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Avant propos

Le présent travail a été effectué au laboratoiterime du diagnostic vétérinaire de la société
ELALF a Fes et le laboratoire de Microbiologie éc8rité a I'Institut Pasteur du Maroc a

Casablanca en collaboration avec la Faculté den&es et Techniques de Fes.

Société AL ALF

La société EL ALF est une société anonyme situéesaelle fait partie du groupe CHAOUNI
qui englobe les sociétés MOULIN ZALAGH, TRAMANOR EODUVNORD.

La filiale EL ALF a été crée en 1976 avec un capie 5000000 DH. Le président directeur
général de la société est Mr Ali BERBICH, le dieer administratif et financier est Mme
Sihame BENHAMAN, la direction de production est sda responsabilité de Mr Slimane
ZAMZOUMI et le poste de responsable de qualitécesiupé par Mme Ihssane THAIFA.

L’effectif de la société est estimé a 250 personnes

La société AL ALF a pour activités principalespladuction de I'aliment composé destiné
pour les volailles et qui est de I'ordre de 80%adiment pour ruminants.

A la fin de 'année 2007, la flambée des cours neurddes intrants agricoles ont obligé la
famille Chaouni (Zalagh) et Laabi (Al Atlas) a effeer un rapprochement afin de créer un
méga pole dans le secteur agroalimentaire au Mama@ juillet 2009, les deux groupes ont
fusionné pour donner naissance a Atzal Holdingtreation entre Atlas et zalagh, le premier

groupe avicole intégré et leader avicole du Maroc.

La fusion entre la société EL ALF et Atlas Couval&tient également plusieurs fermes
d'élevages a travers le Maroc et produit des osut®dsommation sur les régions de Fes et

Casablanca a travers sa filiale Baidat Al Atlas.

Le laboratoire de la société est sous la respditgatiée Mme Asmae MECHATTE et il a

comme missions :

» Effectuer des analyses microbiologiques des alism@estinés aux bétails et volailles.
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> Effectuer des analyses microbiologiques des vekille différents ages (des poussins
d’un jour jusqu’aux poulets mares) pour les cliashtda société EL ALF pour leur
apporter un service apres vente.

> Effectuer des analyses sérologiques des poussins.

INSTITUT PASTEUR

Historique

L’institut a été crée en 1929 a Casablanca, suitidfive du Dr. Emile Roux (a I'époque
directeur de l'Institut Pasteur a Paris) et de Micien Saint, Résident Général de la
République Francaise au Maroc. Et ce n'est qu'éi §j@e les deux Instituts Pasteur, celui de
Tanger et celui de Casablanca, furent réunis pouostituerl’institut Pasteur du Maroc
(IPM) par Décret Royal (N° 176-66 du 14 Rabia | 13870@® 1967). Apres avoir connu des
difficultés dans les années 60 et 70, vers la & @hnées 80 une restructuration de I'Institut
Pasteur du Maroc fut décidée par son Conseil d'Adbitnation avec comme objectif
d'assumer les trois missions principales de I'Mastila recherche, I'amélioration de la Santé
Publique et I'enseignement. Enfin, aprés avoir&edssfonctionner pendant plusieurs années,

I'établissement de Tanger a été rénové pour réodepiuis Octobre 1995.

Activités de département d’'Hygiene Alimentaire et Bvironnementale

Dans le cadre de la politique sanitaire nationdfestitut Pasteur du Maroc constitue I'un des

organismes de référence en matiere biologiqueasemniiA ce titre, il a pour missions de :

> Développer I'expertise, I'appui scientifique et Ha@ue et entreprendre des

recherches dans les domaines de la biologie sanjtai

» Proposer les normes en matiere de biologie samighiassurer toute mission de

contrdle qualité ;
> Développer les systémes de vigilances relativassathté humaine ;

» Participer a la formation du personnel médicalapadical et scientifique dans
les domaines relevant de ses compétences et asdifusion de I'information

en rapport avec ses compétences ;



» Promouvoir et développer la coopération nationaleternationale en matiere

de biologie et de vigilance.

Liste des abréviations

AFNOR : Association francaise de normalisation

Ag : Antigéne

Eric : Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensusi&ece
LPS :Lipopolysaccharide

PCR : Polymerase Chain Reaction

TIAC : Toxi-Infection Alimentaire Collective

TTSS: Type lll Secretion System

SPI: SalmonellaPathogenicity Island

VCS : Vacuole contenant Salmonella



Introduction genérale

Depuis de nombreuses anné8s)monella constitue la cause majeure des infections du
tractus digestif humain, liées a la consommationeierées alimentaires d’origine animales.
Parmi ces denrées, les produits de viande de Mhdladt, en particulier, les oeufs sont
fortement impliqués. Les volailles ont constituén néservoir naturel des salmonelles. lls
peuvent héberger ces bactéries au niveau de |dar digestif. Malgré les efforts des
producteurs, le taux de contamination de la ve@aiivante paGSalmonellareste toujours trés

élevé.

Le sérotype enteritidis est actuellement le pkgandu dans le secteur avicole, mais la

plupart n’ont pas d’hote préférentiel et peuvefdéter aussi bien ’lhomme que I'animal.

Salmonella enteritidi®st un pathogene commun de nombreuses espéceasntaifares et
de poules. Avant les années 198@imonella enteritidisa été rarement isolé a partir de
volailles (Faddoul et boursiers, 1966,. Snoeyemba@d, 1969), et la plupart des isolats ont été
provenus des aliments contaminés (Williams, 198Ependant, l'incidence dgalmonella
enteritidisdans les troupeaux de volailles a été augmentéemasieurs pays (Dreesen et al,
1992). Parallelement, une augmentation spectaeuthirnombre d'intoxication alimentaire

due aSalmonella enteritidishez I'homme a été rapportée (Duguid et North1199

L'animal, le plus souvent porteur asymptomatiqoastitue un réservoir pour les salmonelles
et les productions animales, viandes et ceufs eticyasr, sont des vecteurs de la
contamination. Chez un animal porteur sain, lesigatlles sont généralement hébergées au
niveau du tube digestif et font I'objet d'une ekoréfécale intermittente. Elles peuvent aussi
migrer vers certains organes. Chez la poule pomgdus été décrit une colonisation des
ovaires, de la rate et du foie par I'espece Saét@nphénoméne a l'origine de la

transmission verticale de l'infection salmonellig@gornert G., 2000).

Des études épidémiologiques ont attribuée I'apparite I'intoxication alimentaire causée par
Salmonella enteritidig la consommation d'ceufs contaminés ou de prodoisifs (Hedberg



et al, 1993). AinsiSalmonella enteritidiest devenu le pathogéne le plus grave pour 'homme
et I'industrie de volaille.

Il est donc important d'analyser ces organismess das poulets pour la prévention et
I'élimination d'une intoxication alimentaire. Lauphrt des infections §almonella chez les
volailles proviennent de lingestion de ces micgamismes qui passent par la voie
alimentaire, ou ils peuvent interagir avec la stefenuqueuse de plaques de Peyer, adhérer et
pénétrer dans les cellules épithéliales intestafgprés avoir procédé a travers le mur
intestinal et dans des tissus profonds, certafasionella peuvent envahir, survivre et se
multiplier dans le systéeme réticulo-endothélial, défuser a d'autres tissus, entrainant de
graves maladies systémiques (Barrmial., 1987). Certains rapports concernant les facteurs
de virulence associésSalmonella ont été publiés (D'Aoust, 1991; Finlay et Falkd®88).

Ces facteurs de virulence sont nécessaires ponneiee a la bactérie d’envahir, de coloniser,

de survivre et de se multiplier dans les cellules.

Durant ce stage effectué au sein du laboratoierietdu diagnostic vétérinaire de la société
ELALF a Fes et le laboratoire de Microbiologie éc8rité a I'Institut Pasteur du Maroc a
Casablanca, I'objectif de notre étude a été d’'é@rala contamination pa8almonella spp
dans la filiére avicole pour estimer la prévaleded’infection par cette bactérie.

Un volet analytigue portant sur I'exploration descteurs de risques potentiels de la
contamination paBalmonella sp été mené afin de déterminer les risques de rmama#ion

lies a cette bactérie et d’instaurer des mesuregssaires a la prévention contre la
transmission de la bactérie dans les élevagesire¢teironnement

Nous avons également essayé de préciser la nawettg contamination, en déterminant les
sérotypes, les antibiotypes, mais aussi les prggisotypiques des souches isolées par la

technique de réaction de polymérisation en chane-PCR).



|. Les Salmonelles

1. Historique

Selon Le Minor et al. (1994), le bacille a été abéepour la premiére fois en 1880 par un
médecin allemand du nom d'Eberth. L'observatiost $s@te sur des sections de rate et de
nceuds lymphatiques mésentériques d'un patient deotyphoide. Le bacille a été ensuite

cultivé en 1884 par Gaffky.
En 1886, Salmon et Smith isolérent l'actuSligmonellaentericasubsp.enterica sérotype

choleraesuis, autrefois appelée «Bacterium Suiifees a partir d'un porc atteint de « Hog
cholera» (Le Minoet al.,1994 ; Yaret al., 2003).

En 1896 Widal a mis en évidence la diversité animée des souches de salmonelles. A ce

jour on a isolé plus de 2800 sérotypes de salmemell

Depuis les premiéres observations rapportées partEQusqu'a nos jours, le genre
Salmonella n'a pas cessé de présenter une importance caidelélans les domaines
vétérinaires et sur le plan médical, tant par kE$gs économiques dues a la maladie animale,
que par la forte incidence chez I'homme ; des d®viyphoides et des toxi-infections

alimentaires a salmonelles (Bornert, 2000).

Dans un passé proche, les souches de salmonailéssigde différents hétes et différentes
conditions cliniques étaient considérées commemdifites espéeces et les bactériologistes les
appelaient aux noms des pathologies qu'elles pr@mrdcgpu au nom de I'espece animale dont
le bacille provenait, c'est ainsi qu'on &almonella enteritidis Salmonellagallinarum,
Salmonellaabortusovis, Salmonellatyphimurium.., puis sont arrivés les nhoms des lieux ou
ces germes ont été découvedsimonella panama Salmonella montevidep Salmonella
london..etc (Le Minoret al.,1994).
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2. Eléments de taxonomie et regles de nomenclature

Le genre Salmonella qui appartient ala famille des Enterobacteriaceae est
phylogénétiquement proche des genkEescherichiaet Citrobacter et phénotypiqguement

proche de genrdafnia.

La taxonomie se base aussi sur l'espece génonuguest définie maintenant comme un
groupe de souches reliées par un taux d'hybrid#itnN. - A.D.N. supérieur a 70 % avec
une instabilité thermique des hybrides inférieure5 a°C (Wayneet al., 1987). Ces
hybridations ont montré qu'il n'y avait que deugéees génomiques dans le gedagmonella

. Salmonella enterica(espéece habituelle) &almonella bongori (espece rare) (Yaet al.,
2003), Salmonella entericaétait subdivisée en six sous especgatmonella enterica
subsp.enterica, Salmonella enterica subsp.salarBaénonella enterica subsp.arizonae,
Salmonella enterica subsp.diarizonae, Salmonediaterica subsp.houtenast Salmonella

enterica subsp.indica.

En plus de cette subdivision en especes et enespesses, a I'heure actuelle, plus de 2800
sérotypes sont reconnus officiellement. Ceux-cultéat des multiples combinaisons des

antigénes somatiques O, de nature polysaccharidipseantigenes flagellaires H, de nature
protéique et, enfin,capsulaires (Vi). Le type dasskment en fonction des antigenes O et H
porte le nom de schéma de Kauffmann-White (Grinedrat.,2000).

3. Habitat

Le réservoir des Salmonelles ubiquistes est trge lat de nombreux animaux (mammiferes,

oiseaux, reptiles, poissons, insectes) sont subtept’héberger ces bactéries.

Elles peuvent se retrouver dans le milieu extérimire, eau, aliments pour animaux) ou dans
les aliments destinés a 'homme et proviennentréshgrande majorité d'une contamination
fécale ou elles peuvent persister quelque tempseate s'y multiplier suite a des conditions
favorables. En effet elles peuvent survivre de @ raois (selon la température: 4 a 20 °C)
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dans le sol ou en eau d'étang, pendant plus d'ulareles poussieres, jusqu'a 28 mois dans
les fientes séches de volailles, jusqu'a 5 ans kdadsvet de couvoirs et jusqu'a 13 mois sur
des carcasses de poulets congelés a - 21 °C (Eug8y. Mais, le principal réservoir est

constitué par I'intestin des vertébreés.

Ainsi tous les animaux sont des porteurs potendielsalmonelles dans leur tube digestif, qui
sont toutes virtuellement dangereuses et leur gidfu dans l'environnement est tres

importante, on parle de cycle des salmonelles @&b2000).

Chez les poulets, leur lieu d'élection est constitar le caecum, ce qui explique leur diffusion
dans les fientes caecales. Les animaux porteuns saicretent de facon intermittente les

salmonelles & raison de 10 & bactéries par gramme de féces (Humbert 1998).

Comme toutes les bactéries a coloration Gram-négalienveloppe des salmonelles est
constituée de 3 éléments : la membrane cytoplagratla membrane externe étant séparées
par un espace périplasmique constitué de peptidaggs. Cette derniere structure confére a
la bactérie sa forme et sa rigidité et lui permet rdsister a une pression osmotique
relativement élevée dans I'environnement (Ryc2gf0).

4. Caracteres culturaux et biochimiques

Les salmonelles sont des bactéries germes mésplailype aéro-anaérobie facultatif qui se
présentent sous forme de bacilles gram négatifliskensions moyennes de @,Sur 3,
jamais sporulés, et parfois encapsulés. La niébile ces bactéries est assurée par des
flagelles péritriches (a I'exception d& Gallinarumqui n'’en possede pas), peu exigeantes
d’'un point de vue nutritionnel qui peuvent se peudacilement dans un milieu ordinaire a
base d’extrait de viande. Leur développement estnappour des températures proches de la
température corporelle des animaux a sang chaud, 36°C, et un pH de 6,5 a 7,5. Leur
multiplication reste assurée pour des températdess,7 a 41°C. Le large spectre de
températures (-20 a 60°C) et de pH (4,1 a 9) ausaqlkes sont capables de survivre, ainsi
gue leur capacité a résister a de aw (activité 'édau) de 0,94 en font des bactéries
extrémement résistantes aux conditions environne&tlenmeéme difficiles (congélation) et

expliquent leur caractére ubiquiste.

Pour les caractéristiques biochimiques, les sadftemsont capables de réduire le nitrate en

nitrite, de se contenter de citrate comme sourceadsone et de fermenter le glucose avec ou
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sans production de gaz. Autres caracteres permditdantification biochimique du genre
Salmonella sont I'absence d'uréase et de tryptophane désamifiabsence de production
d’indole et d’acétoine (test de Voges-Proskaueatigl'absence de fermentation du lactose,
du saccharose, de linositol, de I'amygdaline, deddnitol et du 2-cétogluconate, la
production d’'HS a partir du thiosulfate (présence d'une thioselfeéductase), et la

décarboxylation fréquente de la lysine et de l'tinie. (Korsak, 2004).

Les deux especes du gerBalmonella peuvent étre différenciées par leurs caractéres
biochimigues :Salmonella bongori ne fermente pas le sorbitol, contrairemei@a@monella
cholerasuis, et elle se cultive sur un milieu coatd du KCN alors que la plupart des souches

de Salmonellacholerasuise se cultive pas sur ce milieu.

Figure 1: Salmonella enterica

www.medecinesciences.org
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Tableaul : Caractéristiques biochimiques difféesdiets des especes et sous espéces du genre
Salmonella(Grimont, 2000).

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

v: variable ou plus tardivement; +: plus de 90 % sleuches positives; -: moins de 10 % des soudsisves

5. Caractéristiques antigéniques

Il existe plus de 2800 sérovars 8almonella qui se différencient par la nature de leurs
antigenes. L'identification précise d’'ur@almonella consiste donc a déterminer sa formule
antigénique, Comme toutes les entérobactériesSdénonelles peuvent posséder trois types
d’antigenes ayant un intérét diagnostique. On riisie des antigenes somatiques (O), des

antigénes flagellaires (H) et des antigenes daserfLes antigenes O ont un chiffre arabe (1

14



a 67) et les antigenes H sont représentés paretine pour la phase 1 et un nombre ou une

lettre pour la phase 2.

L’identification du sérotype est réalisée en seorggmt au tableau de Kauffmann et white qui

donne la formule antigénique des sérotypes répéstqiGrandsart, 1998)
5.1. Antigene somatique O (Ag O)

Les antigénes O sont des antigénes de la par@aqtiportés par les chaines spécifiques du
lipopolysaccharide (LPS). L'antigéne O possede plepriétés immunisantes, c'est un
complexe contenant une protéine, un polysacchaiden composé phospholipidique. On
distingue 67 facteurs O selon la nature des suenémnt dans la constitution des unités

oligosaccharidiques du polysacchar{tieimbertet al.,1998).
5.2. Antigene flagellaire (Ag H)

C'est un polymere de flagelline (protéine de stmgctdes flagelles). Cet antigéne est
thermolabile, détruit par la chaleur a 100° C, paction de l'alcool et par les ferments
protéolytiques. La grande majorité des sérovarsquEnt deux systémes génétiques et peut
exprimer alternativement deux spécificités difféesnpour leur antigene flagellaire. On dit

gue les antigenes flagellaires S$almonellasont diphasiques (Humbeat al.,1998).

5.3. L'antigene de virulence (Ag Vi)

C'est un antigene de l'enveloppe, il a été idéntithez trois types de sérovars : Typhi,
Paratyphi C et Dublin mais toutes les souches desémvars ne possedent pas forcement cet
antigéne (Humbert al.,1998).

Cet antigene est considéré comme un antigene feceufDumas1958), il est distinct de
l'antigene somatique et de I'antigéne flagells&di@n présence rend les germes inagglutinables
par les anticorps O. Il ne se développe pas siutares sont effectuées au dessous de 25°C
et au dessus de 40°C. Un chauffage a 100°C leidétries germes deviennent agglutinables

par les anticorps O. Il est de nature glucidolipolgpeptidique.
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Tableau2: Formules antigéniques de quelques sé&ralersalmonelles isolées des volailles

(Euzeby, 1997)

SEROVARS ANTIGENES O ANTIGENE H
Phase 1 Phase 2

Groupe B (0O:4) [ 1,2

Salmonella typhimurium 1,4,[5],12 e,h 1,2

SalmonellaSaintpaul 1,4,12,27

Groupe C1 (O :6,7) r 15

Salmonella infantis 6,7 g,m,s -

Salmonella montevideo 6,7

Groupe C2 (0 :6,8) z10 e,n,x

Salmonella hadar 6,8 e,h 1,2

Salmonella newport 6,8

Groupe D2 (0 :9,12) g,m -

Salmonella enteritidis 19,12 - -

Salmonella gallinarumy 1,9,12

pullorum

6. Résistance et sensibilité aux agents physiquekimiques

Les salmonelles se multiplient dans une large ptlgeempérature, entre 5 °C et 47 °C avec
un optimum de 37 °C (Le Boucher et al.1997). Eretefelles peuvent survivre a des
températures treés basses, alors que des alternaocgglation-décongélation partielle,
appliquées a un aliment contaminé peuvent, pat eféeanique, détruire une proportion non
négligeable des salmonelles présentes. Mais leglégecaniques infligés aux aliments sont

considérables, et incompatibles avec leur utilgatiltérieure (Doyle et al.1990).

Beaucoup de facteurs affectent la destruction désomnelles par la chaleur, un de ces
facteurs est la souche, pour I'exemPdmonella senftenbergésiste 10 a 12 fois plus que le
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temps moyen de résistance 8almonella Spp. (Bell 2002). La composition de Il'aliment
intervient aussi, en effet la valeur D (Temps déuofion décimale) a 60 °C est de 0,27
minutes pour des ceufs entiers contaminésSpamonellatyphimurium en leur ajoutant 1 %

de saccharose, la valeur D double et devient Onbites.

L'activitte de l'eau dans laliment et I'humidité denvironnement interviennent dans
I'inactivation des salmonelles par la chaleur, pkexempleSalmonellaest 650 fois plus
résistante a la chaleur dans le blanc d'ceuf sé&chgdqudre) que dans des ceufs a I'état liquide
(Bell, 2002). Les salmonelles évoluent assez bidasapH entre 4 et 9, le pH optimum étant
de 7 (Grimont, 2000), mais la aussi tout dépenthd®uche, de la température d'incubation,
de l'activité de I'eau (qui doit étre comprise err945 et 0,999), du nombre d'organismes

présents et de la composition de 'aliment (B€I02).

Le potentiel d'oxydo-réduction est aussi importdmen queSalmonella peut croitre aussi
bien en aérobiose qu'en anaérobiose, la croissesiceallentie et parfois inhibée par le
potentiel d'oxydoréduction en dessous de — 30 myyidet al., 1990).

Les salmonelles sont peu sensibles au sel (Nal&} ent été isolées de saumures a 3,2 %
(Peiffer 1999), leur développement est limité gsrdompétitions consécutives a la croissance
d'autres flores. Elles sont sensibles au crésyauat désinfectants courants en élevage:
glutaraldéhydes associés aux ammoniums quaterriaitesu 2 % mais aussi aux vapeurs de

formaldéhyde, utilisés pour la fumigation des odBfsiffer, 1999).

Par ailleurs, les salmonelles sont capables ddavserdans les effluents d'élevage (fumier,
lisier), les eaux, les rongeurs, les animaux postet 'homme mais résistantes de quelques

semaines a quelques mois dans le milieu extériegénéral (Peiffer, 1999).

7. Résistance aux antibiotiques

Chez les animaux, les agents antimicrobiens désigoér le traitement des maladies sont
parfois utilisés de facon anarchique, sans diagngstcis, en doses insuffisantes ou en
surdosage, qui peut engendrer une résistance iamtienne chez ces animaux.

L’antibiorésistance est I'un des problemes majdarsanté en médecine humaine et animale,
elle est aussi reconnue par I'0.M.S., comme unl@nmud émergent de santé publique, de fait

gue le phénomene est d'autant plus important cpriterne des germes pathogenes pouvant
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étre transmis a I'homme. Le monde bactérien siéséaapable de s'adapter aux antibiotiques
et il est remarquable que les bactéries isoléesfedtions humaines et animales
progressivement et de plus en plus fréquemmerdtagsnt aux antibiotiques successivement

apparus. (Elgroudt al.,2008).

A tout instant, une pression de sélection est i@asux populations bactériennes et les
antibiotiques contribuent a cette pression, c'exeimple des tétracyclines qui sont les plus
utilisées et continuent a étre utilisés comme #ddilimentaires dans certaines parties du
monde (Elgrouckt al.,2008).

L'antibiorésistance des salmonelles réduit I'efitéa thérapeutique et prophylactique des
antibiotiques utilisés en médecine vétérinaire @epun probleme a I'hygiéniste, car ces
bactéries résistantes peuvent étre transmisesrartie (Elgroucet al.,2008).

8. Pouvoir pathogéne

La pathogénie des infections a salmonelles a aticyl@&rement étudiée, et si des zones

d’ombres subsistent, les grandes étapes sont désoassez bien connues.
On peut distinguer d'un point de vue pathologique:

- Les salmonelles majeures (adaptées a 'hommenedamSalmonellathyphiresponsable a

la fievre typhoide mais ausSalmonella paratyphiA, B et C (surtout B) responasable a la
fievre paratyphoide (Euzeby, 1997). Ces fiévras gpaves, souvent mortelles si elles ne
sont pas traitées; c'est I'antigene somatique (AguDest la cause du syndrome typhique par

choc endotoxique.

- Les salmonelles mineures dites aussi ubiquitacesubiquistes et plus souvent non

typhoidiques: toutes les salmonelles sont potéetieint pathogénes mais la gravité de
I'affection provoquée est en fonction de la souehde la quantité de bactéries ingérées. Ce
sont toutes les autres salmonelles qui provoquenttfections variées en pathologie animale
et des gastro-entérites infectieuses en pathologmeaine, parfois des septicémies chez les
immunodéprimés, les jeunes enfants, les vieillakels, malades chroniques et les femmes
enceintes. Ce sont les agents des T.l.A.C. (Tdeetions Alimentaires Collectives), qui sont

les plus a craindre, la contamination a toujous lpar voie digestive, l'invasion de
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l'organisme se fait par un processus entéro-invBgi§ localisations organiques diverses ont

été décrites. En général, les salmonelles peuvdrgieer selon Carlier (2001) :

- soit un portage sain, strictement limité au tdligestif, avec une excrétion de salmonelles
allant de moins de 10 & 1@ermes par gramme de féces. L'excrétion fécalé pea

intermittente, on parle de porteur inapparent.

- soit un portage sain avec passage de quelquedsrieacdans l'organisme mais sans
symptémes apparents, les salmonelles sont hébalgéedes monocytes et les macrophages

ou elles sont capables de survivre sans se maltifidactéeriémie).

-soit une maladie avec symptomes diarrhéiques e¢tertiyermie, lorsque le systeme
immunitaire de I'n6te est soit déficient, soit d&ggapar le nombre de salmonelles envahissant
l'organisme, cette pathologie peut s'exprimer favaur d'ingestion d'une dose de l'ordre de

10° & 16 germes.

A la suite d'une multiplication importante dansube digestif, d'une quantité initiale faible, la
multiplication survient suite a des perturbationsdgséquilibres de I'écosystéme digestif par
un stress ou par une pathologie intercurrente, dargernier cas, l'ingestion des salmonelles

peut étre trés antérieure a l'expression de laofmagte elle méme (Humbert, 1998).

Certains sérovars ubiquistes sont tres spécifigieeshote, exemples S. abortusequi et
S.abortus ovisqui provoquent des tableaux cliniques tres paitics tel que les avortements
ou un syndrome de fievre entérique chez la volaiber S.pullorum gallinarumHumbert,
1998). La virulence des souches semble étre deen@mhbreux facteurs, les uns sont liés a la
souche tels les pili ou fimbriae, le réle des flege la structure du L.P.S., le systeme de
captation du fer, les toxines, la capacité de sudans les macrophages et la présence d'un
plasmide. D'autres sont plut6t liés a I'hdte conendose infectante, la voie d'inoculation et
I'état immunologique de l'individu (Murray, 199h)ais les bases moléculaires qui permettent
la transgression de la barriere digestive puisitais et la multiplication dans les cellules de
défense d'un héte donné sont encore mal connueskett;1998). En revanche Rhenal.,
(1992), rapportent que le pouvoir pathogéne d'umetébie correspond a l'association d'un
pouvoir invasif et d'un pouvoir toxique, dépendatdgshases moléculaires plus ou moins bien
définies.

8.1. Pouvoir invasif
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Les différences dans le pouvoir invasif entre dédfdes souches et méme entre différents
phagotypes sont souvent associées a plusieursifsctmmprenant la capacité des souches a
se multiplier et coloniser la région iléo-caecale tdbe digestif mais aussi a une quantité
importante de bactéries dans la lumiere intestinizdevirulence est exercée par I'Ag O du

L.P.S. qui participe toujours a la phase initiagd'ohvasion.

La localisation de germe aux organes internegjuel le foie et la rate, s’explique par la
richesse de ces organes en tissu réticulo-endaltti{fds cellules phagocytaires captent les
salmonelles a partir du sang (Carreilal., 2004). L'acidité du pH de I'estomac est déja un
stress important pour les bactéries et nécessitpréssion de certains genes de résistance
contre l'acidité, malgré cela, seul 1 % de l'inaoulva survivre et qu'en plus durant I'infection
80% des bactéries qui survivent a l'acidité dedfeac, va étre évacué avec les féces dans les
6 a 10 heures post-infectieuses et approximativedt vont atteindre la lumiére intestinale
du caecum et le gros intestin et seulement 5% &onter a pénétrer la paroi intestinale et

parvenir au tissu lymphoide ( Bauneteal.,2000).

Les protéines flagellaires de surface et les orgathésifs semblent avoir un réle moins
important (Rhen et al.1992). La virulence est aassiociee aux systemes de régulation, la
mise en ceuvre de ce circuit de régulation abouldt Banscription d'une cascade de genes

participant a la virulence.

8.2. Pouvoir toxique

Selon des travaux réalisés, trois types de toxioes été associées aux infections a
salmonelles. L'endotoxine ou toxine glucidolipidmgique est certainement responsable des
symptomes toxiques dans une salmonellose invadilaetion de cette toxine sur les
parametres biologiques aboutit & une hypotensid@rigite, I'installation d'un collapsus
cardio-vasculaire et dans certains cas l'installati’'un état de choc pouvant aboutir a la mort.
L'action toxique est supportée par le lipide A. ldesix autres toxines sont la cytotoxine,
élaborée par la membrane externe, qui inhibe lahége des protéines dans les cellules
épithéliales et I'entérotoxine, ressemblant a kint du choléra et serait responsable de
laugmentation du taux intracellulaire d’A.M.P. @ubsine Mono Phosphate) cyclique et

l'accumulation des fluides (Rhehal.,1992).

II. Manifestations humaines des Salmonelloses : les TTA
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Un foyer de Toxi-Infection Alimentaire CollectivallAC) est défini, selon I'Organisation
mondiale de la Santé, par la survenue d'au moing das groupés, d'une symptomatologie
similaire, en général digestive, dont on peut rapola cause a une méme origine

alimentaire. (Haeghebaert, 2001)

Les toxi-infections salmonelliques se déclarenal?4 heures apres l'ingestion des aliments
contaminés et se caractérisent par les symptdnesnsst Une diarrhée constante (10 a 15
selles par jour), fétide et liquide parfois mucoglante, les douleurs abdominales peuvent
evoquer de facon trompeuse une urgence chirurgicaléievre est frequente souvent élevéee
a plus de 39 °C, accompagnée de frissons et desaaéanéral. La soif et I'anorexie signent

une déshydratation inquiétante chez les vieilland$es treés jeunes enfants.

L'évolution est en régle générale spontanémentrdd® en trois a cing jours sans aucun

traitement antibiotique. Selon I'expression climaqun distingue:

- Les formes atténuées : maladies peu ou pas symagitpies qui se limitent a quelques selles
diarrhéiques mais d'intérét épidémiologique cat d excrétion de salmonelles dans les selles
et donc possibilité de contamination de I'entourage

- Les formes trés graves : Elles sont pseudo-dagoiés avec fréquence de selles et
déshydratation secondaire. Elles peuvent étre nsgides d'une certaine mortalité (1 %)

(Carlieret al.,2001), chez les jeunes enfants ou les vieillards.

-Les formes trompeuses : dites pseudo-chirurgicabaselles sont sporadiques et en absence
de données anamnéstiques, elles présentent uauabéeudo appendiculaire avec défense

abdominale fébrile nécessitant le recours a urudien.

II. La pathogeneése de l'infection &almonella chez les volailles et les
ceufs

1. Les sources de contamination

Les exploitations de volailles peuvent s’'infectar mifférentes voies. On distingue de
maniére générale la voie horizontale et la vorticede
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1.1 Contamination horizontale

La contamination horizontale est possible pour tesssérovars et elle est favorisée par la
résistance des Salmonelles ubiquistes dans leurabeérieur. Elle peut se réaliser sur un
mode horizontal direct entre animaux sains et amxriafectés ou sur un mode horizontal
indirect par l'intermédiaire des aliments, de lauggiére, du matériel d’élevage et des

batiments.

Plusieurs facteurs peuvent intervenir dans la tagson horizontale. Tout d’abord, la
persistance de l'infection dans les batiments dage et dans les couvoirs joue certainement
un grand réle (Gradel et Rattenborg, 2003). Les edtles souris peuvent étre porteurs de
l'infection et contaminer les batiments et les alirts. En effet, il a été démontré que les
souris capturées dans les environs d’'un batimdmgrigéant des poules pondeuses infectées,
étaient 4 fois plus souvent trouvées positives [@almonella que les souris capturées aux

alentours d’'un batiment hébergeant des poules psedanon infectées.

Une étude a montré que dans 14 batiments pour ipsuss I'engrais, les coléoptéres
hébergeaient la méme souche $&monella que les poussins (Skoet al., 2004). Il a
eégalement été démontré que les moustiques et tegledarine dans les élevages de volaille
peuvent héberger deSalmonella Quand on relache des coléopteres contaminés par
Salmonella dans une chambre contenant des poussins sensibieslerniers sont infectés

endéans les 4 jours.

L'eau de boisson et les aliments constituent égamemd’importantes sources de
contamination pour la volaille. Les abreuvoirs statilement contaminés par les becs des
poussins, leurs pattes et les fientes et les atsrsnt souvent contaminés durant le stockage

et la préparation.

Les personnes qui entrent dans les poulaillers ggatement des matériaux introduit dans
des batiments peuvent étre porteursSaémonella Finalement, il faut tenir compte du fait
gue seuls quelques poussins positifs dans un Iqgiluleurs milliers sont suffisants pour
contaminer I'ensemble du lot. De plus, les poussmmstendance a picorer dans la litiere et

dans les féces, ce qui facilite la disséminatiofiiaiection.

1.2. Contamination verticale
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Contrairement aux autré&almonella qui ne sont retrouvées qu’en contamination deasarf

de la coquille de I',eufSalmonella enteritidigpeut étre isolée dans le contenu d'un ceuf
intact. Des études américaines et francaises onobuwlié la transmission de la bactérie de la
poule a I'ceuf par voie ovarienne, donc la contatronade I'ceuf fécondé, lors du passage de

la bactérie des parentales aux poussins.

2. Contamination chez les volailles

La plupart des bactéries appartenant a I'esfadmonellapeuvent coloniser un large spectre
d’hétes. Néanmoins, certains sérotypes sont adaptésspectre d’hétes plus restreint, ce qui
signifie qu'’ils ont acquis une série de propriégésétiques qui leur permettent de coloniser
de maniere préférentielle et persistante ce tyg®tds. Certains sérotypes sont mémes
exclusivement associés a un seul héte, comme pan@&S. gallinarumchez la volaille. Ces
sérotypes induisent souvent une pathologie séveie |étale. Dans les pays industrialisés,
les sérotypesentéritidis et typhimurium sont prédominants. Ces sérotypes n'ont pas de

spécificités d’especes, et leur épidémiologie estgexe. (Uzzaet al.,2000).

En général, la pathogenése débute avec I'ingedBda bactérie par voie orale. Les bactéries
passent dans [lintestin et s’attachent aux cellubgsthéliales. Aprés cette phase

d’attachement, la bactérie peut envahir les calldpithéliales. Ensuite, aprés la phase
intestinale, il y a une phase systémique au coeifaqgluelle les bactéries peuvent survivre et
persister dans les macrophages (figure 1). Poudif&sents processus la bactérie possede
une série de genes de virulence, qui sont regrospésle génome dans des ilots de
pathogénicité.

2.1La phase intestinale

Salmonellaest tout a fait capable de survivre a I'aciditd’dstomac et peut donc passer dans
lintestin (Van Immerseett al.,2005). Les caeca constituent le site le plus inambrpour la
colonisation intestinale chez la volaille. Les léaiets s’attachent a la paroi caecale par des
interactions de type récepteur-ligand. Les fimbribe la bactérie et les résidus de type
mannosyl dans le mucus et sur les cellules épdtlelisont impliqués (Van Immerselal.,
2005). L'invasion des cellules épithéliales constitine étape cruciale dans la pathogenése.

Au moment ou la bactérie s’attache a la celluléghétinle du caecum, elle injecte une série de
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protéines bactériennes dans la cellule de I'hétdephiais du systéme de sécrétion de type 3
(type lll secretion system, TTSS). Ces protéinest smdées par I'llot de pathogénicité
numéro 1 $almonella pathogenicity island, SPI-1) (Van Immersetkl.,2005). Ce systéme
de sécrétion de type 3 est constitué d’'une sorteaguille » sur la membrane externe de la
bactérie dont la fonction est d’injecter des proéide la bactérie dans la cellule eucaryote.
Le SPI-1 deSalmonellaest un élément assez large (43 kb) sur le chromestara bactérie
qui code pour toute une série de protéines, norermemt des protéines structurales
nécessaires pour former l'appareil du TTSS, maissiades protéines régulatrices et des
protéines qui sont injectées a travers I'« aigusllelans la cellule de I'h6te. Ces protéines
bactériennes injectées interagissent avec lesipestée la cellule de I'héte. Leur effet
principal est une réorganisation du squelette aellale épithéliale qui induit la formation de
projections du protoplasme cellulaire (ruffles) amritourent la bactérie. A la suite de ce
processus qui est activé et contrélé par les preséile la bactérie injectées dans la cellule, la
bactérie se retrouve dans une vacuole a l'intérgkirla cellule. Tout ceci constitue le
processus d’invasion. Une fois a l'intérieur decédlule héte, on estime que la bactérie est
capable de réprimer le processus normal d’apopteda cellule (processus de mort cellulaire
programmé). Ce phénomene génere un environnemerd l@gguel la bactérie peut se
multiplier tranquillement a I'abri du systeme imnitaire de I'héte (Van Immerseelt al.,
2005).

Les protéines codées par le SPI-1 sont égalemapiigimees dans l'attraction des cellules
immunitaires de I'hnéte vers la paroi intestinaleprés une infection expérimentale, on
retrouve, endéans les 24 heures, de nombreux ges hétérophiles, macrophages,
lymphocytes T et lymphocytes B dans la paroi imeé (Van Immerseedt al., 2005). Les
macrophages peuvent ingérer les bactéries qui miaadeavers la mugqueuse caecale, ce qui

constitue le début de la phase systémique de tiiafe.

2.2 La phase systémique

Les bactéries sont ingérées par les macrophagds phagocytosesalmonellapeut survivre

et se multiplier dans les macrophages. Ces dsrpaivent passer dans le sang et disséminer
vers les organes tels que le foie et la rate, d@®netrouve en abondance (Barrow, 1999). La
bactérie se trouve dans une vacuole du cytoplasmnmeadrophage dont sa multiplication de a
I'intérieur des macrophages est sous le contrdlsydteme de sécrétion de type 3 (TTSS)
codé par IMlot de pathogénicité 2 (SPI-2). Ce TTSHEI-2 a également la structure d’une
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«aiguille » par laquelle des protéines de la bactont injectées a travers la membrane de la

vacuole (Van Immerseet al.,2005).

Les Salmonella disposent d’'une batterie de mécanismes qui leungtent de survivre a
l'intérieur des macrophages. Aprés la phagocytdsebactérie reste a lintérieur d’'une
vacuole (vacuole contenant d8slmonella, VCS). Normalement, quand les macrophages
internalisent une bactérie, la vacuole contenabtlzérie va fusionner avec le lysosome, qui
contient des substances toxiques pour la bact€effet des protéines du TTSS SPI-2 est

justement d’inhiber cette fusion entre la VCS dyssome.

Outre les enzymes des lysosomes, le macrophagesdispncore d’autres systémes tres
performants pour tuer les bactéries, systemes wmgiiisent, notamment, la production
d’oxygene réactif et d'oxyde nitrique. La NADPH aase des phagocytes est effectivement
une arme tres efficace dans la lutte du macropltagdre les bactéries. Ce complexe
enzymatique catalyse la réduction d'oxygene en rexgde qui a un puissant effet

antibactérien.

Dans les macrophages non-activés, la compartimentdtt NADPH-oxydase entre une sous-
unité liée aux membranes et une autre située damytbsol, assure qu’il n'y ait pas de
production de radicaux toxiques. Aprés la stimalatdu macrophage, les différentes sous-
unités vont fusionner et former le complexe enzymouat actif (Vazquez et Fang, 2001).
Salmonelladispose d’'une stratégie pour éviter ou inhibemptaduction de ce complexe
enzymatique car elle contient des superoxydes desas, des catalases et des anti-oxydants .
De plus,Salmonella peut bloquer la migration des vésicules conteraMMADPH oxydase
vers le VCS. Ce dernier phénoméne est égalemest Isocontrdle du TTSS SPI-2. Enfin
Salmonella dispose également d’outils permettant de manipalerabilité des macrophages
en sa faveur. Par un mécanisme encore inconnuatizrie semble étre capable de sentir le
niveau d’activation du macrophage et de modifiemiede d’induction de la mort cellulaire
selon ses besoins (nécrose, apoptose). En effe€drose mene a une perte de l'intégrité de
la membrane cellulaire et au relachement du contstiulaire, ce qui attire les cellules
immunitaires. Dans la phase initiale de l'infectian niveau de l'intestin, quand les premiers
macrophages sont attirés, la bactérie induit lat watulaire par nécrose, ce qui attire encore
plus de macrophages (Van Immersetedl., 2005). Une fois que l'infection systémique s’est
établie, la mort rapide de la cellule héte conetiit un désavantage pour la bactérie. A ce
stade, la bactérie demeure dans une niche intuémiedl et retarde la mort cellulaire afin
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d’avoir plus de temps pour se multiplier dans |Buge héte et atteindre d’autres organes et
tissus de I'h6te. La mort tardive de la celluleehdéé produirait par apoptose, ce qui n’induit

pas d’inflammation nuisible a la bactérie (Van Inmseelet al.,2005).
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Figure 2 : Pathogénése d’une infecticBadmonella

1) apres ingestion orale, les bactéries passeniggeamac pour arriver dans la lumiére intestinale

2) les bactéries s’attachent aux cellules épitledliat induisent une modification des filament<tire de la cellule ;

3) ceci donne lieu a une internalisation de ladr@dans la cellule épithéliale ;

Salmonellaest capable de se multiplier a I'intérieur de lBube eucaryote ;

4) des macrophages vont migrer des vaisseaux sengeiis la paroi intestinale et font partie d’uéaction inflammatoire ;

5) ces macrophages peuvent phagocyter les bact8aémonella dispose de mécanismes qui permettent a la bactérie
survivre et méme de se multiplier a I'intérieur descrophages;

6) les macrophages infectés peuvent passer daasdeet se disperser vers d'autres organes, teltacate et le foie. Ceci
constitue la phase systémique de l'infection.

2.3Symptdémes

L'infection par les sérotypes ubiquitaires cherdhille est surtout associée a la maladie des
trées jeunes oiseaux. Les signes de séveres infectibez les poussins sont généralement
similaires a ceux observés chez les autres saliosesl aviaires (pullorose et typhose) ou
ayant de trés étroites analogies avec des signesatidies septicémiques (Shivaprassad,
2003). La contamination des oeufs par les salmesigleut mener a un niveau tres élevé de
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mortalité embryonnaire et une mort rapide des posssiouvellement éclos, avant
I'observation de signes cliniques (Gast, 2003). kigmes de la maladie sont rarement

observés apres les deux premiéres semaines de la vi

La maladie clinique a sérotypes ubiquitaires nfesimalement pas associée aux volailles
adultes mais certaines salmonelles congaknonella enteritidigt Salmonella typhimurium

qui sont douées d'un pouvoir invasif et passents dansystéeme lymphoide grace aux
macrophages, dans le foie et la rate puis danarig st envahissent les organes (ovaires et
oviductes) peuvent étre responsables de somnommeyeux clos, d'anorexie, de retards de
croissance, de chutes de ponte, entérites, hépatifgarfois des malformations. Les animaux
tres affectés présentent une diarrhée liquide peofla mortalité est généralement faible mais
peut atteindre 10% des animaux malades (Humbe38; Xarlier, et al.2001).

Dans la plupart des cas, les volailles sont detep sains ou la maladie évolue sous forme

chronique et les salmonelles sont excrétées de fiagermittente.

2.4Lésions

Chez les tres jeunes poussins, il y a développeniané septicémie rapide qui peut causer
une tres forte mortalité avec peu ou pas de lésf@nand le cours de la maladie est plus long
ou infection a certains sérotypes, on a parfoppbaition de sévéres entérites accompagnées
de foyers nécrotiques de la muqueuse de l'intagtite. Les caecas, la rate et le foie sont
congestionnés (foie bronzé apres oxydation a l'air)tuméfies avec des suffusions
hémorragiques ou des foyers nécrotiques. Les seinmisparfois tuméfiés et congestionnés. On
peut également observer des péricardites, des diteghaes Iésions génitales dégénératives
et des inflammations pulmonaires, des ovaires €bdeluctes (Gast, 2003).

2.5Influence de I'age des animaux

Dans les conditions naturelles, les poussins copaésges poules sont rapidement colonisés
par les flores maternelles qui s'opposent a larisédion par des germes exogenes dont les
salmonelles. En élevage intensif, la colonisatier’iitestin des poussins est impossible du
fait de la séparation physique totale des géndmatit les poussins sont particulierement
sensibles. Le nettoyage et la désinfection réguligs couvoirs et des batiments d’élevage ne
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permettent pas d’'assurer cette transmission dessflutochtones et le poussin nouvellement

éclos peut étre infecté par des doses tres failelemimonelles. (Benson et Keller, 1998)

Cette ségrégation entre les générations est faeopaur éviter la transmission d’éventuels
germes pathogénes entre ascendants et descendamtditton d’effectuer une désinfection
des ceufs mis a couver et de respecter une hygaitaige stricte dans les couvoirs. Si ces
conditions ne sont pas respectées, il peut se peodoe fausse transmission verticale due a

une pénétration directe a travers la coquille sipar les féces.

3. Contamination de 'ceuf

La contamination de I'ceuf p&almonella enteritidigst possible a travers la coquille quand

I'ceuf est contaminé par des matieres fécales (Wendrseekt al.,2005).

Il est également possible que la contaminatiorieit directement dans le jaune d'ceuf, le
blanc d’'ceuf, la membrane interne de la coquilléaocoquille méme avant la ponte de I'ceuf,

suite a I'infection du systeme de reproductionalpdule (Timonet al.,1989) .

3.1 La contamination de la surface de I'ceuf et la gnétration a travers la

coquille.

La présence dBalmonellasur la surface extérieure de la coquille de I'atud €ontamination
du contenu de l'ceuf présente une menace pour l@ sarblique. La surface peut étre
contaminée soit dans la partie distale de I'oviduait par le biais d’'une contamination

fécale.

Plusieurs recherches ont démontré la possibilitthel’pénétration a travers la coquille de
I'ceuf dans des conditions de laboratoire avec wiffts sérotypes dealmonella,comme par
exemple Salmonella enteritidiet Salmonella typhimuriurtBerranget al.,1999), Ce qui peut
expliquer que le contenu de I'ceuf pouvait étre aommé immédiatement apres la ponte par

des bactéries passant a travers les pores ousdasss dans la coquille.

Le niveau de contamination varie selon plusieuctefas : le surpeuplement conduit & une
forte production de matiéres fécales ainsi qu'a wmgymentation de la température
d’ambiance des locaux favorable a la multiplicatioitrobienne, la mauvaise hygiéne des
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locaux et du matériel qui favorise la persistanes dalmonelles dans les poussieres, l'air

ambiant et au niveau des surfaces de ponte.

3.2Contamination de I'ceuf pendant sa formation.

Les poules atteintes d’infections des ovaires osi adductes paiSalmonella enteritidis
(souvent sans signes cliniques) vont contaminernddgeux internes de l'ceuf avant la

formation de la coquille.

Salmonella enteritidia été isolé principalement dans le jaune ou lralbhe d’environ 10%
des ceufs durant les 2 premiéres semaines suivantulation expérimental oral, ce qui
suggere la possibilité de I'infection paalmonella enteritidisransovarienne (Timonest al.,
1989). La capacité de l'infection transovarien@éaegalement démontrée par l'isolement des
salmonelles a partir du jaune et / ou de l'albundiveufs pondus par des poules contaminées
par Salmonella enteritidis(Shivaprasadet al., 1990). Les modifications pathologiques
macroscopiques observées dans l'ovaire et I'ovdaddetla poule pondeuse ou reproductrice
ont également indiqué la possibilité d’'une transiois transovarienne d&almonella

enteritidischez les volailles.

Le jaune ou l'albumine est probablement contamipdésnd l'ceuf pondu par une poule
infectée passe de l'ovaire par l'oviducte avattelcouverts par la coquille. En outre, le fait
gue l'albumine était plus fréquemment contaminés lgyaune a suggéré que certains ceufs

ont été infectés dans le péritoine ou I'oviductkiy8prasacet al.,1990.).

La différence dans la proportion des ceufs contedastsalmonelles peut dépendre de la
la taille des troupeaux examinés, car une proporiioportante et petite a été observée
respectivement dans des petits et des grands #ouxpéDuguid et North, 1991).
Les Salmonelles ont été isolées a un nombre failgartir des ceufs pondus par des poules
infectées paiSalmonella enteritidisLe systeme complexe des barrieres membranagss, |
composants antibactériens dans I'albumine et kuteen grande quantité des anticorps dans
le vitellus peut expliquer la présence d’'un petitmire seulement de bactéries dans I'ceuf
(Suzuki, 1994).

Il reste néanmoins difficile de faire la distingticentre une contamination pendant la

formation de I'ceuf ou apres la ponte de celui-can® le cas des ceufs fécondés, une
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contamination de la membrane interne de la cogpél# mener a la situation que le poussin

ne sera contaminé que tardivement et, parfois mémmoment de I'éclosion.

V. Méthodes de détection et de caractérisation

1. Techniques classiques de détection

Les micro-organismes pathogénes dans les aliméats I'environnement ou bien dans les
matieres fécales sont généralement présents émpetbre et peuvent entrer en concurrence
avec une flore saprophyte, abondante dans certaiatsces alimentaires. Etant donné les
conditions de traitement et de conservation desegits, les bactéries peuvent étre stressées.
Pour isoler les bactéries, I'analyse microbiologiqulassique des aliments nécessite donc
plusieurs étapes successives ce qui entraine upstel® réponse relativement important
(Waltman, 2000).

La premiére phase consiste en une revivificati@tg® la réalisation d’'une suspension-mere
de pré-enrichissement, dans laquelle I'échantikst généralement dilué au dixieme. Le

diluant est généralement constitué par de I'eatopege tamponnée.

Le préenrichissement permet la croissance desoselies soumises a un stress ou
endommagées par des facteurs comme l'expositiorm &hhleur, la congélation, la
déshydratation, les agents de conservation, urte fimession osmotique ou d'importantes

fluctuations de température (D'aoust, 1989).

La deuxieme étape consiste a un enrichissemerdati@®nelles. La sélectivité du bouillon et
la température d'incubation relativement élevéeagmant I'élimination d'une grande partie de
la flore d'accompagnement et favorisent la croissales salmonelles. Trois types de milieux
d’enrichissement peut étre utilisés : le bouillonuldr-Kauffmann au tétrathionate, le

bouillon sélenite-cystine et le Rappaport-Vaadik.

Le bouillon Muller-Kauffmann au tétrathionate déem premier temps par Muller en 1923 et
modifié par Kauffmann en 1935. La sélectivité darikeu est assurée grace a la présence de
sels biliaires et le vert brillant qui inhibent meipalement le développement des
microorganismes a Gram-positif, et a la producegtemporanée de tétrathionate, résultant
de l'action de la solution iodo-iodurée sur le thilfate de sodium, qui provoque l'inhibition
des coliformes et de la plupart des bactériestintdss.
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Le bouillon sélenite-cystine développé par Leifsen 1936, est un autre milieu
d’enrichissement. Son teneur en sélénite permeisdrar 'inhibition des microorganismes
autres que les salmonelles et notamment des cukfret des entérocoques. Les

Pseudomonas et les Proteus ne sont pas totalemhédgs.

Le bouillon Rappaport-Vassiliadis décrit par Rgmpéaen 1956 puis modifié par Vassiliadis
en 1979 est utilisé comme un milieu d’enrichisseinmgndce a la forte concentration en
chlorure de magnésium ainsi que la présence demadechite qui ralentissent la croissance

des germes autres que les salmonelles.

Les méthodes prévoient ensuite un isolement, qugiste en un étalement sur boites de Pétri,
contenant également des milieux sélectifs. Celameerde visualiser les colonies
caractéristiques, dont le nombre aura été conditdment augmenté durant les phases
précédentes. Ces milieux doivent permettre au paedale laboratoire une distinction facile
entre salmonelles et non-salmonelles. En 2000, fiéaltrapporte qu’il existe plus d’'une
quinzaine de formules différentes de milieux madique, toutefois, que levert brillant»
(VB) et le «xylose lysine tergitol-4» (XLT4) sorgd plus performants pour les viandes de
volailles et les échantillons d’environnement provet d’exploitations avicoles. Un autre
point important a signaler est I'existence chexdille, dans certains cas, de souches de
Salmonella gallinarum ne produisant pas de H2S,uggut compliquer la reconnaissance
des colonies sur un milieu d’'isolement. En effetdistinction entre les colonies se base sur la
propriété de production de sulfure d’hydrogene lpar salmonelles qui apparaissent alors
comme des colonies munies d’'un centre noir commespemple sur la gélose SS qui est
décrite par Leifson en 1935. La sélection de ceemiést basé sur le degré d'inhibition des
microorganismes Gram positifs et des Enterobaceam autres gugalmonella et Shigella

gu'elle inhibe en raison de sa teneur en seldrediaen vert brillant et en citrates.

La gélose au vert brillant décrite par Kristensénak en 1925 est aussi utilisée pour
sélectionner les salmonelles. Ce milieu contietddéose, le saccharose et le rouge de phénol
a la base du systeme de différenciation, qui exébsefermentant du lactose et/ou du
saccharose (ex. E.coli), tandis que les salmonaekeproduisent pas d’acide a partir de ces

sucres. Le vert brillant est 'agent sélectif quhibe les flores présentes.

L’étape de confirmation, qui suit I'isolement, c@te en la sélection d’'une ou plusieurs

colonies caractéristigues en vue de leur purificati L'identification biochimique et
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sérologique se base sur le comportemergalmonellavis-a-vis des galeries destinées a leur

caractérisation.

1.1.La méthode horizontale de référence ISO 6579
La norme NF EN ISO 6579 est la méthode horizond@eréférence pour la détection de
Salmonella spp. Dans une denrée alimentaire, mais égalemen$ das échantillons
d’environnement collectés dans les entreprises-algreentaires (Association Francaise de
Normalisation, 2002).
Cette méthode est basée sur quatre étapes : &poissement, I'enrichissement, l'isolement
et enfin l'identification

v' Le pré-enrichissement permet la croissance desoselies soumises a un stress ou
endommagées par des facteurs comme l'expositi@n cdodleur, la congélation, la
déshydratation, les agents de conservation, un& fpression osmotique ou
d'importantes fluctuations de température (D'adlg9).

v" Au cours de I'enrichissement, la sélectivité duilhon et la température d'incubation
relativement élevée entrainent [I'élimination d'ugeande partie de la flore
d'accompagnement et favorisent la croissance diesoselles. La norme exige
I'utilisation de deux milieux d’enrichissement, Rappaport Vassiliadis Soja et le
boullion Muller Kauffmann tétrathionate novobiocine

v’ L'étape de lisolement consiste a faire un étalemaen partir des cultures
d’enrichissement sur deux milieux d’isolement séiec pour Salmonella
Généralement, La gélose XLD (Xylose Lysine Désoxryate) et une autre gélose au
choix.

v L'identification biochimique et sérologique des awiles précédemment isolées et
présentant des caractéristiques 8almonella par des galeries et des sérums
spécifiques.

La figure 3 présente les différentes étapes mpaétection d&almonella selon la méthode
normalisée 1ISO 6579.
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/

25 g dans 225 ml d’eau
peptonée tamponnée

0.1 ml dans 10 ml de
RVS

2 h-41,5°C

T~

I18h-37°C

1 ml dans 10 ml de
METTIn

Etalement sur XL.D +
milieu au choix

+ 24 h-370C

Etalement sur une gélose
nutritive (1 colonie et 4
si la lére est négative)

.’ 24 0 - 37 °C

Confirmation biochi-
mique et sérologique

/e?c

1.1.En santé animale (NF U47-100, NF U47-101) :
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Figure 3 : Détection d8almonellaspp. selon la méthode normalisée ISO 6579 (2002)

D'autres méthodes standardisées et validées AFNOR, utilisées en santé animale pour
I'isolement et l'identification des salmonellespmur la recherche de sérovar(s) particulier(s)
dans l'environnement des productions animaleg,le'ess de la N.F U 47-100 : Fevrier 2005,
et la N.FU 47-101 : Fevrier 2005, utilisées respeatent pour la détection des salmonelles

dans l'environnement des productions animalesez lgs oiseaux.

Les techniques de recherches varient en fonction'ateggine du prélevement. Si les

Salmonelles sont dans un état physiologique al&tréonfrontées a une flore associée




importante, lorsque I'échantillon provient de cbifhettes, de fonds de boites, de poussieres
d’éclosoirs, de plumes, de l'eau, de prélévementssiinaux, d’'ceufs incubés, d’organes
prélevés sur des animaux morts. Ces méthodes ctenpessentiellement quatre étapes :

v' Pré-enrichissement en eau peptonée tamponnée.

v' Enrichissement en 2 milieux sélectifs au choixuiligs: Bouillon de Rappaport-
Vassiliadis Soja (RVS), Bouillon au tétrathionat&lu(ler-Kauffmann), Bouillon
sélénite-cystine ou semi solide: Milieu semi-selidle Rappaport-Vassiliadis
(MSRV).

v Isolement sur au moins un milieu sélectif solidenpale milieu XLT4 et le milieu
Hecktoen.

v’ Identification biochimique et sérologique des cadsn précédemment isolées et
présentant des caractéristiques &almonella grace aux galeries classiques
d'identification ou galeries miniaturisées d'ora&itn et d'identification biochimique,
ainsi que les sérums permettant l'identificatiors geincipaux sérovars isolés des

filieres avicoles et de I'environnement des élesage

V. Mesures de prévention et de controle

1. Mesures a prendre au niveau de la production

Toute une série de mesures de prévention et dentramnt sont disponibles a I'heure actuelle

chez la volaille.

La premiére mesure est de n'introduire que desgisisndemnes dans les batiments, ce qui
impliqgue que les parentales et les grands parentdent indemnes dgalmonella afin

d’éviter la transmission verticale (Van Immersdedle 2005).

La mesure préventive la plus répandue est sans dauvaccination. La vaccination est
certainement efficace pour les poules pondeusesdistague pour les poulets a
'engraissement, I'utilité de la vaccination petreémis en doute, vu la courte durée de vie de
ces animaux. On trouve sur le marché des vacctéauas et inactivés qui permettent de

réduire I'excrétion et la circulation dealmonella (Holt et al., 2003). Ces vaccins ont été

34



développés avec des méthodes plutdt empiriquesl ehanque encore des données
scientifiques pour savoir si ceux-ci sont capabtks réduire également le taux de
contamination des ceufs. Les développements réearggnétique et en biologie moléculaire
permettent de construire des souches mutéeSatfaonella qui ne persistent pas dans les
tissus de I'h6te tout en induisant une protecticaximale. La vaccination des parentales et
des poules pondeuses est sans aucun doute uneememortante de prévention et de
contréle qui permet de réduire le niveau de comation de I'ensemble du secteur de la

volaille.

L'efficacité de la médication par les antibiotiqussur traiter et prévenir les infections a
salmonelles ubiquitaires est le sujet d'importaiétsats, en effet I'utilisation des antibiotiques
a montré I'efficacité pour contréler I'évolutionsdgalmonelles mais I'utilisation anarchique est
souvent a l'origine de graves problémes de résisthactérienne et ainsi d'une plus grande
dissémination pendant des temps plus allongés gartades volailles. Les antibiotiques les
plus utilisés sont les sulfamides, I'enrofloxacira, streptomycine, la gentamicine, les

tétracyclines et la fluméquine (Elgroatial.,2008).

A cOté des ces traitement, on retrouve égalemeansmarché une gamme impressionnante
d’additifs alimentaires antalmonella utilisés chez la volaille et grace auxquels une
réduction du niveau de contamination@Emonellaest espérée. Ces produits sont destinés a
réduire I'excrétion fécale et a réduire aussi Ibpeisation du tractus digestif. Cette réduction
de I'excrétion fécale amenera une diminution des @e contamination de I'environnement

et par conséquent le risque de contamination haidt® devrait diminuer.

Des mesures hygiéniques doivent nécessairementpéifes simultanément, de sorte que
'hygiene et les additifs puissent agir de concsur les taux de contamination de
'environnement. Ces produits sont généralemertbstutiles pour les poussins et pour les
jeunes animaux. Pour beaucoup d’additifs alimeesaipeu de données scientifiques prouvant
leur efficacité sont toutefois disponibles. Touticeend le choix des produits a utiliser
difficile pour les éleveurs. A I'heure actuelle, emploie souvent des préparations a base
d’acides. L’acidification de I'eau de boisson cstesia supplémenter I'eau de boisson avec un
acide butyrique, qui non seulement abaisse le pHede, mais surtout abaisse le pH du
contenu intestinal le plus loin possible dansd$tin pour avoir un effet également dans les
caeca. Les études réalisées, ont utilisé un mélstadpdisé d'acide organique et de peroxyde
d'hydrogéne, cette stabilisation est fondamentalasdle cadre de la lutte contre les
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salmonelles. L'acidification n'agit pas comme urtibaotique, mais comme un agent
modifiant le milieu intestinal, le rendant défavioiaa la multiplication des salmonelles, son
action est limitée dans le temps, ce qui impliges administrations répétées et régulieres tout
au long du lot. Donc but de la supplémentatiostpas d'éliminer toutes les salmonelles,
mais de les empécher de se développer en agissphisl tot possible et de maintenir cette
population de salmonelles en dessous d'un seulcrd®on et donc d'empécher la
contamination du lot entier (Van Immerseehl.,2005).

Parmi les additifs antsalmonella disponibles sur le marché, on retrouve égalemest d
prébiotiques. Par définition, les prébiotiques sted ingrédients des aliments non-digestibles
qui ont un effet favorable par la stimulation séile de la croissance ou de l'activité d’'un
nombre restreint d’espéeces bactériennes déja pessdans l'intestin (Gibson et Roberfroid,
1995). La flore intestinale peut transformer ceSbmtiques par fermentation en acides gras
volatiles, ce qui peut conduire a une modificatae 'ensemble de la flore. Les fructo-
oligosaccharides sont, par exemple, des prébictiqué stimulent les bifidobactéries et qui
stimulent également la production d’acide butyrig@dez la volaille, on sait depuis bon
nombre d’années que supplémenter la ration avecfrdet-oligosaccharides permet de
réduire la colonisation intestinale p&almonella (Bailey et al., 1991). Les manno-
oligosaccharides sont un autre exemple de préb®tiyi, aprés administration par I'aliment,
peut réduire le niveau de colonisation @almonella Ce dernier manifeste son effet par
l'inhibition de l'adhésion deSalmonella a la cellule épithélialeSalmonella s’attache a la
cellule le plus souvent par lI'intermédiaire de fimale de type 1, qui peuvent s’attacher sur des
résidus mannose au niveau de la cellule intestif(@eing et al., 2000). Les probiotiques
constituent encore une autre classe d’additifs eyégl contre les Salmonelles. Par définition,
les probiotiques sont des micro-organismes vivardisis dans les aliments qui ont un effet

favorable sur I'hGte par une amélioration de I'éigue de la flore intestinale (Fuller, 1989).

Toutes les mesures mentionnées ci dessus seragm@svsi on n’appliquait pas en méme
temps des pratiques hygiéniques dans les exptmitatlLe nettoyage et la désinfection apres
chaque lot, I'application d’'un systeme d’entréedetsortie des volailles dans les locaux en
une seule fois (all in—all out) et le controle riégudes exploitations sont des mesures
complémentaires, essentielles pour garantir leesudes vaccinations et des autres mesures

citées.
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Un programme de lutte contre |&almonella doit également nécessairement inclure des
mesures contre les rongeurs et les insectes ergienvecteurs des salmonelles. On peut
également faire des décontaminations physiqueshouiques de I'eau de boisson et des
aliments. L'acidification de I'eau de boisson eseunesure de décontamination qui peut étre
prise dans les fermes, tandis que lirradiationleetpasteurisation des aliments sont des

mesures a prendre par les firmes d’aliments.

2. Mesures a prendre au niveau de la commercialisationet la

consommation

L’objectif d'un programme de lutte cont@almonella est la prévention de la maladie chez
’homme. Etant donné que la grande majorité deshaasains provient de la consommation
d’ceufs contaminés, il est impératif de prendredsues mesures visant une réduction des
taux de contamination des ceufs. Refroidir les ceufsaintenir une chaine de froid évite la
multiplication desSalmonella éventuellement présentes dans les ceufs. Il astatbde voir
gu’une mesure si simple et efficace n’est toujqas respectée ni dans les grands magasins,
ni dans les cuisines. Des campagnes dinformatidlest que celles mises en ceuvre par
'AFSCA (Agence fédérale pour la sécurité de laiohaalimentaire, 2004) et I'introduction
de certaines obligations dans la chaine de comalisation pourraient éviter beaucoup de
problemes. Pour les personnes agées, les béb&s gtetsonnes immunodéprimées, des

précautions particulieres devraient étre prises.
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I. Echantillonnage
Un total de 134 prélevements ont été analysés lpa@cherche de Salmonelles provenant de
guatre sites d’élevage avicoles (A, B, C, et Diietdeux couvoirs (1 et 2) d’'un client de la
société EL ALF (les sites sont situés a la régierds Meknes et les couvoirs a la région de
khémisset). Les prélévements se répartissent casuine
% 21 lots (15 poussins par lot) a partir des poussiuns jour ;
s 13 prélevements a partir des ceufs non éclos (5 paufsts) ;
% 05 prélevements a partir des poulets reproducteurs
% 10 prélevements a partir des écouvillons cloacaux ;
%+ 85 préléevements a partir des chiffonnettes stéptag contréle microbiologique
des surfaces (couvoir 1: 40 chiffonnettes, cou0it9 chiffonnettes et site B: 26
chiffonnettes).
Les différents échantillons ont été soumis a Ig®a de salmonelles, aux laboratoires de
bactériologie de EL ALF a Fés de la période alldatl15 janvier au 7 mai 2011 et au
laboratoire de microbiologie de département de @écélimentaire et Environnement a
I'Institut Pasteur du Maroc a Casablanca pour léogé de 9 au 31 mai 2011.
Les prélevements sont acheminés au laboratoira dediété EL ALF par le service apres
vente suite a des problemes observés chez legékeva
Les résultats d’analyses sont représentés a tiv®MYME pour assurer la confidentialité

des résultats.

[I.  Mode opératoire

L’analyse bactériologique peut étre effectuée airpdiechantillons de poulets (écouvillons
cloacaux, organes et oeufs), de poussin (organesle® échantillons environnementaux
(poussieres, litiere...).

1. Prélevements
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1.1.Prélevement a partir de surface
Le niveau de contamination est évalué en réalisentfrottis de surface a l'aide d'une
chiffonnette imbibée dans un volume demil0d’'une solution de neutralisant de désinfectant
récupérée dans un flacon stérile contenant 90 sdulpeptoneé tamponnée (prélevements
réalisés apres nettoyage/ désinfection au nivealwcdavoirs et dans les batiments d’élevage

par exemple).

1.2.Prélevement des organes

Apres la réception des poussins nouveau-nés (18spmupar lot) ou des cadavres de poulets
reproducteurs, on a réalisé une autopsie poueyeeles organes (foie, intestin, coeur, rate
sac vitellin pour les poussins) dans des boiteBélg stériles, qui vont étre par la suite broyés

et mélangés afin de subir la recherche microbiglogideSalmonella

1.3.Prélevement a partir des ceufs non éclos
Des échantillons ont été prélevés a partir de omsta’'ceufs destinés a I'éclosion contenant
ou non des embryons. Les prélevements sont mis dessboites de pétri stériles avant

I’évaluation bactérilogique.

1.4.Prélevement au niveau de cloaque de la poule

Des écouvillons cloacaux (5 écouvillons par batimam minimum) ont été réalisés pour
vérifier I'excrétion de facon intermittente des msahelles et donc la possibilité d’une

contamination verticale de I'ceuf par la mere.

2. Méthodes d’analyse

2.1 Analyses bactériologiques

La recherche et I'isolement @almonelladans les différents échantillons provenant ampart

des prélévements de la production avicole se déjmiricipalement en quatre étapes :
- Pré-enrichissement en eau peptonée tamponnée.

- Enrichissement en 2 milieux sélectifs au chagyibes : Bouillon de Rappaport-Vassiliadis

(RV), Bouillon au tétrathionate (Muller-Kauffmann).
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- Isolement sur au moins un milieu sélectif solide préférence deux milieu sélectifs), on a

utilisé la gélose SS (Salmonella-shigella), etdd brillant (VB).

- Identification biochimique et sérologique desatiés précédemment isolées et présentant

des caractéristiques &almonella spp.

* Pré-enrichissement

Les échantillons ont été pré-enrichis au 1/10 aeleau peptonnée tamponnée,

Une prise d'essai (10 g) des organes prélevéstia ges poussins d’un jour ou des cadavres
de poulets est directement mise dans 90 ml d'eaqiopé&e tamponnée, broyée et
homogénéisée puis placée a l'étuve a 37°C pendard 20 heures. Ceci permet aux
salmonelles (éventuellement présentes) de se heitgn abondance, elles deviennent ainsi
facilement détectables par la suite. Le préensemment est effectué aussi pour les
prélevements de surface par les chiffonnettegyriélevements cloacaux ont subi directement

un enrichissement.

» Enrichissement
Dans 10 ml de bouillon de Rappaport de Vassiliadigenus dans chaque tube a vis stérile,
nous mettons 0,1 ml de subculture ou un volume da #le cette derniére dans 10 ml de
bouillon de Muller kauffmann a l'aide d'une pipedtérile. Ces deux bouillons sont ensuite
incubés a I'étuve pendant un temps de 18 a 24 aeum@érature respectivement de 42°C et
37°C.
La sélectivité du bouillon et de la températuraallbation relativement élevée entrainent
I'elimination d'une grande partie de la flore d@anpagnement et favorisent la croissance des
salmonelles.

* Isolement
Deux géloses sélectives ont été utilisées : lessgél SS (Salmonell&higella) et VB (Vert
brillant). Elles sont ensemencées par technigustdes d'épuisement a partir d'un méme
bouillon d'enrichissement et mis en incubatiot@uVe 37°C.
Apres 24 heures, les colonies isolées sur les gglgwésentant les caractéristiques
macroscopiques des salmonelles (colonies incobbrntre noir sur SS et colonies incolores

a roses entourées d'une zone rouge dans le miBgu V

* L'identification
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L'identification des souches de salmonelles fgiiehp une sélection biochimiques des isolats
analysés, en fonction des réactions biochimiquesrménantes, et a une identification
sérologique.

Pour faire une identification des salmonelles, renans réalisé un repiquage de deux ou trois
colonies suspectes, sur la gélose sélective (miliBwou SS), puis les boites de pétri ont été

incubées a 37°C pendant 24 h dans le but d'olderisouches pures.

< L’identification par la galerie classique

La souche dé&almonella spppeut étre confondue avec certaines Entérobactéhepar la
similitude de certains de leurs caracteres biodnes. Ce sonCitrobacter, Edwarsiella
tarda, Proteusvulgaris et mirabilis.

Pour éliminer donc ces souches proches des salle®ngds tests de présomption sont

effectuées, dans le but d'identifier les caractéeegenre deSalmonellaspp.

Pour effectuer cette identification du genre, nausns ensemencé une mini galerie de 5
milieux d'identification, a savoir : le milieu uréedole, le milieu Kligler-Hajna, le milieu

citrate de simmons, le milieu lysine fer et leienilmannitol-mobilité.

Le milieu urée-indoléorange)

On a ensemencé une colonie suspecte avec une goueh@rélevée sur le milieu VB ou SS.
Apreés incubation a 37°C pendant 24 heures, unerkeesst faite.

La couleur du milieu reste inchangé pour les sosicuspectes, et sont dites uréase négative

(non productrices d'uréase). Dans le cas contibinee au rose.

Pour la mise en évidence de la production d'indodeis avons ajouté quelques gouttes du
réactif de Kovacs dans les tubes du milieu uréetendLa dégradation du tryptophane est
marquée par l'apparition d'un anneau jaune, peusdémonelles qui sont dites indole négatif.

Dans le cas contraire, nous avons un anneau rouge.

Le milieu Kliger-Hajna (rouge)
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On a ensemencé ce milieu par pigdre centrale damsilbt et par stries d'épuisement au
niveau de la pente, avec une colonie présentantatestéristiques suspectes de salmonelle.
Les tubes sont incubés a 37°C pendant 24 heures.

En cas de la présence de Salmonella, le culotaure jaune avec une pente de couleur

inchangée (rouge).

La présence de thiosulfate de sodium et de Feddfls ce milieu permet dapprécier la
capacité de ces bactéries a produire dgSI'H partir du thiosulfate. Cette production est
matérialisée par la formation a la limite du cudbtle la pente d'un précipité noir de sulfure de

fer.

Le milieu citrate de Simmons (vert)

La pente est ensemencée par une strie longitudiredésée a l'anse, a partir d'une colonie

suspecte de la culture pure. L'incubation des t@se¢gaite a 37°C pendant 24 heures.

Les salmonelles peuvent utiliser le citrate comewessource de carbone ce qui induit a un

virage de l'indicateur de pH au bleu.

Milieu Lysine fer (violet)

L’ensemencement au niveau de ce milieu par la sowhdiée est effectué par piqare

centrale dans le culot et par stries d'épuisemeniveeau de la pente.

Milieu enrichi en lysine, il permet une étude datthque des constituants en aérobiose et en
anaéobiose.

v' En aérobiose, il peut y avoir production de LDAs{he désaminase). Les cétoacides
avec les sels de fer donnent une coloration rougsaux a la surface de la pente.

v En anaérobiose, le glucose fermenté acidifie leiemil Dans ce cas la lysine
décarboxylase est activée et il y'a production aecddavérine qui réalcalinise le
milieu.

v Il peut y avoir production d’'b8 révélé par la formation de sulfure noir.

Les salmonelles sont généralement CD&E LDA qui est traduit lors de la lecture par une
couleur violette au niveau de la pente et du aylibreste inchangée.

Milieu mannitol-mobilité (rouge)

42



On a ensemenceé ce milieu par une colonie suspeactpiqlre centrale a I'aide d’un fil droit

puis on I'a incubé 24 heures dans une températIBYeC.

Ce milieu nous permet I'étude de la dégradatiomdunnitol qui est un produit de dégradation
du mannose et aussi la mobilité de certaines bastgui peuvent se déplacer dans la gélose

molle.

GénéralementSalmonella est mobile (sau$. gallinarum pulloruryy capable de dégrader le

mannitol et donc la lecture présente un virageadmuleur du milieu vers le jaune.

2.21’antibiogramme
2.2.1 principe

La sensibilité des souches aux différents agenttbeamtériens a été déterminée par la
technique de diffusion sur gélose Mueller-Hinton
On a réalisé ce test afin d’évaluer la sensibidiégeSalmonella spp.aux antibiotiques. On a
utilisé les 13 antibiotiques suivants: AM : Ampilicie (10ug), , CF : Céfalotine (3Qg), CTX
: Cefotaxime (3Qug), SSS : Sulfamides (2Q@), S : Streptomycine (10 ul), TE : Tetracycline
(30 ul), NA : Acide nalidixique (3@g), OFX : Ofloxacine (ug), S : Streptomycine, TMP :
Triméthoprine/sulfaméthoxale (5 pg), GERentamicine (510 pg) , TTCicarcilline-acide
clavulanique, CRO : Ceftriaxone (30 pg), AN : Antkee (30 ug).

2.2.2 Protocole

Apres une culture bactérienne de 18 a 24 h susgéloypticaseine-soja (TCS) a 37 °C, on a
préparé une suspension de deux colonies dans %em distillée stérile, 'ensemencement
est réalisé ensuite sur des boites de pétri contdaayélose par écouvillonnage puis laisser

sécher quelques minutes a la température ambiante.

Les disques des antibiotigues ont été déposés Mmndoites inoculées. Aprés 24 h
d’incubation a 37°C, les zones d’inhibition ont Biésurées et interprétées.

2.2.3 Interprétation des résultats

La culture bactérienne s’arréte lorsqu’elle renmontune concentration égale a sa CMI

(concentration minimale inhibitrice).
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La mesure du diametre reflete donc la valeur dENH de I'antibiotique. Ces valeurs sont

interprétées en fonction des abaques.

2.3 Le sérotypage
2.3.1 Principe

Le sérotypage a été effectué par agglutinationlame a I'aide d'une culture fraiche des
salmonelles et des sérums appropriés. |l a d'aftérdérifié que les isolats n'étaient pas auto
agglutinables, en observant qu'aucune agglutinatiapparaissait en les mélangeant a une

goutte d'eau physiologique.

Les sérotypes étaient déterminés en utilisant diales sérums O polyvalents ou sérums
mélange: OMA, OMB, OMC, OMD, OME, OMF et OMG ; pwar les sérums monovalents
anti O et enfin par les sérums anti H (HMA, HMB, EMet H1) ; selon le schéma de
sérotypage (figure 4).

En pratique, les sérums polyvalents OMA et OMB patent de déterminer 99 % des
souches desalmonella L'utilisation des sérums monovalents anti-O pérdee préciser le

groupe auquel appartient la salmonelle.

2.3.2 Protocole

Pour détecter les sérotypes de soucheSatimonella on prend des colonies caractéristiques
sur milieu sélectif gélosé TCS sur une lame prepreeche, on dépose une goutte du sérum a
tester et a I'aide d’une anse, on préleve une sisgpe de colonie et on la dépose a proximité

du dépbt de I'immun-sérum.

On mélange a l'aide de l'anse, on incline la lamavaht en arriere et on observe
'agglutination. Il a d'abord été vérifié que leslats n'étaient pas auto agglutinables, en
observant qu'aucune agglutination n'apparaissaiiesnmélangeant a une goutte d'eau

physiologique.
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Figure 4 : Schéma de test de sérotypage.
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Identification : Salmoenlla enteritidis

Figure 5 :Exemple pour sérotypage 8almonella enteritidis.

2.4 Réaction de polymérisation en chaine (P.C.R.)
2.4.1 Principe

La réaction PCR (Polymerase Chain Reaction) perdiamplifierin vitrode maniére
importante, cyclique et spécifique d'un fragmeADN, grace a une ADN polymérase (Taq
polymérase : Thermus aquaticus polymérase) theamlesten présence d'amorces spécifiques

et de nucléotides.

Pour ce faire, une série de réactions permettarédkcation d’une matrice d’ADN double
brin est répétée en boucle. Ainsi, au cours dédation PCR, les produits obtenus a la fin de

chaque cycle servent de matrice pour le cycle stiva
Une PCR se déroule en trois étapes principales :
% Premiére phase : dénaturation

A cette température, les liaisons faibles queuesent la cohésion de la double hélice

d'ADN sont rompues pour donner deux simples briaBDN.
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% Seconde phase : hybridation

L'hybridation des amorces sur I'ADN repose sur tmgpe de l'assemblage des bases

complémentaires.
% Troisiéme phase : élongation (extension des amprces

Les amorces hybridées a I'ADN servent de poirdageart a la polymérisation du brin d'ADN
complémentaire de I'ADN matrice. La polymérisatisa fait par ajout successif des
désoxyribonucléotides (présents dans le mélangkrge excés). Chaque base ajoutée est

complémentaire de la base correspondante du biicena

Les trois étapes, constituant un cycle de PCR, sféactuées a des températures
différentes permettant de contrdler I'activité emagique. Pour effectuer ces transitions de
températures, les microtubes contenant le méladgetionnel sont placés dans un appareil
programmable : un thermocycleur. Cet appareil pediexposer les tubes a des températures
choisies et pour des durées déterminées par I'empetateur. La réaction PCR est

extrémement rapide et ne dure que quelques heligeS beures pour une PCR de 30 cycles).
2.4.2 Protocole :

La PCR a été réalisée avec I'amorce ERIC2, 5/AAGBEASAC TGGGGT GAGCG3/
(Dalla Costeet al.,1998)

Les réactions ont été effectuées simultanémertbasr les isolats dans un thermocycleur

avec le protocole suivant :

La technique PCR consiste a extraire 'ADN bactémpar ébullition en effectuant un choc
thermique. La souche bactérienne isolée sur urmdolide TCS est prélevée puis mise dans
50ul d’eau stérile et portée a ébullition a 100°C mendlO0 minutes. La solution est ensuite
centrifugée pendant 10 minutes a 12000 rpm etrleag@ant contenant ’ADN est récupéré.

Pour un seul échantillon, la réaction PCR est &ffscdans un volume final de 25 pl mélange

constitué de :

%+ ADN matrice / bactérie 5 ul
s Amorce ERIC2 1,5 pl
% Taq polymérase 0,45 pl
s Mélange de dNTP 1ul
% MgCl, 0,75 pul
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% Tampon PCR 2,50 pl

s DMSO 2,50 pl
% BSA 0,50 pl
+«» Eau distillée stérile 11,25 pl.

Une dénaturation initiale a été effectuée a 94 ° C pat@imin, suivie de 30 cycles
d'amplification (dénaturation a 94°C pendant uneutd, un recuit a 50°C pendant une
minute, et I'extension a 65°C pendant 8 minutes¢isainant par une extension finale a
65°C pendant 16 min.

2.5 Electrophorése
2.5.1 Principe

L’électrophorése de I'ADN est une technique de dg@® moléculaire qui permet de séparer
des fragments d’ADN de différentes tailles en Esdnt migrer dans un gel d’agarose en les

soumettant a un courant électrique.
2.5.2 Protocole

% Une quantité de 0.9 g d’agarose est introduit d&ml de tampon TAE (50%) et
chauffé jusqu’a dissolution de I'agarose (la soltiloit devenir limpide),

+« Laisser refroidir a 45°C environ,

+ Placer les joints fournis avec la cuve pour ferteesupport de gel et positionner le
peigne a 1 mm du fond et a environ 1 cm de I'exit@niu support.

% Couler lentement le gel sur 3 a 5 mm d'épaissewediant a ce qu'il entoure bien les
dents du peigne.

+« Laisser refroidir, enlever le peigne.

% Le gel est prét pour le dépbt des échantillons.

% Immerger le gel dans le moule d’électrophorésdegptampon TAE 0,5x

+ Placer le support avec le gel chargé dans la cl@lectrophorése en positionnant les
puits du c6té de la cathode (podle noir).

% Par la suite on prend les échantillons d’ADN

% On mélange le colorant de charge et 'ADN sur umaeau de parafilm et prélever le
mélange avec une micropipette réglée sur 14 plchemgeant de céne a chaque

prélevement.
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« Remplir les puits en faisant attention de ne pahidér le fond du gel avec la pointe
de la pipette.

% Fermer la cuve, brancher les fils et mettre sonsida.

+« Laisser migrer jusqu’a ce que le colorant de chargee a proximité du bord du gel

+« Couper l'alimentation, débrancher les connectidnmgeeupérer le gel dans son support

et le placer sous les rayons UV pour visualisediffiérentes bandes.

Une échelle d’ADN de 50 pb a été utilisée commenargueur de taille moléculaire.
Les gels ont été photographiés sur un transillateitr 392-nm de longueur d'onde. Les
modeles qui different par une ou plusieurs bardlaBN ont été considérés comme type

différent.

2.6 Extraction de plasmide

2.6.1 Principe
La détermination du nombre et de la taille des mldses nécessite d’extraire 'ADN
plasmidique, les séparer par électrophorese sut'gghrose et de les révéler aprés coloration
au bromure d’éthidium (BET).
Les plasmides hébergés par les salmonelles codemasiculier pour des propriétés de
résistance aux antibiotiques ou pour des facteanmgibuant a la virulence de la souche.

2.6.2 Protocole
L’extraction de I'ADN plasmidique est réalisée par méthode rapide de Kado et Liu
modifiée, de toutes les souchesSHmonella enteritidissolées, a partir des cultures fraiches
sur gélose nutritive TCS.
Cette méthode permet une extraction rapide et fipéei des plasmides de petites et
moyennes tailles en utilisant deux solutions.
La premiére solution a pour objectif de séparebkegéries et la deuxiéme c’est de faire lyser

la paroi bactérienne, en gardant le plasmide toti¢re

Solution 1: cell suspension buffer
Contient du Tris (tamponne le pH) et de 'EDTA. DEA chélate les cations métalliques
divalents (majoritairement le calcium et le maguég, ce qui déstabilise la membrane

bactérienne, et inactive les DNases.
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Constitution :
v 1 mlde Tris (50 mM) pH : 8
v' 40 pl de 'EDTA (0,5 mM)
v' 18,60 ml d’eau distillée

Solution 2 : solution de lyse

Cette solution contient de la soude (NaOH 2 M)iajoe du SDS, qui est un détergent. Les
parois bactériennes sont fragilisées a pH basigde12,5). De plus, a pH basique, les deux
brins de I'ADN se séparent. Le chromosome bactétrés fragile, se linéarise en grands
fragments, mais les deux brins des plasmides, beayalus petits, restent circulaires et donc

demeurent associés.

Constitution :

1 ml de Tris (1mM)
3 ml SDS (20%)

15 ml d’eau distillée
1 ml de NaOH (2 M)

On a suivi ces étapes pour extraire I'’ADN plasmidi@ partir de nos souches$®&monella
enteritidis:
+ Mettre dans un tube eppendorf 50 ul de la solutipn
% Déposer une charge bactérienne importante, poiitexer le mélange ;
s Ajouter 100ul de la solution S2 ;
+ Une incubation est nécessaire de meélange det80véin a 56°C ;
« Apres I'incubation, un volume de 100 pl de phérndbomophorme est ajouté sur le
mélange pour assurer la précipitation des protéines
% Les préparations sont ensuite centrifugées a 18008 pendant 20 min
« Apres la centrifugation, les solutions sont préé&smploi. En isolant alors 80 ul de
surnageant ;

« En ajoutant 10 pul de bleu de bromophénol pouefediorer le surnageant.

Les plasmides ont été résolus par une électrophaésun gel d'agarose a 0,75 % dans le

tampon TAE 0,5x a 42 mA (80 Volts) pendant 1 heutempérature ambiante, visualisés par
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une coloration au Bromure d'Ethidium a Og/mL et photographiés par le systéme
GelDoc1000 (Bio-Rad).
Pour I'estimation de la taille moléculaire, leadues de référendescherichia colVA517 et

RP4 d’une taille de 54 bgont utilisées comme marqueur de poids moléculaire.
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RESULTATS

|. Evaluation de la contamination des élevages et lkeenvironnement

par Salmonella
Au cours de cette étude, les analyses bactérialegigffectuées au sein de laboratoire interne
du diagnostic vétérinaire de la société ELALF owintné la détection de I'espeSalmonella

dans 19 échantillons parmi les 134 analysés.

Cette contamination est révélée au niveau de sitas (A, B et C) parmi les quatre évalués et
aussi au niveau des deux couvoirs de localisatimmyne d’un client de la société EL ALF.

Ce résultat représente une prévalence de 14,1 t#alules échantillons analysés.

1. Evaluation de la contamination des surfaces
Dans cette partie, on a évalué la présence de salla@u niveau des surfaces dans les sites
suivants :
Couvoirl et 2 situé a la région de Khémisset atiaeau du site A de I'élevage de poules.
Plus de 16 zones ont été étudiées au niveau dgitessLa détection d8almonella sur les
surfaces est faite par la technique de préleveraeldide des chiffonnettes stériles. Les
résultats obtenus sont donnés par le tableau3.M@m#é queésalmonellaest majoritairement
absente sur la grande partie des surfaces évalugesésence d8almonella a été détectée
dans :
v' Le couvoirl au niveau de salle d’éclosion 1, sdléxlosion 2, camion de transport
de poussin apreés le lavage et aussi avant la désmfi de ce camion.
v' Le couvoir 2 au niveau de la salle de réceptiorsalée de fumigation et la salle de
stock des ceufs a couver.
v Le site A dans le batiment 1 (magasin), le batineet aussi dans la salle de stock
OAC.
2. Evaluation de la contamination par Salmonella dans les poussins
d’un jour
La recherche d8almonellachez les poussins d’'un jour est effectuée suotldont chaque

lot contient un ensemble de 15 poussins proveradtgites (4 lots de site A, 9 lots de site B,
3 lots de site C et 5 lots de site D).
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Les résultats obtenus sont représentés dans leatall qui a montré la présence de

Salmonelladans 6 lots au niveau de :
v Site A : seulement pour le premier prélévement.
v Site B : 3 derniers prélevements.
v Site C : 2 derniers prélevements.

Le site D ne présente aucune contamination desspiugar les salmonelles.

3. Evaluation de la contamination par Salmonella dans les ceufs non

éclos

L’examen bactériologique pour la rechercheS#monella au niveau des ceufs destinés a
I'éclosion est réalisé sur 13 ceufs provenant diée3 (4 ceufs a partir de site A et de site B et

5 ceufs a partir de site D).

Les résultats obtenus sont donnés par le tableaoBtirant 'absence dgalmonelladans la

majorité des prélevements a I'exception de detoiede site B.

4. Evaluation de la présence deSalmonella dans les excrétions de

poules.
Les salmonelles peuvent étre excrétées dans les s poules, c’est pour cela quon a
réalisé des prélévements a partir des écouvilldoacaux stériles (5 écouvillons) afin de

vérifier la présence de la bactérie a ce niveau.

Le tableau 6 représente les résultats obtenuswag des analyses bactériologiques effectuées
et qui montrent la détection dgalmonella seulement au niveau de premier prélevement a
partir de site A (n=2) et son absence dans |eBs{te=3) et le site D (n=5).

5. Evaluation de la contamination parSalmonella chez les poules

La recherche bactériologique des Salmonelles aganivles organes prélevés par 5 lots des
cadavres de poulets (5 cadavres par lot) de 4(sitelot provenant de site A, B, C, et 2 lots a

partir de site D).

Les résultats obtenus sont représentés dans &ataBldont on a constaté une contamination

par Salmonellauniquement dans le site B.
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[I. Interprétation des résultats de la contamination de élevages par
Salmonella

Les voies de linfection peBalmonellapeuvent étre soit par :
v" Une voie de transmission verticale par la mére amoimée vers les constituants de
I'ceuf puis vers les poussins.
v" Une voie de transmission horizontale via différergeurces de contamination comme

les personnes, I'aliment, les rongeurs, etc...
1. Site A

L’évaluation de I'état sanitaire de poules de d¢e en faisant des prélévements cloacaux a
montré I'excrétion d&almonellapar ces poules, donc elles sont des porteusestdeiérie.

La contamination de la mére peut influencer la itgiadanitaire des ceufs et des poussins.

Ainsi, la détection d&almonella au niveau de 3 zones (batiment 1 (magasin), batidet
salle de stock OAC) lors de contréle de la quéiitgiénique de site A impose le risque d’'une
contamination horizontale des élevages et aussialds.

La contamination des poussins révélée lors du ipreprélevement peut étre d'origine
verticale a travers la mére contaminée, mais petteosition ne peut pas étre estimée a 100%
puisque les ceufs au niveau de ce site n'ont présertiune colonisation p&almonella

La probabilité d’'une contamination horizontale asssi possible qui devrait étre vérifiée par
la réalisation des préléevements des surfaces @del'des chiffonnettes durant la période de
contamination.

On a remarqué dans les derniers préléevements usen@d de contamination chez les
poussins et les poules. On peut alors dire quaienent par des antibiotiques utilisés par le

vétérinaire de la société était éfficace.
2. Site B

L’évaluation bactériologique de poules de site @etecté la présence &almonella ce qui
peut engendrer un risque sur la descendance isspeules de ce site.

Donc on peut estimer que le pourcentage de la conéion chez les poussins et au niveau
des ceufs par la voie transovarienne (verticale)Juparmere porteuse de la bactérie est tres
élevé dans ce cas.

La transmission horizontale est aussi possibleligudevrait étre jugée par la réalisation de

contréle régulier de I'ambiance d’élevage.
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3. Site C

On remarque dans ce site, I'absenceSaémonella lors de la recherche bactériologique
effectuée chez les poulets. Tandis que chez lesspmw) on a détecté la présence de la
bactérie.

Cette contamination peut étre justifiée par unesmaission horizontale de la bactérie a travers

des surfaces ou des couvoirs présentant une ghgdjténique médiocre.

4. Site D

Au niveau de site D, on a montré I'absenceSdémonella dans tous les prélevements issus
des poules, des poussins et des ceufs. Ces répaitatsnt nous donner une idée générale sur

I'état hygiénique et sanitaire concernant ce site.

La bonne conformité de ce site peut étre le bilanrespect des bonnes pratiques et des
conditions de I'hygiene tout au long de la chaiagbduction avicole.
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Tableau 3 : Evaluation de la présence&démonellaau niveau du Couvoir-1 (A), du couvoir-
2 (B) et de la ferme de reproduction : Site A (C)

Table A Recherche desalmonella
Site De Prélévement| Lieu de prélévement 26/01/2011 16/03/2011 Conclusion
-Salle d’incubation1 | Négatif Négatif L’évaluation de vide
- Salle d'incubation2 | . L sanitaire montre en’1
Négatif Négatif e |
- Salle d’incubation3 | Négatif Négatif pr? evement la
- Salle d’incubation4 P P présence de .
_ Négatif Négatif Salmonellaau niveau
-Salle de triage OAC | Négatif Négatif de surfaces controlées
-Salle de réception | égatif Négatif de quatre endroits, ce
OAC qui montre que le
- igati nettoyage et/ou la
Salle de fumigation Négatif Négatif e )f/ gt' .
OAC .esm e(,: |qn e ces
Salle de stock lieux n'étaient pas
Couvoir 1 ->alle de stockage Négatif Négatif efficaces.
OAC
Négatif Négatif .
-Salle de stockage g 9 Tandis que pour le
P1J 2°™prélevement, le
Salle de triage p1 | 'Negatf Neégatif controle de la qualité
-Salle d’éclosionl Positif Négatif sanitaire des surfaces
A Positif Négatif montre que les
-Salle d’éclosion2 .
. o procédures de
-Salle Négatif Négatif nettoyage/désinfection
d’éxpédition P1J ont été efficaces.
-Salle de transfert Négatif Négatif
i . Négatif Négatif
Couloirl Négatif Négatif
-Couloir2
-Entrée air Négatif Négatif
-Salle de lavage Négatif Négatif
. . | Positif Négatif
-Camion poussin lavé
-Camion poussin
Positif Négatif

avant désincetion
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Table B

Recherche deSalmonella

S

Site de préléevement Lieu de prélevement 09/02/2011 Conclusion
Résultat
-Salle d’'incubationl Négatif L’évaluation de vide sanitaire
- Salle d’'incubation2 Négatif montre ladétection de
-Salle de triage OAC Négatif Salmonellaau niveau de
-Salle de réception OAC Positif surfaces contrblées de trois
-Salle de fumigation OAC Positif endroits.
-Salle de stock OAC Positif Généralement, les lieux détect
-Salle de stock P1J Négatif positifs pour la contamination
. -Salle d’expédition P1J Négatif parSalmonellaprésentent un
Couvoir 2
-Salle de stock2 Négatif risque de contamination des
-Salle de fumigation cartons. | Négatif ceufs a couver (OAC).
-Salle de fumigation chariots. | Négatif Cette contamination peut étre
-Salle de triage P1J Négatif causée par un mauvais respec
-Salle de transfert Négatif des procédures de
-Couloirl Négatif nettoyage et/ou de désinfectio
-Couloir2 Négatif de ces lieux.
-Entrée air Négatif
-Salle de lavage Négatif
-Camion poussins lavé Négatif
-Camion poussin avant Négatif
désincetion
Table C Recherche deSalmonella
Site de préléevement Lieux de prélevement Résultat dBclusion
-Batiment 1 (x2) -Négatif
-Batiment 1 mag -Positif
-Batiment 2 (x2) -Négatif
-Batiment 2 mag -Négatif
-Béatiment 3 -Négatif La détection de la contamination pBalmonella au
Site A -Batiment 3 mag -Négatif niveau de trois endroits pour ce site indique @se
21/04/2011 -Batiment 4(x2) -Négatif procédures de nettoyage et/ou désinfection n'osit
-Batiment 4 mag -Négatif été efficaces.
-Batiment 5 -Négatif
-Batiment 5 mag -Négatif
-Batiment 6 -Positif
-Batiment 6 mag -Négatif
-Salle de stock OAC -Positif
-Batiment 1 (x2)
-Batiment 1 mag Négatif pour tous les L'absence deSalmonella au niveau des surface
Site A -Batiment 2 prélévements. controlées lors de®2° préléevement montre que lg
28/04/2011 -Batiment 2 mag procédures de nettoyage et de désinfection se

-Béatiment 6 (x2)
-Béatiment 6 mag
-Salle de stock OAC

déroulées dans les bonnes conditions.
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Tableau 4: Evaluation de la contamination des posissouveau-nés paBalmonellaau
niveau de sites A,B (A), C et D (B).

Table A

Recherche deSalmonella

Site de prélévement

Date de prélévement

Résultat

Conclusion

17/01/2011 Présence d8almonella
L'absence d&almonelladans les
07/02/2011 Absence dgalmonella | trois derniers prélévements montre
Site A 09/02/2011 Absence dgalmonella que le traitement par les
Absence dSalmonella antibiotiques était efficace.
21/02/2011
17/01/2011 Absence dgalmonella Une contamination a été constaté
au niveau de septiéme prélevent et
07/02/2011 Absence dgalmonella qui a persisté dans Ids
09/02/2011 Absence dgalmonella prélévements qui suivent.
On peut dire que la bactérie dahs
. 21/02/2011 Absence dgalmonella ce cas resiste au traneme_:nt pu
Site B aussi la source de contaminatipn
n'est pas bien gérée (soit ume
contamination verticale par Ia
mere vers le poussin ou bien uphe
07/03/2011 Absence d&almonella i:rgr\mltee;?mat:gz Zﬁiléggsle Iez
21/03/2011 Absence d&almonella '
- personnes ...)
28/03/2011 Présence d8almonella
04/04/2011 Présence d8almonella
Présence d8almonella
02/05/2011
Table B Recherche deSalmonella
Site de prélévement Date de prélévement Résultat Conclusion

21/03/2011 Absence dgalmonella
On peut estimer la méme
Site C 04/04/2011 Présence d8almonella | conclusion pour le site C que poyr
le site B.
Présence d8almonella
02/05/2011
Au niveau de site D, on remarque
20/01/2011 'absence de la contamination des
poussins paBalmonelladonc on
07/02/2011 Absence d&almonella peut considérer que ce site est
Site D d’'une bonne qualité hygiénigue
21/02/2011 (source de transmission
horizontale) et que la mére n'est
04/04/2011 pas une porteuse de la bactérie
(source de transmission verticalg
02/05/2011
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Tableau 5 : Evaluation de la colonisation des opafsSalmonellaau niveau des sites A,B

(A), et D (B).

Table A

Recherche deSalmonella

Site de prélévement

Date de prélévement

Résultat

Conclusion

19/01/2011 Absence dgalmonella -Pas de transmission verticale p
la mere vers les ceufs.
TR Absonce Ealmonaia - Pas de transmission horizonta
Site A
07/02/2011 Absence dgalmonella
Absence d&almonella
09/02/2011
19/01/2011 Absence dgalmonella Le dernier prélévement montre
une contamination par
26/01/2011 Absence dgalmonella Salmonella.
La contamination peut venir soit
23/02/2011 Absence dgalmonella d'une voie verticale ou
Site B horizontale.
Les poussins de ce site seront
04/04/2011 Présence d8almonella forcement contaminés.
Table B Recherche deSalmonella

Site de prélévement

Date de prélévement

Résultat

Conclusion

Site D

19/01/2011 Absence d&almonella
26/01/2011 Absence dgalmonella
09/02/2011 Absence d&almonella
23/02/2011 Absence dgalmonella
09/03/2011

Absence d&almonella

Pas de transmission verticale p
la mere vers les ceufs.

Pas de transmission horizontale.
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Tableau 6 : Résultats de la détectionS#monella au niveau des préléevements cloacaux

chez les pouletSalmonellaau niveau de sites A,B (A), et D (B) .

Table A

Recherche deSalmonella

Site de prélévement

Date de prélévement

Résultat

Conclusion

Présence d8almonella

Les écouvillons
cloaguaux pourraient indiquer un

portage salmonelliqgue important

Site A 19/01/2011
chez les poules d€'prélévement.
On peut estimer I'efficacité de
26/01/2011 Absence d&almonella traitement & partir de®?®
prélévement.
19/01/2011 Absence dgalmonella La non détection de&almonella
au niveau de préléevements
Site B 26/01/2011 Absence d@almonella cloacaux dans ce site permet de
juger que les poulets ne sont pas
23/02/2011 Absence dgalmonella | des porteurs de la bactérie.
Table B Recherche deSalmonella

Site de prélévement

Date de prélévement

Résultat

Conclusion

Site D

La méme conclusion que le si
B.

19/01/2011 Absence dgalmonella
26/01/2011 Absence dgalmonella
09/02/2011 Absence d&almonella
23/02/2011 Absence dgalmonella
09/03/2011 Absence dgalmonella
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Tableau 7 : Détection dgalmonella chez les poulets au niveau des 4 sites de reproduc

(A, B, C et D).

Site de prélévement

Date de prélevement

Résultat

Conclusion

Absence d&almonella

Pas de possibilité de Ila

Site A 18/01/2011 contamination des ceufs et des
poussins verticalement (pourr
cette période).

Les ceufs et les poussins isgus

Site B 20/04/2011 Présence d8almonella des poulets de ce site sgnt
forcement contaminés.

Absence d&almonella La contamination par voie
Site C 31/03/2011 verticale n'est pas établie a ce
stade.
Absence d&almonella
02/04/2011 La méme conclusion que le
Site D Absence d&almonella site C.
04/05/2011
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Tableau 8 : Difféerents échantillons pitsi

N° de I'échantillon

Type

Site de prélévement

Date de prélévemen

—

1 chiffonnettes Salle d’éclosion 1 (couvoir 1) 26/01/2011
2 chiffonnettes Salle d’éclosion 2 (couvoir 1) 26/01/2011
3 chiffonnettes| Camion de poussin lavé (couvoir 1 26/01/2011
4 chiffonnettes Gamion de p(%‘(‘)ﬁf,'gif‘ \1/551 nt desinfec 26/01/2011
5 chiffonnettes| Salle de reception OAC (couvoir 2 09/02/2011
6 chiffonnettes| Salle de fumigation OAC (couvoir 2 09/02/2011
7 chiffonnettes Salle de stock OAC (couvoir 2) 09/02/2011
8 chiffonnettes Béatiment 1 (site A) 21/04/2011
9 chiffonnettes Batiment 6 (site A) 21/04/2011
10 chiffonnettes Salle de stock. OAC (site A) 21/04/2011
11 poussins Site A 17/01/2011
12 poussins Site B 28/03/2011
13 poussins Site B 04/04/2011
14 poussins Site B 02/05/2011
15 poussins Site C 04/04/2011
16 poussins Site C 02/05/2011
17 CEufs Site B 04/04/2011
18 Ecouvillons Site A 19/01/2011
19 poulets Site B 20/04/2011
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lll.  Etude phénotypique
1. L’antibiogramme

Ce test nous a permis de vérifier la sensibilitg antibiotiques de nos 19 isolats détectés
positifs pourSalmonelladans 2 couvoirs et 3 sites (A, B, et C). (Tabl@pu
La détermination du phénotype de résistance ald&ihoe par la méthode de diffusion sur la
gélose Muller Hinton vis-a-vis des 13 antibiotiqueestés, par la comparaison entre le
diametre d’inhibition obtenu pour chaque antibiodcaveaes diamétres critiques définis par
le Comité de Antibiogrammede la Société Francaise de Microbiologieableaux 9 et 10)
Les isolats desalmonella obtenus ont été phénotypiquement proches, résstams leur
ensemble a 100 % (n=19) a l'acide nalidixique esudamide, 79% (n=15) a I'ampicilline,
47% (n=9) a la ticarcillin@cide clavulanique, 16% a la tétracycline et 10,6%42) a
triméthoprime/sulfaméthoxale.(Tableau 11)

2. Sérotypage
On a détecté le méme sérotype pour tous les éttbastestimésalmonellapositif. Les tests
ont révélé la présence des antigénes 09, H: g,i.iRique que les especes analysées sont

desSalmonella enteritidiavec une prévalence de 100%.

IV. Etude génétique
1. PCR

L’amplification génique des souches 8almonella pour9 échantillons (un échantillon est
sélectionné de chaque sjteltilisant I'amorce sens unique Eric 2, avec leaditions déja
décrite dans la partie matériel et méthode. Lesdypt® de PCR visualisés par une
électrophorése sur gel d’agarose a mis en évidancgen de ce sérotype un seul profil
identique de 3 bandes de taille allant de 250va&@m 450 pb (figure 6).

2. Recherche de plasmide

Toutes lesSalmonella enteritidissolées au cours de cette étude (n=19) ont faifdt d’'une
analyse du contenu plasmidique utilisant la méthagele décrite par Kado et Liu en 1981).
Les résultats ont montré que la totalité des édbastporte un seul plasmide de taille 54 kbp
(figures 7 e 8). La figure 7 représente I'électroq@se en gel d’agarose pour 9 échantillons

(sélection d’'un échantillon de chaque site).
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Tableau 9 : Diametres de [l'inhibition de la croimsa de Salmonella vis-a-vis des différents

antibiotiques.

Echantillon TE NA OFX S T™MP GEN SSS TCC CRO CT gF AM AN
1 23 0 25 19 18 25 0 18 34 24 14 1 22
2 19 0 23 22 23 29 0 17 28 21 18 1 25
3 0 0 27 17 0 29 0 21 31 24 11 17 25
4 0 0 22 16 0 27 0 19 29 26 11 1d 21
5 20 0 25 15 20 25 0 18 30 19 18 11 25
6 21 0 25 16 22 26 0 17 31 22 18 1 24
7 20 0 27 15 20 27 0 16 29 19 14 14 25
8 20 0 24 17 19 29 0 18 32 23 1P 14 27
9 20 0 25 15 20 27 0 16 29 19 14 14 25
10 19 0 26 20 19 27 0 14 25 16 1p 10 17
11 20 0 24 17 22 28 0 15 29 26 1B 10 21
12 19 0 25 19 19 31 0 18 30 17 1p 09 22
13 16 0 28 18 21 26 0 14 25 24 1p 12 19
14 18 0 27 22 17 38 0 17 35 21 1 12 25
15 0 0 28 16 0 29 0 19 29 25 12 1 21
16 22 0 29 16 21 29 0 19 31 30 1p 08 20
17 20 0 28 18 20 30 0 19 31 29 1p 10 22
18 22 0 25 21 19 31 0 18 28 25 1B 18 24
19 19 0 27 20 19 30 0 15 27 29 1p 09 17
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Tableau 10 Diameétres critiques pour les diverses classesitiatitjues.

Agent antimicrobien Code du disque §u=mr2ms :;err]rljnl] §u=pmr;1
Ampicilline AM 13 14-18 19
Céfalotine CF 11 12-17 18
Cefotaxime CTX 14 15-20 21
Sulfamide SSS 11 12-16 17
Streptomycine S 11 12-14 15
Tétracycline Te 16 17-18 19
Acide nalidixique NA 14 15-19 20
Ofloxacine OFX 21 22-24 25
Gentamycine GEN 15 16-17 18
Triméthoprime/sulfaméthoxale TMP 09 10-15 16
;‘;\‘;‘Lfg:}'&i:c'de TTC 17 18-21 22
Ceftriaxone CRO 14 15-20 21
Amikacine AN 14 15-16 17

Tableau 11 Profil de sensibilité aux antibiotiques dgalmonella enteritidisgsolées.

Echantillon Profil de résistance Echantillon Ardé résistance
NA, SSS, TTC, AM
1 NA, SSS 11
NA, SSS, AM
2 NA, SSS, TTC, AM 12
NA, SSS, TTC, AM
3 NA, SSS, TE, AM 13
NA, SSS, TE, AM NA, SSS, TTC, AM
4 14
5 NA, SSS, AM 15 NA, SSS, TE, TMP, AM
6 NA, SSS, TTC, AM 16 NA, SSS, AM
NA, SSS, TTC NA, SSS, AM
7 17
NA, SSS NA, SSS, AM
8 18
NA, SSS, TTC NA, SSS, TTC, AM
9 19
NA, SSS, TTC, AM
10 - -
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Figure 6 : Electrophorése en gel d'agarose a de% produits de PCR obtenue on utilisant 'am&iRéC 2.
M : Marqueur de poids moléculaire 50 bp.

1 :chiffonnette couvoir 1 2 : chiffonnettes coin® 3 : chiffonnettes site A 4 : poussing i 5 : poussins site B

6 : poussins site C 7 : ceusf site B 8 : écouvilkitesA 9 : poules site B

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

<+«— 54

Figure 7 : Electrophorése en gel d’agarose a % 7des plasmides obtenue par extraction rapide d® k&
Liu.

Marqueur de poids moléculaire MEscherichia coliVA517.
1 :chiffonnette couvoir 1 2 : chiffonnettes coin® 3 : chiffonnettes site A 4 : poussing 9k 5 : poussins site B
6 : poussins site C 7 : ceusf site B 8 : écouvilkitesA 9 : poules site B



Discussion

Les infections humaines &almonella enterica sérotype enteritidis continue d'étre un
probleme de santé publique a travers le monde coinest le sérovar le plus fréquemment

signalé associé a des gastro-entérites.

Les salmonelloses humaines causées par ce séexypans la majorité des cas, ont été en
raison de la manipulation des aliments insalubresesommation d'ceufs crus ou mal cuits et
de la volaille produits. Malgré les efforts déplsygar la santé publique pertinente autorités
pour améliorer la salubrité des aliments, des qasasiiques ou éclosions d'intoxication

alimentaire se produisent encore en grande popualatiomaines de restauration alimentaire,

en particulier dans les établissements, usinesoé®

Ces dix dernieres anné&glmonella enteritidi®ccupe le deuxieme rang des Salmonelloses
humaines, alors qu’elle occupe les cing premiengsale ces souches isolées de différentes

denrées alimentaires a I'échelle mondiale.

Au cours de ce travail qui consiste a faire unduaten du degré de contamination de la
filiere avicole pour les sites étudiés p&almonella, les sérotypes circulant et I'étude de la
résistance de cette bactérie vis-a-vis de certaitibiotiques, les résultats obtenus ont montré
gu’'environ 14,17 % des échantillons (19/134) arédysnt été détectés positifs pour la

Salmonella .

Notre étude a confirmé la prédominance totale detygge Salmonella enteritidislans tous

les échantillons positifs.

Nos résultats concordent avec ceux obtenus lorsedaiude faite en Malaisie par Rusul et al,
en 1996, pour déduire la prévalence Slmonella dans les poulets de chair dans les
commerces, les usines de transformation et desteduontSalmonella a été isolé chez 14
des 98 (14,3%) des échantillons du contenu insties poulets. Des échantillons prélevés a
partir de litiere dans les fermes de poulets derdadt reproducteurs avec une prévalence de
20%. Le sérotype prédominant é@itimonella enteritidis

Dans une étude conduite entre 1998 et 2002 a itubhsPasteur d’Alger, sur 51826

prélevements de la filiere volaille, 232 souchekéié isolées durant les 5 années de collecte
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des données. Parmi les souches recueillies, 48%rtappient au sérotyp8almonella

enteritidis

Cependant, des enquétes nationales a Canada enat@9dontré une faible prévalence de
Salmonella enteritidislans les troupeaux de volailleSalmonella enteritidis été isolé dans
des échantillons environnementaux de 2,7% des e¢auyp de pondeuses et de 3% des
élevages de poulets de chair. La prévalence glaledalmonella enteritidiseufs contaminés

a partir de deux troupeaux de poules infectéeé mfrieure a 0,06%. (Poppe, 1994)

De méme des études réalisées a I'lnstitut Past@asablanca sur des carcasses de poulets de
chair collectées en différents locaux commerciatpde supermarchés ont montrées des

prévalences de 1,5% pobalmonella enteritidigCohenet al.,2007).

Une étude réalisée par ELGROUD en 2008 en Algémé¢'é&valuation de la contamination du
poulet de chair par les salmonelles a confirmélaation deSalmonella enteritidisivec un

taux faible de contamination estimé a 4% et und@rénance d&almonellahadar(36%).

D’aprés ces études, il parait que la prévalenag@\aau de la chaire de poulets ne dépasse pas
5%. Alors que les fortes prévalences sont génémierinées a une analyse d’échantillons

contenant des matiéres fécales.

Les outils moléculaires utilisés au cours de na@trede sur ces souches &almonella
enterica sérotype enteritidis ont confirmé qu’ilagit d'un méme clone apparenté

génotypiquement disséminé dans tous les endraimieés.

Plusieurs moyens de lutte ont étenvisagés en cas d’'une contamination $aimonella
notamment I'antibiothérapie. Cependant, I'efficacié tels traitements se trouve actuellement

limitée par la capacité de certaines soucheSalimonellaa résister aux antibiotiques.

Selon nos résultats, toutes les souchesSalmonella enteritidissolées au cours de cette
étude ont présenté une résistance commune a I'naldkxique et le sulfamide (n=19), tandis
gque 79% (n=15) des isolats ont été resistantnaplicilline, 47% (n=9) a la ticarcillinacide
clavulanique, 16% a la tétracycline et seulemeisblats étaient résistants au triméthoprime/
sulfaméthoxale (10,5%). D’aprés ces résultats, desbiotiques qu’on peut utiliser en
antibiothérapie sont ceux qui ne représentent aucésistance remarquable au cours du test
d’antibiogramme qu’'on a réalisé, comme par exemjde gentamicine, la streptomycine,

Ceftriaxone, etc...
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Cette importante proportion d'isolats résistantsl’acide nalidixique, n’est pas tres
surprenante, au regard de 'augmentation importdeserésistances a cette molécule observée

dans beaucoup de pays au cours de ces derniessgirerestrupt al.,2007).

Cette antibiorésistance peut étre expliquée pamglisition par Salmonella des genes
plasmidiques de résistance, ou encore par l'ajp@ardes mutations qui induisent une
résistance spécifique a certaines familles d'attthies ou des multirésistances a plusieurs
familles d’antibiotiques.

Le plasmide isolé de cesalmonella entericaérotypeenteritidis est de taille d’environ 54
kb, il peut étre probablement impliqué dans lastésice aux antibiotiques ou dans la

virulence de ces souches.

Une étude des profils plasmidiques et de la résistaaux antibiotiques a été réalisée en
Belgique sur des souches 8almonella enteritidigle différentes sources (coprocultures
humaines, poulets, denrées alimentaires a baseuletpautres animaux). La majorité des
souches (80% d'origine humaine, 71% d'origine namdine) contiennent un seul plasmide
de 56 kb. Chez les autres souches, un éventail rafispplasmidiques a été décelé,

comprenant presque toujours le plasmide de 56 KiE(¥1998).

La prévalence de la contamination des élevage®lagiparSalmonella enteritidismet en
évidence I'importance d’'une trés large surveilladed’industrie avicole, pour le respect des
normes d’élevage, particulierement les mesuresgiEme individuelles et collectives.

Et comme la majorité des souches de salmonellestaBtes aux antibiotiques sont toujours
associées a des infections graves, il serait ¢apaacentuer la surveillance de [l'utilisation
des antibiotiques, notamment en filiere avicoleysdbe but de prévenir 'augmentation des

résistances aux molécules récentes.
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Conclusion et perspectives

Cette étude effectuée au sein du laboratoire baligique de la société EL ALF et le
laboratoire de microbiologie et sécurité alimemain’Institut Pasteur nous a permis d’obtenir
une image précise de la situation de la filiereala pour les différents sites étudiés au regard
du risque de la contamination ealmonella

Elle nous renseigne sur le sérotype le préedomigaiitest isolé dans tous les prélevements
analysés et qu’il s’agit de sérov&renteritidisa savoir sa capacité pour se transmettre, soit
verticalement par la voie ovarienne, donc la cmirtation de I'ceuf fécondé et ensuite les
poussins aprés I'éclosion ; Soit horizontalement’pdaermédiaire de la poussiére, du

matériel ou des batiments.

La possibilité d’'une transmission horizontale dssg@réquemment remarquée au niveau du
site A (détection de la contamination chez les @®ue reproduction et chez les poussins

nouveau-neés, tandis que les ceufs ont été indemnes).

La transmission verticale est le plus probablenoéstervée chez I'élevage du site B qui peut
étre produite suite a l'infection du systéme deadpction de la poule et par conséquence, la

contamination de la descendance (ceufs et poussins).

Afin de réduire et maitriser la contamination ddiliare avicole par les salmonelles, il faut
respecter des régles sanitaires et d’hygiéne psurdlailles et le secteur avicole.

La possibilité de contaminer les animaux par I'alindoit &tre prise en compte et les mesures
pour les élevages de reproduction, des échanti@aisnents composés doivent étre prélevés
a chaque livraison et conservés pendant la duétevedge du troupeau dans des conditions
satisfaisantes permettant la recherche d'une caméion parSalmonella

La contamination des couvoirs et des fermes awcpégSalmonella doit faire I'objet d’'une
décontamination qui consistera en I'élimination’dgent infectieux des unités concernées en
suivant les bonnes pratiques et les procéduresgihg, en plus d'une désinfection
permanente d’ambiance d’élevage. La qualité de presédures doit étre régulierement
vérifiée par des contréles visuels une fois paraeenet contrdle bactériologique des surfaces

une fois par quinzaine au moins.
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La gestion des déchets et effluents d'élevage réspecter les prescriptions du code de
I'environnement, et du code de la santé publiges.dnlévements et épandages des effluents
d'élevage sont gérés de maniére a ne pas constitugque de contamination des troupeaux

avoisinants paalmonella

Pour les ceufs a couver, la désinfection doit &ite sur place et puis les ceufs doivent étre
stockés rapidement aprés la ponte dans un locelasplis seront transportés vers le couvoir
par un véhicule et du matériel propres et désiafedte véhicule sera réservé a cet usage.

En perspectives, il est important de mettre enrpéio

v’ La réalisation des investigations sur la contanonat par Salmonella
particulieremenSalmonella enteritidist grande échelle dans les diverses filieres
avicoles au Maroc, afin dobtenir des informationécologiques et
épidémiologiques concernant cette bactérie et tiévales risques lies a sa

présence.

v Comparer ces souches avec d’autres isolées chéulaains pour une tracabilité

épidémiologique utilisant les outils moléculairesGE, MLVA, MLST..)

v’ Etudier le support génétique de la résistance S#monella aviaire aux

antibiotiques et aussi leurs génes de virulence
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Annexes

Gélose au vert brillant et au rouge de phénol

Pour 1 litre de milieu :

S TTYPIONE. e 10,0 g
- Extrait de Viande ...........ooooeviiiiiiii e 50¢g

- Extrait autolytique de [@VUIe..............cammmeereiiieee e 3,09

= LBICTOSE ittt e 10,0 g
= SACCNAI0OSE ... 10,0 g
- Phosphate diSOIQUE ..........ccoeeiiiiiiieeeeeecre e e 109
- Phosphate monoSOQIQUE ...........uiiiis e 0,69
- Rouge de PhENOL.........cooiiiiieee e e e e e e e e e e e e 90,0 mg
S Vert Brllant.. ... 5,0 mg
- Agar agar bacCteriolOgIQUE. .......cooeiiieeeeeeeeei e e e e e e eee e 1409

pH du milieu prét-a-I'emploi a 25°C : 6,9 + 0,2

GéloseSalmonella -Shigella

Pour 1 litre de milieu :

- Peptone pancréatique de viande ... 50¢g

- EXtrait de VIANAE .....coooeeei i Q%5

= LBICIOSE o 10,09

= SIS DIlIAINES. ... ——————— 85¢g

- Citrate de SOAIUML.......coiiiiie e 1@0

- Thiosulfate de SOUIUM..........ceviiiiiiiicre e 8,549

- Citrate ferrique ammoniacCal ..........cccoeveiiieeiriiiiiii e 10g

= ROUQE NEBULIE ...t et ettt e e e e e e e eeen @sng

= Vet DEIANT. e .38 mg
Agar agar bacCteriologiQUE..........uiiiiiiisccceeeeeiiciee e e e e e e e e e e e e e e eeeeeaaeens 1509

pH du milieu prét-a-I'emploi a 25°C : 7,0 £ 0,2.

Bouillon Miller Kauffmann au tétrathionate

Pour 1 litre d’eau purifiée :

= TTYPIONE. s 8,69

- EXtrait de VIANAE ......coooeeei i 34

= SIS DIIAINES. .. oo e 4,78 g

- Chlorure de SOIUM........uiiiiiii e a e 236

- Carbonate de CalCium ..o 38,79
- Thiosulfate de sodium anhydre............coo e e 30,45¢g
4= 19 1 1= | 9,6 mg
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Bouillon Rappaport Vassiliadis

Pour 1 litre de milieu :

- Peptone papainique de SOjJa ...........uuuveuiiieeeiiiieeeeeeeeeeeeeeeennnnns 450¢
- Chlorure de SOiUm .......ccoooiiiiiiiiiie e 7,209
- Phosphate monopotasSiqQUE ............cooeieeceeeeemreieeee e e eeeeeeeeeee 1,26 g
- Phosphate dipotassique ............ooooeiiimeemmmmm oo 0,18 ¢g
- Chlorure de magnésium anhydre .............commmmeeeeeeennnnnnnn....13,40 g
Vert malachite (OXalate)........ccoouvviieiii o 36,0 mg

pH du milieu prét-a-I'emploi a 25°C : 5,2 £ 0,2.

Gélose Mueller Hinton

Pour 1 litre de milieu :

- Hydrolyséat acide de Cas€ine ..........cccccceeeeeeeeeeeeeeessecciiieeeene 1759
- Infusion de viande............oooviiiiiiiiiiiceeeee s 20g
- AMIdON SOIUBIE ... 15¢g
- Agar agar bacteriologiQUe............uuuuiiicccceeeeeeieer e 17,09

pH du milieu prét-a-I'emploi a 25°C : 7,3 £ 0,2.

Milieu Hajna-Kligler

Pour 1 litre de milieu :
= TEYPIONE. e 2@0
- Extrait autolytique de leVUIe................ e e oo eeeeeeeeviiieee e 3,09
- Extrait de Viande ... 3,09
= GIUCOSE. ..ttt e ————- Qb
= LAICIOSE .o e (0}
- Chlorure de SOiUM......cccooeiieeiiiiiieeeeeeeeeee e e 50¢g
- Thiosulfate de SOdIUM...........ouuiuiiiiiiiie e 0,59
- Citrate ferrique ammoniacal ..........cccoveeveeeeeeeeeeieei e 0,59
- Rouge de Phénol............euiiiiiiiiiiiiiis e 25,0 mg

Agar agar bacteriologiQUE..........uuuuuiii it e e 1509

pH du milieu prét-a-I'emploi a 25°C : 7,4 £ 0,2.

Milieu Mannitole-mobilité.

Pour 1 litre de milieu :
- Citrate de SOAIUM.......cooiiiiii e 10g
- bleu de bromothymol...............uuiiiiiii e 0,08 g
- chlorure de SOdiUM.........cooiiiiiiiii e 50¢9
- sulfate de MagnNeSIUM .........oovvviiiiiiiieee e 0,29
- -hydrogénophosphate de potasSium..........ccccceeemvvereeieeiereeeeneenn. 10g¢g
- dihydrogénophosphate d'ammonium............coeeeeeenniinnnnnnn.. 1,0 g

Agar agar bactériologiqUe............cooeurimmmmemnicciiiiiieieieeeeeeeee e e e 1509

pH du milieu prét-a-'emploi a 25°C : 7,1 + 0,2
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Milieu Lysine de fer

Peptone de gélatine................cooveviv i i 5,0 g

Extrait de levure ..........coooiviii i 3,09
L-lYSINE . e 10,0 g
OIUCOS ... ittt e e e 109
Citrate de fer iii ammoniacal .............cooov i, 0,5¢
PromoCrésol POUIPre .......cvviriie e e e 20,0 mg
Thiosulfate de sodium............oooiiiiiii e e 40,0 mg
A e 13,59

pH du milieu prét-a-I'emploi a 25°C : 6,7 = 0,2.

Milieu Mannitol-mobilité

Pour 1 litre de milieu

hydrolysat trypsique de Cas€ine:........cccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeiiiieinnens 10,09
MANNIEOL ... e e e e e eeeeeeees a5
rouge de Phénol:...........oooo oo cceeeme e 0,4 mg
nitrate de POotasSSIUM: ... ..ottt et e 10g
AL et —————— e e e e ra s 3,50

pH du milieu prét-a-I'emploi a 25°C : 6,7 £ 0,2.

Eau peptonée tamponnée

Pour 1 litre de milieu

PEPIONE. ...t 10,00 g
Chlorure de SOdIUM.........ooovviiiiiii e e 5,009
Phosphate disodique anhydre ............oooeeeeeeeiiiiiiiiiiinn 3,56 ¢
Phosphate monopotassique .............oeeveeeeeeeemeeeeeeeeeeeeeeiieninnnns 1,509

pH du milieu prét-a-I'emploi a 25°C : 7,0 20,
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Résumeé

Le présent travail porte sur le contréle de la ig@adanitaire et hygiénique dans la filiere
avicole afin d’estimer la contamination de ce sacfer les salmonelles et particulierement
par Salmonella enteritidida plus commune chez la volaille. Cette bactérigpreme deux
voies de transmission, horizontale et verticale.daaransmission verticale dans les ceufs, Ce
sérotype constitue la cause principale de la parmeém salmonellose non-typhoide qui est

observée chez 'homme.

Pour réaliser ce travail, un total de 134 échamt#ila été prélevé a partir de 4 sites d’élevage
situés dans la région Fés-Meknes et 2 couvoirsragieon Khémisset et ont été soumis a la
recherche de la contamination par les salmonelles.recherches réalisées ont permis de
détecterSalmonelladans 14,17% des échantillons analysés 8aithonella enteritidiest le
sérotype détecté dans tous les prélevements. dsdtats ont montré la résistance des
souches desalmonella enteritidisaux antibiotiques dont 6 profils de résistancet &g

révélés.

L'étude génotypique effectuée sur ces souches irménqu’il s’agit d’'un méme clone pour

tous les échantillons positifs.

La contamination des élevages avicole @almonella enteritidis met en évidence
limportance d’'une trés large surveillance de sactavicole, pour le respect des normes

d’élevage et des bonnes pratiques de la sécunitasa et hygiénique.

Mots clés: Salmonella enteritidissalmonellose-filiére avicole — transmission verticale_

transmission horizontale_ résistance aux antihietq
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