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RESUME

Les salmonelloses représentent une charge trés importante pour la santé publique et un cout
considérable pour la société de nombreux pays, elles sont responsables de nombreuses toxi-infections
alimentaires collectives mondiales.

L'émergence des nouveaux sérovars résistants est un probléme qui va en s’aggravant et qui sont
transmis aux humains principalement par voie alimentaire et limitent les possibilités de traiter
efficacement les salmonelloses humaines. Le but de cette étude est de déterminer la distribution des
sérovars de Salmonelle annuelle, et de suivre la tendance des principaux serovars circulants d’origine
alimentaire, recus au département de Microbiologie et hygiéne alimentaire, INH Rabat entre 1’année
2006 et 2014.

Les souches ont été serotypées par la méthode d’agglutination sur lame selon le schéma de
Kauffmann-White.

Un total de 362 souches de Salmonella a été stocké a I’'INH entre 2006 et 2014, certaines souches ont
été isolées a partir des échantillons des aliments et au cours des études de recherche (dindes, volaille,
viandes hachées), les autres ont été recues en cas de TIAC.

Sur les souches de Salmonella isolées a partir des aliments au cours des analyses de routine, 52
sérovars différents ont été identifiés, parmi lesquels S. enteritidis (23,7%) était la plus fréquente, suivi
par, S. groupe Il (11,85 %), S. kentucky (5,18 %), S. typhimurium (2,96 %), les aliments incriminés
dans ces serovars sont généralement les volailles et leurs produits, les viandes rouges, les produits de
mer contamingés par 1’eau. Entre autre 15 souches ont été isolées a partir des échantillons des eaux
analysées a I’INH avec une prévalence de S.typhi de (25,22%).

Les études qui ont éte faites sur différentes catégories de viandes (volaille, viande rouge et produits
halieutique) révelent la présence de différents sérovars avec prédominance de S.kentucky (35,44%)
pour la volaille, S.bonariensis (20%) pour les viandes rouges et charcuterie et S.chester (36,14%)
pour les produits halieutiques.

Un total de 31 foyers de TIAC a salmonelle a ét¢ confirmé a I’INH entre 2006 et 2014. Entre tous les
sérovars identifiés, S.enteritidis était la plus fréquente (55%) suivi de S.typhi (23%). Les aliments
incriminés dans les TIAC a S.enteritidis sont principalement les ceufs et des aliments préparés a base
de ces produits, alors que S.typhi a comme origine les eaux non traitées.

Mots clés : salmonelle, aliments, TIAC
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AVANT -PROPOS

Ce stage s’est déroulé au sein de I’Institut National d’Hygiéne (INH) qui est un Etablissement
sous la tutelle du Ministére de la Santé au Département de Microbiologie Eau et Aliment et
qui se donne pour objectif de garantir une prise en charge efficace des problémes d’hygiéne et

d’épidémiologie.

L’INH de Rabat se caractérise par son champ d’intervention trés vaste et ses nombreux
laboratoires, ce qui lui permet d’agir en tant que support technique des différents programmes
du Ministére de la Santé ( MS) tel que la tuberculose, le programme du paludisme, le
programme du VIH (SIDA), le programme des infections sexuellement transmissibles

(IST),le programme de la rougeole ou encore le programme santé-environnement, etc.

En outre, I'INH assure également le role d’expertise technique en matiére d’hygiene
alimentaire, de toxicologie de I’environnement et de domaine médico-légal. Parallelement &
ses activités techniques, I’institut veille a la formation professionnelle des étudiants, que ce
soit des médecins, des pharmaciens biologistes ou des scientifiques pour leur recherches, ainsi

qu’a celle des techniciens de laboratoire ou des infirmiers.

L’institut a pour mission aussi d’élaborer des normes en matiére de biologie sanitaire et de
développer et standardiser les techniques de référence a implanter dans les laboratoires du MS
a I’échelle régionale ou provinciale. : Renforcement et consolidation du systeme
d’évaluation scientifique des risques alimentaires :
» Dans sa mission de surveillance, établis selon I’approche d’évaluation des risques
sanitaires liés aux denrées alimentaires et eaux
MHA contribue a I’investigation d’épidémies par la Caractérisation de la souche
épidémique, la recherche de la source de contamination et la participation aux réseaux
de surveillance internationaux.
Dans sa mission d’alerte signale tout phénomene inhabituel : contamination d’eau de
réseau, apparition de cas groupés, catégories d’aliments contaminés, de nouvelles
souches circulantes, nouveaux modes de contamination, nouveaux sérovars circulants

et résistants.
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RESUME

Les salmonelloses représentent une charge trés importante pour la santé publique et un cout
considérable pour la société de nombreux pays, elles sont responsables de nombreuses toxi-
infections alimentaires collectives mondiales.

L'émergence des nouveaux sérovars résistants est un probléme qui va en s’aggravant et qui
sont transmis aux humains principalement par voie alimentaire et limitent les possibilités de
traiter efficacement les salmonelloses humaines. Le but de cette étude est de déterminer la
distribution des sérovars de Salmonelle annuelle, et de suivre la tendance des principaux
serovars circulants d’origine alimentaire, regus au département de Microbiologie et hygiéne
alimentaire, INH Rabat entre 1’année 2006 et 2014.

Les souches ont été serotypées par la méthode d’agglutination sur lame selon le schéma de
Kauffmann-White.

Un total de 362 souches de Salmonella a été stocké a I’INH entre 2006 et 2014, certaines
souches ont été isolées a partir des échantillons des aliments et au cours des études de
recherche (dindes, volaille, viandes hachées), les autres ont été regues en cas de TIAC.

Sur les souches de Salmonella isolées a partir des aliments au cours des analyses de routine,
52 sérovars différents ont été identifiés, parmi lesquels S. enteritidis (23,7%) était la plus
fréquente, suivi par, S. groupe Il (11,85 %), S. kentucky (5,18 %), S. typhimurium (2,96 %),
les aliments incriminés dans ces sérovars sont généralement les volailles et leurs produits, les
viandes rouges, les produits de mer contaminés par 1’eau. Entre autre 15 souches ont été
isolées a partir des échantillons des eaux analysées a I’INH avec une prévalence de S.typhi de
(25,22%).

Les études qui ont été faites sur différentes catégories de viandes (volaille, viande rouge et
produits halieutique) révélent la présence de différents sérovars avec prédominance de
S.kentucky (35,44%) pour la volaille, S.bonariensis (20%) pour les viandes rouges et
charcuterie et S.chester (36,14%) pour les produits halieutiques.

Un total de 31 foyers de TIAC a salmonelle a été confirmé a ’INH entre 2006 et 2014. Entre
tous les sérovars identifiés, S.enteritidis était la plus fréquente (55%) suivi de S.typhi (23%).
Les aliments incriminés dans les TIAC a S.enteritidis sont principalement les ccufs et des
aliments préparés a base de ces produits, alors que S.typhi a comme origine les eaux non

traitées.

Mots clés : salmonelle, aliments, TIAC
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INTRODUCTION

Depuis de nombreuses années, Salmonella constitue la cause majeure des infections du tractus
digestif humain, liées a la consommation de denrées alimentaires d’origine animales. Il s’agit
d’un agent étiologique de la salmonellose -humaine d'origine alimentaire. Dans la plupart des
cas, la salmonellose est causée par des produits alimentaires contaminés, en particulier ceux
d'origine animale tels que la volaille, les ceufs, le beeuf et le porc. Les fruits et les 1égumes ont
également été signalés comme des vehicules de transmission de Salmonella, et la
contamination peut se produire a plusieurs étapes de la chaine alimentaire (Gomez et al,

1997). Dans les pays développés Salmonella est reconnu comme 1’agent pathogéne important

d'origine alimentaire qui est responsable de l'intoxication alimentaire collective avec environ
65% des cas en France (Haeghebaert et al, 2003) et 95% aux Etats-Unis d'’Amérique (Mead

et al, 1999). Bien que la déclaration et I'enregistrement des 12% des cas de Salmonella
demeurent insuffisants, Salmonella est la principale cause d'intoxication alimentaire au Maroc
(Rouahi et al, 1998).

Au Maroc, 7118 cas de toxi-infections alimentaires ont été rapportés entre 2000 et 2004 dont
plus de 86 % sont d’origine bactérienne (Cohen et al, 2006), et 1160 cas d’intoxication
alimentaire ont été enregistrés en 2008 (Selon le centre antipoison et pharmacovigilance,
Maroc).

Certains sérotypes sont les agents de maladies graves comme la fievre typhoide et
paratyphoide (Levantesi et al., 2012). La plupart des sérotypes de Salmonella sont considérées
comme pathogenes humains potentiels (OMS, 2005), et Salmonella est reconnu
mondialement comme un principal pathogéne d'origine alimentaire humaine (CDC, 2008).
Les infections a Salmonella, restent un probleme de santé publique dans le développement des
pays. Parmi ces infections, les infections gastro-intestinales et les infections extradigestives
sont notés. Le sérovar Salmonella Typhi est responsable de gastro-entérite, et peut aussi
causer des septicémies (Benacer et al, 2010). Autres sérotypes peuvent étre responsables des
infections extra-intestinaux telles que les infections des voies urinaires, la suppuration

profonde et la méningite chez les individus immuno-déficients (WHO, 1996).

L’objectif du présent travail est I’étude de la distribution des différents serovars de
salmonella recus a I’'INH entre L’année 2006 a 2014 afin d’identifier les 15 sérovars les
plus répandus et le pourcentage des catégories d’aliments incriminés afin d’aider a lister

les facteurs des risques des salmonelloses.




Ce travail a comme objectifs :
» L’étude de la distribution des différents sérovars de Salmonella recus a
I’INH entre I’année 2006 et 2014 afin d’identifier les 15 sérovars les

plus répandus.

» Détermination de pourcentage des catégories d’aliments incriminés afin

d’aider a lister les facteurs des risques des salmonelloses.







Partie | : Bibliographie

A. SALMONELLES ET LEUR EPIDEMIOLOGIE :

I.  Historique :
En 1885, un vétérinaire américain nommé Daniel Salmon Elmer et son collegue,
bactériologiste Theobald Smith ont découvert ce qu'ils croyaient étre I'agent causal de la peste
porcine classique (salmon & Smith, 1886). Le micro-organisme qu'ils ont décrit a finalement
été identifié comme la cause des infections secondaires qui sont souvent associées a la
maladie, qui a finalement été montré pour étre d'origine virale. La désignation Salmonella
générique a été inventée en 1900 comme un hommage au Vétérinaire, et le bacille

nouvellement décrit a ét¢ nommé Salmonella choleraesuis.

Il.  Taxonomie et nomenclature :
Le genre Salmonella appartient a la famille des Enterobacteriaceae. Cette famille regroupe des
genres de bactéries qui sont des hétes habituels du tube digestif. Ce genre contient deux
espéces (Jay et al. 2003):
e S. enterica
e S. bongori
L’espece S. enterica se subdivise en 6 sous especes:
1) S. enterica sous espece enterica ou sous espece |
2) S. enterica sous espece salamae ou sous espéce 11
3) S. enterica sous espéce arizonae ou sous espece llla
4) S. enterica sous espéce diarizonae ou sous espéce I11b
5) S. enterica sous espece houtenae ou sous espéce 1V

6) S. enterica sous espece indica ou sous espéce VI

Le nombre de sérovars de chaque espéce a été officiellement caractérisé par leurs antigénes
somatiques (antigene O) et, géneralement, par leurs antigenes flagellaires (antigénes H).

Dans le 47éme supplément du schéma de kauffmann-white le minor (Guibourdenche et al,
2010), plus de 2600 sérovars de Salmonella sont mentionnés et ce nombre augmente

régulierement, tel que résumé dans le tableau 1.




Tableau 1: Nombre des sérovas de chaque espéce de Salmonella au cours des années
(Grimont et Weill, 2007).

Espéce Sous-espéce  supplément

1998° 2001°
Nombre des sérovars
enterica 1454 1492
salamae 489 500
arizonae 94 95
S.enterica diarizonae
houteane
indica
S.bongri
Total
a (Popoff et al, 2000)

b (Popoff et al, 2003)
¢ (Guibourdenche et al, 2010)

1. Habitat :
Les salmonelles peuvent étre isolées de I’intestin de nombreuses espéces animales. Il s’agit
d’agents zoonotiques. Les animaux constituent un réservoir et la dissémination dans
I’environnement provient essentiellement de contaminations fécales (Hanes, 2003). L'habitat

habituel de différentes especes et sous-espéeces de Salmonella est les intestins des animaux a




sang chaud et froid (Brenner et al, 2000). Ces bactéries peuvent également étre trouvées dans
I'environnement naturel. Méme si Salmonella ne peut pas se multiplier en dehors du tube
digestif de I'hote, les bactéries peuvent vivre de nombreuses semaines dans I'eau et quelques
annees dans le sol si les conditions sont favorables tels que la température, le pH et I'numidité
(Todar, 2008).

2. Caracteres culturaux :

Les Salmonelles sont des germes mésophiles aéro-anaérobies et hygrophiles qui se présentent
sous forme de batonnets de deux a trois microns de long et de 0,6 a 0,8 microns de large. La
plupart d’entre elles ne sporulent pas et ne possédent pas de capsule (Bertrand, 2003).

La température de la croissance varie de 8 ° C a 45 ° C, les souches peuvent se développer a
des valeurs de pH entre 4 & 9, et a des activités de I'eau au-dessus de 0,94. Salmonella est
thermolabile de sorte que ce microorganisme peut étre détruit a la température ordinaire de
cuisson (> 70 ° C) bien que le temps de refroidissement, les valeurs température et le temps
peut varier en fonction du sérotype et de la matrice alimentaire. En outre Salmonella montre
une tolérance a des concentrations en sel jusqu'a 20% (Bell et al, 2002). La plupart des
Salmonelles sont capables de croitre sur milieu minimum, sans facteur de croissance. Quand
elles sont adaptées a un héte pour lequel elles ont un pouvoir pathogene manifeste, elles

peuvent exiger un ou plusieurs facteurs de croissance pour croitre (Bertrand, 2003).

3. Caracteres biochimiques :

Les Salmonelles possédent les caracteres generaux de la famille des Entérobacteriacees :

bacilles a Gram négatif, mobiles grace a une ciliature péritriche, ou immobiles, non sporulés,

et sont anaérobies facultatives. Salmonella fermentent principalement du glucose avec la
formation de gaz et réduisent également le nitrate en nitrite (Betrand, 2003).

Les Salmonelles croissent de fagon optimale entre 35 ° C a 37 ° C et catabolisent une variété
d'hydrates de carbone en acide et en gaz. lls utilisent le citrate comme seule source de
carbone, et décarboxylent la lysine et l'ornithine a la cadavérine et la putrescine
respectivement. Ils sont des microorganismes chimioorganotrophes car ils obtiennent leur
énergie a partir des réactions d'oxydation et de réduction a partir de sources organiques. La
plupart des especes de Salmonella produisent H,S, qui peut étre facilement détecté par leur
culture sur un milieu contenant du sulfate ferreux comme le fer de trois sucres (STI) ou
Salmonella est capable de produire du H,S thiosulfate. La production de H,S sur le milieu STI

est I'une des caractéristiques biochimiques communes qui sont largement utilisés dans




I'identification des bactéries (Renatus, 2014). Des biotypes atypiques tels que Salmonella
enterica sérovar Enteritidis qui ne peuvent décarboxyler la lysine (Morita et al., 2006), et
Salmonella enterica sérovar Typhi qui utilise facilement le lactose (Kohbata et al, 1983) et
Salmonella enterica sérovar Mbandaka qui a la capacité a fermenter le saccharose (Reid et al,
1993) ont éteé isolés.

Tableau 2: Caractéristiques biochimiques des espéces et sous especes de Salmonella (Le
Minor et al, 1982 ; Le Minor et al, 1986).

Propriates et caracieres

biochimiques Salmonel enferca
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Culture sur KCN
Dulcitl

Malonate
Galacturonate

LI+ Harrate

Salicine
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4. Marqueurs épidémiologiques :
La grande diversité du genre Salmonella, tant au niveau de son habitat naturel qu’au niveau de
I’expression de son action sur 1’hote rend insuffisante I’identification de I’espéce seule pour

comprendre la pathogénie de cette bactérie. Le réseau de surveillance des Salmonelles




procede a la subdivision des especes en entités infrasubspécifiques, ou types, correspondant a

des aptitudes pathogéniques associées.

a. Biotype:

La détermination du biotype est basée sur les réactions biochimiques caractéristiques du genre
Salmonella. Celle-ci est utilisée dans certaines études épidémiologiques mais la

discrimination apportée par la biotypie n’est généralement pas trés importante (Millemann,

1998).

b. Sérotype :

L’identification des sérotypes selon le schéma de Kaufmann-White est fondée sur la formule
antigénique. Comme toutes les entérobactéries, les salmonelles possédent potentiellement
trois types d’antigénes ayant un intérét diagnostic. On distingue des antigénes somatiques (O),
des antigénes flagellaires (H) et des antigenes de surface. Dans ce schéma, les antigenes O
sont chiffrés de 1 a 67 et les antigenes H sont représentés par une lettre pour la phase 1 et un
nombre ou une lettre pour la phase 2. Par exemple, la formule antigénique du Salmonella
paratyphi C est :6,7,(Vi) :c:1,5; avec: les antigénes « O » O :6 et O :7 ; I’antigene « Vi »,
qui peut étre présent ou absent ( indiqué par les crochets) ; ’antigéne « H» H :c pour la

premiére phase ; les antigénes « H » H :1 et H :5 pour la seconde phase.

% Les antigenes O : antigenes de paroi ou antigénes somatiques.

Cet antigene provient de la paroi cellulaire et les principaux composants sont des

polysaccharides, des protéines et des phospholipides. L’antigéne « O » est trés robuste et peut

résister a des températures pouvant atteindre 100°C pendant 150 min, a un traitement avec de
I’éthanol a 95 % (fraction volumique) ou avec de I’acide dilué (Poppof et al, 2001). La
réaction de 1’antigéne « O » avec les immuns-sérums crée une agglutination granulaire. D’un
point de vue historique, les antigénes « O » ont été classés dans des groupes d’antigénes
« O » individuels dans le schéma de Kauffman-White le Minor (Grimont et al, 2007).

Les groupes était nommés avec l’alphabet latin, en commengant par le groupe A qui
comprend I’antigéne O : 2, jusqu’au groupe Z qui comprend I’antigéne O : 50. Comme il
y’avait plus d’antigénes « O » que de lettres, les antigénes restants n’étaient pas classifiés

sous forme de groupe, mais étaient dénommeés antigénes « O » O : 514 O : 67. Aujourd’hui, il




est préférable de désigner chaque groupe « O » selon le facteur « O » caractéristique. Les
lettres ont été conservées et sont indiquées entre parenthese, par exemple, O : 4 (B) (Grimont
et al, 2007).

Le tableau 3 resume les nomenclatures anciennes et nouvelles des sérotypes :

Tableau 3: Sérotypage de Salmonella (ancienne désignation) et antigéne «O »
corresponds (nouvelle désignation) (Grimont et al, 2007).

Groupe Antigene Groupe Antigene Groupe Antigene
«O» «O» «O»

G1-G 13 39

H 6,14 40

16 41

17 42

18 43

9,46 21 44

9,46,27 28 45

E:(E,Es)® 3,10 30 47
E, 1,3,19 35 48
F 11 38 50

Q
R
S
-
U
Y
w
X
Y
z

a : C, est désormais inclus dans C;j.

b : E,, Ez sont désormais inclus dans E;.

% Les antigenes flagellaires ou antigenes H.

Cet antigene se situe sur le flagelle et se compose principalement de protéines. Il est moins
robuste que les antigenes « O ». Il peut facilement étre décomposé par de 1’alcool, de I’acide
et a une temperature supérieure a 60°C, mais il résiste a une solution de formol de fraction
volumique de 0,5 % (Poppof et al, 2001).

La réaction de I’antigéne « H » avec les immuns-sérums crée une agglutination floconneuse.
De nombreuses especes de Salmonella possedent deux phases d’antigéne « H », mais des
variantes monophasiques et triphasiques sont également connues. La premiére phase est

indiquée par une lettre minuscule, allant de a a z. toutefois, depuis I’identification de




I’antigéne z, de nombreux nouveaux antigenes « H » ont été identifiés et nommés z;, z,,
Z3...791.
Voici quelques exemples de sérovars monophasiques :

» Salmonella paratyphi A: 1, 2,12 : a(1,5) ; avec H : a pour la premiére phase et ou les
crochets indiquent que la seconde phase (H : 1,5) peut étre présente ou absente ;
Salmonella typhi : 9,12, (Vi) : d :- ; avec H : d pour la premiere phase ;

Salmonella derby : 1,4, (5)12: f,g(1,2) ;avec H :f,g pour la premiére phase et ou la
seconde phase (H :1,2) peut étre présente ou absente;

Salmonella enteritidis : 1, 9,12 : g,m :- ; avec H :g,m pour la premiére phase. Outre les
facteurs H :g,m, certaines souches peuvent avoir le facteur H:p, H:f ou H:t. des
souches exceptionnelles peuvent avoir I’antigéne H :1,7 comme seconde phase ;
Salmonlla dublin : 1, 9,12, (Vi) : g,p :- ; avec H :g,p pour la premiere phase.

% Antigenes de capsule.

Cet antigéne est un antigene (capsulaire) de surface et peut masquer les antigénes « O » de
fagon a ce que les bactéries ne s’agglutinent pas avec les sérums anti-« O ». L’antigéne « Vi »
se compose essentiellement de polysaccharides. Les souches de salmonella qui possédent un
antigéne « Vi » sont plus virulentes que les souches qui ne 1’ont pas. L’antigene « Vi » peut
étre présent dans seulement trois sérovars de salmonella :

» Salmonella typhi : 9,12, (Vi) : d :-;

» Salmonella paratyphi C : 6,7, (Vi) :g,p :-;

» Salmonella dublin: 1, 9,12, (Vi) :g,p:-.

c. Lysotypie :
La lysotypie étudie la sensibilité des souches ou leur résistance, a une série de bactériophages
sélectionnés qui ne se multiplient qu’en utilisant le matériel génétique des bactéries infectés et

causent ainsi la lyse de ces dernieres. La plupart des bactériophages sont sauvages, isolés

d’eaux d’égouts, mais ils peuvent aussi provenir de bactéries lysogeniques (Anderson et al,
1977).

d. Bactériocinotypie :
La bactériocinotypie repose sur la recherche de la production de bactériocines ou de la

sensibilité aux bactériocines. Cette technique est peu discriminante.




e. Antibiotypie :

La sensibilitt ou la résistance des salmonelles aux antibiotiques permet de parler
d’antibiotypes. Généralement les Salmonelles sont sensibles au Chloramphénicol et a
beaucoup d’antibiotiques a large spectre, comme 1’ampicilline (Betrand, 2003).

Chez les salmonelles, la résistance est en général codée par des génes plasmidiques.
Connaissant I'utilisation abusive des antibiotiques en médecine vétérinaire et surtout
I'instabilité des plasmides et des transposons, les antibiogrammes ne peuvent pas étre
considérés comme une méthode fiable de typage. Néanmoins, si c'est une résistance a un
nouvel antibiotique ou un nouveau mécanisme de résistance a un antibiotique déja largement

utilisé, elle peut étre utile et satisfaisante du point de vue épidémiologique (Millemann, 1998).

I1l1.  Physiopathologie:

1. Pathogeénie des Salmonella :

Salmonella est un genre de bactéries zoonotiques qui est capable de provoquer une maladie
chez une large gamme d'espéces. Chez I'homme, l'infection est le résultat de Il'ingestion
d'aliments ou d’ecaux contaminés. Il ya trois types d'infection associés a Salmonella: gastro-
entérite, maladie systémique et un état de porteur.

Les caractéristiques essentielles de la pathogénie de ces bactéries sont la capacité des
salmonelles a entrer dans la cellule-héte et a y demeurer comme parasite intracellulaire
facultatif. Les salmonelloses représentent un modele d’infection entéro-invasive. Nous nous
attarderons donc sur la pathogénie des entérites salmonelliques. Grace a la biologie cellulaire
et la génétiqgue moléculaire, des progres significatifs ont été récemment accomplis dans la
compréhension des mécanismes d’invasion de 1’épithélium intestinal et de survie et
multiplication au sein des macrophages. Cependant, de nombreuses incertitudes demeurent et
le mécanisme exact responsable de la diarrhée au cours des salmonelloses demeure inconnu
(Amélie, 2006).

2. Voies de transmission :
La contamination de ’homme se fait par voie orale. La fréquence des infections a Salmonella
est en augmentation. Elle est favorisée par le développement des repas pris en collectivité ou
les aliments qui sont préparés bien avant d’étre consommés et souvent sans aucun respect de

la chaine de froid.




S.enteritidis peut contaminer le contenu des ceufs au cours de leur formation dans 1’oviducte
et plus souvent la surface de la coquille lors de la ponte. Elle a diffusé dans le monde entier au
cours des années 1980 a la faveur d’une intensification de 1’élevage industriel et du commerce
international des volailles (Rodrigue et al, 1990).

Les viandes de volailles, charcuteries, coquillages et produits a base d’ceufs non cuits(Glaces,
mayonnaise) sont la source de contamination par les salmonelles (Baird-Parker et al,1990;
Haeghebaert et al, 2002) car elles colonisent le tube digestif des animaux d’une manicre
asymptomatique (Blaser et al, 1996) et sont donc responsables de la majorité des cas de toxi-
infections alimentaires collectives (TIAC). C’est pour cela qu’elles sont considérées comme

un exemple classique de zoonoses (Groisman et al, 2000).

3. Manifestations extra-digestives :

Elles surviennent chez des personnes atteintes de maladies intercurrentes ou
immunodépressives. Les salmonelles pourront alors provoquer des septicémies, des infections
ostéo-articulaires, des endocardites, des atteintes artérielles sur anévrisme, des cholécystites,
etc.... (Gledel, 1996).

La dissemination sanguine des salmonelles non typhiques est rare voir exceptionnelle. Elle
concerne les personnes fragilisées : les nouveau-nés, les vieillards, les sujets atteints de
dénutrition, de cancer, d’hémopathie maligne, de déficit immunitaire congénital ou acquis. Le

passage dans le sang provoque des septicémies avec un ensemencement possible de foyers

secondaire. Certains études ont méme montré qu’ils s’agissaient d’un marqueur

d’immunodépression (Brown et al, 2000 ; Hohmann, 2001).

4. Facteurs de virulence :

a. Pili ou fimbriae :

Fimbriae sont des structures de surface filamenteuses, elles sont composées principalement de
protéines répétées disposés en hélice appelés Fimbrines (Collinson et al, 1996). Les 8-11
génes codant pour des protéines impliquées dans la biosyntheése, la structure et I'assemblage
sont généralement regroupés dans un opéron de 7-9 kb (Fernandez et al, 2000). Chez
Salmonella, 13 opérons fimbriaires ont été identifiés jusqu’a maintenant. Pour certains, le rdle

dans la virulence n’a pas encore été identifié (McClelland et al, 2001).




L’attachement aux cellules cibles, étape nécessaire a la colonisation et a la pénétration dans
les cellules, est sous la dépendance de trois types d’appendices : les pili de type 1 qui sont les
pili communs ; ils se fixent sur des résidus de D-mannose portés par les cellules eucaryotes;
les pili se fixant sur des ligands différents du D-mannose et enfin les pili plus courts, identifiés

chez Salmonella typhimurium (Betrand, 2003).
b. Invasion et colonisation de I’organisme :

Deux voies de pénétrations s’offrent aux Salmonelles. Elles pénétrent dans les cellules
épithéliales de I’intestin par un mécanisme dépendant de 1’actine. Cette invasion est sous le
contrdle d’un locus chromosomique inv regroupant au moins 4 génes. L’expression de ce
locus est favorisée par des conditions d’anaérobiose.

Dans les cellules, les bactéries sont présentes dans les vacuoles d’endocytoses qui progressent
vers le pdle basal, elles atteignent la lamina propria et déclenchent une réponse inflammatoire.
Dans les vacuoles, les Salmonelles se multiplient a partir de la sixieme-huitieme heure et

provoquent la destruction de la cellule infectée (Betrand, 2003).

c. Survie dans les phagocytes :

Les salmonelles, pour la plupart, se comportent comme parasite intracellulaire et sont
véhiculées dans 1’organisme par les macrophages circulants, puis sont retrouvées dans les
macrophages spléniques et hépatiques. Elles résident a I’intérieur de vacuoles qualifiees de

phagosomes spaciaux. In vitro, les Salmonelles survivent dans les macrophages en inhibant la

fusion phagosomes-lysosomes. De plus, elles se protégent de I’action toxique des radicaux

oxygénés produits par les macrophages grace a la synthése de différents enzymes : catalase,
superoxyde dismutase, glutathion-réductase. La synthése d’une douzaine de protéines leur

permet de se protéger des défenses et de s’adapter a un environnement acide (Bertrand, 2003).
d. Complexe lipopolysaccharidique :

Le lipopolysaccharide (LPS) est un des constituants de la membrane externe de la paroi
bactérienne des Gram négatif. Le LPS est constitué¢ de trois structures qui, allant de 1’intérieur
vers ’extérieur de la cellule bactérienne, sont le lipide A (responsable d’un pouvoir pathogene
et appelé également endotoxine), un core dont la structure est semblable pour toutes les
salmonelles et des chaines spécifiques de nature polysaccharidique et exposées a la surface de

la bactérie. Ces chaines polysaccharidiques sont des polyméres de chainons répétés et




identiques pour un méme sérovar. Les differences antigéniques des chaines spécifiques sont
liées soit a la nature des sucres qui composent le chainon répété soit a leur mode de liaison. In
vivo, différentes études ont monté que le LPS favorise la colonisation intestinale chez la

souris, le veau et le poulet (Lawley et al, 2006).

e. Synthese de toxines :
En plus de I’endotoxine (LPS), les salmonelles peuvent synthétiser au moins deux autres
types de toxine : une cytotoxine et une entérotoxine (Popoff et Norel, 1992). Une activité
cytotoxique a été mise en evidence dans les lysats de S. choleraesuis, S. enteritidis, S. typhi et
S. typhimurium. Cette cytotoxine est thermolabile. Elle inhibe la synthése des protéines chez
les cellules Vero, HelLa et chez les cellules isolées de 1’épithélium intestinal du lapin. Elle
possede également une activité hémolytique pour les globules rouges du mouton. Elle est
associee a la membrane externe des Salmonella et est codée par le géne cyx. Cette cytotoxine
est capable de chélater les ions Ca++ et Mg++. Cette chélation avec la membrane des cellules
de la muqueuse intestinale change probablement la structure de la membrane cellulaire,
permettant 1’introduction de la bactérie dans la cellule hote et une fuite sélective de molécules.

Cet effet est réversible et non létal (Desprez, 1992).

f. Systemes de captation du fer :
Le fer est un des facteurs de croissance indispensable pour la multiplication des salmonelles
chez I’hdte. Or, chez les organismes supérieurs, le fer est étroitement séquestré dans des
molécules telles que la transferrine et la lactoferrine. Le fer libre est alors en concentration
trop faible (10-18M) dans les liquides biologiques pour permettre cette multiplication (seuil

de 10-4 M). Cet abaissement de la concentration en fer libre constitue un moyen de défense

non spécifique de I’hote. Les salmonelles synthétisent alors des sidérophores afin de capter le

fer. 11 s’agit de protéines appelées entérobactines codées par le géne ent situé sur le

chromosome bactérien (Popoff et Norel, 1992).

2. Principales étapes des infections a Salmonella :
Apres une phase de colonisation, les salmonelles se multiplient dans le tube digestif. Le
caecum, lieu de multiplication, semble jouer un réle important dans I’infection (Contag et al,
1995). Dans ’intestin les bactéries interagissent avec la face apicale des cellules épithéliales,

formant des appendices appelés invasomes (Ginocchio et al, 1994); elles provoguent




simultanément une dégénérescence des microvillosités et de la bordure en brosse, et induisent
des ondulations membranaires des cellules épithéliales (Gahring et al, 1990).

Les salmonelles sont alors observées entre et dans les cellules épithéliales, a I’intérieur d’une
vacuole (figure 1). La bordure en brosse se régenére ensuite et les bactéries sont observees
dans des vacuoles, dans les phagocytes de la lamina propia. La majorité des bactéries
s’associent préférentiellement dans I’intestin aux cellules M des plaques de Peyer (Clark et al,
1996) ; I’internalisation est rapidement suivie de la destruction des cellules M (Lee et al,
1996). Une période de latence de plusieurs heures précéde la phase de multiplication
intracellulaire, la plupart des cellules présentent de larges vacuoles remplies de salmonelles.
Les phagocytes recrutés dans la réaction inflammatoire intestinale sont principalement des
polynucléaires neutrophiles et éosinophiles, ainsi que des monocytes. Les bactéries
phagocytées ne sont pas détruites par les macrophages.

Aprés une bactériemie transitoire. Les bactéries sont retrouvées dans les nceuds lymphatiques

régionaux et dans les macrophages du foie et de la rate (Dunlap et al, 1992), organes pour

lesquels les salmonelles ont un tropisme particulier. Il s’agit d’un parasite intracellulaire
facultatif. Les salmonelles peuvent se multiplier dans ces organes avant d’étre disséminées par

voie sanguine (Finlay et al, 1988).
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Figure 1: Représentation schématique de D’expression séquentielle des génes lors des

différentes étapes de la pathogénie apreés infection orale par Salmonella (Chen et al,
1995).

E : Cellules épithéliales ; M : Cellules M des plaques de Peyer ; MP macrophages ;
L : Lymphocytes.




1. Influence de la dose et de la voie de contamination :
Il existe une variété de facteurs qui vont influencer le développement de la salmonellose
clinique. Certains de ces facteurs sont liés au micro-organisme lui-méme, tel que la dose
infectieuse de bactéries et la virulence de la souche individuelle. Autres facteurs qui influent
sur l'infectiosité sont liés a I'h6te et sa susceptibilité individuelle. Des études chez des souris

ont démontré que le nombre d'organismes de Salmonella enteritidis nécessaire pour infecter

des animaux élevés de facon conventionnelle est 10° ou plus. Cependant, chez la souris sans

germes, seulement 10 bactéries ont été nécessaires pour aboutir a la diarrhée, la septicémie et
la mort (Collins et al, 1978). Toutefois, I'exposition & une dose infectieuse de 1,5 x 10* a
donné lieu a des signes cliniques de colite aigué (fievre, diarrhée, dépression mentale)
(Collins et al, 1978).

IVV. Isolement et identification des salmonelles :

1. Echantillonnage :
Les plans d'échantillonnage sont congus de fagcon qu'on obtienne des résultats d'une exactitude
comparable entre les catégories de produits visés malgré que ceux-ci aient des taux de
prévalence différents pour Salmonella. Le nombre d'échantillons a prélever varie selon les
catégories de produits pour des raisons statistiques.
Les échantillons sont analyseés le plus tot possible apres leur arrivée au laboratoire.
Deux objectifs principaux doivent étre visés lors du prélevement des échantillons (LEAA-
REF-MIC-540):

e Obtenir un échantillon représentatif, c’est-a-dire qui est une image fidele de

I’ensemble d’un lot homogene ou hétérogene, afin de conclure sur ce lot.

obtenir un échantillon intégre afin d’assurer le maintien de 1’état du produit tel qu’il

existe au moment de I’échantillonnage jusqu’a I’analyse.

2. Technique d’isolement :

L’isolement des salmonelles se fait en suivant le schéma de figure 2:
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Figure 2: Schéma résumant la procédure pour l'isolement de Salmonella (ISO 6579:
2002).

3. ldentification biochimique :
La détermination de ces caracteres peut étre effectuée grace a des galeries classiques en tubes
ou des systémes d’identification standardisée du type galeries API 20g, ID 32e ou RAPID ID
32e. L’utilisation d’une galerie minimum comprenant un milieu de Hajna-Kligler, un milieu
lysine-fer et une gélose nutritive en pente permet d’avoir les caractéres principaux

d’identification.




4. ldentification serologique (schéma de Kauffman-White) :
Les salmonelles isolés selon la norme 1ISO 6579: 2002 et confirmés biochimiquement sont
par la suite sérotypés afin de déterminer le sérotype selon le schéma de Kauffmann-White. La
recherche des antigénes, O (somatiques), H (flagellaires) et Vi (somatiques d’enveloppe) des
Salmonella est effectuée par des agglutinations sur lames avec les serums appropries a partir

de souches bactériennes identifiées comme étant Salmonella.

Tableau 4: Extrait de scéhma de kauffman-white indiquant la formule antigénique de

guelques sérotypes (Grimont et all, 2007).
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B.IMPACT DES SALMONELLES SUR LA SANTE
PUBLIQUE (salmonellose et TIAC):

I. Salmonelloses :
Chez I’homme et les animaux, les salmonelles peuvent étre responsables, selon leur sérotype,
d’une colonisation intestinale avec absence de symptome (portage asymptomatique), de

gastro-entérite ou d’une infection généralisée, parfois mortelle.




1. Portage asymptomatique :
Chez I’homme, le portage asymptomatique de séovars adaptés a I’homme est un phénoméne
courant et une excrétion asymptomatique par I’intermédiaire de 1’urine ou des féces peut se
prolonger pendant des semaines voire des années (Varnam and Evans, 1991). Cela contribue a
entretenir le réservoir de Salmonella. Chez les animaux, et notamment chez le porc et la

volaille, I’infection par des sérotypes ubiquistes se traduit trés souvent par du portage

asymptomatique. Dans ce cas, les animaux infectés peuvent excréter jusqu’a plus de 10’

bactéries par gramme de féces en I’absence de symptome.

2. Gastro-entérites :

Il s’agit d’une diarrhée aigue fébrile dont I’incubation est de 6 a 72 heures. La fiévre est
quasi-constante, supérieure a 38,5°C dans la plupart des cas. Elle est souvent accompagnée de
céphalée intense pouvant faire croire a une méningite quand 1’apparition des troubles digestifs
est différée de 12 a 24 heures. Les troubles digestifs débutent par des nausées et/ou
vomissements, et des douleurs abdominales souvent diffuses. ls sont rapidement suivis par la
diarrhée caractérisée par plus de 5 selles liquides par 24 heures. La déshydratation engendrée
par la diarrhée constitue le seul facteur de gravité notamment aux ages extrémes de la vie.
L’évolution est spontanément résolutive : la fiévre disparait en 2 & 3 jours et la diarrhée en
une semaine. La mortalité, faible, concerne uniquement les sujets dénutris, les enfants et les
personnes agées (Aubry et al, 1992 ; Gendrel ,1997).

Les gastro-entérites sont provoquées par des Salmonella ubiquistes telles que S. enteritidis et
S. typhimurium présentes chez I’homme et les animaux. Comme un grand nombre d’animaux
sont porteurs de Salmonella, la contamination humaine peut se faire par le biais de divers
produits alimentaires (viande, et particulierement volaille, produits carnés, oeufs et produits
laitiers). Les gastro-entérites affectent 1,3 milliards de personnes et 3 millions des personnes
touchées en périssent (Crump et al, 2004). Parmi les cas de salmonelloses déclarées dont la
cause étiologique a été établie en Europe, 2 sérotypes seulement se partagent 70 % des
infections humaines : S. enteritidis et S. typhimurium. En 2008, 131 000 cas de salmonelloses
ont été recensés en Europe (Rapport EFSA, 2010). Les salmonelloses d’origine alimentaire

peuvent donner lieu a des foyers trés importants.




3. Infections systemiques ou fievre typhoide :
Chez ’homme, il s’agit de fievre typhoide ou paratyphoide et elles sont respectivement dues a
S. typhi et S. paratyphi. Ces sérotypes sont strictement adaptés a I’homme. La maladie se
transmet par ingestion d’aliments ou d’eau contaminés par 1’urine ou les feces de personnes
infectées (malades, convalescents ou porteurs asymptomatiques). La plupart des personnes

infectées sont infectieuses jusqu’a la premicre semaine de convalescence mais 10% des

personnes non-traitées excretent la bactérie pendant plus de 3 mois. De plus, 2 & 5% des

personnes non-traitées deviennent des porteurs asymptomatiques.

Cette maladie, qui constitue la forme la plus grave de salmonellose, touche chaque année 22
millions de personnes dans le monde et conduit a 217 000 déces. Elle a pratiquement disparu
des pays industrialisés mais reste un vrai probléeme de santé publique dans les pays en voie de
développement, notamment en Asie ou 1I’on dénombre 274 cas sur 100 000 personnes

(Crump et al, 2004). De plus, des souches S. typhi multirésistantes aux antibiotiques
apparaissent de plus en plus, augmentant ainsi I’incidence des fiévres typhoides mais aussi la

gravité des cas humains (OMS).

1. Toxi-infection alimentaire collective :

1. Définition :

Un foyer de toxi-infection alimentaire collective (TIAC) est défini par I’apparition d’au moins
deux cas groupés d’une symptomatologie similaire, en général digestive, dont on peut
rapporter I’origine (Bolnot et al, 2006).

Les TIAC sont la cause de morbiditt ou de mortalité, de colt accrus en
matiere de soins de santé, de la perte de confiance du consommateur, de pertes
¢économiques et de perte de productivité industrielle. C’est pour ces raisons que
les TIAC représentent un véritable probleme de santé publique (Guide investigation TAIC
2007). Pour chaque foyer de TIAC, une enquéte épidémiologique est réalisée. L’aliment
incriminé, ainsi que 1’agent causal, sont systématiquement recherchés, mais pas toujours

identifiés (Delmas et al, 2006, Catsaras ,2000).

Une TIAC est dépendante de trois événements successifs (Bolnot, 2006) :
% L’aliment est d’abord contaminé par un germe ou par une substance toxique produite

par ce germe. Cette condition est facilement remplie car les microorganismes sont




présents sur les aliments. Ils sont le plus souvent en quantité insuffisante pour
déclencher un symptéme.

% La quantité de germes est assez importante pour déclencher les symptémes : de 10 000
a 100 000 bactéries par gramme d’aliment selon les souches. Ce chiffre est atteint dans
la plupart des cas apres multiplication rapide des germes.

% Enfin, ’aliment porteur du germe est consommé par I’homme.

2. Agents responsables :

Des germes tels que Clostridium perfringens, Salmonella typhi, Salmonella enteritidis, etc.

sont les germes principales responsables de TIAC comme montre le tableau 5 :




Tableau 5: Principales causes des TIAC (Bolnot,2006 ; Corpet ,2005)
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3. Aliments identifiés ou suspectés :
Les aliments les plus fréqguemment incriminés lors de salmonellose sont les oeufs et
ovoproduits, les viandes crues ou peu cuites, le lait (figure 3). Un défaut de conservation,
comme une rupture de la chaine du froid, peut provoquer la multiplication de quelques
salmonelles initialement présentes et déclencher la maladie lors de 1’ingestion de 1’aliment.

Notons qu’au niveau microbiologique, la réglementation exige 1’absence de germe dans 25

grammes d’aliment, méme si 10° & 10°® de salmonelles par gramme sont nécessaires pour

provoquer la pathologie (Moll et al, 2002 ; Zelvelder et al, 2002 ; Leclerc, 2003).

Reépartition du nombre de foyers de TIAC a Salmonella . selon le type
d'aliment incriminé (2003 et 2004)
O Eufs, ovo-produits
M Viande. volaille. charcuterie
[ Plats cuismés
60% O Incomm

M Poissons, coquillages. fiuits de mer

@ Fromage. produits laitiers

Figure 3: Répartition du nombre de foyers de TIAC a Salmonella, selon le type
d’aliment incriminé (2003 et 2004), d’apreés les données de I’Institut de Veille Sanitaire.

C. METHODES DE TYPAGE DES SALMONELLES :

Méthodes phénotypiques:

1. Le sérotypage classique par agglutination :
Il nécessite I’emploi d’environ 200 antisérums (polyvalents et monovalents) polyclonaux
absorbés, preparés chez le lapin. Le 1/3 des sérums est d’origine commerciale (principalement
BioRad). Le serotypage classique par agglutination reste le sérotypage de référence (ISO/TR
6579-3) et permet de mettre en évidence plus de 2500 sérotypes.




2. Le sérotypage moléculaire d’une souche de Salmonella :

Trois techniques permettent de compléter le typage ou de suppléer le sérotypage classique :
a. L’analyse MLST (Multilocus sequence typing) :

Il s’agit de déterminer aprés amplification génomique, la séquence de 7 génes conservés (dits
« de ménage »). Cette méthode pouvant étre une alternative future au sérotypage permet
également de comprendre les relations phylogénétiques entre serotypes. Les données issues
du MLST sont basées sur des séquences et sont donc facilement échangeables entre
laboratoires ayant acceés a cette technologie de plus en plus utilisee. Les résultats sont partagés
avec la communauté scientifique par I’intermédiaire du site MLST Salmonella de
I’Environmental Research Institute de Corkn (http://mlst.ucc.ie/mlst/dbs/Senterica) qui
recense, en 2012, 1669 seéquencotypes pour plus de 500 sérotypes (Achtman et al, PloS
Pathogens 2012).

b. Le séquencage aprés PCR des génes de flagellines fliC et fljB :

La plupart des souches de Salmonella ont deux genes de structure (fliC et fljB) qui codent Les
flagellines. Les souches non mobiles présentent généralement ces genes de structure, mais
sont incapables d'accumuler un flagelle fonctionnel (Paiva et al, 2009, Kwon et al, 2000).
Cette méthode se base sur I’analyse des génes codant pour les 2 phases flagellaires de
Salmonella.

c. L’analyse du polymorphisme des 2 régions CRISPR (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats) par PCR puis séquencage :

Il existe deux loci CRISPR chez Salmonella : CRISPR1 et CRISPR2. Le locus CRISPR1 se

situe en aval du gene iap, tandis que le locus CRISPR2 se trouve en amont du gene ygcF. Les

DR de ces deux loci font 29 paires de base de longueur et la séquence consensus est la
suivante : 5’-CGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACAC-3’.Une analyse des CRISPR
par PCR et sequencage de 783 souches appartenant a 130 sérotypes a révélé la présence de

3 800 espaceurs mesurant en moyenne 32 pb (Fabre et al. 2012).




I. Méthodes genotypiques:

1. L’électrophorése en champ pulsé (Pulsed-Field Gel Electrophoresis, PFGE) :
L’¢lectrophorése en champ pulsé (PFGE) est actuellement considérée comme la méthode de
sous typage moléculaire de référence pour Salmonella. Des protocoles standardisés ainsi que
des bases de données publiques sont développées pour permettre une comparaison des profils
rapides et a grande échelles (Swaminathan et al., 2001). Le PFGE est le résultat de la
combinaison d’une gestion par des enzymes de restriction a faible nombre de sites de coupure
et d’une électrophorése adaptée a la grande taille des produits de digestion. Le résultat est un
profil de restriction intéressant tout le génome du microorganisme. L’intérét majeur de cette
technique réside dans le fait qu’elle permet d’étudier 1’ensemble du génome et présente donc

un pouvoir discriminant potentiellement important ( Boulouis et al, 2001).

2. L’ analyse MLVA (Multi Locus VNTR (variable numbers of tandem
repeatsAnalysis) :

C’est une méthode pour les sérotypes Typhimurium et son variant monophasique (méthode

standardisée et harmonisée depuis 2011). Des schémas MLVA pour les sérotypes Enteritidis,

Derby, Dublin, Typhi, Paratyphi A et Newport existent et sont en cours de validation et/ou

harmonisation.

3. Laméthode CRISPOL :
C’est une méthode de sous-typage a haut débit de S. enterica sérotype Typhimurium et de ses
variants monophasiques basée sur le polymorphisme des régions CRISPR. Cette méthode,
mise au point au sein de CNR-ESS de Paris en 2009, repose sur la détection de 68 spacers
présents chez Typhimurium. Cette détection est effectuée par hybridation en milieu liquide a
I’aide de 72 sondes (68 spacers et 4 variants de spacers) fixées sur des microbilles gréce a la

technologie XMAP de Luminex®.

4. Techniques d’étude de la sensibilité aux antibiotiques des Salmonelles :

a. L’antibiogramme : par diffusion en milieu gélosé de 16 a 32 antibiotiques
testés (suivant les dernieres recommandations du Comité de I’ Antibiogramme
de la Société Frangaise de Microbiologie) et la détermination de la CMI par la
méthode E-test®.

. L’étude des mécanismes de résistance aux antibiotiques : (caractérisation des

génes de résistance, de leur environnement génétique et de leur support.
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PARTIE Il : MATERIELS ET METHODES :

I.  Généralités :
Avant de commencer le sérotypage, il est important de confirmer biochimiquement que
I’isolat appartient au genre Salmonella (comme spécifi¢ dans I’ISO 6579-1). Méme si les
antigenes « H » sont propres aux Salmonella, plusieurs antigenes « O » sont communs a

différents genres d’enterobacteriaceae (par exemple, Salmonella, Citrobacter, Hafnia).

Chaque fournisseur de sérums produit ses propres seéries de sérums, avec Ses propres
instructions d’utilisation. 11 est donc impossible de donner un ensemble général
d’instructions pour le sérotypage dans la mesure ou il est toujours important de suivre les
instructions des fournisseurs pour obtenir des résultats optimaux. Certains fabricants
fournissent des pools de sérums (mélanges de plusieurs sérums anti- « O » ou « H ») qui
sont tres utiles au début du sérotypage d’un type inconnu. Lorsque la souche s’agglutine
avec un pool de serums, elle peut continuer a étre analysée avec des sérums du groupe et/ou
des sérums a facteur unique correspondant au pool positif. Si I’objectif est de ne typer que
certains sérovars et qu’il est suffisant d’indiquer les autres sérovars comme étant des
salmonella spp. L’agglutination peut alors étre immédiatement effectuée avec uniquement

les serums a facteur unique spécifiques des sérovars correspondants.

I1. Matériels :

Notre travail a porté sur une collection de 362 souches, biochimiquement confirmées
comme étant Salmonella spp, isolées entre I’année 2006 et 2014, dont 300 souches sont
sérotypés par le laboratoire et le reste ( 62 souches) sont sérotypées au cours da la période
de stage au sein de laboratoire (MHA). Ces souches proviennent du laboratoire de
Microbiologie Hygiene alimentaire (MHA) de I’institut national d’hygiéne (INH) qui sont
d’origine de la région de Rabat et de différentes autres villes du Maroc.

Certaines souches sont isolées lors du contrdle sanitaire de routine des aliments et lors des
études qui ont été faites sur les denrees alimentaires (Volaille, Viande, produit de mer) a
I’INH ; d’autres souches ont été recues des laboratoires régionaux pour but de confirmation
sérologique et en cas des investigations des toxi-infections alimentaires.

Ces isolats sont accompagnés d’une fiche contenant les informations nécessaires (tel que le
lieu, la date, I’aliment incriminé...) dont les donnés pouvant étre exploitées sous forme de

base de données du point de vue statistique et épidémiologique.

[ . )




I11. Contr6le des sérums utilisés dans le sérotypage a I’aide des souches
EQAS :
Il convient que les sérums utilisés pour 1’agglutination soient limpides (sauf si les sérums

sont utilisés pour les essais au latex). Avant utilisation, les sérums doivent étre toujours

inspectés. En cas de turbidité les instructions du fabricant doivent étre suivies.

Les modes opératoires possibles pour le contréle de la qualité du sérotypage sont les
suivants (NM 1SO /TR 6579-3 2015, Indice de classement NM 08.0.182).

%+ Deux souches sont sélectionnées (ou le nombre de souches qui correspond a environ
2 % de la charge de travail) a partir du volume de travail d’une semaine. Chacune
des souches sélectionnées est mise en culture deux fois. Les souches en double sont
en suite traitées comme deux nouveaux isolats re¢us pour le sérotypage. A I’issue
du travail, les résultats correspondant aux deux souches et a leurs duplicatas sont
comparés afin d’identifier les résultats discordants. Si des résultats discordants sont
obtenus, ceux-ci font I’objet d’autres essais.

Le laboratoire conserve un stock des sérovars de Salmonella entierement caractérisés
(par exemple issus d’une collection de souches ou provenant d’études de
comparaison inter laboratoires). A partir de ce stock, un ou deux sérovars parmi les
10 sérovars les plus fréquemment identifiés dans le laboratoire sont régulierement
(par exemple, une fois par semaine) sélectionnés afin de Vérifier le mode opératoire
de sérotypage. Le ou les sérovars utilisés pour effectuer le contrdle qualité peuvent
varier d’une semaine a I’autre afin de s’assurer que différents sérums sont soumis a

essai au cours du temps.

IV. Culture des souches étudiees sur milieu approprieé :

Afin de cultiver les souches a sérotyper, le procédé est le suivant:

» A l’aide d’une anse stérile, une goute de BHI qui contient la souche conservée
est ensemencee sur milieu Muller Hinton.

» Les boites sont incubées a 37 °C pendant 24 h.




V. Sérotypage des souches :
La détermination du sérotype des Salmonella se fait par la recherche des antigénes

somatiques O, flagellaires H et de surface (Vi) a I’aide des sérums commercialisés selon le
schéma de Kauffmann et White (Kaufmann F, 1966 ; Grimont et Weill, 2007).

1. Principe :
Le sérotypage des salmonelles repose sur la détermination d’une formule antigénique par
agglutination rapide sur lame, a ’aide de sérums spécifiques dirigés principalement vers les
antigenes de parois (« O ») ou de flagelles (« H ») ; le sérum dirigé contre « Vi » étant utile
pour le sérovar Thyphi,Paratyphi et Dublin. Il est fortement recommandé de rechercher les
caracteres antigéniques apres avoir préalablement identifié la famille, le genre, I’espece et la
sous-espéce sur la base de caracteres morphologiques et biochimiques. Il existe en effet de
nombreuses communautés antigéniques « O » au sein des Entérobactéries, et en particulier
entre Salmonella et Citrobacter freundii et Hafnia alvei. En revanche, les antigenes « H » sont

spécifiques de Salmonella (Danan , 2009).

2. Appareillage :

Le mateériel utilisé au cours de la manipulation est figuré dans I’annexe A.

3. Milieux de culture :
La liste des milieux de la culture utilisée au cours de la manipulation et la méthode de leur

préparation sont figurés dans 1’annexe B.

4. Liste des sérums utilisés dans le sérotypage:
Les sérums anti-« O », « H », « Vi » sont commercialement disponibles aupres de différents
fournisseurs. Des informations concernant les sérums polyvalents et monovalents

pertinentes figurent a I’annexe C.

5. Technique :

» Une goutte d'antisérum est déposée sur une boite ou lame de verre parfaitement
propre.

» A l’aide d’une anse, un peu de culture bactérienne prélevée sur gélose Muller
Hinton (aprés l’incubation pendant 24h) est émulsionnée de fagon a obtenir
un trouble homogene dans la goutte (pour l'identification des antigenes H, l'eau de

condensation présente a la base de la gelose inclinée est prélevée).

[ 30 )




>
>

La boite est agitée par mouvements lents et circulaires.

La lecture des  résultats est réalisee  par I’observation  de
I'apparition d'agglutinats: fins, granulaires et difficiles a dissocier dans le cas des
antigenes O et Vi; floconneux, faciles a dissocier dans le cas des antigénes H
(s'aider éventuellement d'un fond noir pour une meilleure visualisation des

agglutinats).

6. Recherche de souche auto-agglutinante :

La détermination des souches auto-agglutinante se fait en testant les souches par une solution

de NaCl.

>

Une goutte de solution saline (il peut s’agir d’une solution de NaCl de
concentration comprise entre 8.5 g/l et 35 g/l) est ajoutée sur une boite vide.

Une petite quantité de culture de bactéries (par exemple, la quantité pouvant étre
prélevée avec une anse jetable de 1 pl) est transférée sur la boite de pétri et
mélanger avec la goute de solution saline.

la boite d’avant est inclinée doucement en arriére. Selon le fabriquant et/ou la
concentration de la solution saline, il convient d’effectuer cette étape pendant 5s a
60s.

la suspension est examinée. La présence de granules dans la suspension indique
une auto-agglutination.

Pour le sérotypage, il est difficile d’analyser davantage les souches démontrant une

réaction positive a 1’essai d’auto-agglutination. Pour les souches démontrant une

auto-agglutination, il n’est pas possible de réaliser des essais pour la recherche
d’antigénes « O ». Néanmoins, il est parfois encore possible de réaliser des essais

pour la recherche d’antigénes « H ».

S'il n'y a pas agglutination, la souche n'est pas auto-agglutinable et on peut
poursuivre le sérotypage.
S'il y a agglutination, la souche est auto-agglutinable. Il faut la repiquer et

recommencer le sérotypage.




7. Recherche de I'antigéne d'enveloppe avec I'antisérum Vi :

Une goute d’antisérum Vi est mélangée avec un peu da la culture de la souche pure de

salmonelle :

S'il n'y a pas d'agglutination, le sérotypage est poursuivie.

S'il y a agglutination, ’orientation se fait vers les souches susceptibles de
porter I'antigene Vi: S. typhi, S.paratyphi C, S. dublin. L'antigene Vi est détruit
par chauffage 10 min a 100°C pour poursuivre.

8. Détermination du groupe par identification des facteurs antigéniques somatiques
"O":
L’utilisation de sérum polyvalent sert a orienter le typage vers un nombre restreint de sérums
monovalents caractérisant un groupe. En cas d’agglutination a partir d’un sérum polyvalent,
I’opération est réitérée avec les sérums monovalents entrant dans la composition initialement
testée. S’il n’y a pas d’agglutination avec le mélange testé, I’opération est réitérée avec

d’autres sérums polyvalents jusqu’a obtention d’une agglutination.

« Les antisérums O mélanges (polyvalents): OMA et OMB sont testés tout d’abord.
o Si Pantisérum OMA donne I’agglutination (inutile de tester OMB si
I'agglutination est franche): la souche appartient a I'un des groupes O:2(A),
0:4(B), O:9(D), O:3(E), O:21(L).
S’il y a absence d'agglutination dans OMA, I’antisérum OMB est testé: une
agglutination avec OMB permet de conclure que la souche appartient a I'un des
groupes 0:8(C), O:11(F), 0:13(G), O:6,14(H).

o Par la suite les antisérums mono- ou divalents sont testés par ordre de fréquence des
groupes :

o S’il y a agglutination dans OMA:
= L'antigéne majeur du groupe O:4 (B) est d’abord recherche, donc

I'antisérum 04,5 est testé .
En absence d'agglutination, lI'antigéne majeur du groupe O:9 (D1) est

recherché avec l'antisérum O9

En absence d'agglutination, lI'antigéne majeur du groupe O:3,10 (E1) est

recherché avec l'antisérum 03,10,15
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= En absence d'agglutination, I'antigéne majeur du groupe O:2 (A) est
recherche avec l'antisérum O1,2.
o S’il y a agglutination dans OMB:
= |'antigene majeur du groupe O:8 (C2-C3) est d’abord recherché en
testant I'agglutination dans le sérum O8

= Puis, si nécessaire, le groupe O:7 (C1) est testé avec le sérum O7.

9. Détermination du sérotype par identification des facteurs antigéniques
flagellaires ""H™ :

Les Salmonella présentent généralement 2 phases flagellaires. Les phases flagellaires sont
déterminées en mettant en suspension des bactéries obtenues a partir d’une culture pure sur
MH dans une goutte de sérum, comme décrit pour la recherche des facteurs antigéniques
somatiques. L’agglutination est plus rapide que pour les facteurs « O », floconneuse et
facilement dissociable par agitation du fait de la rupture des flagelles.
Lors de I’obtention d’un résultat positif pour un sérum monovalent, il est vérifi¢, a I’aide de la
classification de Kauffmann-White, s’il s’agit d’une Salmonella diphasique ou monophasique.
La détermination de sérotype H se fait en testant les antisérums H adaptés au groupe

déterminé précédemment en testant la phase 1 puis la phase 2 (phase 1 la plus fréquente) :

= Les sérums H mélanges sont testés en fonction des antigenes H possibles.
= Puis les sérums H monovalents sont recherchés en fonction des résultats des mélanges

H et dans I’ordre de fréquence des sérovars.

10. Vérification de la présence de la deuxieme phase par la méthode d’inversion de
phase :

S’il s’agit d’une Salmonella diphasique, la phase flagellaire identifiée est bloquée suivant la
procédure suivante :
Une a deux gouttes de sérum spécifique de la phase flagellaire déterminée précédemment,
sont disposées dans une boite de Pétri et recouvertes de gélose SG fondue et maintenue en
surfusion a 47 °C £ 2 °C.
La gélose et le sérum sont homogénéisés par un mouvement tournant lent. La gélose refroidie
est ensuite ensemencée abondamment au centre de la boite avec une culture pure obtenue sur
gélose Muller Hinton.

La boite est mise en incubation a 37 °C pendant 18 h + 2 h sans étre retournée.

( 23 )




Aprés I’incubation, s’il y a diffusion de la souche sur la boite, la recherche de la deuxiéme

phase flagellaire est entreprise par la méthode d’agglutination précédemment décrite, a partir

de colonies prélevées a la périphérie de la zone d’envahissement de la gélose SG.

Figure 4: Présence de la diffusion de la souche.

En D’absence d’agglutinats ou en présence de la méme phase flagellaire, 1’opération
d’inversion de phase est refaite au moins trois fois, en repartant chaque fois de la derniére
culture obtenue sur le milieu de SG. Si aucun résultat positif n’est trouvé, la souche est

considérée comme monophasique.

Figure 5: Absence de la diffusion de la souche.




Une approche séquentielle des différents tests sérologiques pour la recherche de facteurs

antigéniques somatiques et flagellaires est représentée dans la figure suivante :

Recherche des antigénes somatiques

oy T—» 1424
—* 45— $5 —p12 678 =
s B —% 51424

—*32,10,15 19—»12
10 6,14 24 —»- 14,24

15

2
132223—"

e 12 TR 23
E: "

=21
L q2

OMC — 16— 17 —» 18 —p
OMD — 38— 40 —p 41 —p
OME — 47— 45 — 50 —»
OMF — 54— 55 —» 56 —»
OMG — 60— G2 —p 63 —p

Recherche des antigénes flagellaires

Iy

=

E< %

R En) =
i

Zim

G—p gm — m— go—wp—l—psi—pl
—*u
—*q

e[ d 34

Figure 6: Tests séquentiels de sérums polyvalents et monovalents pour la recherche des

antigenes somatiques et flagellaires des Salmonella.

11. Lecture et expression des résultats :
Plus de 2 500 sérovars, identifiés par leur formule antigénique, sont classés selon le schéma
de White-Kauffmann-Le Minor ; cette classification, établie dans un but de diagnostic, est
mise a jour par le centre collaborateur de référence de 1’organisation mondiale de la santé
pour les Salmonella a I’Institut Pasteur de Paris. Seuls les sérovars de la sous-espéce
Salmonella enterica subsp. enterica portent un nom, assigné a la formule antigénique
(Grimont et Weill, 2007). Cette formule distingue les facteurs « O » caractéristiques d’un

groupe, des facteurs « O » accessoires, qui peuvent étre absents ou présents. Sur la forme, les
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facteurs accessoires lies a une conversion bactériophagique sont soulignés, les autres

apparaissent entre crochets. La présence de facteurs accessoires n’intervient pas dans le

diagnostic du sérovar, mais présente un intérét comme marqueur épidémiologique.







PARTIE 11l : RESULTATS ET DISCUTION :

1. Distribution annuelle des souches de salmonelles recus a 'INH entre
2006 et 2014 :

Les informations enregistrées dans le laboratoire de microbiologie et hygiéne alimentaire
(MHA) de Pinstitut national d’hygiéne (INH), nous ont permis de caractériser les 362
souches de Salmonella. La répartition annuelle des souches est représentée dans la figure

suivante :

nombre de souches

2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014

Année

Figure 7: Distribution annuelle des souches de salmonelles recus a I’'INH entre 2006 et

2014

On remarque que le nombre des souches différe d’une année a 1’autre (figure7) avec un

nombre élevé en 2011 (101), alors qu’en 2007, nous n’avons trouvé qu’une seule souche

stockée.

Ce décalage du nombre des souches entre 1’année 2011 et 2007 est di au nombre élevé des
études qui ont été faite au cours de 1’année 2011 sur des aliments incriminés et qui sont source
de contamination par les salmonelles ( volailles, dindes..), alors qu’en 2007, les souches

isolées n’ont pas été stockées et le chiffre ne reflete pas le nombre réel trouvé par année.




2. Distribution des souches selon leur origine géographique :

Concernant la distribution des souches selon leur origine géographique (figure 8), on

remarque que la majorité des souches proviennent de la région « Rabat Salé Kenitra »

(49,72%, 180/362) alors que le reste des souches (50,28%, 182/362) (souches envoyeées par
des laboratoires régionaux de la santé publique pour but de confirmation sérologique et en cas
des TIAC) ont comme origine différents régions du Maroc (Fés, Marrakech, Tata, Taza,

Tétouan...).

B Rabat Salé Kenitra

M autres

Figure 8: Distribution des souches selon leur origine géographique.

3. Prévalence de Salmonella dans les aliments analysés de la collection
2006-2014 de ’INH :

Un total de 167 souches de salmonelle sur 15084 échantillons (1,1%), de produits
alimentaires analysés au cours des analyses de routine au laboratoire MHA a I’INH entre
2006 et 2014 ont été trouvés positifs pour Salmonella. Le tableau 6 montre la prévalence des
souches de Salmonella isolées a partir d'une variété de produits alimentaires (Plat cuising,
laits et produits laitiers, volaille, jus, viandes, poissons, patisseries, salades, fruits,

charcuteries, sauces ...).




Tableau 6: Prévalence des salmonelles dans les aliments analysés au cours de contr6le de
routine a P’INH entre 2006 et 2014.

Année Nombre des Nombre des souches trouvées Prévalence
échantillons analysés (%)
2006 2350 42 1,78
2007 2327 1 0,04
2008 2174 13 0,59
2009 1957 36 1,83
2010 1810 14 0,77
2011 1411 26 1,84
2012 958 4 0,41
2013 1032 12 1,16
2014 1065 19 1,78
Total 15084 1,1

Nos résultats (1,1%) sont similaires a ceux rapportés par une étude sur les aliments menée

par Bouchrif et al. (2009) dans lequel la prévalence est de 0,91%.

La prévalence globale de Salmonella a été constamment inférieure a celle signalée dans
d'autres pays d’Afrique (Stevens et al, 2006 ; McEvoy et al, 2003).

Cette observation peut étre corrélée aux habitudes culinaires marocaines, qui sont la forte

cuisson, et le respect d’hygiéne des mains et des ustensiles, que dans d’autres pays de

I’Afrique étudiés. Cependant, d'autres facteurs, y compris les diversités des catégories

d’aliments, échantillonnage et isolement bactérien auraient pu influencer sur la faible

prévalence.
4. Prévalence des sérovars provenant des analyses de routine des aliments :

Un total de 135 souches ont été isolées a partir des aliments au cours des analyses de routine
a ’INH entre 2006 et 2014, le sérotypage de ces souches montre la présence de 52 sérovars

dont la distribution des principaux serovars est figurée dans le tableau 7:




Tableau 7: distribution des principaux sérovars isolés au cours des analyses de routine
des aliments a ’INH entre 2006 et 2014.

Sérogroupe Sérovar Pourcentage(%o)

D1 S.enteritidis 23,7% (32/135)
11,85% (16/135)
5,18% (7/135)
2,96% (4/135)
2,96% (4/135)
2,96% (4/135)
2,96% (4/135)
2,96% (4/135)
2,22% (3/135)
2,22% (3/135)
2,22% (3/135)
1,48% (2/135)
1,48% (2/135)
1,48% (2/135)
1,48% (2/135)
34,81% (47/135)
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B S.typhimurium
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B S.saintpaul
E4 S.sanktmark
C2 S.newport
C1 S.tounouma
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C1 S.kastrup
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Le sérotypage de 135 isolats de Salmonella de la collection 2006-2014 de I’INH, isolés a
partir des aliments, permet d’indiquer les 15 sérovars les plus dominants, cette distribution
montre la forte prévalence des sérovar S.enteritidis, groupe Il, kentucky,typhimurium... au
Maroc. Nos résultats sont semblables a ceux trouvés par le centre de référence de Shigella et
Salmonella (CNR, Paris) dont les sérovars S.typhimirium, S.enteritidis et S.kentucky sont

successivement les principaux serovars isolées en 2010 (CNR Paris, 2011).

Les mémes serotypes figurent parmi les cing principales sources non-humaines signalées,
mais dans un ordre différent. En Afrique, S. enteritidis et S. anatum sont les sérotypes les plus
courants. En Europe, S. infantis suivi par S. enteritidis et S. typhimurium ont constitué la plus
grande proportion d'isolats (Galanis et al, 2006)

Au Maroc, I'Institut national d'hygiene a rapporté le sérotypes Gallinarum, Enteritidis,
Typhimurium et Infantis comme les plus isolés a partir d'animaux en 2003 (OMS,Global

Salm-Surv).
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En Italie, une étude sur la prévalence des salmonelles dans les aliments, montre la dominance
de trois sérovars S. typhimurium, S. derby et S. enteritidis dans les différentes catégories des
aliments (Busani et al, 2005).

En Tunisie, Neuf sérotypes ont été identifiés parmi les souches isolées a partir des aliments
avec une prédominance de Salmonella typhimurium suivie de Salmonella kentucky et de
Salmonella Suberu (Abbassi-Ghozzi et al, 2012).

5. Détermination de I’origine des principaux sérovars :

Les informations enregistrées a ’INH nous ont permis de caractériser les principaux

sérovars par leur origine comme montre le tableau 8.

Tableau 8: Origine de principaux sérovar isolés a partir des aliments analysés a ’INH
entre 2006 et 2014.

sérovar Nombre des
souches par

origine
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S. tounouma
S. 1D
S. kastrup

D’apres le tableau 8, on remarque que la forte contamination par S. enteritidis est due
principalement a la consommation des ceufs et des aliments qui sont préparés a base de ces
produits, alors que la forte contamination par les autres sérovars (S. groupe I, S. kentucky...)
est due a la consommation de viande et de volaille ainsi que les produits de mer contaminés
par I’eau. Des auteurs ont montrés que cette forte contamination par les sérovars de
salmonelle est du @ 1’augmentation de la consommation de volailles et de leurs ovo produits,
des mayonnaises et des aliments préparés a base d’ ceufs crus ou légérement cuits, et au
voyages international dans les pays d’Europe du Sud et d’Asie (Molbak et al, 2002 ; Threlfall
et al, 2000).

En Europe, Amérique du Nord et d'autres pays développés, S.enteritidis a été établi comme

le sérotype principal associée avec les poules pondeuses et les oeufs qui est 1’origine de

salmonellose mondiale (CDC, 2013 ; Doorduyn et al ., 2006 ; EFSA, 2009a ; EFSA/ECDC,
2013 ; Esaki et al ., 2013 ; Hara-Kudo and Takatori, 2009; Kist and Freitag, 2000 ; Wang et
al ., 2010).

Ce constat reflete en partie la capacité de S. enteritidis de contaminer les oeufs et la

difficulté de I'isoler de 1’aliment ou I'environnement.
6. Prévalence des sérovars provenant des eaux analysées a ’INH :

Un total de 27 souches ont été isolées a I'INH entre 2006 et 2014 & partir des eaux
analysées, la figure 9 montre la prévalence des sérovars de salmonelle qui ont été

identifiées.




Pourcentage (%)

Sérovars

Figure 9: Prévalence des sérovars isolés a partir des eaux analysees

Le taux important de la contamination par les salmonelles typhiques est du principalement a

la consommation des eaux non traitées contaminées par ce microorganisme, du fait que le
sérovar Typhi est un contaminant majeur des eaux non chlorée, a cause de la présence de la

matiére fécale des personnes atteintes de typhoide.

Levantesi et al montrent que les infections a S. typhi sont plus fréquentes et associées a une

source d'eau contaminée par rapport a le S. paratyphi A (Levantesi et al. 2012).

Dans le monde, les mortalités humaines engendrées par la fiévre typhoide sont évaluées a
600.000 par an (Hu et Kopecko, 2003).

Dans les pays a ressources limitées, dont I'inde, I'eau de surface est utilisée pour boire, se
laver, et pour des activités récréatives et saints (Ram et al, 2007), en effet la prévalence de
Iinfection a S. Typhi a été élevée et rapporté dans le nord de I'Inde (Singla et al, 2013 ;
Bhunia et al, 2009).

Ces résultats montrent que la transmission hydrique de S.typhi est favorisée par le péril
fécal, le manque d’hygiéne et I’insuffisance de traitement chlorée, ce qui pose un grand
risque sur la santé des consommateurs. Ce probléeme oblige les autorités sanitaires
responsables a améliorer les systemes de traitement des eaux destinées a la consommation

humaine.




7. Prévalence des serovars provenant des études qui ont été faites a PINH
entre 2006 et 2014 :

Entre 2006 et 2014, plusieurs études ont été faites au laboratoire MHA a I’'INH en
collaboration avec d’autres établissements et avec des universités dans le cadre des stages

visant plusieurs filaires (Halieutique, volaille...).
= Secteur Halieutique :

Plusieurs produits halieutiques (moule, huitre...) ont été analysé pour la présence de la
salmonelle et envoyées a I’INH pour sérotypage dans le cadre des études de recherche, la
figure 10 montre la prévalence des sérovars qui ont été isolés a partir de ces produits de
péches :

Pourcentage (%)

sérovar

Figure 10: Distribution des sérovars isolés a partir des produits de péche au cours des
études faites a ’'INH entre 2006 et 2014.

Cette figure montre la contamination des produits de mer par différents sérovar avec une
prédominance de S.chester (36,14 %, 30/83) qui est un sérovar rare, alors que certains par les
sérovars trouvés font parti des 15 serovars les plus fréquents surveillés mondialement et

recommandée par I’OMS. Une autre étude a montrée que Salmonella Chester est un sérotype
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inhabituel qui a été impliqué rarement comme une cause d'infection humaine (MacCready et
al, 1957). En effet en 2010 selon le CDC Salmonella chester a causé une TIAC
internationale, Quarante-quatre personnes infectées par la souche épidémique ont été signalés
dans 18 Etats. Le laboratoire régional de santé a déclaré avoir trouvé la souche épidémique
dans un emballage non ouvert de fromage, poulet et riz trouvé dans les maisons des gens
malades.

L’apparition des sérotypes inhabituels au Maroc est le résultat de 1’augmentation de la
consommation des aliments importés et des voyages internationaux.

La contamination peut aussi provenir de 1’eau contient la matiere fécale. En effet la
consommation des produits de mer crus ou insuffisamment cuis ou contaminés pendant la
manipulation, est une préoccupation majeure de santé publique.

Le taux de survie de Salmonella dans les milieux aquatiques est tres élevé; il survit que Vibrio
cholerae dans I'eau trés eutrophe de la riviere (Spector, 1998).

Salmonella est également un agent causal important pour les maladies d'origine alimentaire
chez les humains qui ont consommeé des produits de mer. L'incidence de salmonellose causée
par la consommation de fruits de mer contaminés, tels que fruits de mer crus, est une
préoccupation majeure des agences de santé publique dans de nombreux pays (Feldhusen,
2000).

Aux Etats-Unis, les fruits de mer et les crustacés représentaient 7,42% pour toutes les

intoxications alimentaires des causes de déces liés a des infections de Salmonella entre 1990
et 1998 (Heinitz et al, 2000). Avec l'augmentation de la consommation de produits de mer, les
risques potentiels de I'exposition a des agents pathogénes d'origine alimentaire ont également

augmente.

= Secteur volaille :

Concernant les produits de volaille, une étude de recherche a porté sur 300 échantillons
de volaille cru et abats, ainsi que dindes. 79 souches ont été isolées a I’'INH dans ce cadre,

la figure 11 représente la prévalence des sérovars de Salmonella identifiés.




Pourcentage (%)
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Figure 11: Distribution des sérovars isolés au cours des études sur les volailles.

On observe que S.kentucky est le sérovar principal incriminé dans les produits de volaille
avec un pourcentage de 35,44 % (28/79), alors que les autres sérovars présentent le reste
(Saintpaul, Parkroyal, Muenster...). De plus il y a une prédominance de serovars surveillés

mondialement et qui présentent un risque élevé de salmonellose.

Ces résultats sont en accord aussi avec les résultats d’une étude marocaine sur les volailles
menée par El Allaoui et al qui ont montré une prédominance de Kentucky (33,8%), suivie par
les sérotypes Parkroyal (16,3%), Agona (11,3%), Saintpaul (9,6 %), Typhimurium (8%),
Enteritidis (6.4%) (El Allaoui et al, 2014).

En outre, nos résultats sont similaires a ceux rapportés par une étude antérieure menée pour

estimer la prévalence, la sensibilité aux antibiotiques et la distribution des sérotypes et les

génes de virulence de Salmonella, dans la viande hachée crue de dinde a Casablanca, ou 15
sérotypes différents ont été identifiés, parmi lesquels S. kentucky (20,5 %) était le plus
fréquent, suivi par, S. corvallis (15,3 %), S. muenster (12,8 %), S. newport (12,8 %), S.

typhimurium (5,1 %) et 1 % pour les autres sérovars (Karraouan et al, 2010).

Une autre étude épidémiologique préliminaire de la contamination par Salmonella dans les
poules pondeuses a été effectuée dans le régions de Annaba et Eltarf, I'Algérie, de Mars a
Octobre 2008 et Mars a Novembre 2009, le sérotypage des 19 souches de Salmonella a




révelé la dominance de six sérovars qui sont S. kentucky, S. enteritidis, S. hadar , S. virchow
, S. heidelberg and S. manhattan (Bouzidi et al,2012).

Au Maroc, la production de viande de volaille, en particulier de dinde, est passée de 10,5 a 50
millions de tonnes ces dernieres annees (Anonymous, 2003), ce qui explique la forte
consommation de ces viandes, vu leur colt accessible.

Au Maroc, une évaluation de la sensibilité des germes aux antibiotiques a montré des taux de
résistance tres éleves aux quinolones chez Salmonella sérovar Kentucky et des Salmonella
sérovar Typhimurium résistantes aux ceéphalosporines de 3eme génération (Aitmhand et al,
2002 ; Bouchrif et al, 2009). Notre collection a présenté des taux éleveée de résistance et
surtout aux fluoroquinolones (100% pour S.kentucky). Cette forte demande de ces types de
viande blanche par la population et la présence des Salmonella multi-résistantes constituent
un sujet d'inquiétude tant des instances officielles que des consommateurs.

Ces derniéres années, 1’isolement des Salmonella kentucky dans différentes denrées

alimentaires (viande de dinde, produits a bases d’ceufs...), constitue probablement un

réservoir de dissémination de cette espéce. La contamination humaine, causee par Salmonella

kentucky peut avoir des conséquences lourdes sur la santé publique.

= Secteur viande rouge et charcuterie :

Le sérotypage des 15 souches isolées a partir des échantillons de viande analysés montre la

présence de 10 sérovars, dont la distribution est indiquée dans la figure 12 :
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Figure 12: Distribution des sérovars de salmonelle isolés au cours des études sur les

viandes rouges et charcuterie.

On remarque la prédominance de sérovar S. bonariensis avec un pourcentage de 20% suivi

de 3 sérovars S. typhimurium, S. groupe Il, S. suberu avec la méme valeur pour les trois

(13,33%). Alors que les autres sérovars (S. enteritidis, S. kentucky, S. paratyphi A...)

représentent le reste.

Six isolats de Salmonella ont été sérotypés a I'Institut national de l'alimentation danoise (de
Danemark), les sérotypes identifiés comprenaient une Salmonella corvalis, deux Salmonella
kentucky et trois Salmonella rissen (Tafida et al, 2013).

Au Sénégal, une étude a été faite sur la contamination de viande de bovin par Salmonella, Les
286 isolats de Salmonella ont été divisés en 51 sérotypes. Les sérotypes les plus fréquents
étaient Salmonella bredeney (25%), S. muenster (8%), S. waycross (7%), S. corvallis (4%) et
S. kentucky (4%).

La présence de certains sérovars (exp : S.enteritidis, S.kentucky, S.paratyphi A) dans les
échantillons de viande présente un probleme pour la santé des consommateurs, ce qui exige le
contréle des Salmonella dans le secteur viande rouge et charcuterie en faisant appel a tous les
partenaires du secteur, réunis dans un plan de lutte intégral, incluant des mesures hygiéniques,
des vaccinations, un choix trés sélectif de mati¢res premicres et d’additifs pour les aliments

ainsi qu’une vigilance permanente.




1. Prévalence des sérovars incriminés dans les TIAC a Salmonella
confirmées a I’INH entre 2006 et 2014 :
Un total de 31foyés de TIAC regroupées a Salmonella ont été confirmées a I’INH entre 2006

et 2014, dont leur répartition est donnée dans le tableau suivant :

Tableau 9: Répartition des TIAC confirmées Salmonella a PINH entre I’année 2006 et
2014.

Année
nombre des TIAC

On remarque que le grand nombre a été¢ confirmé en 2014, alors qu’en 2006, 2007 et 2008
aucune TIAC & Salmonella n’a été confirmé. Le nombre élevé en 2014 due a ’amélioration
de la surveillance de salmonelle, mais aussi a la sensibilisation des laboratoires régionaux a
envoyer les souches pour confirmation. Ceci peut expliquer la défaillance du systeme de
surveillance des salmonelles, tout en sachant que les salmonelloses, source de TIAC sont des

maladies a déclaration obligatoire a compléter par la réglementation.

En generale, les TIAC qui arrivent a I’INH sont les plus médiatisées et sont graves avec des

nombres de cas élevés et /ou déces,

L’absence de TIAC a salmonelle en 2006 jusqu’au 2008 peut étre expliqué par un

échantillonnage d’aliments qui n’est pas basé sur des investigations épidémiologiques du

terrain, ou un manque d’aliments incriminé et envoie d’autres aliments qui se révelent propres

a la consommation par la suite

La figure 13 montre la prévalence des sérovars de salmonelle qui sont incriminés dans les
TIAC confirmées a I’INH entre 2006 et 2014 :




pourcentage (%)
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Figure 13: Répartition des sérovars responsables des TIAC enregistrées a I’'INH entre
2006 et 2014.

On remarque que le sérovar S.enteritidis est le sérovar le plus incriminé dans les TIAC avec
un pourcentage de 55% (17/31), suivi par le sérovar S.typhi avec un pourcentage de 23%
(7/31).

La prévalence accrue de S.enteritidis dans les toxi-infections alimentaires collective (TIAC)
diagnostiqués a I’'INH, permet de déduire que ce sérotype semble constituer une menace
suffisante pour inciter les autorités sanitaires a se pencher sur la connaissance de
I’épidémiologie de cette bactérie aussi bien dans les cas sporadiques que dans les cas des

toxi-infections alimentaires collectives.

Le comité scientifique des mesures vétérinaires payé montre que Salmonella enteritidis et
typhimurium sont les plus incriminées dans les salmonelloses humaines (Scientific Committee

on Veterinary Measures relating to Public Health, 2003)

En France, Parmi les TIAC pour lesquelles I’agent responsable était confirmé, Salmonella
était le plus fréguemment isolé (64% des TIAC) et le sérotype Enteritidis était prédominant
(52% des TIAC a salmonella) (Haeghebaert et al, 2001).

En 2013, 203 foyers sont regroupés a Salmonella en France, dont 38 sérovars sont impliqués
dans ces foyers,bien que 46 foyers sont a I’origine de Salmonella enteritidis (CNR Paris,
2013).
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Pour le sérovar Typhi, Dans des nombreuses régions du monde, la fiévre entérique (typhoide)
causée par le sérovar S.typhi reste un probléme important de santé publique (Song et al,
1993). Au Maroc, la typhoide est une maladie endémique avec des poussées epidémiques
limitéses dans le temps et dans I’espace. L’incidence annuelle de cette maladie est passée de
49,2 cas pour 100.000 habitants en 1988 et 1,1 cas pour 100.000 habitants en 2011(BE,
DELM, 2005 ; MS/DPRF, 2012).

Toutefois, la limitation de I’infection causée par S.typhi a I'homme a été attribuée a la
capacité de survie intracellulaire de ce sérovar pendant une longue durée dans les
macrophages humains( Harris et al, 2006) permettant a la bactérie de diffuser dans les organes
réticuloendothélial, incluant le foie, la rate et la moelle osseuse( Pégues et al, 2004 ; Haris et
al, 2006).

De plus, I’existence chez S.typhi d’une séquence génomique unique codant pour une série de
protéines inclut celle présumées étre les fambriaes et les protéines de régulations, pouvant
contribuer a la spécificité de 1’hote et de la maladie du microorganisme (Townsend et al,

2001).

Concernant les aliments incriminés dans les TIAC, le tableau 10 représente les catégories des
aliments incriminés dans TIAC qui sont causées par les deux sérovars prédominants :

S.enteritidis et S.typhi.

Tableau 10: Catégories des aliments incriminés dans les TIAC causées par S.enteritidis
et S.typhi.

S.enteritidis S.typhi

Eufs (3) Eau non traité (7)
Patisserie (7)

Sauce (4)

Salade (1)

Plats cuisinés (1)

Poisson (1)




On remarque que les ceufs et les aliments qui sont préparés a base des ses produits (pain,
mayonnaise...) sont les responsables majeurs des TIAC causées par le sérovar S.enteritidis,

alors que la totalité des TIAC regroupés a S.typhi sont causées par les eaux non traité.

En Belgique, le sérotype Enteritidis est particulierement associé & la plupart des cas de
salmonelloses associées a la consommation d’oeufs ou de volailles, (Wybo et al., 2004).

Une étude montre que les ceufs et les produits a base d’ceufs (52,3% en 1998), ainsi que les
viandes et les volailles (24% en 1998) apparaissent comme les aliments les plus fréquemment
en cause dans les TIAC a salmonelles (Haeghebaert et al, 2001).

Une autre étude montre que les deux sérovars S.enteritidis et S.typhimurium peuvent
contaminer les produits alimentaires dés I'origine via les oeufs, les viandes et les coquillages
ainsi qu'a chaque étape de la chaine alimentaire (Buisson, 1992 ; Rodrigue et al, 1990).
L’incrimination accrue des produits de volaille dans les TIAC au Maroc, oblige les autorités
sanitaires a établir des directives qui recommandent : la pasteurisation des ceufs destinés a la
restauration collective, des ceufs destinés a I’utilisation pour la préparation des aliments qui ne
sont pas destinés a la cuisson tels que les glaces et le mayonnaise par exemple, le respect des
régles de bonnes pratiques d’hygiéne, I’autocontrole par le producteur pour assurer une bonne
qualité de produit par I’utilisation des systéeme de suivie de la chaine de production pour

éviter les différents dangers biologiques qui peuvent contaminer le produit alimentaire final.

La plupart des épidémies de fievre typhoide déclarées au Maroc étaient liées a la qualité des

eaux destinées a la consommation humaine. En effet I’eau non traitée a été incriminée dans la

recrudescence des cas de typhoide au niveau de la commune de Béni Amar a la préfecture e

de Meknes en 2004 et le secteur sanitaire d’Itzer, province de Khénifra en 2005(Ghenghesh,
2009). Cette forte contamination des eaux par S.typhi au Maroc oblige les autorités sanitaires
a améliorer les systémes de traitement des eaux destinées a la consommation humaine

Afin de diminuer les risques de fievre typhoide sur les consommateurs.




CONCLUSION

L’augmentation des infections causées par les salmonelles est un probléme observé dans les
divers pays du monde. Lors de cette étude la distribution des salmonelles a montré la
prédominance de S.enteritidis parmi les sérovars de salmonelle signalés entre 2006 et 2014 a
L’INH Rabat, ainsi que la forte incrimination de ce sérovar dans les TIAC. Cette forte
fréquence de S.enteritidis est due a la grande adaptation de cette bactérie au parasitisme des
intestins de toutes les especes animales dans lesquelles il peut rester pendant longtemps, et se
transmettre facilement d’un animal a un autre et aussi a I’homme par le biais des aliments qui
en dérivent. Les analyses qui ont été fait sur les eaux montrent la forte contamination de ces
derniers par S. typhi. De plus les études qui ont été faites sur différentes catégories de viandes
(volaille, viande rouge et produits halieutique) révélent la présence de différents sérovars avec
prédominance de S.kentucky pour la volaille, S.bonariensis pour les viandes rouges et
charcuterie et S.chester pour les produits halieutiques.

L’apparition des sérotypes inhabituels au Maroc est le résultat de I’augmentation de la
consommation des aliments importés, et la consommation trés remarquable des produits de
volaille et de leur ovo produits, en relation avec le développement de 1’industrie avicole, ayant
constitué la stratégie envisagée pour répondre a une démographie citadine sans cesse
croissante et a une demande en protéine en constante augmentation, pour fournir la viande la
moins chere aux consommateurs marocains. Par conséquent devant I’ampleur de la
contamination de la filiere avicole par les salmonelles, nous pouvons conclure que des
mesures de prophylaxie sanitaire et de désinfection pour diminuer les risques de contagion des
¢levages avicoles doivent €tre obligatoires et strictes, afin d’éviter la contamination de leurs
produits et par conséquent un risque pour I'nomme. La méthodologie HACCP seule garante
du contrble des risques, mais I’application intempestive des mesures réglementaires en faveur
de I’éradication des salmonelloses de tout le cheptel contaminé se voit nécessaire et 1‘Etat
s’est fixé comme objectif de diminuer le risque salmonellique a un seuil tolérable, quant aux
zoonoses salmonelliques provoquées par S .enteritidis et S.typhimurium et S.kentucky, il faut
multiplier les contrdles microbiologiques au différents maillons de la chaine surtout pour les
reproducteurs qui doivent étre indemnes ; pour les carcasses de poulets de chairs de
consommation, on est loin du contréle du risque salmonellique atteint par les pays

industrialisés qui parlent d’un seuil de tolérance ZERO!




RECOMMENDATIONS ET PERSPECTIVES

L’éradication des salmonelles est probablement une utopie. Cependant 1’objectif a long terme
des programmes de lutte est sans aucun doute I’élimination de toute infection a Salmonella
dans les ceufs et, si possible, aussi dans la viande de volaille et autres filieres. Ceci devrait

fortement réduire les cas humains de salmonellose. Néanmoins nous recommandons :

Réalisation d’un Programme de surveillance national de la distribution des sérovars
de salmonelle pour la gestion de leurs risques.

Réalisation des rapports annuels sur les salmonelles.

Partage des informations entre les laboratoires (INH et ONSSA....) et le ministéere de la
sante.

Réalisation des études de recherche sur les salmonelles et leur impact sur la santé
public par filaires touchées.
Creation de base de données nationale de salmonelle d’origine humaine, animale et
alimentaire pour comparaison.

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

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

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

Au niveau des abattoirs, effectuer des traitements des carcasses au moment de
I’échaudage, 1’éviscération et la réfrigération.
Application aux ceufs, incriminés dans la contamination humaine par S.enteritidis, des

programmes de contrdles d’assurance qualité.
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v Appareillage utilisé au cours de manipulation :

Le matériel a usage unique est acceptable au méme titre que la verrerie réutilisable, si leurs
spécifications sont similaires.
Matériel courant de laboratoire de microbiologie et, en particulier, ce qui suit.
% Incubateur : pour cultiver des isolats de Salmonella, pouvant fonctionner a une
température comprise entre 34°C et 38°C.
Dans la présente partie de I’'ISO 6579, la température d’incubation n’est pas un
parameétre différentiel.
Les isolats sont mis en culture afin d’obtenir suffisamment de matériel pour effectuer
les essais sur une culture pure. La phase de culture est donc effectuée a une
température de culture optimale. Pour les salmonelles, cette température est
généralement comprise entre 34°C et 38°C.
Four (pour la stérilisation en chaleur séche) ou autoclave (pour la stérilisation en
chaleur humide) (ISO 7218).
Réfrigérateur (destiné a la conservation de milieux préparés), pouvant fonctionner a
5°C + 3°C.
Boites de pétri en verre et en plastique stériles.
Instrument d’ensemencement stérile, par exemple des anses jetables.
Tubes a essai et flacons stériles, de capacité appropriés des bouteilles ou flacons et
des tubes stériles peuvent étre utilisés.
Bain-marie(ou incubateur), pouvant fonctionner a 50°C + 2°C.

Bain-marie, pouvant fonctionner & 47-50°C.
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v Composition et préparation des milieux de culture et des

réactifs:
1. Muller Hinton :

a. Composition :

Peptones

Hydrolysat de caseine

b. Préparation :
Homogénéiser la poudre contenue dans le flacon.
Mettre 35 grammes de milieu déshydraté dans 1 litre d’eau fraichement distillée.
Porter a ébullition jusqu’a dissolution compléte.
Stériliser a I’autoclave a 121°C + 1°C pendant 15 minutes.
Répartir dans des boites de pétri stériles.
L’épaisseur de la couche de gélose doit étre de 4 mm. Sécher les boites 30 min a 37°C. Le
volume de Mueller-Hinton permettant d’obtenir exactement une épaisseur de 4 mm est de 25
ml pour une boite de 90 mm, de 60 ml pour une boite carrée de 120 mm, de 70 ml pour une

boite ronde de 150 mm.

2. Bouillon cceur-cervelle (BHI, Brain Heart Infusion) :

a. Composition :

Infusion de cervelle

Protéose-peptone

Glucose




Dissoudre les composants dans 1’eau, en chauffant si nécessaire.

Si nécessaire, ajuster le pH, de sorte qu’apres stérilisation, il corresponde a une valeur de 7,4+
0,2 a 25°C.

Transférer le milieu de culture en volume de 5 ml dans des tubes d’une capacité nominale de
15 ml.

Steriliser par autoclave a 121°C pendant 15 min.

Conserver dans 1’obscurité a 5°C pendant 2 mois maximum.

3. Milieu gélosé de migration (Sven Gard) :

a. Composition :

Extrait de viande

Extrait de levure

Bouillon trypto-caséine soja---

Désoxycholate de sodium

Gélose

b. Préparation :

Dissoudre les composants dans 1’eau, en chauffant si nécessaire.

Si nécessaire, ajuster le pH, de sorte qu’apres stérilisation, il corresponde a une valeur de 7,6+
0,2 a 25°C.

Répartir le milieu de culture dans des flacons de capacité appropriée (6,6).

Stériliser par autoclave a 110°C pendant 20 min.

Refroidir la gélose a une température située entre 47°c et 50°C, ou conserver dans des flacons

fermés a 5°C pendant 2 mois maximum.
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v' Composition des sérums utilisés pour le sérotypage des

souches (Danane et al, 2009) :

Facteur Sérums polyvalents Antigénes correspondants

@) OMA 1,2,12+4,5,12+9,12+9,46+3,10+1,3,19+,21
OMB 6,7+6,8+11+13,22+13,23+6,14,24+8,20
H1 1,2+1,5+1,6+1,7+z¢

HE eh+e,n,x+e,n,zss

HG f,g+g,p+g,m,s+g,m+m,t

atb+c+d+i+zip+zy9

eh+e,n,x+e,n,z15:G

k+y+L+z4+r




