de qualité dans les couvoirs SNA Couvoirs(2003) et
qui préconise qu’une découverte de plusieurs souches de salmonelles de méme sérotype dans
un batiment de 1’unité avicole équivaut a la découverte d’une seule souche ; ce qui fait que la
prévalence en salmonelles au niveau de notre unité avicole est de 0.68 %. Seule la litiére s’est
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révélée contenir des salmonelles. Par ailleurs aucune salmonelle n’a été isolée dans I’eau,
I’aliment, les visceéres de poussins, ni les écouvillonnages cloacaux encore moins des fientes
caecales.

3. Discussion.

La prévalence de salmonelles dans les reproducteurs ponte au niveau de 1I’Est algérien (unité
étatique) qui dessert tous les multiplicateurs ponte de I’Est algérien en poussins ponte est de
0.68 %, taux qui est inférieur au seuil des 2% toléré en salmonelles mineures (hors SE et ST)
dans les élevages de reproducteurs ponte suivant la réglementation algérienne. Bien que le
Bulletin Sanitaire Vétérinaire rapporte pour les années 2005 -2006 des épizooties de
salmonelles majeures SGP (20 foyers), et mineurs mineures a SE (21 foyers) au niveau des
couvoirs et batiments avicoles de multiplicateurs chair et ponte BSV(2003) et BSV(2006)
L’hygiénogramme appliqué aux batiments de I'unit¢ ORAVIE de Sétif bien qu’issus des
programmes de surveillance du risque salmonellique des reproducteurs parentaux de I’AFSSA
Drouin, (2000), témoigne de la propreté de nos établissement (note de 15.1 /20). Néanmoins,
les contrdles effectués par le Laboratoire Régional Vétérinaire de I’Est ne concernent que les
poussins et non les essuyages des fonds de cartons de transport des poussins. Ces derniers
sont reconnus comme étant de bons indicateurs de contamination par Sa/monella. (Zancan et
al ., 2000).

L’eau et les aliments sont contrdlés périodiquement contre la contamination par les
salmonelles et se révelent indemnes ceci est probablement di au traitement des aliments par
la chaleur (Eriksson ef al., 2001). Les poussins bien que certifiés indemnes de salmonelles par
le pays exportateur, subissent aussi régulierement des contréles par le LRVE et se sont
montré indemnes. Les poussins de I’élevage précédant sortant des couvoirs de 1’Unité
ORAVIE de Sétif aprés 22 semaines d’¢levage sont eux aussi indemnes de salmonelles tout
en insistant sur le nombre insuffisant de 1’échantillon au moins 250 poussins pour un troupeau
de 10000 tétes. Les résultats avancés par (Trawinska et al, 2008), note la présence
importante de SE chez les poussins et embryons morts.

Quant aux analyses effectuées sur les écouvillonnages cloacaux qui révelent d’apres plusieurs
auteurs des salmonelles, leurs prépondérance a I’opposé des fientes caecales (Caldwell et al.,
1998) ; (Eriksson et al, 2001). Pour ce qui est des litieres nous avons pu isoler des
salmonelles (Sa/monella livingstone) de la litiere qui était par ailleurs 1égérement humide bien
gue régulierement changée et une aération adéquate est assurée par les pad cooling. En effet
la réduction de ’humidité relative de la litiere peut diminuer d’un millier de fois les UFC de
ST durant 8 a 9 h de culture (Himathongkham ef a/., 1999). Cet isolement de salmonelle a eté
réalisé grace aux chifonnettes qui s’avérent d’une grande efficacité pour la détection de
salmonelles dans la litiere comme cela a éte rapporté par (Caldwell et a/., 1998). Neanmoins
I’utilisation de gants chirurgicaux a la place de chifonettes est moins encombrant plus efficace
et prend moins de temps. (McCrea et al,, 2005). Le sol couvert de litiere demeure parmi les
endroits les plus difficiles a nettoyer et a désinfecter comme le signale (Valancony ef al.,
2001). De méme qu’il serait souhaitable que les eaux de nettoyage soient récupérés par un
avaloir, que la litiere soit protégée contre les nuisibles et réguliérement changée (AFNOR.,
1998). En contrepartie le traitement des aliments est en train d’étre supplanté par ’utilisation
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de probiotiques en vue de réduire la contamination par les salmonelles en mettant en place
une flore compétitive.

Conclusion

Notre étude ciblant 1’assurance-qualité de nos produits avicoles de reproducteurs ponte
destinés 1’alimentation de la région EST en poules pondeuses a montrée sa performance et sa
capacité a maitriser le risque salmonellique de ses produits.

Cette étude a été menée en se référant aux normes internationales de contrble des
reproducteurs qui seule est garante de le la salubrité de nos produits de cette zoonose
L’absence de salmonelles de sérotypes S.E et S.T dans nos échantillons ne signifie
aucunement que le risque de transmission des salmonelles est inexistant.

Il est a noter que des investigations complémentaires visant tous les maillons de la chaine
avicole doivent étre effectuées pour affiner la maitrise des points critiques. Seuls des
autocontroles périodiques en amont de la chaine peuvent éloigner le risque de contamination
par ces bactéries dangereuses pour la filiere avicole et la santé humaine.
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CHAPITRE IlIl : RECHERCHE DE SALMONELLES MINEURS AU NIVEAU DE
BATIMENTS AVICOLES DE MULTIPLICATEURS CHAIR ET PONTE DANS LA
REGION DE BATNA

Introduction

La conduite d’un élevage de multiplicateurs chair et ponte pour assurer une production
économiquement positive est un critére que beaucoup d’éleveurs arrivent a instaurer mais en
ce qui concerne la maitrise du risque sanitaire par 1’élimination des maladies qui touchent la
santé humaine et animale, ceci est un probléme encore posé dans les pays modernes
(salmonellose campylobacteriose, listériose, ...) et dans nos pays ces maladies sont encore
sous diagnostiquées sinon non recherchées.

Si la pullorose a Salmonella Gallinarum Pullorum est un fléau économique, 1’Etat grace a la
mise en place d’un programme de lutte contre cette maladie dans le cheptel avicole est arrivé
a diminuer la prévalence de cette maladie. Cependant les salmonelloses a Salmonella
Enteritidis et Salmonella Typhimurium restent encore un probleme de taille et ne sont
recherchés qu’a I’occasion d’envoi de sujets suspects aux laboratoires vétérinaires régionaux.
Dans ce cadre notre étude est axée sur la recherche de ces salmonelloses dans les élevages de
poulets de chair et de poules pondeuses sis dans la région de Batna.

Cette recherche se fait par la poursuite d’un protocole normalisé qui est celui appliqué aux
salmonelles dans les élevages de reproducteurs. ISO AFNOR 6579 ; (AFNOR 1998).

1. Matériels et Méthodes.

1.1. Matériels.

48 volailles ont été prélevées de parquets de multiplicateurs chair et ponte appartenant au
secteur privé venant de plusieurs exploitations limitrophes de la ville de Batna

Ces batiments avicoles sont situés dans des regions a vocation avicole (Fesdis, Ain Djasser,
Ain Yagout, Ayoun EIl Assafer, Ain Touta et Ras EI Aioun). 5 batiments étaient pour poulets
de chairs et 5 pour poules pondeuses.

Ces volailles sont mortes de maladies ou sur le point de mourir, ont été acheminées vers le
laboratoire de Microbiologie du Département Vétérinaire dans des délais n’excédant pas 04
heures pour étre autopsiées ou congelées pour une utilisation ultérieure.

2. Méthodes

2.1. Autopsie

Les volailles sont autopsiées selon les méthodes décrites par (Lecoannet, 1990)

L’autopsie est faite le plus stérilement possible. Les organes préleves sont: foie, rate et
caecum pour les poulets de chair et ovaire, oviducte, caecum pour les poules pondeuses.

2.2 : Protocole expérimental.

Le protocole expérimental suivi pour la recherche de salmonelles mineures est celui suivi par
la méthodologie ISO AFNOR 6579 pour la recherche des salmonelles dans les parquets de
multiplicateurs chair et ponte, il consiste en :

Un preé enrichissement sur eau peptonné tamponeée (5 g de foie plus rate dans 225 ml d’EPT).
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Un double enrichissement sur 100 ml de Bouillon sélénite + cystéine (utilisé pour les souches
aviaires) et sur 10 ml de Rappaport Vassiliadis (RV 10).

Un isolement su Milieu Hektoen pour le SCB et un isolement sur gelose au vert brillant
modifiée (Edel-Kampelmacher) pour le RV 10.

Ensuite les souches sont identifiées grace aux galeries API20 E, ou API10S puis sérotypée et
un antibiogramme selon la méthode CLSI/ NCCLS de Kirby-Bauer leur est appliqué. (\Voir
Fig.5)
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3. Résultats.

3.1. Les résultats des salmonelles isolées.

Tableau. 19 : Nombre d’échantillons par exploitation.

Exploitations | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Echantillons | 02 08 04 02 08 08 07 03 03 03
Type PP PP PC PC | PC PP PC PP PP PC
Sérotype ST | SGP | Néant | ST Ss | Sw | ST | Sw | Néant | Neéant
Nombre 01 01 0 01 01 01 01 01 0 0

PP : poules pondeuses; PC: poulets de chair; S.w : Salmonella Wien, S.s: Salmonella

seftemberg

Tableau. 20 : Nombre de souches de salmonelles par type de production.

Types de poulets Nombre Nombres de souches Pourcentage
d’échantillons de salmonelles (%)
Poules pondeuses 24 04 8.33%
Poulets de chair 24 03 06.25%
Effectif total 48 07 14.5%
Tableau. 21. Distribution des serotypes de Sal/monella.
Animaux autopsiés Souches Sérotype pourcentage(%)
07 03 Salmonella Typhimurium 6.25
08 01 Salmonella Gallinarum Pullorum 2.08
12 02 Salmonella wien 4.16
08 01 Salmonella seftemberg 2.08
Total 48 07 145

3.2. Les résultats de la sensibilité des salmonelles aux antibiotiques.

Un antibiogramme a été effectué au niveau de laboratoire central de Microbiologie, C.H.U de
Batna, sur sept souches de salmonelles.
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Tableau. 22: Antibiogramme global des 07 salmonelles isolées.

Antibiotiques Diam (mm) Interprétation
Ampicilline 20-22 R (1/7)
Ticarcilline 27-29 R (1/7)
AMX+Ac Clavulanique 21-26 R (1/7)
Imipenem 27-29 S
Cefalotine 20-24 S
Cefoxtine 24-28 S
Cefotaxime 32-34 S
Amikacine 24-26 S
Isepamycine 25-28 S
Chloramphénicol 25-28 R (1/7)
TMP+Sulfamides 23 R (4/4)
Colistine 16-19 S

3.3. Evolution des salmonelloses en Algérie.

Les salmonelloses aviaires sont répertoriées annuellement au niveau de toutes les wilayates du
pays par ’intermédiaire du Bulletin Sanitaire vétérinaire qui illustre surtout la prévalence en
salmonelloses aviaires par la détéction des foyers de SGP et de SE. principale salmonellose et
zoonose. (Voir fig .6).

( Foyers de Salmonelloses) Données BSV
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Fig. N°5: Evolution des Salmonellose en Algérie.

66



Partie Pratique

4. Discussion.

Sur un total de 10 exploitations : 5 élevages de poulets de chair et 5 élevages de poules
pondeuses, nous avons pu isoler 7 souches de salmonelles en considérant que le nombre de
souches isolées dans une seule exploitation équivaut a une seule souche isolée s’il s’agit du
méme sérotype et du méme antibiotype.

Donc la prévalence de Salmonellose est au moins de 60 % avec 10% pour SGP sur 48
échantillons de poulets de chair et de poulettes démarréees autopsiées.

A la lumiére des résultats obtenus, nous pouvons dire que notre cheptel de multiplicateurs
chair et ponte est pratiguement tout atteint de salmonellose. Ces résultats ne sont pas
exagerés mais sont sous estimés. Ils sont en concordance avec le BSV 2005, qui relate des
cas de S.G.P et de S.E a Tébessa, S.E au niveau d’un couvoir a Annaba, S.G.P au niveau de
la wilaya de Batna et de la wilaya de Mostaganem sur des poussins qui ont par la suite
contaminé les volailles dans les wilayates de Mascara, Oran et Relizane.

Par ailleurs en 2006, six foyers de SE ont été déclarés au niveau des wilayates suivantes :
Tébessa, Oran, Sidi Belabess, Tlemcen, Bejaia et un foyer de ST sur un élevage de poulet de
chair dans la wilaya de Tébessa.

Le probléme est mondial, au Sénégal (Afrique), environ 9% des poulets de chair vendus sont
contaminés par des salmonelles (Cardinale., 1996).

Pour I’Asie (112 souches de SE ont été isolées de 10 élevages de poulets de chair au Liban
(Barbour., 1999) ; (Rusul ef al., 1996) rapporte des taux de 20% chez les multiplicateurs
chairs. Ce fléau touche aussi 1I’Europe, (En Belgique la prévalence en salmonellose humaine
est de 63 % pour SE et de 25% pour S.T). (Rapport CNR., 2004). En France une diminution
de 30% de cas de salmonellose humaine a été observée suite a 1’installation d’un programme
de lutte contre les salmonelloses en filiére avicole (BEH 2/3., 2006). Et méme les Etats Unis
qui bénéficient de tous les programmes de contr6le des salmonelles.

Pour le probleme de la pullorose a S.G.P : nous constatons que cette pathologie est toujours
présente dans nos cheptels (cas des enzooties a SGP dans le secteur prive). (BSV 2005) ;
mais I’application de la réglementation visant a réduire le taux de pullorose-typhose a fait
qu’une émergence de foyers a S.E s’est produite dans le creux laissé par la diminution des cas
de Pullorose-Typhose a S.G.P (Guard-Petter., 2001).

Pour les autres salmonelles S.E, S.T, du fait que la réglementation zoosanitaire vient d’inclure
les salmonelloses a S.E et S.T dans les maladies a déclaration obligatoire, une nette
amélioration du contrdle de la production avicole pour la recherche des Salmonelles a S.E et
S.T acommencee dans le pays. Néanmoins les contaminations de type anthropozoonotique a
S.Typhi existent aussi (en effet deux cas ont été découverts sur des élevages de poulet de
chair, 1’un provenant d’une contamination humaine mais 1’autre cas est provoqué par une
contamination par des eaux usées).

En effet pour la Typhose a Salmonella Gallinarum, nous n’avons pu isoler qu’un seul cas
dans un élevage de poulettes démarrés provenant de la région d’Ain Djasser.

Quant a la deuxiéme souche serotypée S.Typhimurium, elle provient d’un élevage situé a
Fesdis qui s’est approvisionné en poulettes démarrées de la région de Ain Kercha et nous
supposons que les reproducteurs ponte proviennent de I’Est Algérien.
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Pour les autres souches sérotypées, comme étant 2 souches & S Wien et 1 souche a S
Seftemberg, nous pensons qu’elles sont apparentées aux salmonelles mineures hors SGP du
fait qu’elles ont données un biotype sur Galerie 10S de profil Sa/monella spp correspondant a
un Taxon de code de 6714.

Pour ce qui est de I’antibiotypie nous pensons que nos souches restent quand méme des
souches sensibles a tous les antibiotiques.

Néanmoins nous signalons des résistances au trimethoprim-sulfamides, a I’amoxicilline, la
ticarcilline, le chloramphénicol et a 1’amoxicilline-acide clavulanique. Pour ce qui est de la
résistance aux antibiotiques utilisés de facon systématique dans la supplémentation des
aliments comme facteurs de croissance en 1’occurrence la tétracycline ; les CMI envers ces
antibiotiques se sont révélées assez hautes, ce qui témoigne de la résistance croisée entre les
souches animales et humaines comme les résultats rapportés par (Geornaras et Holy., 2001).

Par ailleurs les autres entités pathologique isolées en dehors des salmonelles et qui n’ont pas
¢été 1’objet de notre étude, ce sont les colibacilloses a Escherichia coli, les Proteus et les
bacilles non fermentants tel que Pseudomonas .Quant a 1’isolement sur Gélose d’Edel
Kampelmacher, il est aussi efficace pour la détection des salmonelles que 1’isolement sur
milieu Hektoen.

En revanche la deuxiéme technique d’enrichissement (RV10-EK) s’est révélée étre plus
efficace pour la recherche des salmonelles a partir du contenu intestinal plus 1’0ovaire-
oviducte.

Pour ce qui est de la distribution des salmonelles prélevées sur nos sujets d’autopsie nous
avons isolé 8 des salmonelles sur le foie plus la rate contre 6 pour les intestins et les ovaires-
oviductes.

Conclusion.

A T’issue de cette étude, nous pouvons dire que 1’objectif visé en premier ¢’est de connaitre la
prévalence des salmonelles au niveau des multiplicateurs chair et ponte. Celui-ci s’est soldé
par la découverte de 7 (70 %) souches de salmonelles dont seulement deux on été identifiées:
1 souche a SGP a été découverte sur un élevage de poules pondeuses.

2 souches a ST ont été découvertes sur un cheptel de poules pondeuses.

2 souches a S. Wien.

1 souche a S. Seftemberg.

Ce pourcentage de salmonellose et de pullorose est assez élevé et pourrait étre plus important
si I’échantillonnage a été plus grand. Ces résultats ont été obtenus par la technique 1SO
AFNOR 6579. Cette technique a révélé la méme efficacité de I’enrichissement sur RV10 et
isolement sur Edel-Kampelmacher pour 1’isolement de salmonelles, que la technique
d’enrichissement Bouillon Sélénite + cystine- Hektoen

Par ailleurs nous avons remarqué que la 2tme technique (RV10-EK) d’enrichissement est
beaucoup plus efficace pour la recherche de salmonelles a partir de contenu intestinal et
ovaire-oviducte. Enfin pour ce qui est de la distribution des salmonelles prélevées sur nos
sujets d’autopsie nous avons pu isoler 8/6 des salmonelles sur le foie et la rate.
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CHAPITRE IV : DETECTION DE SALMONELLES MINEURES AU NIVEAU DES
COUVOIRS DU SECTEUR ETATIQUE ET PRIVE

Introduction

L’Algérie connait ces derniéres annees d’importantes mutations sur le plan social et
économique. La mondialisation du commerce des aliments, le développement des industries
agroalimentaires et I’évolution des habitudes alimentaires ont rendu la chaine alimentaire dans
notre pays complexe, multipliant ainsi les possibilités de prolifération d’agents pathogénes.
D’importantes épidémies de salmonelloses aviaires se sont déclenchées ces dernieres années
un peu partout dans les élevages et I’impact sur la santé publique et la présence des
salmonelles dans nos élevages n’est pas mesurée en raison essentielle de la déficience du
systéme de surveillance épidémiologique.

Pour mieux circonscrire le risque de cette maladie sur la santé publique et la filiere avicole, il
est impératif de rechercher les points critiques de contamination au niveau des couvoirs de
reproducteurs chair qui desservent la région en poussins multiplicateurs chair. Ces derniers
sont la denrée primordiale des citoyens de la région.

1. Matériels et Méthodes.

1.1. Couvaoirs.

Des prelévements de poussiéres on été effectués sur 6 incubateurs (5280 ceufs de capacité) et
4 éclosoirs dans le secteur privé ainsi que 24 incubateurs (10500 ceufs de capacité) et 12
éclosoirs en secteur étatique

Les poussieres on été prélevées dans plusieurs endroits : au niveau des incubateurs, des
eclosoirs la salle de tri, la salle de chargement et sur les ceufs.

1.2. Méthodes de prélévements.
Ils ont été effectués selon la charte sanitaire COHS 1993 pour la détection des Salmonella
Enteritidis et Typhimurium chez les reproducteurs Gallus gallus.

1.3. Prélévements.

Cinquante sept prélevements de poussiéres sur les différents compartiments des couvoirs ont
6té réalisés a I’aide de chiffonettes confectionnées avec un morceau de tissu stérile de 900 cm?
préalablement imbibées d’eau petonnée tamponnée stérile. Un essuyage des surfaces a été
réalisé sur les différents lieux préalablement désignés selon la méthode 1ISO 6579 (AFNOR.,
2002)

1.4. Analyse bactériologique.

Les chiffonettes sont mises dans des sachets stomachers contenant 100 ml d’eau peptonnée
tamponnée et agitées pendant 2 mn au stomacher puis remises dans des flacons de 225 ml d’
EPT (BioRad) et incubés dans I’étuve pendant 16 a 18 h, ce qui constitue la solution mére.
Pour I’appréciation du degré de salissure des différents compartiments des incubateurs et
éclosoirs, 1ml de liquide est prélevé a partir de la solution mére d’EPT et dilué jusqu’a 1072 et
ensuite ensemencé sur gélose PCA (Plate Count Agar) en triplicate et incubé pendant 24 h a
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37 °C. Les décomptes des bactéries par ml de solution sont calculés par la méthode du NPP
(Nombre le Plus Probable) de Mc Crady.

Pour la recherche des salmonelles, 10 ml d’eau peptonnée tamponnée trouble est inoculée
dans 100 ml de bouillon s¢lénite (Flucka) en parallele a 100 ul d’EPT est inoculée dan 10 ml
de milieu Rappaport Vassiliadis (Flucka) respectivement a 37 et 42°C pendant 24 h.

Un ensemencement sur gélose Hektoen (BioMerieux) et Edel-Kampelmacher (Difco) grace a
des boucles prélevées des milicux d’enrichissement précédents sont effectuées et les boites de
pétri sont incubées a 37 °C pendant 24 h.

2 a 3 colonies suspectes sont prélevées respectivement sur milieux d’isolements sont
inoculées sur TSI et mises a incuber pendant 24 h. Les colonies ayant des profils de
salmonelles sont ensuite identifiées aux galeries API 20 E (BioMerieux).

Un sérotypage des salmonelles est réalis¢é par I’utilisation de sérums antisalmonelles
polyvalents O et H ainsi qu’une inversion de phase. (WHO CCRRS., 2007).

Un antibiogramme pour 14 antibiotiques (BioRad) le plus utilisé en médecine humaine et
vetreinaire, est recherché selon la méthode de diffusion en disque en utilisant la technique de
Kirby-Bauer. (CLSI 2001).

2. Résultats.

2.1. Degré de salissure au niveau des couvoirs privés et étatiques.

La salissure au niveau des différents compartiments des couvoirs du secteur privé est d’egale
propreté a I’opposé des couvoirs du secteur étatique ou la salissure se voit surtout au niveau
des incubateurs, éclosoirs et surtout au niveau des ceufs.

2.2. Détection de salmonelles.

Si la détection des salmonelles s’est faite surtout au niveau des couvoirs et en particulier au
niveau des éclosoirs du secteur étatique ; ceci témoigne que les batiments des reproducteurs
chairs sont aussi contaminés, ce qui nous emmeéne a rechercher encore les salmonelles dans
les batiments de reproducteurs.

Quant a la méthode qui a permis de détecter ces salmonelles, elle correspond a la méthode
d’enrichissement RV et isolement sur milieu d’Edel-Kampelmacher.

Tableau. 23 : Degré de salissure au niveau des incubateurs du secteur public.

Dilution Plafond sol mur chariot ceufs
10 120 150 0 0 300
10° 45 25 0 0 121
10° 08 08 0 0 24

Total/ml 14 25.10°%29 | 10,10%+13 0 0 0,9.10°+17
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Tableau. 24 : Degré de salissure au niveau des incubateurs du secteur privé.

Dilution Plafond sol mur chariot ccufs
10™ 300 38 0 0 43
107 100 03 0 0 14
107 43 0 0 0 5
Total/ml 13,2510°+24 | 0,19.10°+14 0 0 0,21.10°+20
Tableau. 25 : Nombre de salmonelles isolées sur les differents échantillons prélevés.
Couvoirs Barikal Barika2 Boulhilet Guelma
Capacité 5280 5280 10500 10500
Nombre d‘echantillons 10 14 14 19
Nombre de salmonelles 0 0 02 0

3. Discussion.

Il ressort de cette étude que le taux de contamination des couvoirs au niveau de la région de
Batna est de 3.5%, ce qui rejoint la plupart des travaux sur les couvoirs qui rapportent de tres
faibles taux de contamination par rapport aux multiplicateurs chair et ponte (Radkowski.,
2001). Les parties des compartiment des couvoirs analysés pour leur degré de salissure ou
leur degré de contamination par les salmonelles sont principalement les éclosoirs du fait
qu’ils renferment les ceufs a éclore qui ne sont pas par ailleurs pasteurisés au moment de leur
transfert au niveau des incubateurs mais du fait aussi que ces ceuf mis a incuber la plupart du
temps sont contaminés par £. coli qui donne des infections du jaune d’ceufs (Cortes et af.,
2004). Bien que la méthode de décontamination des différentes parties des couvoirs se fasse
quotidiennement, les incubateurs sont décontaminés tous les 21 jours et les éclosoirs le sont
aprées chaque éclosion.

Les salmonelles se retrouvent exaltés aprés chaque éclosion et les ceufs craquelés et sales sont
des excréteurs potentiels de germes, ce qui est conforté par (Poppe éf al., 1998).

Conclusion

Les couvoirs constituent une source non négligeable de dissémination de salmonelles a
travers la filiére avicole, un intérét particulier est porté a ces enceintes. Les éclosoirs sont plus
incriminés dans la contamination des futurs batiments avicoles recevant les poussins. Les
secteurs étatiques sont plus touchés par les salmonelles du fait qu’ils traitent I’essentiel des
OAC, bien qu’ils ménent des programmes assez élaborés de nettoyage-décontamination. Des
autocontroles périodiques de ces couvoirs sont réalisés en plus des contrdles systématiques de
I’Etat ce qui probablement est dans la faiblesse des détections des salmonelles par rapport aux
autres unités avicoles.
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CHAPITRE V : RECHERCHE DE SALMONELLES MINEURES AU NIVEAU DES
ABATTOIRS ET TUERIES DANS LA WILAYA DE BATNA

Introduction

Les abattoirs et les unités de transformation de ces denrées prennent en charge le volume
journalier de chair de volaille et de dinde de toute la région, en plus des tueries clandestines
pour alimenter le citoyen en denrée fraiche et salubre. Néanmoins elles constituent un danger
potentiel pour le consommateur quand on sait que la volaille venant des batiments avicoles de
la région est contaminée par les salmonelles.

Plus de 60% des TIAC dans le monde sont dues a des salmonelles. C’est pour cela que les
salmonelloses sont devenues un phénomeéne de santé publique ce qui justifie I’implication de
I’OMS dans la lutte contre ces pathogenes.

De nombreux sérovars sont ubiquistes et a 1’origine de TIAC chez I’homme et d’infections
diverses chez les animaux. Ceci est dii au non respect des régles d’hygiéne (Bourlioux.,
2000).

Le processus d’abattage et de transformation des volailles en carcasses et en viande séparée
mécaniquement arrive a traiter la viande par passage successif au niveau des maillons de
I’abattoir mais les points critiques par lesquels arrive la contamination par les germes
pathogenes fait de la denrée alimentaire livrée au consommateur une denrée insalubre. (Corry
et al; 2002). 11 est largement reconnu que le stress de transport et le stress avant I’abattage est
un facteur qui augmente la sécrétion et la dissémination des salmonelles au niveau de la
chaine d’abattage et donnent ainsi des contaminations croisées avec les sujets indemnes
(Gregory and Grandin., 1998).

La décontamination des carcasses de poulets de chair durant 1’étape finale par lavage et la
réfrigération a sec se fait grace a certains antiseptiques ou simplement a I’eau potable. Ce qui
se traduit par une faible réduction du portage en salmonelles des carcasses autant pour 1’eau
que pour les antiseptiques, mais 1I’immersion combinée dans ’cau réfrigérée s’avere plus
efficace (Bolder et al,, 2006).

1. Matériels et Méthodes.

Trois compartiments distinguent les abattoirs modernes : le compartiment ou se réalisent les
étapes préliminaires du traitement pour la transformation de la volaille destinée a étre abattue
Accrochage — saignée — échaudage — plumaison — finition - éviscération et calibrage
conditionnement enfin compartiment du cinquiéme quartier.

Le compartiment du produit destine a la consommation. Pour les abattoirs privés et étatiques,
les infrastructures de I’abattoir sont identiques mais pour les tueries, ces compartiments ne
sont pas présents, ce qui fait la précarité de cet atelier.

1.1. Prélevements.

Ils ont été réalisés au niveau des points critiques, ce sont: 1’unité des sous produits (5
quartier), les eaux de traitement des carcasses, et enfin les surfaces des compartiments
(Carrique-Mas and Davies., 2008).

éme
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L’isolement des salmonelles a été réalisée selon la méthode 1SO6579 et la méthode modifiée
(ISO AFNOR., 2002).

1.2. Analyses bactériologiques.

Les prélevements solides, c'est-a-dire les visceres, plumes, fientes, chifonettes ont été mises
dans un flacon d’eau peptonné tamponée a raison de 5 g d’échantillon dans 225 ml d’EPT. Un
double enrichissement sur 100 ml de Bouillon sélénite + cystéine et sur 10 ml de Rappaport
Vassiliadis (RV10) ainsi qu’un enrichissement sur milieu de Mueller-Kauffmann au
tétrathionate a été utilisé. Un isolement su Milieu Hektoen pour le SCB et un isolement sur
gélose au vert brillant modifiée (Edel-Kampelmacher) ou BGA pour le RV 10 et un isolement
sur XLT4+tergitol ou XLD a été réalisé pour le MKTTn. Ensuite les souches sont identifiées
grace aux galeries AP120 E, ou API10S puis sérotypées.

2. Résultats.
Les salmonelles isolées au niveau des abattoirs se présentent comme suit: (Tab.26 et

Histogramme.1)

Tableau. 26 : Prévalence des salmonelles au niveau des abattoirs et tueries.

Types d’abattoirs Abattoirs Abattoirs Tueries
publics Privés
ALDIN (Lambiridi) | AINTOUTA
Nombres de prélévements 38+24 21+24
62 45 33
Salmonelles isolées 6+2 2 | 2 1
Total 8 4 1
Pourcentage (%) 4.96 1.8 0.33

Prévalence des Salmonelles au niveau des abattoirs et
Tueries

M Echantill. ® Salm.isolées

45
33

Abatt.public Abatt.prives Tueries

Histogramme.1 : Prévalence des salmonelles au niveau des abattoirs.
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La prévalence de ces salmonelles en fonction des sites de prélevements est illustrée dans le
(Tab.27 et I’histogramme.2)

Tableau. 27 : Prévalence des salmonelles au niveau des sites de prelévements.

Abattoirs Abattoirs privés Tueries Total
Publics Salmonelles
ALDIN AIN-TOUTA

Déchets

Phanéres 1+ 1

Sang

fientes 1+ 1
Viscéres

Jabot-Gésier 1+ 1

Foie

Vésicule biliaire

Rate

Intestins

Caecums 2+ 1+

Ovaires 3+ 3
Eaux

Echaudage 1+

Refroidissement 3+
Surfaces
Total 8 2 2 1 13

Prévalence des Salmonelles au niveau des Sites de
prélevements

B Dechets M Visceres Eaux M Surfaces

3 2
1 1
0 0 0 0 . 0o o0
Abatt.public Abatt.prives Tueries

Histogramme .2 : Prévalence des salmonelles au niveau des sites de prélévements.
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Quant aux sérotypes associes aux différents abattoirs et tueries sont présentés au niveau du
(Tab.28).
Tableau. 28 : Sérotypes des souches isolées dans les abattoirs et tueries.

Abattoirs publics Abattoirs privés Tueries
ALDIN (Lambiridi) AIN-TOUTA
Sérotypes 3SGP 5S.sp 1S.wienn 1S.eissen 2 S.spp 1 S.spp

3. Discussion.

Pour ce qui de la prévalence des salmonelles dans les abattoirs et tueries, nous avons retrouve
un taux de 9.28 % (soit 13 isolats sur 140 prélevements), ce taux est supérieur a celui avancé
par (Elgroud ef al., 2008) qui est de 3,62% (soit 25 isolats sur 590 prélevements). Ce qui
s’explique probablement par la faiblesse de la méthode non normalisée utilisée et de
I’utilisation de la gélose Hektoen au lieu de la gélose XLD pour la méthode modifiée (2002).
Par ailleurs notre prévalence est la moitié de celle rapportée par (Van Immerseel ef a/., 2005)
soit 18,6 % qui est un peu moins élevée que celle de (Molla ef al,, 2003) 21.1% et un peu
plus élevée que celle trouvee au Maroc, soit 16.6% de (Chaiba er al, 2009). Ceci est du
probablement a la faiblesse de notre échantillonnage.

Les sérotypes sont répartis entre S. Typhimurium, S. Newport, S. Montevideo et S.
Heidelberg alors que pour nos salmonelles sérotypées, elles appartiennent pour les 03 souches
de I’abattoir public & S.G.P correspondant en effet a un abattage sanitaire qui s’opére
habituellement au niveau de I’abattoir suite a la déclaration de cette pathologie aviaire
majeure. Quant a S.Wienn préalablement découverte au niveau d’un abattoir privé, elle figure
parmi les serotypes sous surveillance. D’habitude rencontrée chez les humains, elle ressemble
beaucoup sur le plan biochimique a Salmonella paratyphi ou S.T. et le plus souvent, elle
provient de denrées avicoles contaminées. (Antony et a/., 2009).

L’alimentation de la volaille avant 1’abattage influe sur I’acidité lactique du contenu du jabot
qui favorise la multiplication des salmonelles d’ou le risque de contamination des différents
maillons de la chaine (Corrier et al.,, 1999). Cette manceuvre est largement répandue dans les
abattages clandestins ou I’aliment ne manque jamais dans I’enclos des poulets.

En considérant la température adéquate de I’ecau de la décontamination de la carcasse, il est
indiqgué que les Entérobactéries comme E. coli ou Salmonella sont trouvées étre plus
résistantes a 1’eau chaude quand elles sont fixées a la peau de carcasse de la volaille que
quand elles sont libres dans I’eau (Whyte éf al., 2003), ce qui se répercute par un isolement
assez important des £.coli thermotolérants.

La contamination croisée des différents lots de volailles arrivant a 1’abattoir se voit surtout
dans les abattoirs a fort débit de production de poulets de chair et surtout la ou s’opérent les
abattages sanitaires par exemple, 1’ abattage de bande ayant été reconnue contaminée par
SGP or les batiments atteint de Typhose sont fréeqguemment décelés dans les parquets de
multiplicateurs chairs de la wilaya de Batna (B S V., 2007).

Ceci est valable pour les abattoirs publics, quant aux désinfections succédant a I’abattage,
elles n’¢liminent guére les salmonelles de I’aire de parkage des volailles. (Olsen et a/., 2003).
A moins d’utiliser des dérivés phénoliques qui ont donnés de meilleurs résultats a I’encontre
des solutions a base d’iode. (Cardoso éf al., 2008)
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Parmi les échantillons de poulets examinés, une forte proportion de viande de poulet (15,4 %),
de foie (34,5 %), de gésier (41,1 %), de cceur (23,7 %) et de peau (7,7 %) était contaminée par
Salmonella. Sur les 80 souches de Salmonella isolées, nos reésultats corroborent avec ceux de
(Molla et al.,, 2003).

Les résultats de la présente étude indiquent qu’il y avait un fort taux de contamination de la
viande de poulet et des abats dans les établissements de transformation et les marchés de
détail. Ce qui pourrait étre considérée comme une des sources potentielles majeures de
salmonellose humaine en Ethiopie (Molla and Mesphin., 2003).

Les germes accompagnant les isolements de salmonelles par la méthode I1ISO 6579 sont des
germes de pousse trés importante et d’habitude ces germes masquent les colonies de
salmonelles. Les géloses sélectives permettent toutefois de pouvoir déceler ces germes en
question, mais les germes qui demeurent les plus isolés sont par ordre de fréquence E.coli,
Proteus mirabilis, Salmonella, Pseudomonas, Enterobacter cloacae, Citrobacter youngae, et
Chrysemonas luteola

Conclusion

Treize salmonelles ont ét¢ isolées a partir de cent quarante prélévements au niveau d’abattoirs
publics, priveés et de tueries de la ville de Batna, soit un taux de 9.28%. Ces prélévements ont
été réalisés au niveau de viscéres de phanéres, déchets, eaux de traitement et surfaces de
compartiments de ces abattoirs pour y déceler par la méthode ISO 6579 et la méthode
modifiée (2002), 05 (Sa/monella sp) et 3 SGP sur 8 salmonelles pour le secteur public avec un
pourcentage de 4.6% et 3 salmonelles pour le secteur privé dont une a été sérotypée en tant
que (Salmonella Wienn) alors que les deux autres non sérotypées, soit un pourcentage de
1.8% alors que pour les tueries 01 (Sa/monella spp ) soit (0.33%). Ces bactéries ont été
retrouvées au niveau des visceres d’animaux prélevés (caecum, ovaires) avec 2 salmonelles
isolées et de méme au niveau du bac a eau ; quant aux jabots et aux fientes, 1 salmonelle par
site a été isolée. Enfin pour le secteur privé le site d’isolement de la salmonelle a été au niveau
du bac a déchets des phanéres.

Ceci nous emmene a conclure que les viandes de volaille destinées a la consommation
humaine se préparent dans des conditions d’hygiene défectueuse et exposent le citoyen aux
toxi-infections alimentaires collectives surtout par temps estival.
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CHAPITRE VI : RECHERCHE DE SALMONELLES MINEURES DANS LES OEUFS
DESTINES A LA CONSOMMATION HUMAINE AU NIVEAU DE POINTS DE VENTE
DANS LA WILAYA DE BATNA

Introduction

Les TIAC sont connues pour étre rattachées a la consommation des ceufs contaminés par SE
type PT6. Ce dernier est suspectée étre a 1’origine d’épidémies de TIAC dans un certain
nombre de pays en I’occurrence 1’ Angleterre. (Evans et al., 1998).

Parmi tous les produits alimentaires, 1’ceuf possede des propriétés physiques et chimiques qui
lui conférent les meilleurs moyens de défense antimicrobienne. Pourtant, au sein de la filiére
ceufs de consommation, cette contamination des ceufs peut s’effectuer par transmission
verticale pour Salmonella Enteritidis qui présente un caractére invasif et qui infecte les
follicules ovariens sans pour autant provoquer de symptomes. Le r6le des facteurs de
virulence est prépondérant dans cette voie de contamination qui débute au niveau des
follicules pré-ovulatoires et qui conduit a la contamination des milieux internes.

1. Matériels et Méthodes.

Cing plaques de 30 ceufs chacune ont été prélevées chaque mois a partir de février jusqu’a
juin 2008 chez des vendeurs a étal caractérisés par une absence de climatisation du local. Ces
ceufs destinés a la consommation humaine ont été transportés au laboratoire de Microbiologie
du Département Vétérinaire dans les délais de lh et ensuite analysés dans le but d’y
rechercher la présence de salmonelles selon la méthode ISOAFNOR 6579 modifiée en
2002.Cette méthode consiste en 1’essuyage de surfaces de coquilles de 10 ceufs a 1’aide de
chiffonnettes, constituant 1’équivalent d’un échantillon puis un pool de 10 jaunes d’ceufs
prélevés aseptiquement et mélangés au stomacher ainsi qu’un pool et 10 blancs d’ceufs. Le
total de 45 échantillons ont été respectivement ensemencés sur 225 ml d’EPT chacun apreés
16 h d’incubation a 35°C. 0.1 ml et 10 ml d’EPT (Sanofi) ont été transférés respectivement
sur 10ml de bouillon au tétrathionate (Fluka) et 100 ml de (SCB) (Fluka) pour ensuite étre
étalés sur les géloses de XLD ; XLT4 (Fluka) et la gélose Hektoen (Fluka)

Les colonies apparues sur TSI (Fluka) suspectes et apparentées aux salmonelles c'est-a-dire
Gaz(+) H,S(+) Glucose(+) lactose(-) saccharose(-) urée, indole (-) ont été confirmées sur
Galerie API 10 S, (BioMerieux) Un sérotypage des salmonelles est réalisé par I’utilisation de
sérums antisalmonelles polyvalents O et H ainsi qu’une inversion de phase. (WHO CCRRS
2007). Un antibiogramme pour 14 antibiotiques (BioRad) est réalisé selon la méthode de
diffusion en disque en utilisant la technique de Kirby-Bauer. CLSI (2001).

2. Résultats.
Deux souches de Salmonella Bradford ont été isolées a partir de la plaque 05 et sur le
pool d’échantillon
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Tableau. 29 : Echantillons, sérotypes et nombre de salmonelles isolées.

Plaque 1 Plague 2 | Plaque 3 Plaque 4 Plaque 5
Nombre d’échantillon 9(3+3+3) 9 9 9 9

C+B+J C+B+J C+B+J C+B+J C+B+J
Nombre de Sa/lmonella 0 0 0 0 02 (B+J)
Serotype S.Bradford

C : coquille, B : blanc, J : jaune

Parmi les milieux d’isolements de salmonelles seul le XLT4 a permis de recouvrir les souches
de salmonelles au niveau du blanc et du jaune sans pour autant I’isoler sur la coquille !

Tableau. 30 : Isolement de Sa/monella sur milieux sélectifs.

Hektoen DCLS XLT4 XLD
Coquille - - - -
Blanc - - + -
Jaune - - + -
3. Discussion.

La prévalence de nos échantillons d’ceufs de commerce est de 4.4%, taux assez elevé par
rapport a ceux avancés par (Arzour 2006). Ce dernier n’a pu isoler aucune Salmonella de
1350 ceufs achetés de différents points de vente de la filiere ceufs mais dont la méthodologie
utilisée n’est pas normalisée. L’auteur avance aussi qu’aucune salmonelle n’a été isolée au
niveau des ceufs pendant 10 années d’analyses bactériologiques effectuées au niveau du LRV
de Constantine .Nos résultats sont encore plus élevés que ceux rapportés par (Radkowski,
2001) et ceux de (Poppe., 1997) avec 0.4%. Les ceufs félés et sales sont les plus incriminés
par la contamination en salmonelles.

La contamination des ceufs de commerce par Sa/monella a été de 7.7%. La contamination de
la surface des coquilles est de 5.9%, cependant celle des contenus de 1’ceuf est de 1.8% .Le
sérotype le plus incriminé est ST (Suresh et al., 2006).

La présence de Salmonella sur la surface extérieure de la coquille de 1’ceuf et la contamination
du contenu de I’ceuf présente une menace pour la santé publique. La surface peut étre
contaminée soit dans la partie distale de I’oviducte, soit par le biais d’une contamination
fécale. (Van Immerseel et al, 2005), ce qui correspond aux problemes de contaminations
connus chez nos détaillants d’ ceufs de consommation.

La prévalence en entérobactéries des composants d’ceufs est genéralement plus importante
que celle retrouvée sur la coquille chargée ou non de feces ou de sang ou félées comparées
avec les coquilles indemnes, mais les différences sont non significatives. (Adesiyun et al.,
2006).

Les germes en ’occurrence SE peuvent étre plus isolés en utilisant des essuyages avec des
chiffonnettes sur des coquilles d’ceufs non lavées ou bien en faisant un ringage des coquilles
craquelées (Musgrove et al., 2005).
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Les méthodes de détection utilisant des milieux d’enrichissement variés et des milieux
d’isolement d’immuno-concentration pour Sa/monella enteritidis en coquille et liquide
d’ceufs ont été évaluées. Pour les échantillons liquides d’ceufs naturellement contaminés par
S. enteritidis, ils sont inoculés dans 225 ml de milieu de pré-enrichissement d’EPT, puis
ensemencé sur SCB suivi par un milieu d’enrichissement sélectif dans 10 ml de bouillon
tétrathionate est supérieur, du fait qu’il détecte S. enteritidis dans les six sur sept gélose
sélectives (Yukiko Hara-Kudo ef a/., 2001). Ce qui n’a pas été notre cas, bien que nous avons
utilisé 03 geloses d’isolement différentes ; SE n’a pas été isolée, il se peut que ¢a soit dii au
milieu de pré-enrichissemnt qui a été supplémenté de cysteine.

La charge microbienne des composants d’ceufs est généralement significative quant on la
rapporte au type de cages des poules pondeuses ou la source de I’aliment, 1’utilisation de
médicaments ou la température d’exposition a la vente (Mallet ef a/,, 2005).

Ainsi la directive européenne 1999/74 prévoit pour 2012 le remplacement des cages
conventionnelles d’élevage des poules pondeuses par des cages aménagées ou des volieres,
afin de prendre en compte du « bien-étre » des poules. Cependant, la qualité bactériologique
des ceufs pourrait diminuer via une augmentation du nombre d’ceufs cassés et/ou souillés par
les déjections. (Mary-Laure ef al,, 2003).

Il est nécessaire de considérer les effets protecteurs de I’albumine des ceufs , qui

effectivement inhibent la pousse des SE de maniere dépendante en temps et température
(Heejeong et al, 2002); mais quand le blanc et le jaune sont mélangeés, les effets des
lysozymes contenus dans le blanc sont inhibés ce qui fait que les bactéries contenues dans
I’ceuf peuvent proliférer et SE avec plus d’entrain surtout si le sulfate de fer est rajouté au
milieu de pré-enrichissement (Yoshimasu and Zawistowski 2001).

L’exposition au soleil et aux radiations ionisantes des ceufs de consommation a la vente sur
des étals non réfrigérés et par temps chaud est un facteur de détérioration de la qualité et de la
teneur en composants ainsi que de la viscosité et de la dilution du jaune par rapport au blanc.
Mais ceci est un facteur de réduction des taux du microbisme a la surface de la coquille (Pinto
etal., 2004)

Conclusion

Le microbisme présent a la surface de nos ceufs est indéniablement excessif ajouté a cela
I’exposition au soleil des plaques d’ceufs sans réfrigération, ce qui fait que les ceufs de
consommation présents sur les étals de détaillants de produits avicoles sont une source de
contamination pour le consommateur, bien que le taux de contamination par les salmonelles
ne soit pas tres élevé soit 4.4%. Mais cela ne signifie pas que le risque n’est pa toujours
présent sans isolement de salmonelles responsables de zoonose S.T et S.E.

Les efforts de prévention doivent étre mis en place a tous les niveaux de 1’industrie ovocole
de consommation notamment par I’application d’une réglementation de plus en plus ferme.
En restauration collective, les efforts doivent étre concentrés sur le respect des bonnes
pratiques de transport, de stockage et de préparation des aliments. Le respect strict des
chaines du froid et une utilisation normalisée de préparations a base d’ceufs pasteurisés et de
poudre d’ceufs.

79



Partie Pratique

CHAPITRE VII : RECHERCHE DES SALMONELLES DANS LES PLATS
CUISINES SERVIS AUX RESTAURANTS UNIVERSITAIRES ET LES
VIANDES SEPAREES MECANIQUEMENT (VSM) DANS LA WILAYA
DE BATNA

Introduction

La sécurité alimentaire, dans ces dernieres décennies, est devenue la pierre angulaire de la
santé publique. La multiplication des denrées alimentaires manufacturées, la diversité des
repas des aliments traités, des ingrédients composants ces denrées, les flux de transports
d’échanges internationaux, les facilités des commerces a grande couverture populaire, les
besoins de gain rapide encouragés par la demande croissante de nutriments en sont les
facteurs essentiels. Toutes ces conjonctures ont favorisées 1’apparition des TIA émergentes
telles que la salmonellose, campylobactériose et listeriose. Ces derniéres sont devenues les
maladies du siécle. Dans ce cadre nous avons étudiés la contamination des denrées
alimentaires a base de volaille ainsi que des viandes séparées mécaniquement servies au
niveau des restaurants universitaires par les germes pathogénes ainsi que les contaminants
fécaux.

1. Matériels et Méthodes.
Des analyses microbiologiques ont été effectuées sur des patés de volailles prélevés au

niveau de 40 points de vente d’alimentation de la ville de Batna, de la viande de volaille
fraiche puis cuite (correspondant aux plats cuisinés servis aux étudiants) prélevée dans 03
restaurants universitaires de la ville de Batna. 100g de ces denrées on été découpés stérilement
a I’aide d’un couteau flambé a I’alcool. Le morceau de 1’échantillon a été mis dans un sachet
stérile et 1’échantillon est vite transporté au laboratoire de Microbiologie du Département
Vétérinaire dans une glaciére.

25¢ des 100g de I’échantillon sont découpés stérilement, prélevé a des fins d’analyse, sont
ensuite broyés au hachoir préalablement stérilisé et homogénéisé au stomacher avec 100ml
d’EPT dans des sachets stériles.

Les conditions d’asepsie relatives aux manipulations de microbiologie sont rigoureusement
appliquées a nos échantillons.

Le produit bien broyé et homogénéisé est ensuite transvasé dans un flacon de 225 ml d’EPT
pour constituer la D.M (dilution-mére), des dilutions décimales sont préparées de 10™ & 10
La Flore Totale Aerobie Mésophile ou (FTAM) a été déenombrée sur gélose PCA selon la
méthode de VF 08-051 (Guiraud and Rose., 2004).

0.1 ml de chaque dilution est deverse sur une gelose PCA et étalée a 1’aide d’un étaloir puis
incubée a 30 ou 37°C pendant24 ha72h

Pour la lecture, les boites retenues doivent avoir le nombre de colonies sur la derniére dilution
dénombrable ou situé entre 0 et 300 UFC

Pour les Coliformes Totaux (CT) et E.coli thermorésistants, on utilise des géloses au
désoxycholate

La recherche des salmonelles se fait par la méthode ISO6579 (AFNOR., 2002).

La recherche des Staphylococcus aureus se fait par ensemencement d’une gélose de Baird-
Parker en triplicate par les différentes dilutions et incubée a 37°C pendant 24 h, les colonies
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noires sont comptées comme positives et dénombrées une moyenne des colonies des 3
géloses.

2. Résultats.
Les VSM et patés de volailles ont présentés comme dénombrement bactériens et recherche de
bactéries pathogenes les résultats suivants.

Tableau. 31 : FTAM, CT, Staphylococcus aureus, Salmonella dans les patés de volailles de
différents points de ventes de Batna.

FTAM CT SA Nombre de

Salm/echant
PV1 N.F NF NF 0/6
PV2 3.07.10°/6 0/6 60/6 0/6
PV3 1.57.10/6 0/6 0/6 0/6
PV4 1.97.10°/5 0/5 0/5 0/5
PV5 8.94.10°%5 0.8.10°/5 3.4.10°/5 0/5
PV6 2.96.10%4 0.95.10%/4 0/4 0/4
PV7 1.44.10"/4 3.25.10%/4 2.8.10%/4 0/4
PV8 8.96.10%/4 0.4.107/4 1.57.10%4 0/4

Tableau. 32 : FTAM, CT, Staphylococcus aureus, Salmonella dans les plats de poulets de
chair frais et cuisinés de 3 cités universitaires de Batna.

FTAM CT CF S.aureus Nmbre de
Salm/echant

Cité Ammar <300 2/4 0 0 0
Benflis
Cité 1% <300 2/3 0 0 0
Novembre
Cité Mahdaoui <300 213 0 0 0
Khadidja

Les résultats trouvés sont acceptables selon la législation algérienne du JORADP N° 35 du 27
Mai 1998 soit 36/40 prélévements (équivalents a un taux de 15%) n’ont pas dépassés 3.10°
UFC pour la FTAM. Cependant, 6/40 prélevements (équivalents a 7.5%) ont présentés des
CT avec des proportions dépassant les normes. Pour les germes pathogenes, S.aureus a éeté
retrouvé dans les produits de 3 vendeurs avec des taux assez elevés quant a Sa/monella, elle
n’a été détectée dans aucun prélevement. Pour ce qui des plats cuisinés servis au niveau des
restaurants universitaires aucune salmonelle n’a été isolée, les dénombrements de germes
témoins de contamination fécale sont pour I’ensemble acceptables.

3. Discussion.

Selon Mattick ef al. (2002), les salmonelles sont présentes dans les saucisses en proportions
élevées et ne sont pas eliminés par les procédés de cuisson, friture, grillade et barbecue. Elles
sont en général isolées a des taux trés faibles dans les VSM (saucisses et patés).

Les facteurs de risque de I’induction des TIAC a Sa/monella des plats cuisinés sont les types
de cuisson a basse température, tel que la cuisson au four microonde, la cuisson des ceufs
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durs, les modes culinaires de consommation de viande crue ou peu cuite et les produits
auquels sont additionnés des peaux de volailles (ex : salades, plats cuisinés, charcuterie...)
(Bornert., 2000).

Les denrées alimentaires a base de produits avicoles prétes a étre consommees ou
distribuées dans les Fast-food (hamburger, omelettes, crémes glacées....) présentent des taux
assez bas de portage de salmonelles (0.7%). (Busani et a/., 2005).

Les salmonelles sont isolées avec un taux tres bas dans les aliments a base de chair de
volaille, mais elles le sont avec un taux plus important dans les viandes séparées
mécaniquement. (Kolevska and Kocic ., 2009)

Sur des denrées a base de volaille cuites et présentées a la vente au consommateur par des
commercants ambulants, (Arumugaswamy et a/., 1995) a isolé des salmonelles a raison de 14
% dans les viandes de volailles , alors que les foies et gésiers ont présentés une prévalence de
17%.

Le fait que nos produits n’ont présentés que des pourcentages assez faibles de contaminations
par Staphylococcus aureus s’explique probablement par le traitement thermique appliqué aux
VSM ainsi que de la nouveauté des infrastructures des éetablissements manufacturant ces
denrées. La commercialisation des ces denrées est sous le contr6le des services de sécurité
alimentaire qui ont redoublés les contrbles aprés les hécatombes provoquées par la
consommation du Kachir dans la wilaya de Sétif. Par ailleurs la consommation de ces
produits avicoles n’est pas rentrée dans les habitudes culinaires et gastronomiques des
citoyens de la classe moyenne.

De méme que pour les plats cuisinés ils se sont montrés indemnes de germes pathogenes ainsi
que de contamination par les CT et CF ce qui démontre ’efficacité de la cuisson des denrées a
base de volaille appliqué dans la restauration collective.

Conclusion

Notre étude sur 40 points de vente d’alimentation générale au niveau de la wilaya de Batna
s’est couronnée par 1’absence de germes pathogeénes en 1’occurrence Staphylococcus aureus et
Salmonella. Elle a révélée que les dénombrements de FTAM pour les VSM étaient de 6/40
prélevements qui ont dépassés les normes acceptées par la législation Algérienne en matiere
de sécurité alimentaire soit un taux de 15%. Pour les dénombrements des CT ils ont dépassés
les normes dans 7.5% des cas. Ceci a pour conséquence que les VSM commercialisés au
niveau des différents points de vente sont redevables d’un contréle plus rigoureux par les
services de la police sanitaire. Quant aux plats cuisinés et servis au niveau des restaurants
universitaires ils n’ont révélés aucune contamination par les germes pathogeénes ainsi que pour
le degré de salissure par les CT ou CF.
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CONCLUSION GENERALE

Les salmonelles font partie de la flore bactérienne humaine et animale : leur fréquence est
cependant variable et témoigne du niveau de contamination de 1’eau, 1’alimentation et
I’environnement. Elles sont largement répandues dans les milieux perturbés par I’activité
industrielle de I’homme, et la filiére avicole est I'une de ces industries, les salmonelles
peuvent étre hébergées par les animaux sauvages, mais ils ne semblent pas étre un maillon
essentiel de la chaine alimentaire de I’homme et des animaux. Leur incidence sur la sante
publique découle du fait que la filiere avicole dessert a tous les niveaux les consommateurs
en produits avicoles a risque. Donc I’existence de salmonelles dans la filiére avicole et dans
son environnement est elle méme un danger sans égal.

Pour circonscrire les risques salmonelliques dans la filiére avicole, I’¢tude de la prévalence en
ces germes de chaque maillon de cette chaine est nécessaire, elle suit la méthodologie 1SO
6579 appliquée a la recherche de ces germes au niveau des reproducteurs Gallus gallus selon
la charte sanitaire COHS 2003. L’¢étude commence par I’amont de la pyramide d’¢élevage soit
les reproducteurs ponte et chairs et se termine en aval sur la table du consommateur de
produits avicoles.

Sur un total de 622 prélévements effectués sur I’ensemble de la filiere avicole au niveau de la
wilaya de Batna nous plmes isoler 32 souches de salmonelles soit un pourcentage de 5.14%.
Ces salmonelles ont été sérotypées en tant que ST, SGP, Swienn, S.Seftemberg,
S.Livingstone, S.Lagos , S.Bradford, S.Eissen et S.spp.

La prévalence de I’¢élevage de reproducteurs chair étudié chez le privé dans la région de Batna
en salmonelles (Salmonella Typhimurium ) est de 4.7 %, ce qui représente une source de
danger sans égal . Les fientes caecales et la litiere imbibée ont été les seuls a refermer ces
germes.

L’étude a montrée I’absence de S.E et de S.T dans les reproducteurs ponte du secteur étatique
destinés a I’alimentation de la région Est de I’Algérie. La présence de S. livingstone (0.6%)
au niveau de la litiere laisse penser que le risque de transmission des salmonelles zoonotiques
au reste de la filiere avicole est un probleme réellement existant. Seuls des autocontrdles
périodiques en amont de la chaine peuvent éloigner le risque de contamination par cette
bactérie dangereuse pour la santé humaine.

Donc pour I’ensemble des reproducteurs chair et ponte la prévalence est de 5.3 % soit RC/RP
(4.7/0.6) %.

Cependant les multiplicateurs chair et ponte se sont montres plus affectés par les salmonelles,
ce qui s’est soldé par la découverte d’un taux de 14.5% soit MC/MP (8.33/6.09)%

Les souches déecouvertes sont assez dangereuses pour la santé humaine que pour la production
de la volaille, soit 1 souche a S.G.P retrouvée dans un élevage de poules pondeuses ainsi qu’
1 souche a S.T dans un autre élevage de poules pondeuses .Ce pourcentage de salmonellose
et de pullorose est assez élevé et pourrait étre plus important si 1’échantillonnage a été plus
grand.

De méme que pour les couvoirs, les abattoirs et les tueries; la prévalence est de 7.61% soit
Couv/Abatt (1.14/9.28)%.

Nous avons pu isoler a partir de 57 prélevements de poussiéres avec des chiffonettes sur les
différents compartiments réalisés dans 04 couvoirs du secteur étatique et du secteur prive, 02
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Salmonella Typhimurium soit un taux de 1.14% au niveau du secteur étatique. Les autres
couvoirs se sont révélés indemnes.

Treize salmonelles sont isolées a partir de cent quarante prélévements au niveau d’abattoirs
publics, priveés et de tueries de la ville de Batna; soit un taux de 9.28% par les méthodes ISO
(6579) et (2002) modifiée. 09 étaient des (Sa/monella sp) et 03 étaient des S.G.P alors que
une seule a été serotypée en tant que (Salmonella Wienn).

Trois de ces bactéries ont été retrouvées au niveau : des visceres (caecum, ovaires)
d’animaux éviscérés, trois furent isolées au niveau du bac a eau. Quant aux jabots et aux
fientes des volailles du secteur privé elles nous donnérent 5 salmonelles. Enfin une seule
salmonelle a été isolée au niveau du caecum de volailles issues de tueries.

Les ceufs de consommation et les carcasses de poulets de chairs collectés au niveau des
points de vente ont révelés une contamination assez importante par Sa/monella correspondant
a une prévalence de 10.2 % soit OAC/ PCC (4.5/5.8)%.

Pour les plats cuisinés, ovoproduits et les VSM a base de volailles les résultats de recherche
des salmonelles ont montré une absence totale de germes.

Par conséquent devant I’ampleur de la contamination de la filiére avicole par les salmonelles,
nous pouvons conclure que des mesures de prophylaxie sanitaire et de désinfection pour
diminuer les risques de contagion des élevages avicoles doivent étre obligatoires et strictes,
afin d’¢éviter la contamination de leurs produits et par conséquent un risque pour 'homme. La
méthodologie HACCP seule garante du contréle des salmonelles dans les pays industrialisés
se voit peu propice a I’application dans notre pays du fait que le systéme de monopole de
toute la filiere par des holdings n’est pas encore bien accepté par la réglementation en
vigueur. Mais [I’application intempestive des mesures réglementaires en faveur de
I’éradication des salmonelloses de tout le cheptel contaminé se voit nécessaire et 1°Etat s’est
fixé comme objectif de diminuer le risque salmonellique a SGP a un seuil tolérable, quant aux
zoonoses salmonelliques provoquées par SE et ST, il faut multiplier les contrles
microbiologiques au différents maillons de la chaine surtout pour les reproducteurs qui
doivent étre indemnes ; pour les carcasses de poulets de chairs de consommation, on est loin
du contréle du risque salmonellique atteint par les pays industrialisés qui parlent d’un seuil de
tolérance ZERO!!!

L’absence de I’implication de I’aviculteur dans le programme de lutte contre ces zoonoses
ainsi que 1’absence d’indemnisation fait que ces maladies persistent et notre production de
volaille ne pourrait en aucune fagon étre compétitive avec les productions des pays
développés.

L’utilisation des alternatifs a 1’antibiotique facteur de croissance (prébiotiques, probiotique,
phytobiotics...) dans l'alimentation du poulet, s’est manifesté¢ par I’augmentation du G.M.Q :
gain moyen quotidien, la diminution de I’.C. (Indice de Consommation). Elle a montré aussi
un effet bénéfique sur la santé des poulets sans pour autant diminué le risque salmonellique.
L’utilisation des herbes médicinales pour le controle des salmonelles s’est avérée étre un
palliatif au développement des antibiorésistances observées au niveau du traitement des
pathologies bactériennes de la filiére avicole.

Notre étude a montré la nette efficacité de Thymus vulgaris contre les salmonelles isolées de
la filiere avicole par rapport aux autres plantes médicinales et aux différentes baies locales
utilisées dans 1’alimentation humaine traditionnelles.
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RECOMMANDATIONS

L’éradication des salmonelles chez la volaille est probablement une utopie. Cependant
I’objectif a long terme des programmes de lutte est sans aucun doute 1’¢élimination de toute
infection a Salmonella dans les ceufs et, si possible, aussi dans la viande de volaille. Ceci
devrait fortement réduire les cas humains de salmonellose. Néanmoins nous recommandons :

e Drutiliser les méthodes normalisées ISO 6579 et 2002 pour la détection des salmonelles au
niveau de la filiere avicole.

e Utiliser les techniques d’échantillonnage appliquées au reproducteurs Gallus gallus

e Appliquer la charte sanitaire au secteur avicole tout en veillant a minimiser les points
critiques menant au risque salmonellique.

o Initier des programmes de vaccinations contre Salmonella Enteritidis au niveau des
reproducteurs ponte.

o Utiliser I’exclusivité compétitive par 1’effet barriére de certaines bactéries contre les
salmonelles.

e Appliquer les normes de biosécurités pour les fermes avicoles.

e Assurer une bonne gestion de I’exploitation avicole acces, oiseaux, aliment, eau,
batiments, détritus...

o Controler les nuisibles: rongeurs, reptiles, oiseaux sauvages, insectes volant et
rampants.

o Appliquer des mesures de prophylaxie sanitaire et de désinfection pour diminuer les
risques de contagion des élevages avicoles limitrophes et d’éviter la consommation de
leurs produits par ’homme.

e Par ailleurs il faut respecter les régles d’utilisation de I’antibiothérapie afin d’éviter de
sélectionner des souches microbiennes multi résistantes aux antibiotiques.

e Au niveau des abattoirs effectuer des traitements des carcasses au moment de
I’échaudage, 1’éviscération et la réfrigération.

e Pour les couvoirs: Le programme de lutte doit reposer sur ’application de la
méthodologie HACCP aux différents maillons de la chaine de production avicole.

e Appliquer aux ceufS, incriminés dans la contamination humaine par S.Entéritidis, des
programmes de contrdles d’assurance qualité.
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Annexes

ANNEXE 1. Milieux de Culture
1. Gélose Hektoen (HE)

Est un milieu de culture servant a isoler les Salmonella, Shigella, Yersinia.

Composition

PrOtEOSE-PEPIONE: ... c.i ittt e e 12,09
Extrait de levure : facteur de CroiSSanCe.........ccccevvevieereeieeseesieenenns 300
Lactose : critere de différenciation............coceveveeeie e, 12,09
Saccharose : critére de différenciation.............cccceevvveveiiciiececnn, 12,09
Salicine : critére de différenciation...........cocccvvvvcee i, 2,049
Citrate de fer Il et d'ammonium révélateur d'H2S................c.c......... 159
Sels biliaires : INNIDITEUN........coiiviiii e 90¢g
Fuchsine acide : INhIDItEUr..........ccooviiiiie e 0,19
Bleu de bromothymol : indicateur de pH...........cooooiiiininiiiiie 0,065 g
Chlorure de sodium : maintien de la pression osmotique................... 5090
Thiosulfate de sodium : précurseur d'H2S..........cccooviiiiiieinienee, 5049

F N0 L LU 14049
pH = 7,6
Préparation

75 g par litre. Ne pas autoclaver.
Lecture

Les colonies sont normalement des colonies de bacilles Gram négatif. Les colonies a centre
noir sont H,S +. Les colonies bleues ou vertes n'utilisent aucun des glucides du milieu. Elles
sont donc saccharose et salicine et lactose négatives. La couleur bleue peut étre due a
I'utilisation du citrate. Les colonies jaunes utilisent un ou plusieurs des glucides. Elles sont
donc saccharose et/ou lactose et/ou salicine positives.Un précipité de sels biliaires peut
apparaitre pour les souches acidifiantes.

-Colonies jaune saumon: E£.coli, Klebsiella, Citrobacter, Enterobacter, Serratia
-Colonies jaune saumon a centre gris: P. vulgaris

-Colonies vertes a centre noir: P. mirabilis, Salmonella

-Colonies vertes ou bleuatres: Shigella, Morganella morganii, Providencia
-Colonies bleuatres oxydase+: Pseudomonas
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2. Muller-Kauffmann (bouillon de base au tétrathionate)

Bouillon d'enrichissement en Sa/monella

Composition

Tryptone: 7049
Peptone de soja: 2,30
Bile de beeuf: 489
Vert brillant: 9,5mg
Chlorure de sodium: 2,30
Thiosulfate: 24049
Tétrathionate: 6,790
Sodium: 11,89
Potassium: 1,159
lodures: 749
lode: 00g
Carbonate de calcium: 25049
pH = 7,3

Préparation

82 g de poudre de base sont dissoutes par ébullition.On ajoute ensuite 20 ml d'une solution
iodo-iodurée (250 g IK et 200 g d'lode par dm3 préparée en dissolvant I'iode dans l'iodure).
On ajoute enfin 9,5 ml d'une solution de vert brillant a 1 g par dm3.

Lecture

La composition donnée ici est calculée en fonction des ajouts de molécules réagissant entre
elles (lode sur thiosulfate). Ce milieu permet I'enrichissement en Sa/monella (mais pas en
Shigella) par ralentissement de la croissance des autres bactéries par rapport a Salmonella.
3. Gélose Baird Parker

La gélose Baird Parker est le milieu sélectif des S. aureus. Milieu semi-synthétique.

Usages

Numération de Staphylococcus aureus en microbiologie alimentaire. Isolement des
Staphylococcus aureus. 11 peut étre aussi utilise pour I'identification de S. aureusen

complément d'autres tests (Thermonucléase et Staphylocoagulase)
Composition

Composition pour la préparation de 1 | de milieu.

-Peptone ..o 10,09
-Extrait de viande de boeuf :..........cceeeeneenne 40¢g
-Extraitde levure ..., 2,09

-Pyruvate de sodium : .......c.cccoeveviiiieiiienns 10,0 ¢
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-Glycocolle.........cooovviiiiii 12,09
-Chlorure de lithium :.........cccoooveveieiiens 500
SAQAr-agar [ 2009

A ajouter en conditions stériles juste avant I'ensemencement (sinon détruit par I'autoclavage) :

-Emulsion de jaune d'ceuf (stérile) : .................. 50,0 ml

PH du milieu = 7,2
Préparation

63 g par litre. Le milieu de base est autoclavé. Le tellurite de potassium et jaune d'ceuf sont
ajoutés ensuite a raison de 1 ml pour 20 ml de milieu de base. De la sulfaméthazine peut étre
ajoutée pour inhiber les Proteus.

Caracteéristiques

Une base nutritive riche.
Deux inhibiteurs : Le tellurite de Potassium et le chlorure de lithium.
Trois critéres de différenciation :

e Laréduction du tellurite en tellure noir.

o Laprotéolyse des protéines du jaune d'ceuf, se traduisant par un halo clair
(transparent) autour de la colonie.

e L'hydrolyse, par une lécithinase, des lécithines du jaune d'ceuf qui se traduit par un
liseré blanc opaque (précipité blanc des acides gras).

Lecture
Trois caractéres sont lus :

o la présence d'une lipoprotéinase par un halo transparent autour des colonies
« la présence d'une lécithinase par un halo trouble autour des colonies
o laréduction du tellurite en tellure noir par la couleur de la colonie.

Les colonies de S. aureus présentent un aspect caractéristique apres 24 heures d'incubation a
37°C : Colonies noires, brillantes, entouré d'un halo transparent et d'un liseré opaque de 2 a 5
mm de diamétre (lipoprotéinase + lécithinase + réduit le tellurite en tellure).

La plupart des autres especes de Staphylococcus sont inhibées ou ne produisent pas de
colonies d'aspect caractéristique en 24 heures. D'autres germes : Micrococcus, Bacillus, voire
levures peuvent cultiver sur ce milieu sans étre inhibés mais leurs aspects macroscopiques
sont différents de celui de S. aureus aprés 24 heures.
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4. Gélose Mueller-Hinton

La gélose Mueller-Hinton est une gélose riche pour la réalisation de I'antibiogramme standard

Composition

Infusion de viande de beeuf: 300,0 mi
Peptone de caséine: 1759
Amidon de mais: 159
Agar: 17,09
pH = 7,4

Préparation

38 g par litre. Stérilisation a l'autoclave. Pour préparer ce milieu il faut peser 38g de poudre et
la mélanger dans 1L d’eau. Il faut homogénéiser puis chauffer en agitant. Il faut porter a
¢bullition pendant environ une minute. Ensuite il faut stériliser la gélose a 1’autoclave durant
15 minutes a 116°C.

Lecture

Cette gélose standardisée est la gélose permettant de tester I'action des antibiotiques sur les
bactéries. Elle peut étre additionnée de sang (pour les Streptococcus ), d'extrait globulaire
(pour Haemophilus), Elle doit étre coulée en boite de fagon a obtenir une épaisseur de 4 mm.
Il existe un bouillon équivalent.

5. Gélose Lysine Fer

Usage

Mise en évidence de la LDC et de la LDA pour des bactéries fermentant le glucose

Composition

Peptone de gélatine 5090

Extrait de levure 3049

L-lysine 10,0 g

Glucose 109

Citrate de fer 111 ammoniacal 05¢9
Bromocrésol pourpre 20,0 mg
Thiosulfate de sodium 40,0 mg
Agar 1359

pH = 6,7

Préparation

34 g par litre. Autoclavage classique. Conditionnement en tube inclinés comme pour le
milieu de Kligler Hajna.
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Lecture
Culot jaune : glucose fermenté, LDC -

e Culot violet : glucose probablement fermenté mais masqué par la LDC +.

e Pente violette : LDA -

e Pente rouge vineuse : LDA +

o Précipité noir : H2S +(certaines bactéries LDA + H2S + apparaissent H2S -)
6. Salmonella-Shigella (Gélose SS)

Isolement des Sa/monella et des Shigella mais aussi des Pseudomonas ou des Yersinia
enterocolitica.

Composition

Peptone:........cccoeeenn. 509
Extrait de viande............ 509
Lactose:.......ccccvveniee. 10,0 g
Citrate de sodium:........... 10,09
Citrate de fer Ill:........... 1049
Sels biliaires................ 8,50
Vert brillant:................ 3,3 mg
Rouge neutre:.................. 25 mg
Thiosulfate de sodium:........ 8,549
Agar.....ccoeeviinennn. 120¢g
pH =73

Préparation

63 g de poudre dissous par ébullition.
Se reporter a la notice en raison de variations de la composition (Formule moins inhibitrice
des Shigella a 5,5 g de sels biliaires par exemple).

Ne pas autoclaver
Lecture

Lac - : colonies incolores

Lac + : colonies rouges

Centre noir : H2S +

Pas de centre noir : H2S -

Ne cultivent normalement sur ce milieu que les Gram - cultivant facilement.
Toutefois on peut rencontrer des Enterococcus tout particulierement pour certaines
compositions.

Les coliformes, comme les bacilles oxydase + ne sont pas inhibés contrairement aux
affirmations parfois rencontrées.


http://fr.wikipedia.org/wiki/Salmonella
http://fr.wikipedia.org/wiki/Shigella
http://fr.wikipedia.org/wiki/Pseudomonas
http://fr.wikipedia.org/wiki/Yersinia
http://fr.wikipedia.org/wiki/Lactose
http://fr.wikipedia.org/wiki/Citrate
http://fr.wikipedia.org/wiki/Sodium
http://fr.wikipedia.org/wiki/Fer
http://fr.wikipedia.org/wiki/Agar
http://fr.wikipedia.org/wiki/Enterococcus
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7. Gélose XLD

Composition

Extrait de levure = 30
L-Lysine = 50
Xylose = 3,759
Lactose = 759
Saccharose = 750
Désoxycholate de sodium = 2,50
Citrate de fer-ammonium = 0,89
Thiosulfate de sodium = 6,89
Chlorure de sodium = 59
Agar = 15¢g
Rouge de phénol = 0,089
Eau distillée = 1 litre
Lecture

Lecture : colonies translucides sur fond rouge-orange avec ou sans centre noir :

« colonie rouge a centre noir > Salmonella ou Edwardsiella ;

« colonie rouge > Shigella,

« colonie jaune > Escherichia, Klebsiella ou Serratia.

8. Triple sugar iron

Milieu utilisé pour I’identification des entérobacteries. Il permet de voir si la bactérie est
capable de réduire le sulfate. (Idem que Hajna Kligler).

Composition

Peptones de caséine 15¢
Peptones de viande 5¢
Extraits de viande 39
Peptones de levure 39
NaCl 59
Lactose 10 g
Saccharose 10g
Glucose 19
Citrate ammoniacal de Fer (111) 0,59
Thiosulfate de sodium 0,59
Rouge de phénol 0,024g
Agar 129

Mode d’action La dégradation de sucre est accompagnée d’une production d’acide. Celle-ci
est détectée par I’indicateur de pH, le rouge de phénol, qui en milieu basique est rouge et en
milieu acide est jaune orange. Le thiosulfate est réduit en sulfures d’hydrogénes par certaines
bactéries. Le H2S réagit avec un sel de Fer pour donner un précipité noir.


http://fr.wikipedia.org/wiki/Salmonella
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Edwardsiella&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/wiki/Shigella
http://fr.wikipedia.org/wiki/Escherichia
http://fr.wikipedia.org/wiki/Klebsiella
http://fr.wikipedia.org/wiki/Serratia
http://fr.wikipedia.org/wiki/Ent%C3%A9robact%C3%A9rie
http://fr.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9rie
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Hajna_Kligler&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/wiki/Sucre
http://fr.wikipedia.org/wiki/Acide
http://fr.wikipedia.org/wiki/Thiosulfate
http://fr.wikipedia.org/wiki/Fer
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Lecture
Le milieu de départ est translucide et rouge.
- rouge : pas de fermentation, la bactérie est aérobie - Jaune : une fermentation s’est
produite ; de I’acide a été produit, la bactérie est anaérobie facultative. - Gaz formé :
du a une fermentation - Couleur noire : H2S a été produit.

9. DCL (gélose) (Désoxycholate-Citrate-Lactose) (milieu de Hynes)

Usage

Isolement des Salmonella-Shigella

Composition

Peptone 509
Extrait de viande 509
Lactose 10,0¢g
Citrate de sodium 8,50
Citrate de fer 111 109
Désoxycholate de sodium 5049
Rouge neutre 0,020 g
Thiosulfate de sodium 549
Agar-agar 120¢g
pH = 7,3

Préparation
52 grammes par litre. Ne pas autoclaver.

Lecture
Les colonies de bacilles Gram - sont
Colonies rouges : lactose +
Colonies incolores ou jaunes : lactose -

Colonies a centre noir : H,S +
Colonies sans centre noir : H2S -


http://fr.wikipedia.org/wiki/Salmonella
http://fr.wikipedia.org/wiki/Shigella
http://fr.wikipedia.org/wiki/Peptone
http://fr.wikipedia.org/wiki/Viande
http://fr.wikipedia.org/wiki/Lactose
http://fr.wikipedia.org/wiki/Citrate_de_sodium
http://fr.wikipedia.org/wiki/Citrate
http://fr.wikipedia.org/wiki/Sodium
http://fr.wikipedia.org/wiki/Rouge_neutre
http://fr.wikipedia.org/wiki/Thiosulfate_de_sodium
http://fr.wikipedia.org/wiki/Agar-agar
http://fr.wikipedia.org/wiki/Potentiel_hydrog%C3%A8ne
http://fr.wikipedia.org/wiki/Bacille_%28forme%29
http://fr.wikipedia.org/wiki/Gram_n%C3%A9gatif
http://fr.wikipedia.org/wiki/Lactose
http://fr.wikipedia.org/wiki/Sulfure_d%27hydrog%C3%A8ne
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ANNEXE 2.

Tableau 1: Sérotypes de Sa/monella le plus fréqguemment isolés de la volaille

Groupe Serotypes

D Enteritidis
Gallinarum
Pullorum

B Typhimurium Stanley
Heidelberg Paratyphi B java
Agona Bredeney
Saint-paul Chester
Indiana

C Hadar Infantis
Virchow Blockley
Bovis morbificans Bareilly
Muenchen Livingstone
Newport Thompson
Montevideo Mbandaka
Kentucky Lille

E Anatum
Senftenberg
Orion
Binza

Weltervreden







