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RESUME

Dans la présente enquéte nous avons étudié I'importance du réservoir de
Salmonella spp. chez les bovins en Algérie a travers I'étude du portage
asymptomatique dans les matiéres fécales (commune de Ouaguenoun wilaya
de Tizi-Ouzou) et I'étude de son éventuelle excrétion dans le lait mammiteux.

230 prélévements de matieres fécales issus de 33 élevages et 150
prélevements de lait mammiteux ont été analysés au niveau du laboratoire
régional de Draa-Ben-Khedda durant une période allant de Mai 2013 a Janvier
2014. La méthode I1SO 6579 [153 ; 154 ; 155] a été utilisée pour I'analyse des
prélevements de matiéres fécales et les résultats obtenus sont les suivants :

Six isolements de Salmonella spp. ont été effectués sur les prélévements
de matiéres fécales analysés, soit une prévalence de 2.60%. Les sérovars qui
ont été isolés lors de notre étude sont :

Salmonella Muenchen (n=2) dans deux élevages différents, Salmonella
Bovismorbificans (n=3) dans le méme élevage et Salmonella Kedougou (n=1).

Une résistance aux tétracyclines pour Salmonella Kedougou et aux
fluméquines pour les deux souches de Salmonella Muenchen ont été mises en
évidence.

L’enquéte épidémiologique réalisée sur les élevages visités a révélé un
plus grand nombre d’isolement de Salmonella spp. chez les vaches au
tarissement et celles élevées dans de mauvaises conditions de raclage.

Concernant la recherche de Salmonella spp dans le lait mammiteux

aucun isolement n’a été effectué sur les 150 prélévements réalisés.

Mots-clés : Salmonella spp, portage asymptomatique, matieres fécales,

lait mammiteux, enquéte épidémiologique, antibiorésistance.
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ABSTRACT

The food toxi-infection caused by Salmonella is a serious public health in
Algeria and throughout the world. The animal origin is a proven fact, so many
studies around the world were focused to study the importance of this reservoir.
In this study we tried to get a picture of the importance of this reservoir through
the study of asymptomatic carriers of Salmonella spp in feces in the municipality
of Ouaguenoun, Tizi-Ouzou Province and the study of its possible excretion in a

clinical mastitis.

For this, 230 fecal samples from 33 farms for which a survey form has
been filled, 150 clinical mastitis samples were analyzed at the Regional
Laboratory of Draa-Ben-Khedda during a period from May 2013 to January
2014. 6579/A1 ISO method was used to analyze samples of fecal matter and
we had the following results:

Six isolates of Salmonella spp among 230 samples of feces analyzed,
so that we have a prevalence of 2.60%. The serotypes that have been isolated
in our study are:

Salmonella Muenchen (n = 2) in two different farms, Salmonella
Bovismorbificans (n = 3) in the same breeding and Salmonella Kedougou (n=1).

Resistance to tetracyclines for Salmonella Kedougou and to fluméquines for
both strains of Salmonella Muenchen were highlighted.

Cows at drying and poor scraping were associated with a greater number
of isolated salmonella spp.

No isolation of Salmonella was performed in 150 samples of clinical

mastitis.

Keywords: Salmonella, dairy cow, asymptomatic carriage, salmonellosis,

bacterial culture, clinical mastitis, resistance to antibiotics, Ouaguenoun.
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INTRODUCTION

Les pathologies causées par Salmonella spp. constituent un véritable
probléme de santé publique dans le monde [1], de par leur fréquence et la
nature grave des troubles qu’elles peuvent engendrer. A cela s’ajoute I'aptitude
de ce germe a résister aux antibiotiques [1] a I'image de Salmonella

Typhimurium DT 104 qui peut résister a six antibiotiques (phénotype ACSSuT).

De nombreuses épidémies de gastro-entérite a Salmonella spp. se sont
déclarées dans le monde, en Algérie ou on a enregistré dés la fin des années
soixante des épidémies a Salmonella spp. multi-résistantes [2]. L’origine
animale a été démontrée a plusieurs reprises dans ces foyers dont une dizaine

d’especes animales ont été mises en cause [2].

Les bovins infectés par Salmonella spp. sont reconnus comme étant une

source importante d’infection pour les humains [3].

Suite a cette situation et afin d’apporter des mesures efficaces et
adaptées, de nombreuses enquétes ont été menées dans le monde pour
évaluer l'importance de ce risque, comme aux Etats-Unis ou la prévalence de

ce portage est estimé de 27% a 30% des élevages [4].

En Algérie plusieurs études ont été menées dans ce sens, mais ces
derniéres concernent principalement la volaille. En effet, peu d’études se sont

intéressées a I'espéce bovine.

Le cheptel bovin algérien est constitué de 1 650 000 tétes dont 56% sont
représentées par des vaches laitieres [5], cet effectif est sans cesse en
augmentation afin d’assurer nos besoins en lait et en viande, ces bovins

constituent une source potentielle de Salmonella spp.

L’étude de I'importance que représente le réservoir bovin de Salmonella
spp. en Algérie aurait un impact positif, car ces études nous donneraient une

idée sur la réalité de notre situation et auraient des retombées bénéfiques sur
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les mesures préventives a adopter puisque ces derniéres seraient adaptées a

notre situation.

La présente étude s’inscrit dans cette optique, cela par I'étude de
I'importance de ce réservoir bovin a travers une enquéte réalisée sur le portage
de Salmonella spp. dans les matieres fécales et ce au niveau d’'une commune
de la Province de Tizi-Ouzou et son excrétion dans le lait lors des mammites

cliniques.

Par conséquent, nous nous sommes fixés comme objectif de caractériser
le germe Salmonella spp. dans les matieres fécales et dans les prélevements

de lait mammiteux.
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CHAPITRE 1
GENERALITES SUR LES SALMONELLES

1.1. Historique :

L’intérét porté aux salmonelles n'est pas récent. Dés 1875, KOCH et
PASTEUR s’y sont intéressés en mettant en place les bases de la bactériologie
[6].

L’histoire des Salmonelles, est longue et s’étale sur une période de plus
de 50 ans [12], depuis sa premiére observation en 1880 [7] par Eberth
(médecin allemand) a partir de prélevements de la rate et de ganglions
lymphatiques issus d’'un malade décédé suite a la fievre typhoide [8 ; 9; 10 ;
11] et dénommé Eberthella typhosa connu actuellement sous le nom de
Salmonella Typhi [7; 8; 11,12], Le bacille a été ensuite cultivé pour la
premiere fois en 1884 par Gaffky [13].

Le groupe bactérien recoit le nom de Salmonella en 1900 [11] en
hommage au bactériologiste et directeur des services vétérinaires des Etats-
Unis a cette époque [14] Daniel EImer Salmon (1850-1914), suite a ses travaux
sur 'agent causal de la peste porcine (hog cholera) [11] qui isole en 1886
I'actuelle Salmonella enterica subsp. Enterica sérotype Choleraesuis autrefois
appelée «Bacterium suipestifer» [15 ; 16].

Geertner isola en 1888 Salmonella Enteritidis appelée autre fois
Bacterium enteritidis a partir de la viande d'une vache abattue d’urgence
atteinte de gastro-entérite ainsi que des organes d'un étre humain ayant
consommé cette viande avariée et décéde [12].

KLEIN isola en 1889 I'agent de la typhose aviaire (S. Gallinarum) [14].

Le bacille de LOEFFLER (S. Typhimurium) a ensuite été isolé a partir de
sang de souris atteintes de salmonellose en 1890 [14], De Nobelé lisola a la
suite d’'un cas d’intoxication alimentaire chez ’'homme, en 1898 [12].

En 1896 Pfeiffer et Colle d'une part et Gruber et Durham de l'autre,
découvrent que le sérum des patients atteints de fiévre typhoide agglutinait les

cultures du bacille d'Eberth (bacille de la typhoide); Au méme moment Widal



17

puis Grunbaum découvrent le méme phénoméne, ce nouveau test est alors
appelé le sérodiagnostic de WIDAL [17].

La méme année (1896), deux isolats de bactérie ont été faits par Achard
et Bensaude de patients présentant des symptomes cliniques de fievre
typhoide mais avec un sérodiagnostic de Widal négative, a qui ils donnent le
nom de bacilles paratyphiques [17], la méme observation fat décrite par Gwynn
en 1898 [6].

D'autres bacilles, proches du bacille de la typhoide et de ceux de la
paratyphoide sont ensuite découverts chez beaucoup d'espéces animales, a
différents endroits et continuent a étre décrits chaque année [13].

Le premier cas salmonellose bovine a été décrit en 1902 aux Etats Unis
par MOHLER et BUCKLER [18] et en Europe par Miessner et Kohlstock en
1912 [19].

En 1919, FRICKINGER décrit une épidémie de dysenterie salmonellique
sur un lot de 300 moutons ; la viande provenant de I'abattage d’'urgence de ces

animaux avait provoqué la toxi-infection de 1500 personnes [20].

1.2. Taxonomie et nomenclature :

1.2.1. Taxonomie :

Selon la seconde édition du Bergey’s manual of systematic bacteriology

la classification de Salmonella est la suivante [12 ; 21 ; 22]:
Domaine : Bacteria.
Embranchement Xll ou phylum BXII : Proteobacteria.
Classe lll : Gammaproteobacteria.
Ordre XII : Enterobacteriales.
Famille | : Enterobacteriaceae.

Le genre Salmonella est I'un des 32 genres de la famille des
Enterobacteriaceae [13] dont les caractéristiques générales sont les
suivantes [23 ; 24] :

» Bacilles Gram négatifs non sporulés de Dimensions moyennes: 0,5y sur

3.

» Immobiles ou mobiles avec une ciliature péritriche.

> Poussent bien sur les milieux ordinaires.
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» Aéro-anaérobie facultatif,
» Fermentent le glucose avec ou sans production de gaz.
» Oxydase négative.

» Reéduisent le nitrate en nitrite.
Genre XXXII : Salmonella.
Ce genre est phylogénétiquement proche des genres Escherichia et

Citrobacter, phénotypiquement proche des genres Citrobacter et Hafnia [25].

1.2.2. Nomenclature :

La nomenclature de Salmonella est complexe ce qui améne beaucoup
de confusion dans la littérature scientifique [21].

L’analyse de I'antigene O (de l'allemand OhneHauch) et de I'antigéne H
(de l'allemand Hauch), lancée par White (1926) et Kauffmann (1941), a eu
comme conséquence la description d'un grand nombre de serovars [13 ; 17].

Kauffmann (1961) classe les salmonelles en se basant sur le groupe de
sero-fermentatif et le type de phage est considéré chaque serovar comme
étant espece, Ce concept d'espéce / sérovar a été inadapté car la plupart des
sérovars ne peuvent pas étre séparés par les tests biochimiques [13 ; 17].

Borman et al (1944), Kauffmann et Edwards (1952), Ewing (1963)
proposent qu'il y est trois espéces, ces propositions ont eu en commun
gu’hormis Salmonella Typhi et Salmonella Choleraesuis tous les autres
sérovars ont été placés dans une espéce, ce qui était embrouillant [13 ; 17].

Kauffmann (1966) a divisé le genre Salmonella en quatre sous-genres
en se basant sur des caractéres biochimiques, désignés par des chiffres
romains (I-1V) [13 ; 17].

Le Minor et al (1970) considérait que les sous genres de Kauffmann
représentaient des especes nommeées comme suit : S. kauffmannii (sous-genre
), S. salamae (sous-genre ll), S. arizonae (sous-genre lll) et S. houtenae
(sous-genre V) [13; 17].

La publication en 1980 des «Approved Lists of Bacterial Names» a
présenté cing espéces de salmonelles a savoir, Salmonella arizonae,
Salmonella choleraesuis, Salmonella enteritidis, Salmonella typhi et Salmonella

typhimurium [26].
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Les études génomiques ont montré que les sous-genres I-IV constituent
un simple groupe d'hybridation d'ADN avec cinq sous-groupes [17 ; 27 ; 28 ;
29 ; 30], qui correspondent aux anciens sous-genres sauf que le sous-genre llI
a été coupé en deux sous-groupes llla et llib [13 ; 17].

Plus tard, un autre sous-groupe (sous-groupe VI) a été identifié (groupe
de Bongor) qui s’avére constituer un deuxieme groupe d'hybridation d'ADN
[29,30].

Le Minor (1982) considérait que tous les sérovars des salmonelles
constituaient une seule espéce appelée Salmonella choleraesuis, c'est I'espéce
type du genre Salmonella avec six sous-especes : Salmonella choleraesuis
subsp. choleraesuis, Salmonella choleraesuis subsp. salamae, Salmonella
choleraesuis subsp. arizonae, Salmonella choleraesuis subsp. diarizonae,
Salmonella choleraesuis subsp. Houtenae et Salmonella choleraesuis subsp.
Bongori, puis une nouvelle sous espéce a été rajoutée par la suite, il s’agit de la
sous espece indica [29 ; 30].

Le Minor et Popoff (1987) avaient proposé le nom de Salmonella enterica
pour la seule espéce Salmonella avec les sous espéces suivantes: Salmonella
enterica subsp. enterica, Salmonella enterica asubsp. salamae, Salmonella
enterica subsp .arizonae, Salmonella enterica subsp. diarizonae, Salmonella
enterica subsp. houtenae, Salmonella enterica subsp. Bongori et Salmonella
enterica subsp. Indica [12].

La taxonomie maintenant se base aussi sur I'espece génomique, qui est
définie comme un groupe de souches reliées par un taux d'hybridation A.D.N. -
A.D.N. supérieur a 70 % avec une instabilité thermique des hybrides inférieure
a 5 °C [32], l'application de ces directives a permis [lidentification de deux
espéeces dans le genre Salmonella [13 ; 17]:

Salmonella enterica (espéce habituelle) avec six sous espéces:

» Sous-espéce | :Salmonella enteric subsp. enterica,
Sous-espece |l : Salmonella enterica subsp. salamae,
Sous-espece llla: Salmonella enterica subsp. arizonae,

Sous-espece llIb : Salmonella enterica subsp. diarizonae,

YV V V V

Sous-espece IV : Salmonella enterica subsp. houtenae
» Sous-espeéce VI : Salmonella enterica subsp. indica.

Salmonella bongori (espéce rare) [32 ; 33].
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Salmonella subterranea, représentant une autre espéce de Salmonella décrite
par Shelobolina et coll.2004, liste de validation (N°.102, 2005), mais pas encore
effective [34 ; 35].

Les sous-espéces sont subdivisées en sérovars ou sérotypes dont la liste
constitue le schéma de KAUFFMANN-WHITE [15].

Tableau 1.1 : nomenclature des salmonelles [21].

Taxonomie nomenclature

Genre (en italique) Salmonella
L’espéce (en italique) > entirica

inclure les sous espéces (subsp) |,

I, llla, llb, 1V, et VI.

» bongori

(autrefois sous espéce V)
Sérotype » Les noms des sérotypes sont
écrire le sérotype en lettre romain précédés par sérotype ou sér.
(majuscule) et non en italique > Les sérotypes de la sous

espeéce | sont désignés par un
nom, pour les autres sous
espéces et S.bengori sont
désignées par une formule
antigénique.

» Les membres de la sous espéce
I, IV, et S. bongori sont
désignés par un nom, s’ils sont
nommeés avant 1966.

1.3. Habitat :

Le réservoir des Salmonelles est ubiquiste et de nombreux animaux a
sang chaud (oiseaux, mammiferes dont I'homme et les rongeurs), ainsi que des
animaux a sang froid (reptiles, poissons et insectes) malades ou porteurs sains
sont susceptibles d’héberger ces bactéries [13; 36], chez ces derniers le
principal réservoir est constitué par leurs intestin [25].

La sous-espéce | contient généralement les souches isolées chez
'homme et les animaux a sang chaud [25], les autres sous-espéces se
retrouvent chez des animaux a sang froid comme les reptiles, les batraciens ou
les tortues [38 ; 39].
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Elles sont aussi retrouvées dans I'environnement (sol, boues) dans
lequel elles sont disséminées par les excréta, elles peuvent y survivre pendant
plusieurs mois si les conditions de température, de pH et d’humidité sont
favorables [39 ; 40].

1.4. Spécificité a I'hote :

Les sérotypes de Salmonella spp. different par la gamme d'hétes qu’elles
peuvent infecter et par la nature de la maladie clinique qui peut en résulter,
mais la plupart des sérotypes de S. enterica sont peu spécifiques et peuvent
infecter un large éventail d'hétes et ne causent généralement qu’'une légere
maladie entérique [3].

A l'opposé, les sérotypes adaptés a une espéce spécifique provoquent
généralement une maladie systémique grave et peuvent étre responsables de
I'excrétion prolongée du germe par des porteurs chroniques asymptomatiques.

Les différents sérotypes de Salmonella peuvent étre classés en 3

groupes principaux selon leurs hétes préférentiels [13 ; 25] :

Les sérotypes adaptés a I'hnumain :
» Salmonella Typhi.
Salmonella Paratyphi A.
Salmonella Paratyphi B (Schottmuelleri) parfois isolé chez les volailles.

Salmonella Paratyphi C (Hirschfeldii).

YV V V V

Salmonella Sendai.
lls Peuvent étre transmis par contact direct, ou indirect par de I'eau ou de la

nourriture contaminée [25].

Les sérotypes adaptés a un héte d’'une espece animale spécifique, par exemple
» Salmonella Dublin chez les bovins (mais aussi chez I'homme).
» Salmonella Choleraesuis chez les porcs.
» Salmonella Abortusovis chez les ovins.
» Salmonella Abortusequi chez les équins.
Ces sérotypes peuvent aussi occasionnellement infecter un nombre limité

d’autres hotes mais n’y sont pas adaptés [25].
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Les sérotypes qui ne sont pas adaptés a une espéce en particulier dont :
» Salmonella Enteritidis

Salmonella Montevideo

Salmonella Saintpaul.

Salmonella Panama.

YV V VYV V

Salmonella Typhimurium est le sérotype qui est le plus souvent
responsable de salmonellose clinique chez les animaux autant que chez
les humains et sa distribution est mondiale [42]

Néanmoins, tous les sérovars sont potentiellement pathogénes pour
I'nomme et particulierement responsables de toxi-infections alimentaires

collectives ou de portage sain [13].

1.5. Caractéres bactériologiques :

Salmonella est le 32°™ genre sur les 41 que compte la famille des

Enterobacteriaceae dont elle possede les principaux caractéres [12]

1.5.1. Caractéres généraux :

Les salmonelles sont des bacilles Gram-, de dimension moyenne (2 a 3
pm par 0.6 a 0.8 um), intracellulaires facultatifs jamais sporulés, parfois
encapsulés [14; 39]. Généralement mobiles grace a une ciliature péritriche,
quelques sérovars sont cependant immobiles comme S. Gallinarum-Pullorum

ainsi que certains mutants [14].

1.5.2. Structure des salmonelles :

Le génome de la bactérie est composé d’'un ADN chromosomique et d’'un
ou plusieurs plasmides [14].
La paroi est formée de trois couches [14] :
» La membrane cytoplasmique (membrane intérieure),
» Le peptidoglycane (murein)
» La membrane externe (I'espace periplasmic représente le compartiment
entre les deux membranes).
La membrane externe porte des structures qui ont des réles importants pour

la survie de la bactérie et les facteurs de virulence qui sont :
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- Le glycocalyx : constitué de polysaccharides, intervient lorsque les bactéries
se développent dans le sol ou dans I'eau et participe aussi a I'adhérence de la
bactérie sur la cellule héte [14].

- Les flagelles : constitués d’'une protéine (la flagelline), permettent a la bactérie
de se déplacer et sont également porteurs d’antigénes H [14].

- Les fimbriaes (ou pili) : constitués essentiellement d’une protéine (la piline)
observables au microscope électronique, ils sont de deux types :

» Les pilis communs: conféerent notamment des propriétés
hémagglutinantes aux bactéries qui les portent [14].

> Les pilis sexuels : sont I'expression de certains plasmides. Toutes les
salmonelles n’en possédent pas et lorsqu’ils sont présents, ils sont peu
nombreux (un a quatre) [43], impliqués dans les phénomeénes de fixation
des bactériophages et de transfert de matériel génétique entre bactéries
au cours de la conjugaison [14].

- Le lipopolysaccharide (LPS) : composé de trois parties [7 ; 14] :

» Le lipide A: fixé a la membrane externe toxique et pyrogéne [7] (C’est
I'endotoxine des entérobactéries).

» Le core : oligosaccharide constant dans une méme espéce bactérienne
[14], chez les souches mutantes rugueuses (ROUGH, R), il est incomplet
ou n'est pas lié¢ aux chainons suivants ; ces souches sont auto-
agglutinables en eau salée iso- ou hypertonique [7].

» Les chaines polysaccharidiques latérales appelées antigénes O, dété
d’'un fort pouvoir immunogéne, les mutants R ont perdu ces chaines
latérales et sont moins pathogenes [7 ; 14].

Du fait de sa forte charge électronégative [14], le LPS confére a la
bactérie les propriétés suivantes : résistance aux sels biliaires, aux détergents,

aux protéases, aux lipases [7 ; 14 ; 44].

1.6. Caractéres culturaux :

Salmonella sont des bactéries aéro-anaérobies [7; 14; 25] chimiotrophes
[12] et prototrophes ; les exceptions sont des souches mutantes ou quelques
sérovars présentant une adaptation particuliere a une espéce hote, comme

Salmonella Abortusovis [7].
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Les salmonelles peuvent se cultiver sur milieux usuels et donnent en 18
a 24h a 37°C en atmosphére ambiante des colonies de 2 a 4 mm de diamétre
[7 ;14 ; 25].

A l'isolement, les colonies sont lisses, bombées, brillantes, rondes a
bords nets, rarement rugueuses sous cette forme, les salmonelles sont
rarement pathogénes [7 ; 14 ; 44].

Des colonies naines correspondent généralement a des mutants a
croissance plus lente, de nombreuses souches (sérotypes Abortusovis,
Typhisuis...) peuvent présenter une dissociation de la taille des colonies a
I'isolement [7 ; 12].

En milieu liquide, elles donnent une culture homogéne sur toute la
hauteur du tube [12 ; 25].

1.6.1. Résistance et sensibilité aux agents physiques et chimiques:

1.6.1.1. Agents physiques :

1.6.1.1.1. La chaleur:

Les salmonelles sont mésophiles (croissance optimale entre 35 et 37°C)

[12] et peuvent se multiplier dans une large plage de température, entre 5 °C et
47 °C avec un optimum de 37 °C [45] et une croissance nettement ralentie pour
les températures inférieures a 10°C [25]. L’application d’une température de
72°C pendant 15 secondes, utilisée lors de pasteurisation assure leur
destruction dans le lait [12 ; 25 ; 39].

1.6.1.1.2. Le froid :
La réfrigération permet la survie des Salmonelles [25] avec un arrét de la

croissance pour des températures inférieures a 5,2°C [14].
La congélation provoque un abaissement de leur nombre mais n’entraine

pas leur élimination [25].
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1.6.1.1.3. L’activité d’eau :

Intervient dans l'inactivation des salmonelles par la chaleur, par exemple

Salmonella est 650 fois plus résistante a la chaleur dans le blanc d'ceuf séché
(en poudre) que dans des ceufs a I'état liquide [45 ; 46].
Oscillant entre 0,945 et 0,999, dans les aliments, les Salmonelles

peuvent se multiplier jusqu’a des valeurs d’Aw de 0,93 [12; 13 ; 14 ; 25].

1.6.1.14. Le Ph:

Les Salmonelles supportent une gamme de Ph allant de 4,5 a 9 [15 ; 40],

avec un optimum entre 6,5 et 7,5 [26].
Concernant le ph minimale certains auteurs rapportent une valeur minimale
de pH égale a 4.05 [12], alors que d’autres I'estiment a 4.50, cela dépend :
» Du type d’acide utilisé pour abaisser le pH (I'acide citrique, pH min : 4.05
; 'acide lactique, pH min : 4.40 ; 'acide acétique, pH min : 5.04) [12].

» Du sérovar : Salmonella Typhimurium et Salmonella Thompson semblent
plus résistantes a la destruction acide que Salmonella Seftenberg [12].

» Le milieu aérobie semble également favoriser leur croissance a des pH
acides [12].

Le ph minimal de croissance revét un intérét particulier avec I'apparition de
toxi-infections alimentaires liées a la consommation de certains aliments dont la
mayonnaise ou une acidification convenable (pH inférieur a 3.6) aboutit a leur
élimination [12].

1.6.1.1.4. Les radiations :

Les salmonelles sont inactivées les rayons ionisants [14]

1.6.1.2. Les agents chimiques :

Les salmonelles sont sensibles aux antiseptiques usuels : hypochlorite
de sodium [12; 14], dérivés iodés, chlorhexidine, ammoniums quaternaires
[14].
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1.7. Caractéristiques biochimiques :

1.7.1. Caractéristiques biochimiques permettant d’identifier la famille :

Salmonella posséde les caractéres biochimiques généraux de la famille

des Enterobacteriaceae [12 ; 23 ; 24 ; 25].

1.7.2. Caractéristiques biochimiques permettant d’identifier le genre :

Au sein de la famille des Entérobactéries, les caractéres permettant

I'identification biochimique du genre Salmonella sont [12 ; 25] :

v

v
v
v
v

AN

Absence d’'uréase ce qui les différencie des Proteus.

Absence tryptophane désaminase ce qui les différencie des Providencia.
Absence de production d’indole.

Absence de production d’acétoine (test de Voges-Proskauer négatif).
Absence de fermentation du lactose, du saccharose, de [linositol, de
'amygdaline, de I'adonitol et du 2-cétogluconate.

Absence de béta-galactosidase.

Absence d’arginine-déshydrogénase (ADH).

La production d’'H2S a partir du thiosulfate (présence d’une thiosulfate
réductase).

La décarboxylation fréquente de la lysine et de I'ornithine.

La capacité fréquente de croitre sur le milieu au citrate de Simmons en

I'alcalinisant (caractére citrate positif).

Néanmoins, des exceptions existent pour certains sérovars [12 ; 17] :

>

Y

Salmonella Typhimurium: agazogene, H2S plus faible et Citrate de
Simmons (-) ;

Salmonella Paratyphi : L.D.C. (-), Citrate de Simmons (-) et H2S(-) le
plus souvent ;

Salmonella Abortusequi: H2S (-);

Salmonella Abortusovis: H2S (-);

Salmonella Senftenberg: Lactose (+) [6].

1.7.3. Caractéristiques biochimiques permettant d’identifier 'espéce :

Les deux espéces du genre Salmonella peuvent étre différenciées par

leurs caracteres biochimiques [25].
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Tableau 1.2 : Caractéristiques biochimiques permettant d’identifier les especes

et les sous groupes [7 ; 25].

Pousse sur milieu Fermentation du

contenant du KCN sorbitol
Salmonella bongori + -
Salmonella entirica - +

1.8. Propriétés antigéniques :

Comme toutes les entérobactéries, les Salmonelles peuvent posséder
trois types d’antigenes ayant un intérét diagnostique [25; 47] en plus de
I'antigéne commun (Enterobacterial Common Antigen : ECA) appelé antigéne

de Kunin, présent chez la grande maijorité des entérobactéries [12] qui sont :

1.8.1. Les antigénes de la paroi : antigénes O et R.

Portés par le LPS, constituants de la membrane externe de la paroi il
existe :

Les facteurs O majeurs : définissent des groupes et toutes les souches
possédant en commun un facteur O majeur sont placées dans le méme groupe.
Ainsi toutes les souches possédant :

v Le facteur O 2 : appartient au groupe A,
v Le facteur O 4: appartient au groupe B,
v' Le facteur O 9: au groupe D dans lequel on retrouve les sérovars

Enteritidis et Dublin.

v Le facteur O 3 : au groupe E [25 ; 47; 48].

Les facteurs O accessoires : différérent selon les souches appartenant a

un méme groupe [25 ; 47 ; 48].

L’antigéne O est :
v" Thermostable, résiste au chauffage 2h a 100°C ;
v Alcoolo-stable (non détruit par I'alcool a 50%);
v" inhibé par le formol a 5%., sans pour autant empécher son agglutinabilité
[12].
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Ces antigénes fournissent une agglutination fine, granuleuse et difficile a
dissocier [13 ; 14].

1.8.2. Antigéne flagellaire H :

Portés par les salmonelles mobiles, sur les flagelles, de nature protéique
[14;47]il est:

v' Thermolabile, détruit aprés chauffage 30 minutes a 100°C ;

v' Détruit par I'alcool a 50%;

v' Résistant au formol a 5%o [12 ; 14].

Une minorité de sérovars (Enteritidis, Montevideo) ne peut pas synthétiser
des flagelles que d’une seule spécificité, car elles ne possédent pas
'information génétique pour l'autre spécificité donc I'antigéne H est alors
monophasique [12 ; 25].

Pour la plupart des sérovars, les flagelles existent sous deux formes
antigéniques qualifiées de phase 1 et de phase 2 : les antigénes H sont
diphasiques [12 ; 25].

Pour les antigénes dits « en phase1 » ils sont désignés par des lettres
minuscules et les antigénes « en phase 2 » sont désignés par des chiffres
arabes [14].

1.8.3. Antigénes d’enveloppe Vi, ou capsulaires K :

De nature polysaccharidique [14; 25], forment une mince capsule
glycolipidique qui recouvre le LPS [49], il est toujours identique a lui-méme [14].

Il existe chez Salmonella Typhi, plus rarement chez Salmonella
Paratyphi C et reste exceptionnel chez Salmonella Dublin [14 ; 25 ; 39].

Cet antigéne peut masquer I'agglutinabilité de I'antigene O [14] et pour
démasquer l'antigéne O, il suffit de chauffer les suspensions bactériennes
pendant 10 minutes a 100°C [25] ou 1 heure a 60°C [39].

L’antigéne Vi est résistant a l'action de [lalcool et du formol ;

I'agglutination par les sérums correspondants est fine, lente et granulaire [12].




29

1.8.4. Les antigénes R et M:

Il existe des formes Rough (ou R) avec une perte partielle ou totale de
leur spécificité antigénique, Ces souches perdent leur pouvoir pathogéne et
sont facilement phagocytées [39]. Leurs cultures sont auto-agglutinables en eau
physiologique ou mieux en eau hyper salée a 20%. de NaCl [39].

L'antigéne M, existe essentiellement chez Salmonella Paratyphi B et est

responsable de l'aspect muqueux des colonies [13].

1.9. 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 I'héte rend insuffisante
I'identification de l'espéce seule pour comprendre la pathogénie de cette
bactérie [25].

Par les nombreuses méthodes de caractérisation on distingue des
marqueurs (Phénotypiques, génotypiques...), Ces marqueurs sont des outils
épidémiologiques [48] pour subdiviser les espéces en entités ou types

correspondant a des aptitudes associées a la bactérie [25].

1.9.1. Le biotype :

La premiére étape dans lidentification [48], repose sur la mise en

évidence des caractéres biochimiques qui permettront de classer les souches
selon leur activité métabolique par l'utilisation du sucre et/ou leur activité
enzymatique [50],

La technique du biotypage est simple mais la discrimination apportée

n’est pas trés importante [25].

1.9.2. Le sérotype :

Les premiéres régles de la classification des souches de Salmonella ont
été établies par White en 1925 en se basant sur l'identification des facteurs
antigéniques, Améliorées par la suite par Kauffmann dés 1930 et connues
jusqu’a présent sous I'appellation de schéma de Kauffmann-White [12].

L’identification de chaque sérotype se fait par I'étude des caractéres
antigéniques au moyen de sérums agglutinants. Chaque sérovar est caractérisé

par des antigénes somatiques « O » et des antigénes flagellaires « H » ;
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quelques sérovars (S.Typhi, S.Paratyphi C, S. Dublin) possédent un antigéne Vi
de surface qui masque parfois I'Ag. « O » [50].
Il existe actuellement 2 610 sérotypes différents de Salmonella [51], dont le
nombre de sérotypes répertoriés est le suivant :
S.enterica subspecies enterica : 1547,
S.enterica subspecies salamae : 513;
S.enterica subspecies arizonae : 100;
S.enterica subspecies diarizonae: 341;
S.enterica subspecies houtenae : 73;
S.enterica subspecies indica 13 ;
S. bongori. Sérotypes 23 [51].

YV V.V V V V V V

S.subterranea : 1 (I'espéce n'étant pas encore validée, le sérotype ne
peut étre comptabilisé) [13 ; 3].

Les réactions d’agglutination s’effectuent sur une lame avec une culture
humide, il est conseiller de vérifier que la souche n’est pas auto-agglutinable en

testant un peu de culture dans I'eau physiologique.

1.9.2. La lysotypie :

Méthode reconnue au niveau international [48], la lysotypie étudie la
sensibilité des souches, ou leur résistance, a une série de bactériophages
sélectionnés [25 ; 48].

Pour Salmonella Enteritidis, 27 lysotypes ont été identifiés, le plus

répandu étant le lysotype 4 [48].

1.10. Facteurs de virulences :

1.10.1. Les facteurs d’attachement aux cellules :

La premiére étape dans la pathogénie de Salmonella est I'attachement a
la muqueuse intestinale dans les parties distales de [lintestin [52]. Les
protéines, appelées adhésines, sont des molécules de surfaces bactériennes
qui permettent a la bactérie de cibler et de coloniser les tissus de I'héte par la

reconnaissance d’un récepteur spécifique ou non [53].
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Il existe 2 grandes familles d’adhésines décrites ci-dessous : les fimbriae ou
pili, et les adhésines non fimbriaires. Le LPS et le flagelle jouent aussi un réle

dans I'adhésion des salmonelles [53].

» Pili ou fimbriae :

Organelles trés abondantes a la surface des bactéries (100 a 1000 par
bactérie) formées par un grand nombre de protéines identiques appelées
fimbrines [53].

Chez Salmonella, 13 opérons fimbriaires ont été identifiés jusqu’a maintenant.

De plus, la perte de deux opérons fibrillaires (Ipfet, pef) qui sont utilisés pour
'adhérence aux plaques de Peyer ainsi qu’aux villosités intestinales, diminue la

capacité de Salmonella d’y adhérer [55].
» Les adhésines non fimbriaires
Elles permettent d’adhérer aux cellules eucaryotes. A I'heure actuelle, 3

adhésines ont été identifiées : MisL, ShdA et SiiE [56 ; 57 ; 58].

1.10.2. Invasion et colonisation de I'organisme :

Les salmonelles sont des bactéries entéroinvasives, elles peuvent
passer la barriére digestive et provoquer une invasion systémique [48].

L’invasion se fait par endocytose pour les entérocytes et par
phagocytose pour les macrophages, suivie de formation de phagosomes
spécieux, et la fusion avec les lysosomes (formation de phagolysosomes) [48].

Dans certains cas, elles se limitent strictement a la sphére digestive,
mais peuvent persister dans les organes internes pendant trés longtemps en

I'absence de signes de maladie (ex : Salmonella Enteritidis) [48].

1.10.3. Survie intracellulaire :

Les Salmonelles survivent dans les macrophages [25] ce qui est
indispensable pour I'établissement de Salmonella dans l'intestin et dans les
organes systémiques. Sa survie exige de résister a la fois aux mécanismes de
phagocytose dépendants et indépendants de 'oxygeéne [3].

De nombreux mécanismes permettent a la bactérie de survivre dans cet

environnement hostile: changement de la composition des lipopolysaccharides
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(LPS) de la membrane externe afin que celle-ci devienne moins permeéable et
plus résistante aux peptides antimicrobiens [55].

En outre, elles se protegent de l'action toxique des radicaux oxygénés
produits par les macrophages grace a la synthése de différents enzymes

(catalase, superoxydedismutase, glutathion-réductase) [3 ; 25 ; 55].

1.10.4. Lipopolysaccharides (LPS):
Les LPS de Salmonella sont un composant majeur de la membrane

externe de la bactérie, agissent comme une toxine (responsable du choc
septique, de la fievre et cause éventuellement la mort) en plus d’étre hautement
antigénique (antigéne O) Les mutants dépourvus d’antigéne O (mutant « rough
») ou présentant une altération des antigénes O (mutant « semi-rough ») sont

avirulents ou moins Virulents [3 ; 25].

1.10.5. Flagelles

La plupart des salmonelles pathogénes sont dotées d'un flagelle

biphasiques et peuvent alterner entre deux types de flagelles, ce qui leur

permet de se soustraire au systéme immunitaire de I'héte [3].

1.10.6. Plasmides

Facteurs de virulence qui codent pour des genes nécessaires a la

capacité de provoquer la maladie systémique sont présents chez la plupart des

sérotypes spécifiques a I'hote et quelques autres moins spécifiques [3].

1.10.7. Le pouvoir toxique :

Selon les travaux de Reitmeyre et coll., Copra et coll., Groisman et coll. [59 ;
13], trois types de toxines ont été associées aux infections a salmonelles.

» L'endotoxine ou toxine glucidolipidoproteique responsable des
symptoémes toxiques dans une salmonellose invasive; conduisant a une
hypotension artérielle, I'installation d'un collapsus cardio-vasculaire et
dans certains cas un état de choc pouvant conduire a la mort [13 ; 48].

» La cytotoxine qui inhibe la synthése des protéines dans les cellules
épithéliales [13 ; 48].
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» L’entérotoxine, ressemblant a la toxine cholérique et a la toxine LT d’'E
coli [25], qui augmente la sécrétion d’eau et d’électrolytes dans la

lumiére intestinale induisant la diarrhée [13 ; 48].

1.10.8. Systémes de captation du fer

La synthése de sidérophores (systémes de captation de fer) permet aux
salmonelles d’entrer en compétition avec la transferrine (dans le sérum), la

lactoferrine (dans les sécrétions) ou 'ovatransferrine (dans les ceufs) [25].

1.10.9.1lots de pathogénicité

Zones des chromosomes bactériens porteurs de génes qui codent pour
des facteurs de pathogénicité [3].
Cinq Tlots de pathogénicité ont été identifiés chez Salmonella Typhimurium,
nommé SPI (Salmonella Pathogenicity Islands ou SPI) :
» SPI-1: nécessaire pour linvasion intestinale mais pas pour l'infection
systémique, favorise aussi l'inflammation et elle est important dans
I'induction de la diarrhée ;

» SPI-2 : essentielle pour la survie dans les macrophages ;

A\

SPI-3 : permet de croitre dans des conditions limitées en Mg2+ ;

» SPI-4 : son réle n'est pas encore connu en détails, mais pourrait jouer
un réle dans l'invasion ;

» SPI-5 : requis lors de salmonellose entérique mais pas systémique [13 ;

54 ; 60].

1.11. Résistance aux antibiotiques

1.11.1. Antibiotiques :

Un antibiotique est une substance, naturellement produite par un

microorganisme, ou de synthése qui a la capacité d’inhiber la croissance voire
de détruire d’autres microorganismes : on parle respectivement d’antibiotiques

bactériostatiques ou bactéricides [61].
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1.11.2. Résistances aux antibiotiques :

D’un point de vue bactériologique, une bactérie est dite résistante a un
antibiotique si elle posséde un mécanisme de défense lui permettant de
survivre et de se multiplier en présence de I'antibiotique [61].

D’un point de vue clinique, on parle de résistance quand la concentration
en antibiotique nécessaire pour obtenir l'effet voulu (bactériostatique ou
bactéricide) est supérieure ou égale a la concentration en antibiotique toxique
pour le malade [61].

Deux types de résistances sont identifiées [61 ; 64] :

» La résistance intrinséque ou naturelle : se définit par une résistance aux
antibiotiques due aux propriétés intrinséques de la bactérie qui sont
indépendantes de tout contact avec un antibiotique [61].

» La résistance acquise, comme son nom lindique, se définit par une
résistance acquise en raison d’'une pression environnementale [61].
L’acquisition d’une résistance est due soit a une mutation d’'un gene

existant, soit a I'acquisition d’'un nouveau géne [65].

1.11.2.1. Resistances de salmonella aux antibiotiques :

Pendant longtemps, les molécules préconisées pour traiter les
salmonelloses étaient le chloramphenicol, 'ampicilline, ou I'association
trimethoprime/sulfamethoxazole [66].

Cependant, les problémes de résistance rencontrés concernant ces
molécules ont conduit a utiliser des antibiotiques plus récents, notamment les
céphalosporines de 3éme génération (C3G) et les fluoroquinolones [67].

Toutefois, des résistances contre ces derniéres molécules ont déja été

mises en évidence chez Salmonella [66].

11.2.2. Résistance des Salmonella isolées chez 'Homme

Les principaux problémes de résistance rencontrés chez Salmonella sont
assez récents puisqu’ils datent de la fin du XXéme siécle [66 ; 68], représentés
par un phénotype de multirésistance aux antibiotiques [13], et des résistances
aux deux molécules d’intéréts thérapeutiques (C3G et les fluoroquinolones)
[66].
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Entre 2000 et 2004 en Europe, cette proportion est passée de 57 a 66%
d’'isolats résistants [69], représentés principalement par la résistance aux
sulfamides, a l'ampicilline, aux tetracyclines, a l'acide nalidixique et a la
streptomycine, atteignant en 2004 un pourcentage de 75% pour certains
serotypes (Typhimurium et Virchow) [66].

L’'un des premiers exemples de multi-résistance a été observé chez un
clone épidémique penta-résistants de Salmonella Typhimurium de lysotype
DT104 qui a émergé au Royaume-Uni au début des années 1990 et qui s’est
disséminé partout dans le monde durant les vingt derniéres années [66], ce
clone présentait un phénotype de résistance de type ACSSuT (Ampicilline,
Chloramphénicol, Streptomycine, Sulfamides, Tétracyclines) [13 ; 66 ; 70].

Depuis, différents phénotypes de multi-résistance sont apparus au sein
du genre associant des résistances a d’autres antibiotiques (trimethoprime,
I'acide nalidixique, la gentamicine, la kanamycine) [66 ; 68].

Le sérotype Typhimurium reste le plus touché par ces problémes de
multi-résistance [68], Cependant, d’autres sérotypes comme Virchow ou Hadar
sont également atteints par ces phénomenes [71].

Les résistances aux C3G et aux fluoroquinolones restent peu fréquentes
chez Salmonella mais elles pourraient devenir un réel probléme de santé
publique si elles venaient a se propager. Les premiers isolats de Salmonella
résistants aux fluoroquinolones datent du début des années 1990 ; peu de
temps aprés que cette molécule ait été utilisée en santé humaine et animale
[72; 73].

Les C3G ont été introduites au cours des années 1980, quelques années
apres la résistance a ces molécules est apparue [74], avec un pourcentage de
résistance faible, dues principalement a des [-lactamases a spectre élargi
(BLSE) ou a des céphalosporinases [66].

En 2002, une souche de Salmonella Choleraesuis était résistante a dix
antibiotiques dont le triméthoprime, la ciprofloxacine et le ceftriaxone (C3G)
[75].

1.11.2.3. Résistance des Salmonella isolées chez les animaux:

Globalement, les mémes résistances aux antibiotiques sont retrouvées

chez les souches de Salmonella qu’elles soient d’origine animale ou humaine
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[66] avec un phénotype de multi-résistances aux antibiotiques et des
résistances aux fluoroquinolones et aux C3G [66].

Salmonella TyphimuriumDT104 (phénotype de multi-résistance ACSSuT)
est largement distribuée au sein des populations animales utilisées en
alimentation humaine [61], favorisées par sa nature zoonotique et une pression
de sélection créée par l'utilisation d’antibiotiques dans le domaine vétérinaire
puisque quatre des cing familles représentées dans le phénotype ACSSuT sont
utilisées couramment en médecine vétérinaire [61].

Un fort pourcentage de résistance semble étre frequemment rencontré
en élevage avicole [61], cependant en Europe les résistances aux antibiotiques
qui entrent dans la composition du phénotype ACSSuT sont courantes dans les
trois types d’élevages (bovins, ovins, porcins) [66].

Antunes et coll. (2004) rapportent que 75 % des souches isolées a Porto
(Portugal) sont résistantes a un antibiotique ou plus [13].

L’introduction d’'une nouvelle molécule en médecine vétérinaire ou en
agriculture est suivie généralement par l'apparition de résistance a cette

molécule [68].
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CHAPITRE 2

LA SALMONELLOSE

2.1. Notions générales :

2.1.1. Définition :

Le terme de salmonellose regroupe des tableaux cliniques trés variés
dont sont responsable un trés grand nombre de sérovars de Salmonelles [7].
Classiquement, tous les sérovars sont considérés comme pathogénes

pour les animaux ou pour 'lhomme [7].

2.2. Les salmonelloses bovines :

2.2.1. Manifestations cliniques :

Salmonella Typhimurium et Salmonella Dublin représentent les

serotypes les plus couramment isolés en élevages bovins [76].

2.2.1.1. Les Principales formes cliniques :

Dose infectieuse :

Selon Wray et Sojka, 1977 la dose infectieuse par voie orale et entre 10°
et 10" pour Salmonella Dublin et entre 10* et 10" pou Salmonella Typhimurium
[76].

Pour les veaux l'intensité des symptomes dépend de la dose infectieuse
et de 'dge de I'animal, puisque une dose de 2x10° par voie orale provoque des
symptdmes graves chez les veaux agés de 6 a 7 semaines et une dose de 10"
provoque une légére dépression de la température chez les veaux ageés de 25
a 28 semaines [77].

Le tableau clinique varie, on peut observer :
» Une infection suraigle : mortalité sans autres symptomes, observés

surtout chez les jeunes animaux [77].
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» Une infection aigue: dont on peut observer des formes digestives,
pulmonaires, mammaires, des avortements ...etc. [77].

» Une infection chronique observée chez les animaux agés de plus de 6 a
8 semaines avec une légére dépression de la température, des poils

ebouriffés et un retard de croissance [77].

2.2.1.1.1. La forme digestive :

2.2.1.1.1.1. Chez le jeune :
Elle touche les veaux dune semaine a trois mois d'age [78],

caractérisée par une morbidité élevée (80%) et une mortalité variable selon
'age de l'animal [111], qui varie entre 20% et 50% [75] et qui peut méme
atteindre 90% si un traitement n’est pas mis en place selon certains auteurs
[79].

Le tableau clinique est caractérisé par :
» Une hyperthermie (41°C) [80] ;
» Une diarrhée jaunatre a brunatre nauséabondes qui peut contenir du
mucus, du sang et des fragments de muqueuse, s’accompagnant de
ténesme et de coliques abdominales [80] ;

» Une perte de I'appétit ;

Y

une déshydratation rapide [80], anorexie, dépression [81] ;

» Une contagieux (particulierement dans les élevages intensifs) [3; 7 ;
14; 79].

» choc endotoxinique [7 ; 80].

2.2.1.1.1.2. Chez I'adulte :

S’observe chez les vaches laitieres hautes productrices, peu aprées le

vélage [7 ; 79], avec une morbidité de 25 % et une mortalité élevé en 'absence
de traitement [14 ; 82].

Le tableau clinique associe une atteinte de ['état général a des
symptoémes digestifs et une diminution de la production laitiere [7 ; 79 ; 80], le

rétablissement complet peut prendre jusqu'a 2 mois [80].
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2.2.1.1.2. La forme génitale :

Dus essentiellement a Salmonella Dublin, se manifeste par des
avortements [80], selon Hinton (1971; 1974) ces avortements ont lieu
généralement du 6° au 8° mois de gestation [3], suivis de rétention placentaire
[14].

Dans 90% des cas [14 ; 79], 'expulsion du fcetus n'est pas précédée ni
accompagnée de symptomes [79], Hinton (1971, 1974) étudie 111 avortement
dus a Salmonella Dublin, dans 86 cas I'avortement été le seul signe clinique
[77 ; 80], mais selon certains auteurs une période fébrile précéde I'avortement
du a la multiplication de la bactérie au niveau du placenta [80]. La mortalité est

quasiment nulle dans cette forme de salmonellose [14; 79].

2.2.1.1.3. La forme septicémique :

Ce développe généralement chez les individus avec un systeme
immunitaire affaibli [14], comme les vaches hautes productrices ou soumises a
un stress (mise bas,) et les veaux agés d’'une semaine a sept mois [14 ; 79].

Dus a l'envahissement systémique de la bactérie [3] qui peut étre
disséminés par voie sanguine vers différents organes (appareil génital,
articulations, poumons, mamelle, systéeme nerveux central) [7; 83], se
manifeste généralement avec les symptomes suivants :

> Fievre intense accompagnée d'un abattement profond (« tuphos » des
fievres typhoides)

» Pression artérielle basse [14],

» Muqueuses cyanoseées, peau froide [14] et dans certains cas d’infection
des veaux a Salmonella Dublin une nécrose des extrémités qui se traduit

par une boiterie [3].

» L’évolution est aigue ou suraigué liée a un choc endotoxinique [7 ; 14].
» La mort peut étre brutale sans prodrome ou étre précédée de signes

généraux (respiratoires, digestifs,) [14 ; 79].

2.2.1.1.4. La forme respiratoire :

Présente dans les élevages intensifs [14 ; 79] avec une contamination

aérienne ou conjonctivale [79], se traduit par :
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» Une dyspnée, une polypnée, une toux séche et quinteuse, un jetage
chez les veaux accompagné de diarrhée [14], on parle de syndrome «
pneumo-entérite » [84].

» Hormis sa grande contagiosité, elle ne présente pas de particularités
cliniques par rapport aux autres broncho-pneumonies bactériennes des

bovins, avec une évolution mortelle en I'absence de traitement [14].

2.2.1.1.5. Autres formes de salmonelloses :

D’autres formes que celles énumérées précédemment existe mais
demeurent rare [85], dont :

» Des Mammites, MESSADI, isole Salmonella Typhimurium dans le lait
mammiteux d’une vache. L’étude portée sur 337 vaches présentant des
symptémes de mammite clinique [86].

» Des arthrites [14 ; 80] avec un liquide synovial jaune foncé et floconneux
[7;14].

» Des atteintes du systéme nerveux central (méningo-encéphalite) [7 ; 14 ;
79 ; 80].

» Ostéite [80], uvéite [14], péritonite [14 ; 79].

» Nécrose des extrémités [80].

2.2.1.1.5.1. Formes chroniques :

Rencontré chez les veaux de plus de 6 a 8 semaines avec des feces peu
formées mais pas diarrhéiques [7], présentant un pelage réche et terne ainsi

gu’une taille et un poids inférieurs a la normale [87].

2.2.2. Diagnostic :

2.2.2.1. Diagnostique clinique :

Difficile car aucun symptéme de la salmonellose est pathognomonique et

peut prétée a confusion avec d’autres maladies [42].
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Tableau 2.1 : Diagnostic différentiel des principales formes de salmonelloses

rencontrées en élevages bovins [7 ; 14 ; 79].

Chez le veau

Chez I’adulte

Forme digestive :

> virale :rotavirus,
coronavirus...etc.
» colibacilloses

» cryptosporidiose, coccidiose.

Forme pulmonaire :

Agents de
enzootiques a savoir :
» mycoplasmes, pasteurelles,
> virale : IBR, RSV, BVD.

broncho-pneumonie

Forme digestive :

>

YV V. V V V V V

Avortements :

paratuberculose,
colibacillose,
entérotoxémie,
virale (BVD),
strongylose,
coccidiose,
babésiose.

intoxication.

>

cause bactérienne (Brucella,
Listeria, Leptospira....etc.).

virale (BVD, IBR).
parasitaire (néosporose,
toxoplasmose).

mycosique (aspergillose).
Alimentaire (carence,

phytooestrogénes).

2.2.2.2. Diagnostique Lésionnels :

Le diagnostic nécropsique n’est pas univoque, mais il constitue une forte

orientation qui sera confirmée par la suite par I'examen bactériologique des

prélevements réalisés [7].
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2.2.2.2.1. Forme gastrique :

>

YV V. V VYV V

Une entérite catarrhale a hémorragique au niveau de l'iléon et du colon
[80] avec des plaques nécrotiques et de la fibrine [14 ; 79].

Ulcere gastrique chez le veau [79].

Ganglions mésentériques hypertrophie et hémorragique [14 ; 79 ; 80].
Hémorragies des séreuses [79; 14].

Une muqueuse épaissie et hémorragique fréquemment ulcérée [14 ; 79].
Hypertrophie du foie, de la rate et des reins avec des foyers nécrotiques
[14 ;79 ; 80]

Contenu intestinal fluide, malodorant, plus ou moins mélangé a du sang
[14; 79]

La vésicule biliaire est distendue, épaissie et présente des pétéchies
[14 ;79 ; 80].

2.2.2.2.2. Forme septicémique :

>
>
>

Y

>

Une carcasse congestionnée [7 ; 14; 79].

Des Iésions hémorragiques de nombreux organes [7 ; 14 ; 79].

Des pétéchies sous-muqueuses et sous-séreuses [80], sur la plévre,
'endocarde, les reins, les méninges [7 ; 14 ; 79].

Des épanchements dans les grandes cavités [7 ; 14 ; 79].

Une rate congestionnée [14] et pulpeuse [7 ; 79].

Une coagulation Intra-Vasculaire Disséminée (CIVD) provoquée par les

toxines salmonelliques [7 ; 14].

2.2.2.2.3. Forme génitale :

Caractérisée par :

>
>

Des inflammations peu spécifiques du placenta [14 ; 79].

Dans certains cas une nécrose ou des hémorragies des cotylédons [14 ;
79].

Le foetus présente parfois un cedéme sous-cutané, une congestion, une

nécrose du foie et des poumons [88].
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2.2.2.2.4. Forme pulmonaire :

Une broncho-pneumonie non spécifique avec une atteinte des lobes
apicaux [14; 79; 80], plus ou moins associées a de la pleurésie et de
'emphyséme [7 ; 14 ; 79].

Exceptionnellement, des atteintes des voies respiratoires supérieures ont

été signalées [88].

2.2.2.2.5. Forme chronique :

Un dépdt fibrineux recouvre une muqueuse ulcéro-nécrotiques [89], qui
se coagule donnant de fausses membranes (omelettes fibrineuses) [14].

Présence de plages nécrotiques sur l'intestin gréle et sur le célon [7].
Des lésions d'ostéomyélite des os des membres distaux étaient décrites dans

des cas d’infection chronique a Salmonella Dublin [80 ; 89]

2.2.2.3. Diagnostique de laboratoire :

Le recours a [I'examen bactériologique sera indispensable pour
confirmer la salmonellose [7]. Cette partie sera détaillée dans le chapitre

suivant.

2.2.3. Diagnostique épidémiologique :

Il est essentiel de prendre en compte les caractéristiques épidémiologiques
de la maladie (morbidité, mortalité, contagiosité...) afin de restreindre le champ

d’investigation [14].

2.2.4. Traitement:
Le traitement de la salmonellose se compose de trois volets:

1. Réhydratation afin de remplacer la perte de liquides et d’électrolytes
[3].

2. Utilisation d’anti-inflammatoires non stéroidiens pour limiter la
cascade inflammatoire créée par le relachement d’endotoxines [3],
les corticoides ne seront utilisés que dans les cas extrémes [79].

3. Utilisation judicieuse d’antimicrobiens pour traiter la bactériémie [3],
théoriquement les molécules les plus efficaces sont le phénicoles, la

colistine, les tétracyclines, les quinolones, les sulfamides, les
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pénicillines, les céphalosporines et les aminosides [79], cependant
des résistances ont été enregistrées pour certaines antibiotiques
(tétracyclines, les sulfamides, les pénicillines) [79], [utilisation

d’antibiotiques pourrait prolonger la durée d’excrétion du germe [3].

2.3. Epidémiologie des salmonelloses bovines :

La plupart des maladies résultent de I'interaction collective de facteurs
dont l'agent pathogéne, I'héte et I'environnement, formant ainsi un schéma
complexe.

Les salmonelloses animales ne font pas exception et présentent elles
aussi un schéma complexe qui comprend un ensemble de facteurs et dont
I'épidémiologie vétérinaire s’est intéressée afin de réduire ou d’éliminer cette
maladie [90].

2.3.1. Source de l'infection :

2.3.1.1. Classification épidémiologique :

Richardson (1973) a décrit 3 types de porteurs : Porteurs passifs, latents
et actifs [77].

2.3.1.1.1. Porteurs passifs :

Les Porteurs passifs ingérent les bactéries, les bactéries traversent
I'intestin sans envahir ce dernier, ces animaux excretent le germe mais cette

excrétion cesse quand ils sont éloignés de leur environnement contaminé [77].

2.3.1.1.2. Porteurs latents :

Les bactéries envahissent l'intestin et d’autres organes principalement

les nceuds lymphatiques ou elles demeurent en position intracellulaire protégé
contre le systeme immunitaire [77].

Lors d’'un stress l'infection peut se réactiver et I'animal devient excréteur [77].
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3.1.1.3. Porteurs actifs :

Sont les animaux dont I'intestin et les autres organes excrétent de fagon

continue le germe durant une période prolongée et méme demeurent
excréteurs a vie [77], on peut distinguer :

v Les animaux malades et convalescents :

Représentent les sources les moins nombreuses mais les plus intenses de
bactéries [23], avec des doses de 10 a 10'° salmonelles/g de féces ou de tissu
placentaire [14 ; 91].

v Portage asymptomatique :

On distingue alors deux types d’animaux [14] :

Certains présentent une excrétion transitoire, car aprés passage de la
barriere intestinale, les salmonelles sont complétement inactivées par les
cellules immunitaires [14].

D’autres deviennent porteurs latents. Les bactéries colonisent et
persistent dans les nceuds lymphatiques, notamment mésentériques, et
l'infection peut se pérenniser dans I'exploitation. Ces bovins peuvent alors
excréter, de fagon continue ou épisodique, de I'ordre de 10° & 10° bactéries/g
de feces [91].

2.3.2. Les animaux domestiques:

Les volailles, Les porcs, les chevaux, Les chats (Salmonella.
Typhimurium DT104) représentent une source possible de salmonelles pour les
bovins [14].

Quoique essentiellement sensibles a Salmonella Abortusovis, Les ovins
peuvent étre porteurs sains d’autres salmonelles telles que Salmonella
Bovismorbificans auxquelles sont sensibles les bovins, chez ce dernier
quelques salmonelloses transmises par les ovins ont été rapportés [92].

Pour la population canine le pourcentage de portage est d’environ 1%,
un pourcentage qui augmente a 10% Selon OUZROUT et al (1981) si les
chiens souffrent de troubles digestifs, mais il semble y avoir plus d’infectés
latents que de malades [14].

Une atteinte simultanée de chiens et de bovins a été rapportée [92].
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2.3.3. La faune sauvage :

Les rats et les souris représentent les principaux porteurs de salmonelles
avec un pourcentage de 22%, d’autres mammiféres, oiseaux, reptiles et méme

les chauves-souris présentent un portage [93 ; 94].

2.3.4. L’homme :

La salmonellose est une zoonose [14 ; 77 ; 80], ’lhomme est susceptible

d’étre une source via les feces quand il est malade ou un vecteur de

salmonelles pour les bovins a travers ses mains, ses habits, ses bottes [92].

Exploitation Agricole

I Entourage de |z ferme Rangeurs F::!urrage?et ) Moustte
[enfants, vieillards) * Mouton "_-_H"~ slimantsinfecas
Vache f H
L v Weau
Chewval "+ - "t Herbe, foin
r . clmauvaise
Achatdanimaux EE— m e .
conditions d'élewvage)
infectés ,\
T Abreuwvoir PRE

Eaux résiduaires non Oiseaux sauvages petits
Spurées rongeurs Vache, Veau

mer

/ N

Ezux résidusires Ezux résidusires

Cours d’eau, riviére

Y

—m Vache, Vesu, Porc, Chewal,
Mouton

Absttage de
volailles

—m Volsilles

L

» Lait Laiterie

L

Figure 2.1: Cycle épidémiologique schématique des salmonelles [95].

2.4. Modalité de transmission :

2.4.1. Transmission entre troupeaux :

L'introduction des salmonelles dans un troupeau dépend de plusieurs
facteurs [77], mais en général plus le troupeau est isolé de I'enivrement

extérieur, plus le risque d'introduction de salmonelles est minime [96].
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Le commerce avec les troupeaux infectés est connu pour étre la cause
principale de l'introduction de salmonelles dans un troupeau sain [97], 'animal
peut parvenir d’un troupeau infecté ou étre infecté au cours du transport [98 ;
99], avec un risque quatre fois plus élevé quand les animaux transite par les
marchés ou les revendeurs [100].

Les porteurs posent un risque important une fois déplacés de leur
troupeau d’origine, parce que le stress du transport et le changement
d'environnement, de l'alimentation etc. peut mener a augmenter I'excrétion
fécale sans symptémes apparents [77].

Le partage des paturages par différents troupeaux représente un facteur
de risque important pour l'introduction de salmonelles dans un troupeau sain
[101; 102].

La transmission entre troupeaux peut étre aussi le fruit d’'un vecteur

inanimeé (tracteur, machine...etc.) ou animé (chats, chiens, rongeurs...etc.) [77].

2.4.2. Transmission a l'intérieur du troupeau :

La transmission a l'intérieur du troupeau dépend de plusieurs facteurs a
savoir la structure du batiment, la densité, I'hygiéne et surtout autour du vélage

[77], la transmission peut étre :

2.4.2.1. Directe :

Elle peut se faire soit d’'une fagon :

» Horizontale
Résulte d’un contact direct entre un animal sain et un animal excréteur [14]
Généralement la contamination se fait par les voies suivantes

v' La voie orale représente la voie la plus fréquente avec lingestion
d’aliments ou d’eau souillée [14 ; 103], Iéchage, coprophagie [14 ; 104] la
tétée (excrétion mammaire) [14].

v' La voie aérienne, dans certaines conditions d’hygrométrie et de densité
elevée [14 ; 105], outre les formes pulmonaires de salmonellose, cette
porte d’entrée peut conduire a une atteinte digestive secondaire aprés
bactériémie [14].

v' La voie conjonctivale (mineures) [14].

» Verticale
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Une transmission transplacentaire est possible en particulier avec
Salmonella Dublin [14 ; 106], provoquant ainsi une naissance prématurée [14]

ou un veau mort-né [14 ; 80 ; 107].

2.4.2.2. Transmission indirecte :

Se fait par l'intermédiaire de I'environnement [14 ; 108] c’est-a-dire via le

matériel souillé, 'abreuvement, voire I'air [14 ; 109].

2.6. L’excrétion des salmonelles :

2.6.1. L’excrétion fécale :

La principale source de salmonelles sont les féces des animaux malades
et des porteurs asymptomatiques [7 ; 14 ; 77 ; 80].

Les traitements antibiotiques n’éliminent généralement pas I'excrétion,
mais au contraire pourrait méme 'augmenter ou la prolonger [3 ; 7].

L’excrétion fécale de salmonelles chez les bovins est de 'ordre de 102
10° bactéries par gramme de féces [77] et peut méme atteindre 108 par gramme
de feces pour certains bovins en phase clinique [7].

L’excrétion peut méme se prolonger aprés un épisode clinique, selon
SOJKA (1974) certaines vaches pouvaient excréter entre 10° et 10° bactérie par
gramme de féces 30 mois aprés I'épisode clinique et peut méme atteindre 1010
[7].

Selon MORISSE (1983), en période péripartum, on assiste a une
augmentation spectaculaire du pourcentage des sujets excréteurs (60 a 90 %)
[7].

MORISSE (1989) trouve que 6,9 % des 145 des sujets prélevés (sans
antécédents cliniques connus de salmonellose) sont également porteurs de

salmonelles [7].

2.6.2. L’excrétion génitale :

Elle prend une place importante car elle détermine la contamination in
utero du foetus, et que cet organe présente les titres les plus élevés de

salmonelles, de I'ordre de 10° & 10" germes par gramme [7].
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2.6.3. L’excrétion dans le lait :

Décrite dans quelques publications [7] une vache peut excrétée des
salmonelles dans le lait pendant 2,5 ans [14] avec des titre qui peuvent
atteindre 102 & 10°par ml de lait d'un ou de plusieurs quartiers [77], souvent de

facon intermittente [77].

2.8. Prophylaxie :

2.8.1. Sanitaire :

Les mesures de prévention sanitaire a savoir des mesures d’hygiene et

de conduite d’élevage classiques.

La gestion des animaux doit se faire par lot, donc une séparation des
espéces et des différentes classes d’age et trés importante, ainsi que I'emploi
de pédiluve efficace pour réduire le nombre d’élevage infecté [14 ; 79].

De plus I'emploi d’isolement pour les sujets sensibles ou potentiellement
excréteurs, MARTEL (1985) recommande de poursuivre lisolement des
malades et des convalescents pendant au moins deux semaines apres la fin
des épisodes cliniques [14].

L’eau doit étre propre, elle doit étre disposée de maniére a ne pas étre
souillée par les matieres fécales, des analyse bactériologique [79] annuelle de
'eau permettent de s’assurer de sa qualité [14].

L’hygiene doit étre rigoureuse [79] notamment celle des aliments,
protéger les aliments des souillures des bovins, des rongeurs, des oiseaux...
tant au niveau du stockage que de la distribution [14].

La maitrise du risque de salmonelles au paturage est liée a I'application
des bonnes pratiques d’élevage notamment la gestion des effluents et la
pratique de I'épandage [14].

Les déjections bovines représentent une des sources de contamination
la plus importantes, donc le lieu de stockage doit étre suffisamment étanche
afin d’éviter de polluer 'environnement ou I'aliment [14 ; 79].

Surveiller certaines interventions stressantes qui favoriseraient
'excrétion de salmonelles (transport, changement de péature, vaccination...)
[14].
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Les cadavres et avortons seront au plus vite évacués vers le clos
d’équarrissage aprés un éventuel stockage dans un lieu étanche, inaccessible
aux animaux domestiques ou sauvages et que I'on prendra soin de désinfecter
[14].

En élevage laitier contaming, le veau nouveau-né sera retiré a sa mére
malade le plus rapidement possible et sera nourri avec du colostrum et du lait

provenant d’une vache saine [14].

2.8.2. Médicale :

La vaccination en milieu contaminé, les seuls vaccins disponibles

contiennent les sérotypes Dublin et Typhimurium (ex : Salmopast ND), sachant
que la vaccination n’offre pas d’'immunité croisée [14 ; 79].

Le protocole de vaccination comprend deux injections de primo-
vaccination espaceées de 3 semaines et une injection annuelle de rappel [14].

DESJOUIS et ses collegues (1997) privilégient trois catégories
d’animaux pour la vaccination:

» immunisation active des animaux devant étre introduits dans un lot ou a
sévi la salmonellose sous forme clinique.

» immunisation passive des veaux via le colostrum par vaccination des
meres.

» immunisation active des veaux issus de méres non vaccinées ou
vaccinées (primo-vaccination effectuée a partir de la troisieme semaine
d’age) [14].

Les vaccins tués (salmonelles entiéres ou extraits) conférent une
protection correcte chez I'animal de plus, ce sont des vaccins faciles a utiliser et
peu colteux, mais ils n'induisent pas de réponse de type cellulaire, importante
surtout pour la protection a long terme et ils n’entrainent généralement pas de
réponse locale sécrétrice d’IgA potentiellement importante pour la protection
des muqueuses [14].

L’utilisation de souches atténuées stimulerait les réponses humorales et
cellulaires [110], Cependant ces souches conservent une virulence résiduelle
[111].
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Le portage et I'excrétion sont diminués et la vaccination favorise une
protection des animaux contre la maladie et permet ainsi de limiter I'impact
économique et la contagiosité [14].

Le recours aux autovaccins assure [lacquisition d'une immunité
permettant aux animaux de se protéger non pas contre une infection mais
contre la maladie [112].

Le recours au traitement systématique généralisé I'ensemble du
troupeau en présence de cas cliniques semble se développer ces derniéres
années, mais les opinions concernant l'efficacité d’'une telle pratique divergente
[14].
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CHAPITRE 3
METHODES DE DETECTION ET DE CARACTERISATION

DES SALMONELLES

Le diagnostic de salmonellose ne pourra étre établi qu’aprés confirmation

par des examens de laboratoire [14].

Trois éléments concernant les salmonelloses bovines rendent le recours au

laboratoire incontournable :

» D’une part, les conséquences économiques dues a la forte morbidité et
la mortalité conduisent le praticien a devoir établir un diagnostic de
certitude le plus rapidement possible ;

» D’autre part la résistance fréquente des salmonelles aux antibiotiques et
la nécessité de prendre des mesures efficaces a moindres couts obligent
la réalisation d’'un antibiogramme ;

» Enfin, la possibilité de transmission des salmonelles par la
consommation de lait, de viande, ou par contact direct avec des matiéres

contaminées a I'étre humain [7]

3.1. Les prélévements :

Les commémoratifs doivent accompagner I'envoi et tout traitement

antibiotique antérieur au prélevement doit étre signalé [14]

3.1.1. Nature du prélévement :

Des prélevements de muqueuse rectale ont été proposés afin d’isoler

davantage de salmonelles mais cette méthode invasive est risquée [113].

3.1.2. Précautions de réalisation et d’acheminement :

En cas d’autopsie, le prélevement réalisé doit étre aseptique, avant toute

ouverture du tube digestif, de fagcon a ne pas souiller celui-ci par la flore
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intestinale, et rapidement aprés la mort pour les mémes raisons. Les
prélevements seront conditionnés séparément [7 ; 14]

L’acheminement au laboratoire sera réalisé dans des flacons stériles a
bouchon a vis [14], jamais dans un flacon a bouchon a pression, encore moins
dans un gant de fouille, car ces deux conditions sont a l'origine de projections
lors de leur ouverture au laboratoire, suite aux fermentations qui peuvent
apparaitre [7].

Les organes sont acheminés sous couvert de froid a 4°C [14] dans un
emballage isotherme [7]. La congélation diminue la sensibilité de la méthode
bactériologique a cause du stress subi par les bactéries. Ainsi elles perdent la
capacité de se re-multiplier directement sur les milieux d’isolement. Cela
nécessite, conséquemment, des étapes complémentaires de revivification [7 ;
14].

Un traitement antibiotique préalable rend le diagnostic bactériologique

inefficace dans la plupart des cas [7].

3.2. Diagnostique bactériologique :

I y a une quantité conséquente d'informations dans la littérature
scientifique au sujet des méthodes d'isolement des salmonelles.

Ces méthodes varient en fonction de la nature du prélévement, cela en
adaptant ce protocole afin d'augmenter les chances d’isoler les salmonelles
présentes dans le prélevement [114].

Ces méthodes peuvent étre efficaces pour un type de prélevent et
médiocres pour un autre, Parmi elles, des études montrent une variation
significative dans la détection des salmonelles entre ces différents protocoles
[114]

Ainsi les micro-organismes pathogenes dans les aliments, dans
'environnement ou bien dans les matieres fécales sont généralement présents
en petit nombre et peuvent entrer en concurrence avec une flore saprophyte,
abondante dans certaines matrices alimentaires [114].

Indépendamment de la nature de I'échantillon, I'isolement des salmonelles
inclut généralement :
» Une culture directe ;

» Un pré-enrichissement non-sélectif ;
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» Un enrichissement sélectif ;

» La culture sur une gélose sélective ;

» Une confirmation biochimique et sérologique des colonies suspectes
[114]

3.2.1. La culture directe :

La culture directe sur un milieu solide excepté dans le cas d’une infection
aigue est généralement non productive, d’'une part a cause du faible nombre de
germes et d’autre part a cause de la flore associée [114].

Sachant que les organes internes sont normalement stériles, dans la
situation d’'une manifestation aigue systémique ou entérique, les échantillons
peuvent étre cultivés directement sur des milieux de cultures non-sélectifs (par
exemple une gélose au sang ou nutritif) ou faiblement sélectifs (Par exemple
une gelose MacConkey), ou sélectifs (par exemple gélose vert brillant, gélose
XLD) [114].

3.2.2. Le pré-enrichissement non-sélectif :

Des études ont montré que la culture directe et I'enrichissement sélectif
de certains types de prélévements ne donnent pas de bons résultats et que
I'utilisation d’un pré-enrichissement non sélectif est nécessaire pour la reprise
de la croissance optimale des salmonelles [114]

Dans ces prélevements les salmonelles sont présentes sous forme
endommageées, ces derniers s’ils sont placés dans des conditions favorables
peuvent provoquer la maladie mais sont facilement détruits s’ils sont placés
dans un environnement sélectif et a haute température [115]

Un pré-enrichissement permet aux cellules blessées de se ressusciter
avant le transfert dans un environnement sélectif d'enrichissement [116]

La reprise du développement des salmonelles n'est pas dépendante de
la valeur nutritive du pré-enrichissement [116], donc ces milieux ont été
formulés avec un plus grand pouvoir tampon, par exemple I'eau peptonée
tamponnée [117].

De méme, des études ont démontré que le pré-enrichissement était utile
pour lisolement des salmonelles dans les féces et les échantillons de

I'environnementaux [118 ; 119].
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Pendant longtemps, le pré-enrichissement de ces derniers n'a pas été
préconisé, parce qu'on pensait que ce pré-enrichissement non-sélectif
permettrait la croissance autres germes que des salmonelles et donnerait des
faux-négatifs [114].

Une incubation de 18-24h a une température de 35-37°C est
recommandée pour permettre la ressuscitation des salmonelles avant le
transfert dans un milieu d’enrichissement sélectif [114]

Plusieurs études ont essayé de raccourcir le temps du pré-
enrichissement et ont constaté que pour une durée d’incubation de moins de
18h la sensibilité des résultats était amoindrie [116 ; 120 ; 121 ; 122].

Aprés incubation, une partie du bouillon du pré-enrichissement est
transféré dans 10 ml d’un bouillon d'enrichissement sélectif avec un rapport de

1/10, excepté pour le RV ou le rapport est de 1/100 est recommandé [114].

3.2.3. L’enrichissement sélectif:

Les milieux d’enrichissement sélectifs empéchent la croissance d'autres
bactéries tout en permettant aux salmonelles de se multiplier et d’atteindre des

niveaux détectables [114].

3.2.3.1. Les milieux d’enrichissements :

Les milieux d’enchérissements des salmonelles sont trés variés, le

tableau qui suit regroupe les plus importants et les plus connus de ces milieux :

Tableau 3.1. : Milieux d’enrichissement sélectifs [14 ; 114].

Milieux Utilisation
d’enrichisse

ment

Principe du milieu

Remarques

Bouillon au Elaboré par Muller (1923), modifié par Kauffmann (1930, 37 °C pendant Plusieurs
Tétrathionate 1935) en lui rajoutant la bile de beeuf et le vert brillant et 24 a études ont
Jeffries (1959) Iui rajouta la novobiocine afin de 48 heures. montré que
supprimer la croissance de proteus et de Providencia. Une T°C I'enrichissem
De nombreux coliformes inhibés ainsi que les grams d’incubation ent en
positifs inhibés. de 43°C bouillon
Les des Kilebsiella, Proteus, Pseudomonas et les E. coli peut étre tétrathionate
lactose négatif échappent a sauvant cette action. intéressante est meilleur
danslecasde que
produits trés I'enrichissem
contaminés ent en
bouillon

sélénite.
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Bouillon au Trois formules de ce milieu existent 37 °C pendant Tres bons
Sélénite Celle Leifson (1936) a formulé le premier bouillon au 12 a résultats
sélénite. 24 heures obtenus avec
Celle Du nord et Bartram (1953) qui lui ajouta la cystine les
(Sélénite de cystine (Sc)). prélévements
Celle Charge et Osborne (1955) qui changea la source d’origine
d'hydrate de carbone (lactose) par le mannitol et ajouter bovine.
le taurocholate de sodium et le vert brillant (bouillon NB : les
sélénite au vert brillant (SBG)), cela afin de supprimer la composants
surcroissance  des espéces de proteus et des de ce bouillon
coliformes. étant
Le sélénium semble réagir avec les nocifs, des
groupements soufrés de certains composés précautions
cellulaires. doivent  étre
La croissance des Proteus et d’E. coli n'est pas retardé prises
indéfiniment sur les milieux au sélénite. pour sa
fabrication.
Bouillon Rappaport et autres. (1956) élaborent un milieu 42 °C pendant Ce bouillon
Rappaport- enrichissement en se basant sur la capacité des 24 a 48 semble
Vassiliadis salmonelles : heures. avoir de
(Bouillon au » A survivre dans les pressions osmotiques meilleurs
vert relativement élevées résultats en
malachite et A se multiplient a un pH bas (pH 5.2). isolement

chlorure de
magnésium)

>

» A survivre dans le vert de malachite.

» A se développé dans des
alimentaires minimales.

conditions

Plus tard, Vassiliadis et autres (1970, 1976) modifient le
milieu en réduisant la concentration du vert de malachite
et en incubant les préléevements a 43°C.

que le bouillon
au
Tétrathionate

Milieu
semisolide
de
Rappaport-
Vassiliadis
(MSRV)

Goossens et autres. (1984) ont développé un milieu
semi-solide basé sur le bouillon sélectif d'enrichissement
en RV.

La difféerence entre MSRV et le RV était des nutriments
en plus un plus grand pouvoir tampon, une concentration
du chlorure magnésium diminué et l'adition de la
novobiocine.

41.5°C
pendant au
maximum 24
heures.

Peu
recommandé
pour

les souches de
Salmonella
immobiles

3.2.4. La température d'incubation :

Généralement les échantillons d’'organes internes ayant des niveaux bas

de contamination et par conséquent devront étre incubés a 35 —-37°C, or pour

les échantillons intestinaux et de I'environnement qui présentent généralement

des niveaux élevés de contamination, des températures plus élevées (40 —

43°C) sont préconisées car

les salmonelles sont plus tolérantes pour des

températures plus élevées [114]. Généralement, une température de 41 a 42°C

est préconisée [114].

Harvey et Thompson (1953) étaient les premiers a rapporter qu’une

incubation du bouillon sélénite a 43°C était meilleure qu’une incubation a 37°C

avec les échantillons fécaux humains [114].
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3.2.5. Temps d'incubation :

Sharma et Packer (1969) ont cultivé le bouillon d'enrichissement pendant
6, 9, 12, 15, 18, 24. 30, 36 et 48h et n'ont pas pu isoler les salmonelles avant
12 h et seulement en petits nombres jusqu’a 24h, Grunnet (1975) a trouvé que
des temps d'enrichissement de moins de 24h n'étaient pas efficaces et aucun
autre avantage de prolonger le temps d'incubation au dela de 48h n’était
prouve; [114 ; 123]

3.2.6. Enrichissement secondaire retardé :

L'enrichissement secondaire retardé (DSE) est un processus dans lequel
le bouillon d’enrichissement sélectif original (habituellement le bouillon
tétrathionate) est maintenu a une température ambiante apres incubation
initiale de 24h puis réensemencé a nouveau [114].

Si la culture est négative, le bouillon d'enrichissement est gardé a
température ambiante pendant 5 —7 jours ; puis 0.5 —1.0 ml de ce dernier est
transféré dans 10 ml de bouillon d’enrichissement sélectif frais et incubé a 37°C
pendant 18 —24 h ensuite cultivé sur un milieu solide [114]

3.2.7. La culture sur une gélose sélective :

La sélectivité implique l'incorporation des substances inhibitrices dans le
milieu qui empéchent sélectivement la croissance d'autres bactéries et
comportent aussi I'addition des substances qui différencient les colonies de
salmonelles des autres bactéries [114].

On recommande qu'au moins deux composants sélectifs soient
employés, Par exemple, la combinaison de vert brillant avec de la novobiocine
(BGN), la xylose et le tergitol (XLT4) s'est avérée trés efficace pour l'isolement
des salmonelles [124 ; 125]

Beaucoup de milieux de cultures sélectives sont disponibles pour

l'isolement des salmonelles (voir appendice I).

3.2.8. Identification des colonies suspectes :

L’identification bactérienne compléte de Salmonella est basée sur

I'identification biochimique et sérologique d’'une souche bactérienne pure [7].
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Aprés l'incubation, Trois a cinq colonies suspectées détre des
salmonelles sont choisies et ensemencées en profondeur et en surface du
milieu « Triple Sugar Iron» (TSl) durant la nuit a 37°C [114 ; 12].

Ceci donne une probabilité raisonnable de détecter des salmonelles et la
possible présence de plusieurs sérovars [114].

L’identité des colonies doit étre confirmée en fonction des

caractéristiques biochimiques [12].

3.2.9. Identification biochimique :

Il est souvent nécessaire de recourir a une identification
biochimiquement car d’'une part certaines espéces bactériennes (autres que
Salmonella) peuvent réagir avec les antisérums, d’autre part quelques souches
de Salmonella ne peuvent étre séparées que sur la base de réactions
biochimiques ex Salmonella Pullorum et Salmonella Gallinarum chez la volaille
[126].

Divers systemes alternatifs ont été créés afin de remplacer les procédures
biochimiques classiques tels que :
» Galeries miniaturisés : systémes d’identification standardisés du type

galerie API 20E, ID 32 [7 ; 126]

» Systémes semi-automatisés et automatisés [126].

3.2.10. Classification par sérotype :

L’identification sérologique repose sur la recherche des antigénes Vi
(somatiques d’enveloppe), O (somatiques) et H (flagellaires) de Salmonella et
sur l'application du schéma de Kauffmann White. Elle est effectuée par des

agglutinations sur lames avec les sérums appropriés [7 ; 114 ; 126].

3.2.11. Méthodes microbiologiques de référence :

Les bactériologistes ont sans cesse tenté d’améliorer les techniques de
détection des salmonelles. Une des premiéres voies d’amélioration réside dans
I'utilisation de milieux semi-solides, exploitant la propriété de mobilité de la
plupart des salmonelles comme le MSRV qui permet la détection d'un petit
nombre de salmonelles présentes dans [I'échantillon parmi une flore
compétitrice importante (de I'ordre de 10 UFC / 25 g) [10]. L’ISO («International
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Standard Organization») prévoit ['utilisation de MSRV comme milieu

d’enrichissement pour Salmonella (voir appendice J) [12].

3.2.12. Méthodes alternatives :

Ces méthodes alternatives peuvent étre employées a remplacer
partiellement ou totalement les méthodes conventionnelles, permettant d’une
part un gain de temps et d’autre part le traitement d’'un plus grand nombre
d’échantillon [126].

Ces méthodes alternatives peuvent étre introduites a différentes étapes
du protocole classique, mais généralement toutes ces techniques impliquent un

pré-enrichissement et parfois méme un enrichissement sélectif [126]

3.2.12.1. L'utilisation de milieux semi-solides :

Le MSRV en plus de la formule classique (RV) il offre la possibilité

d’exploiter la propriété de mobilité de la plupart des salmonelles [14 ; 126].

3.2.12. 2. Les systémes automatisés et semi-automatisés :

lls utilisent différentes technologies comme le systeme GNI
d'AutoMicrobic qui use de différents tests biochimiques, interprétés par un
lecteur optique relie a un ordinateur pour donner le profil d’'identification de la
bactérie [127]

3.2.12.3. HGMF (hydrophobic grid membrane filter) :

Une autre modification des méthodes conventionnelles est la membrane

hydrophobe de filtration.

Pour la détection des salmonelles, cette méthode démarre par un pré-
enrichissement conventionnel, suivie d'enrichissement sélectif de 6 h.

Ensuite cet enrichissement sélectif est filtré par un HGMF et incubé sur
l'agar Ef-18 [128].

Les résultats négatifs sont obtenus en 42 h, pour les résultats positifs
(colonies vertes sur agar Ef-18) on n’a besoin que de 24 h additionnel pour la

confirmation.
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3.2.12.4. MUCAP (methyl umbelliferyl caprylate fluorescence):

Technique facile et rapide, elle permet la détection des salmonelles
directement sur des milieux tels que la gélose vert brillant, le milieu Hektoen et
le XLD [126].

Une goutte du réactif est ajoutée a chacun des colonies, aprés 3
minutes une fluorescence bleue forte se produit. Elle est observée sous la

lumiére ultra-violet (longueur d'onde 366 nm) [126].

3.2.12.5. Détection électrique :

La croissance microbienne dans un milieu de culture se traduit pas un
changement de conductibilité, Le temps nécessaire pour atteindre une valeur

seuil de détection est inversement proportionnelle au inoculum initial [126].

Ces systémes sont largement répandus dans l'industrie agro-alimentaire,
ils sont faciles a manipuler, entierement automatisés et permettent d’analyser

un grand nombre d'échantillons [126].

3.2.12.6. Techniques immunologiques :

Les techniques immunologiques comportent le plus grand nombre de

méthodes alternatives actuellement disponibles [126] :
» ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay):

Technique basée sur le principe du sandwich elle requiert 'usage d'un
anticorps sur lequel est greffé une enzyme (ou d’un antigéne) dont la présence
est détectée par I'addition du substrat correspondant [12]

Elle requiérert un pré-enrichissement et/ou un enrichissement sélectif
durant au moins 16-24 h, la limite de détection varie entre 10°~10°cfu ml-' [126]
De nombreux systémes automatisés existent (ex : TECRA OPUS) [12].

3.2.12.6. Immuno-capture :

Basée sur I'enrobage de particules magnétiques par des Ac. Anti-
Salmonella mélangés au liquide suspecté de contenir des salmonelles. Une fois

les bactéries cibles capturées elles seront détectées par un KIT Elisa ou des
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ensemencements sur geloses sélectives ou par le Test PCR ce qui permet au
moins de réduire d'une journée le temps nécessaire a la méthode

conventionnelle pour détecter les salmonelles [129].

3.2.12.7. Méthodes génotypiques :

3.2.12.7.1. Technique PCR d’amplification génomique :

Contrairement a ce que l'on pouvait attendre et malgré une meilleure
sensibilité (90%), cette technique n’est utilisée que pour confirmer les résultats
obtenus par isolement bactérien [12].

3.3. Sensibilité et spécificité de la culture bactériologique des féces :

Cette méthode souffre d’une faible sensibilité et ce probléme est encore
plus criant lorsqu’il s’agit de détecter les animaux qui sont porteurs
asymptomatiques. De plus, la culture n’est pas non plus parfaitement spécifique
a cause de 'existence de porteurs passifs qui peuvent excréter des salmonelles
de fagon transitoire, sans pour autant étre infectés [3].

Les résultats d’'une étude expérimentale sur I'effet de la concentration de
Salmonella Typhimurium dans des échantillons de féces sur la probabilité
d’'isolement de Salmonella en culture semblent indiquer que la probabilité
d’isoler des salmonelles était presque nulle (0 a 4%) pour les concentrations de
102 CFU/mL ou moins et trés élevée (90% et plus) pour des concentrations de
10* CFU/mL et plus et pour des concentrations intermédiaires (107 a 103
CFU/mL), la sensibilité variait de 16 a 83% [3]

Pour la comparaison de I'écouvillonnage rectal et du prélevement d’'une
quantité de féces pour la culture de salmonelles, une étude sur des porcelets
infectés expérimentalement et une autre sur I'étre humain ont démontré que le

prélevement de matiéres fécales était meilleur que I'écouvillonnage [3].

3.4. Antibiogramme :

La détermination in vitro de la sensibilité des bactéries pathogénes est
essentielle pour détecter les souches résistantes et orienter le clinicien dans le

choix de l'antibiotique.
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La méthode de diffusion en gélose utilisant des disques chargés
d’antibiotiques est particulierement adaptée a la détermination de la sensibilité
d’une souche bactérienne a croissance rapide comme les salmonelles vis-a-vis
de plusieurs antibiotiques (en principe, on utilise au moins une molécule
représentative de chacune des principales familles d’antibiotiques) [130]

Cette méthode est standardisée afin d’étre interprétable et de permettre
I'exploitation de 'ensemble des résultats obtenus, le diamétre d’inhibition est
comparé a la valeur critique proposée pour chaque anti-infectieux pour définir la

catégorie des sensibilités critiques [130].
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CHAPITRE 4

ETUDE EXPERIMENTALE

4 .1. Problématique et objectifs :

Les intoxications alimentaires peuvent causer des troubles graves tel que
les insuffisances rénales, des déces chez les sujets vulnérables (personnes
ageées et les enfants), ils font suite a la consommation d’'un aliment qui est

devenu toxique par la présence et la multiplication d’'un germe dans ce dernier.

Plusieurs bactéries peuvent étre responsables de ces intoxications dont

les salmonelles.

Qu’elle soit d'origines animales, humaines ou d’autres origines,
Salmonella spp. joue un réle important dans ces intoxications de part la nature
grave des troubles qu’elles peuvent provoquer et de part leur fréquente
association a ces intoxications, sans oublier le caractére de multi-résistance

aux antibiotiques de certaines souches (Salmonella Typhmirium DT104).

Produire un aliment sar représente un réel défi pour l'industrie agro-
alimentaire et pour les acteurs de la restauration, I'apparition de ces
intoxications témoigne d’'un échec des procédés de fabrication, conséquence
probable; d'une mauvaise adaptation des régles d’hygiénes, dus a une

mauvaise évaluation du risque de contamination.

Limiter ces intoxications passera sirement par I'’évaluation de ce risque,
cela a travers I'étude des modalités de contamination, la qualité sanitaire de la
matiére premiére ainsi que I'étude du réservoir de ces germes, ces études nous
fourniront des particularités propres a chaque situation ce qui se traduira par

des mesures plus adaptées.
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Tout on s’interrogeant sur ce risque, sa présence, son ampleur et sa
possible association avec un phénoméne, on a essayé d’apporter notre
contribution a travers une enquéte dans une commune de la wilaya de Tizi-
Ouzou, cette enquéte porte sur le portage asymptomatique des salmonelles au
niveau des matiéres fécales et de son éventuelle excrétion dans le lait lors
d’une mammite, pas seulement par soucis de curiosité scientifique mais par

nécessité d’obtenir des informations sur la situation du terrain algérien.

Et pour cela nous avons fixé comme objectif de :

v' Rechercher et caractériser le germe Salmonella spp. dans les matiéres
fécales d’origine bovine avec la méthode de référence nommé I1ISO 6579
[153; 154 ; 155].

v' Rechercher et caractériser le germe Salmonella dans le lait mammiteux
d’origine bovine.

v Etudier le profil de sensibilité aux antibiotiques des Salmonella spp.
isolées.

v Recueillir des informations sur certaines pratiques d’élevage a travers
une fiche d’enquéte.

4.2. Cadre de 'étude :

La wilaya de Tizi-Ouzou est limitée au sud par la wilaya de Bouira, au

nord par la mer méditerranéenne, a l'ouest par la wilaya de Boumerdes et enfin

a I'Est par la wilaya de Bejaia.

Elle est constituée de 67 communes et posséde un grand cheptel bovin,
la majorité de ces bovins sont détenus par le secteur privé avec un effectif de
104167 tétes dont 14802 bovins laitiers moderne, une centaine de bovins
élevés dans les fermes pilotes a savoir la ferme pilote de Draa Ben Khedda
(DSV 2011).

4.3. Matériel et Méthodes :

La présente étude a été conduite du mois de Mai 2013 au mois de

janvier 2014 et s’est déroulée en deux étapes :
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4.3.1. Premier Etape : Sur le terrain :

4.3.1.1. L’échantillonnage :

4.3.1.1.1. Les prélévements de matiéres fécales :

Notre étude a porté sur une seule commune de la wilaya de Tizi-Ouzou a
savoir la commune d’Ouaguenoun, cela pour des raisons de manque de

moyens logistiques, cette commune compte un effectif de 2884 tétes bovines.

Communes limitrophes d'Ouaguenoun

Djebel Aissa Mimoun Boudjima Timizart

Timizart

Diebel Aissa Mimoun o _—
Freha

s

Djebel Aissa Mimoun Tiz Quzou Freha

Figure 4.1: situation géographique et commune voisine de la commune
d’Ouaguenoun.

Les prélévements ont été effectués dans huit localités sur les douze localités
que comporte cette commune a savoir :

» Tikobaine, Djebla, Amallou, Tchala-ouati, Agouni-ouzaraz, Boudchicha.,
Khechabna, Lazib-ouheddad.

Les prélevements ont été effectués chez les éleveurs qui étaient joignables
au moment de la récolte et qui ont bien voulu participer a ce travail, sur les

animaux présent a l'intérieure de I'écurie.

4.3.1.1.2. Les prélévements de lait mammiteux :

Notre étude a porté sur huit communes de la wilaya de Tizi-Ouzou, dans
lesquelles des pots de préléevements stériles ont été distribués a dix-neuf

vétérinaires prives, qui ont voulu participer a ce travail (voir appendice A).

4.3.1.2. Fiche d’enquéte:

Nous avons établi une fiche d’enquéte par élevage, dans laquelle nous



66

avons relevé certaines pratiques d’élevage vis-a-vis de la problématique posée
(voir appendice B).

Une autre fiche d’enquéte accompagnée chaque prélevement de lait

mammiteux était remis aux vétérinaires praticiens (voir appendice C).

4.3.1.3. Prélévements :

> matiéres fécales

Nous avons effectué nos prélevements au cours de plusieurs visites
dans les régions concernées par I'étude, en moyenne chaque 15 a 20 jours
nous programmions une sortie a destination d'une ou deux régions au

maximum.

Devant la difficulté d’effectuer un échantillonnage aléatoire vu I'absence
de moyens logistiques (impossibilité d’atteindre tous les élevages tirés au sort),
de I'absence d’'une base de données précise sur la taille des effectifs (vente
d’animaux) et la localisation exacte des élevages (surtout les élevages
familiaux), de plus le risque de refus de certains propriétaires constitue un réel

probléme.

Nous nous sommes résignés a faire un échantillonnage a choix raisonné,
dans lequel nous contactons un a deux éleveurs qui étaient favorables a la
participation a notre étude, puis ces derniers se chargent de nous orienter vers
d’autres élevages.

Une fois a l'intérieur des élevages les animaux prélevés sont les animaux
accessibles (attachés) et ceux que I'éleveur nous permettait de prélever (dans

la plupart des cas la majorité des animaux).

Au minimum 50g de matiére fécale directement du rectum était prélevé
par animal dans un pot stérile ou un sac a prélevement stérile, sur lesquelles
sont collés des étiquétes ou le sexe et 'dge de I'animal est marqué, puis ces
prélévements sont acheminés au laboratoire sous froid et analysés aprés un

délai maximal de 48h aprés leur récolte.
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Au total nous avons effectué 12 sorties a destination de huit régions dans
lesquelles chaque fois un nombre moyen de 15 a 30 prélévements étaient

effectués.

Figure 4.2 : Prélévements de matiéres fécales dans des flacons stériles et des

sacs stériles [Photos personnelles].

> Lait mammiteux :

Non avons contacté les vétérinaires qui exercent dans les huit régions
concernées par notre étude. Les vétérinaires qui ont voulu participer a notre
étude, nous leurs avons fourni des pots de prélevement ainsi qu’'une fiche
d’enquéte a remplir pour chaque prélévement, puis nous leurs avons rappelé la

méthode de prélévement a suivre (voir appendice D).

Figure 4.3 : Préléevements de lait mammiteux
dans des flacons stériles [Photos personnelles].



68

4.3.2. Deuxiéme étape : Au laboratoire

Les prélevements sont acheminés sous froid au Laboratoire Régional
Vétérinaire de Draa Ben khedda, wilaya de Tizi-Ouzou, au niveau de ce dernier

deux type de technique étaient utilisées :

» L’une pour les prélévements de lait mammiteux, comportant I'utilisation
du milieu B.H.I.B pour l'enrichissement, des milieux sélectifs pour
'isolement ainsi qu’une identification adéquate pour chaque espéce
bactérienne isolée.

» L’autre qui est la méthode de référence ISO 6579 [153 ; 154 ; 155] pour
la recherche de Salmonella spp. dans les préléevements de matiéres

fécales.

4.3.2.1. Protocole :

Les prélevements de matiéres fécales sont analysés aprés un délai de
24h a 48h apreés leur récolte. Durant cette période, ils sont conservés sous froid
a4°C.

Pour les prélevements de lait mammiteux, les vétérinaires nous
contactaient par téléphone aprés avoir effectué le prélevement. S’il y a
possibilité de I'envoyer avant 48h il I'envoie, sinon on se déplagait pour le
récupérer. Durant cette période le prélevement est toujours conservé sous froid
a4°C.

4.3.2.2. Méthode bactériologique 1SO 6579:

4.3.2.2.1. Pré-enrichissement dans un milieu non sélectif liquide :

Cette phase correspond a la préparation de la suspension en utilisant de
I'eau péptonée tamponée qui contient essentiellement des peptones trypsiques,
source d’azote destinée a revivifier les cellules bactériennes.

En milieu aseptisé et sous bec benzen, nous procédons a la préparation
de la solution en ajoutant a 25g de matieres fécales 250 ml (ou 12.5g dans
125ml) d’eau péptonée tamponée de maniere a obtenir une dilution de 1/10.

La solution ainsi obtenue est incubée durant 18-20h dans une étuve
réglée a 37°C.
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Figure 4.4 : Pré-enrichissement des prélevements de MT dans dEPT a 1/10

[Photos personnelles].

4.3.2.2.2. Enrichissement dans des milieux sélectifs

> Le milieu MSRV:

La préparation du milieu se fait en additionnant 2% de la Novobiocine

(inhibition de la croissance des bactéries gram positif) avant de couler le milieu
dans les boites de Pétri.

Ensuite 3 gouttes du bouillon de pré-enrichissement sont déposées
séparément sur le milieu MSRV (OXOID, ENGLAND), ce qui correspond a une
quantité de 0,1ml. Les boites sont incubées sous couvercle en haut dans une
étuve a une température de 41,5°C £ 0,5, pour une durée de 24h * 2h.

Le milieu MSRV est un milieu semi-solide par conséquent la lecture des
boites se fait par 'examen des zones de migration qui doivent étre supérieures
a 20 mm (Voir figure 4.6). Si cette migration est confirmée (supérieure a
20mm), un inoculum est prélevé de la zone de migration et ensemencé sur le
milieu XLD et Hektoine.
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Inoculation

| Milieu MSRV I

Résultats négatifs Résultats positifs (migration plus de 20mm)

Figure 4.5 : Enrichissement des prélevements de MT dans le milieu MSRV

[Photos personnelles]

> Le bouillon MKTTn :
Le bouillon MKTTn est un milieu d’enrichissement sélectif pour
Salmonella. La voie MKTTn de la méthode U47-100 a été effectuée en

paralléle, elle consiste a inoculer 1 ml de la culture du Pré-enrichissement dans
10 ml du bouillon MKTTn (OXOID, ENGLAND) et incuber pendant24 h+3 h a
37°C +£1°C.

Figure 4.6 : Enrichissement des prélevements de MT dans le milieu MKTTn

[Photos personnelles]
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4.3.2.2..3. Isolement sur milieux sélectifs solides :

La troisieme étape consiste a piquer une anse de platine dans la zone
externe de migration et a ensemencer cet inoculum dans deux milieux
sélectifs :

> Le milieu XLD (BIMERIEUX, FRANCE), I'aspect des colonies est rouge,

avec souvent un centre noir (figure 4.7).
> Le milieu Hektoen (HK) (Institut Pasteur d’Alger), I'aspect des colonies de

Salmonella est bleu verdatre avec ou sans centre noir (figure 4.8).

L’ensemencement a été fait a I'aide de la méthode de strie, les boites de

milieux gélosés ainsi ensemencées, seront incubées durant 24h + 3 h dans une

étuve réglée a 37°C + 1°C.

Figure 4.7: Aspect des colonies de salmonella sur milieu XLD (a droite)

[Photos personnelles].

Figure 4.8: Aspect des colonies de salmonella sur milieu Hektoen

[Photos personnelles].




72

4.3.2.2.4. Purification :

Les colonies caractéristiques de Salmonella spp. (Généralement trois
colonies) sont prélevées de chaque boite du milieu sélectif (XLD et HK) puis

purifiées.

4.3.2.2.5. ldentification :

> Biochimique :

Les caractéristiques biochimiques nous permettent de distinguer les
bactéries de genres et d’espéces différentes en détectant les différences entre

leurs métabolismes.

Ces caractéristiques biochimiques sont étudiées au niveau du laboratoire
par des tests biochimiques différents, chaque test biochimique fournit des
informations qui nous permettent de limiter le champ de recherche (caractére
de famille, de genre, d’espéce)

Chaque colonie présomptive est ré-isolée sur GN (18-24h a 37°C) et
soumise a une mini galerie (KIA/TSI, oxydase, urée indole, citrate de simons,
manitol mobilité) biochimiques d’orientation, puis soumise a une confirmation

avec une galerie miniaturisée API 20E (voir figure.4.9)

OO OEEN

Figure 4.9: galerie miniaturisée AP| 20F

[Photos personnelles].

Sérologique :

On se basant sur le schéma de Kauffmann-White, la

méthode d’agglutination sur lame a été réalisée au Figure 4.10: Réaction
niveau du laboratoire, en utilisant des sérums positive d’une
d’agglutinants polyvalents et monovalents agglutination

(Pour la technique voir appendice F). sérologique sur lame

[Photo personnelle].
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4.3.2.2.6.Etude de la sensibilité aux antibiotiques :

Le profil de sensibilité aux antibiotiques des souches de Salmonella

identifiées biochimiquement, confirmé sérologiquement a été teste.

Nous avons utilisé la méthode de diffusion des disques en milieu gélosé
Mueller-Hinton, préconisée par le CLSI ,recommandée par TOMS et adoptée
par le réseau national de surveillance des résistances bactériennes aux
antibiotiques, cette technique qui figure dans le document de standardisation de
geme

I'antibiogramme a I'échelle nationale ( édition de 2011) et figure aussi dans

ce dernier la liste des antibiotiques testés (voir appendice G) [200].
» Contréle de qualité de I'antibiogramme :

Les résultats de I'antibiogramme doivent étre constamment surveillés, pour
cela des contréles de qualité ont été effectués selon les indications figurant
dans le document de standardisation de I'antibiogramme a I'échelle nationale
(6°™ édition de 2011) [200].

Ces Controles de qualité font appel a des souches bactériennes de
référence qu'on doit mettre en culture chaque fois qu'un nouveau lot de milieu

de Mueller Hinton ou de disques est employé.
On emploie les souches de références suivantes :

v Escherichia coli ATCC 25922

v’ Staphylococcus aureus ATCC 25323

v Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853
v Enterococcus faecolis ATCC 29212

4.3.2.2.7. Conservation des souches:

Une fois le profil de sensibiliser aux antibiotiques effectué, nous avons pu
conserver chacune des souches de Salmonella isolée et sérotypée dans un

milieu gélosé en tube (milieu de conservation de I'Institut Pasteur).
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Avec une pipette Pasteur bien chargée de culture pure obtenue sur
gélose Mueller-Hinton, le milieu de conservation a été ensemenceé par piqare

centrale.

4.3.2.2.8. Base de données :

Les résultats des isolements, d’identification, de I'étude du profil de
sensibilité aux antibiotiques ainsi que les fiches d’enquéte des élevages étaient

saisis dans une base de données en utilisant le Logiciel suivant :

> Excel 2007/2010
» Office 2007/2010

» Statistica (logiciel statistique)

Dans la présente étude, la partie recherche de Salmonella dans les matiéres
fécales, nous avons recherché la présence ou I'absence des salmonelles dans

230 prélévements.

4.3.2.3. Méthode bactériologique d’analyse des prélévements de lait

mammiteux:

Nous avons analysé des prélevements de lait mammiteux prélevés au
maximum 72h avant leurs acheminements au laboratoire, ces derniers étaient
acheminés sous froid, réceptionnés au laboratoire dans de bonnes conditions
(bien fermé). Tous les prélévements ne répondant pas a ces conditions étaient

systématiquement éliminés.

4.3.2.3.1. Enrichissement dans le milieu B.H.l.B:

Le bouillon coeur-cervelle est un milieu nutritif tamponné, il est utilisé
pour la culture d’une trés grande variété de microorganismes aérobies ou
anaérobies, dans la présente étude il est utilisé pour I'enrichissement des
germes présents dans le lait et notamment Salmonella spp. selon la méthode
suivante :

Prélever 1ml de I'’échantillon, I'introduire dans un tube (10ml) de bouillon cceur-
cervelle (OXOIDE, ENGLAND) et incuber a 37°C pendant 24h.
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Figure 4.11: Enrichissement dans le milieu B.H.I.B

[Photos personnelles].

4.3.2.3.2. Isolement sur milieux sélectifs solides :

A partir du bouillon d’enrichissement, faire un ensemencement sur les
milieux sélectifs suivants :

4.3.2.3.2.1. Le milieu Hektoen (HK) :

La lecture des résultats est effectuée aprés 24h d’incubation a 37°C. En
plus de la recherche des salmonelles sur ce milieu, nous avons effectué
I'identification des autres espéces qui ont poussée sur ce dernier (voir figure
4.12).

Figure 4.12: Colonies E.coli (a gauche), colonies de Pseudomonas spp. (a

droite) [Photos personnelles].

4.3.2.3.3. ldentification :

L’identification bactérienne ne peut se faire que sur des souches pures
(constituée d’un seul clone), par conséquent pour I'ensemble des opérations

d’identifications nous avons opéré sur des souches préalablement purifiées.
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» Salmonella spp :

Le protocole d’identification de Salmonella spp. est identique a
celui figurant précédemment (voire paragraphe N° 4.3.2.2.5).

> Les colonies originaires de I'Hektoine

Ces germes ont subit le schéma* d’identification suivant :

Examen macroscopique des colonies (forme,
couleur, consistance, contours)

-Oxydase |
-TSI/KIA :
-Mannitol Mobilité :
- ONPG :

- Teste Urée-indole I

Figure 4.13: schéma d'identification des colonies autres que Salmonella ayant

poussé sur HK.

*Pour les détails des techniques utilisées dans ce schéma voir appendice E.

4.3.2.3.4. Etude de la sensibilité aux antibiotiques :

Pour I'étude de la sensibilité aux antibiotiques le méme protocole que

celui figurant précédemment a été effectué (voire paragraphe N° 4.3.2.2.6).

4.3.2.3.5. Conservation des souches:

Nous avons pu conserver chacune des souches identifiées dans un

milieu gélosé en tube (milieu de conservation de I'Institut Pasteur).
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4.3.2.3.6. Base de données :

Les résultats des isolements, d’identification, de I'étude du profil de
sensibilité aux antibiotiques ainsi que les fiches d’enquétes lait mammiteux

étaient saisies dans une base de données en utilisant le Logiciel suivant :

> Excel 2007/2010
» Office 2007/2010

» Statistica (logiciel statistique)

Dans la présente étude, dans la partie lait mammiteux nous avons

recherché la présence ou I'absence de salmonelles dans 150 prélevements

4.4. Reésultats :

4.4 .1 Partie : Recherche de Salmonella spp. dans les matiéres fécales :

4.4.1.2 Répartition des élevages et des animaux:

Dans la présente étude 33 élevages ont été visités, leurs répartition
selon leurs régions respectives est comme suit :

Tableau 4.1 : Répartition des élevages visités par localité.

Regions Nombre 20.00

25.00
20.00
15.00

d'élevage
visités

Tikobaine

Djebla 6.061 6.06 6.06

Tchala-ouati

6
2
Amallou 2
2
3

Agouni-
ouzaraz

Boudchicha 8

Khechabna 9

Lazib- 1
ouheddad

Pourcentage des élevages visités par régions par rapport a
I'effectif total.

Total 33
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Dans ces 33 élevages visités un total de 230 prélevements de matiéres
fécales a été effectué chez 230 bovins repartis comme suit

Tableau 4.2 : Répartition des animaux prélevés.

W Vachesen
Vaches en 161 o o 5% 1% production
prOdUCtlon M vaches en période
vaches en 24 11% de tarissement
période de - veat
tarissement 70%
veaux 16 mVeles
Veles 14
genisses 12 Répartition des animaux prélevés.

taureaux 3 '

Les vaches laitieres qu’elles soient en production ou au tarissement

constituent le pourcentage le plus élevé des animaux prélevés (81%).

4.4.1.3. Résultats en fonction des régions visitées :

Une région est dite positive si au moins un élevage est positif. En
fonction des résultats nous avons calculé le pourcentage des élevages positifs,
ces derniers sont mentionnés ci-dessous:

120.00
100.00
80.00
60.00
40.00
20.00
0.00
> N Q
5 & & S
0 S & i~
o
&SI
M Elevages négatifs M Elevages positifs

Figure 4.14 : Pourcentages des élevages positifs par localité d’étude.

Nous avons pu isoler Salmonella spp. dans trois localités parmi les huit
localités visitées, a savoir la localité de Tikobaine avec un pourcentage de
33.33%, la localité de Agouni-Ouzaraz avec le méme pourcentage que la
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localité de Tikobaine et enfin la localité de Boudchicha avec un pourcentage de
12.5%.

4.4.1.4. Résultats en fonction des élevages :

4.4.1.4.1. Résultats en fonction des élevages positifs :

Un élevage est considéré comme étant positif si au moins un animal de
I'élevage en question est positif a la recherche de Salmonella spp.

100

80

60

40

20
0 : :

Elevages positifs a la Elevages negatifs ala
culture des culture des
salmonelles salmonelles

W Sériel 12.12 87.87

Figure 4.15: Pourcentages des élevages positifs et négatifs a la culture des
salmonelles.

12.12% des élevages visités étaient positifs a la recherche de

Salmonella spp.

4.4.1.4.2 Résultats en fonction de I'expérience professionnelle des éleveurs
dans le domaine de I'élevage :

Tableau 4.3 : Résultats en fonction de I'expérience professionnelle des
éleveurs.

Ancienneté Plus de Moins de

10ans 10ans
Elevages positifs 4 0 J I
Elevages négatifs 13 16 -

Flus de Moins de
test exact de P=0.1026 10ans 10ans
ficher ™ E]evagespositifs' 23.53 ‘ Q

H Elevages . -
négatifs 76.47 100

23.53% des élevages dont les propriétaires disposent d’'une expérience
professionnelle de plus de 10 ans étaient positifs a la recherche de Salmonella

spp., aucun des élevages dont les propriétaires disposent d’'une expérience
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professionnelle de moins de 10ans n’était positif, la comparaison de ces
résultats par le test exact de Ficher donne un résultat de p=0.1026.

4.4.1.4.3 Reésultats en fonction de la taille des effectifs dans chaque élevage:

Tableau 4.4: Nombre d’élevages positifs par classe d’effectif.

effectifs des élevages [1-5] tétes ] 5-10] tétes plus de 10
tétes

Elevages positifs 3 (30%) 0 1 (8.33%)

Elevages négatifs 7 (70%) 11 (100%) 11 (91.66%)

30% des élevages dont I'effectif ne dépasse pas 5 tétes ont montré une
culture positive a la recherche de Salmonella spp., Par contre seulement 4.35%
des élevages qui comprennent plus de 5 tétes ont montré une culture positive.
En comparant ces résultats avec le test exact de ficher le résultat est de
p=0.0726.

4.4.1.4.3 Reésultats en fonction des conditions de distribution des aliments :

Tableau 4.5 : Résultats en fonction des conditions de distribution des aliments.

- Bonne Moyenne Mauvaise
Elevages positifs 1 1 2
Elevages négatifs 3 18 8

Afin d’effectuer le test exact de ficher le tableau des résultats doit étre de
type 2x2. Par conséquent on fusionne entre les différentes cases afin d’obtenir

un tableau de type 2x2.

Tableau 4.6 : Résultats en fonction des conditions de distribution des aliments
apres fusion de la classe bonne et moyenne.

Condition de bonnes
distribution ou mauvaises
des aliments  moyennes

Elevages
pOSItIfS bonnes ou .
mauvaises
moyennes

EIevages 21 8 . melevages posntlfs' 8.7 ' 20
négatifs HElevages

g négatifs 9.3 20
TeSt exact de 0.5672 Pourcentage des élevages positifs en fonction des
ficher conditions de distribution des aliments.
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Nous notons plus d’élevages positifs ou les conditions de distribution des
aliments sont mauvaises avec un pourcentage de 20% par rapport aux
élevages ou les conditions de distribution des aliments sont bonnes ou
moyennes avec un pourcentage de 8.7%, la réalisation du test exact de ficher
donne un résultat de p=0.5672.
4.4.1.4.4 Résultats en fonction des conditions de stockage des aliments :

Tableau 4.7: Résultats en fonction des conditions de stockage des aliments.

conditions bonnes moyennes  mauvaises
de stockage
des aliments

120
100

80 —
60 —
40 -
20 e e =

0 — S S S

Elevage

positifs
bonnes moyennes | mauvaises
mElevage positifs 25 0 13.04
Elevages 3 6 20 mElevages négatifs 75 100 36,96
négatifs :

Pourcentage des élevages positifs en fonction des
conditions de stockage des aliments.

25% des élevages se sont révélés positifs la ou les aliments sont
stockés dans de bonnes conditions et 13.04% des élevages la ou les aliments
sont stockés dans de mauvaises conditions. Par contre aucun isolement de
salmonelles n’a été effectué dans les élevages ou les conditions de stockage
des aliments sont moyennes.

4.4.1.4.5 Résultats en fonction de la présence d’autres animaux domestiques
dans les élevages :

4.4.1.4.5.1 Résultats en fonction de la présence de la volaille ou des
palmipédes :

Tableau 4.8: Résultats en fonction de la présence de la volaille ou des
palmipédes.

Présence de Présence  Absence

120

volaille ou de 100
s 20
palmipédes &0
Elevages 3 1 40
positifs “°
Présence Absence
El’eva_ges 8 21 H Elevages psitifs 27.27 4,54
négatifs —
B Elevagesnégatifs 72.72 a5.45
Test exact de P=0,0968 Pourcentage des ¢élevages positifs et négatifs en

Ficher fonction de la présence de volaille ou de palmipédes.
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Salmonella spp. était isolée dans 27.27% des élevages ou la présence
de la volaille ou des palmipédes a été enregistrée et dans 4.54% des élevages
ou ces derniers sont absents. La réalisation de test exact de Ficher donne un
résultat de p=0,0968.

4.4.1.4.5.2 Résultats en fonction de la présence de chats domestiques :

Tableau 4.9: Résultats en fonction de la présence de chats domestiques.

Absence

Présence

Présence de chats

80 | :
&0 —
Elevages positifs ' 3 1 §§ ‘ _.

Présencede | Absence de
chat chats
Elevages négatifs 7 22 WElevages positifs 20 4.25
BElevages -
négatifs 70 S

Test exact de Ficher P=0,0726

Pourcentage des élevages positifs en fonction de
la présence de chats domestiques.

On a isolé Salmonella spp. dans 30% des élevages ou nous avons la
présence de chats et dans 4.35% des élevages ou cet animal était absent. En
comparant ces résultats avec le test exact de Ficher nous avons a eu un
résultat de p=0.0726.

4.4.1.4.5.3. Résultats en fonction de la présence de chiens domestiques dans

I'élevage :

Tableau 4.10 : Résultats en fonction de la présence de chiens domestiques.

Présence de Présence Absence 1
chiens de chiens de chiens gggg - -E
domestiques B R — —
Présence des Absence de
_ chiens chiens

Elevages 3 1

oo M Elevages
positifs positifs 16.67 6.67
Elevages 15 14 M Elevages
négatifs négatifs 83.33 93.33
Test exact P=0.6074 ) — -
de Ficher Pourcentage des élevages positifs en fonction de la

16.67% des élevages dont le propriétaire posséde un chien (au moins

un) étaient positifs a la recherche de Salmonella spp., A l'inverse seulement

présence de chiens domestiques.
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6.67% des élevages dont les propriétaires ne possédent pas un chien étaient
positifs. La comparaison de ces résultats par le test exact de Ficher donne un
résultat de p=0.6074.

4.4.1.4.6. Résultats en fonction des conditions de raclage et de curage:

Tableau 4.11 : Résultats en fonction des conditions de raclage et de curage.

Conditions de raclage et Bonnes Moyennes Mauvaises
curage

Elevages positifs 1 0 3
Elevages négatifs 6 18 5

Afin d’effectuer le test exact de Ficher le tableau des résultats doit étre de type
2x2 donc on fusionne entre les différentes cases afin d’obtenir un tableau de

type 2x2.

Tableau 4.12: Résultats en fonction des conditions de raclage et de curage
apres fusion des classes moyennes et bonnes.

Bonnes Mauvaises

Conditions de

raclage et ou

curage Moyennes

Elevages
positifs

Eonnesou

Elevages 24 5

Moyennes

Mauvaises

négatifs

M Elevages positifs

M Elevages négatifs

37.5
62.5

Test exact de
ficher

P=0,0359

Pourcentage des élevages positifs et négatifs en
fonction des conditions de raclage et de curage.

37.5% des élevages ou les conditions de raclage et de curage sont
mauvaises ont eu un résultat positif a la recherche de Salmonella spp., contre
seulement 4% des élevages ou ces derniéres sont bonnes ou moyennes. La
comparaison de ces résultats par le test exact de Ficher donne un résultat de
p=0,0359.
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4.4.1.4.7. Résultats en fonction de la Possibilité de contact avec les autres
bovins :

Tableau 4.13 : Résultats en fonction de la Possibilité de contact avec les autres

bovins.

Possibilité de Contact Pas de 100.00
contact avec les contact 80.00
autres bovins 3888
(d’autres élevages) 20.00
o 0.00

Elevage positifs 3 1 ) Pas de

Contact

contact

Elevages négatifs 24 5 ® Elevage positifs 1.1 16.67

M Elevagesnégatifs 88,80 83,33

Pourcentage des élevages positifs et négatifs en

Test exact de ficher  P=1 fonction de la Possibilité de contact avec les
autres bovins

16.67% des élevages ou il n'y a pas de possibilité de contact avec les
autres bovins (d’autres élevages) se sont révélés positifs a la recherche de
Salmonella spp, par contre seulement 11.11% des élevages ou il n'y a pas une
possibilité de contact avec les autres bovins (d’autres élevages). La

comparaison de ces résultats par le test exact de Ficher donne un résultat de

p=1.

4.4.1.4.8. Résultats en fonction de la pratique du pensionnat ou du prét :

Tableau 4.14 : Résultats en fonction de la pratique du pensionnat ou de prét.

Pratique du Le Ne le
pensionnat pratique pratique
ou du prét pas
Elevages 3 1
positifs

Ne le pratique

Fratique
pas

Elevages 21 8
négatifs

‘ M Elevages positifs 12.5 11.11

Test exactde P=1 ‘lEIevages négatifs a7.5 29 99

Ficher

Pourcentage des élevages positifs et négatifs en
fonction de la pratique du pensionnat ou du prét.

11.11% des élevages ou il n’y a pas de pratique du pensionnat ou du
prét sont positifs, contre 12.5% des élevages ou il y a une pratique du
pensionnat (ex: pour la saillie des femelles ou du prét) étaient positifs a la
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recherche de Salmonella spp. La comparaison de ces résultats par le test exact

de Ficher donne un résultat de p=1.

4.4.1.4.9. Résultats en fonction de la pratique de la mise en quarantaine des
nouveaux animaux :

Tableau 4.15 : Résultats en fonction de la pratique de la mise en quarantaine
des nouveaux animaux.

100
20
&0
40
20
0
. Me pratigue
Elevages positifs Pratiquede | 401 mise
la mise en en
quarantaine .
quarantaine
M Elevages positifs 25 8
Elevages négatifs 6 23 M Elevagesnégatifs 75 a2

Pourcentage des élevages positifs et négatifs en

Test exact de p=0.2412 fonction de la pratique de la mise en quarantaine
Ficher des nouveaux animaux.

8% des élevages dont les prbpriétaires ne pratiquent pas la mise en
quarantaine des nouveaux animaux étaient positifs a la recherche de
Salmonella spp., contre 25% des élevages dont les propriétaires pratiquent la
mise en quarantaine des nouveaux animaux (généralement une semaine). La
comparaison de ces résultats par le test exact de Ficher donne un résultat de
p=0.2412.

4.4.1.5. Résultats par prélévements de matiéres fécales :

4.4.1.5.1 Résultats globaux :

Un prélévement est considéré comme étant positif si a la fin du protocole

d’isolement nous réussissons a isoler et a identifier Salmonella spp.
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Tableau 4.16: Prélévements positifs a la culture de Salmonella spp.

Nombre de
préléevements
Préléevements 6
positifs
Prélevements Prélevements
positifs négatifs

[EEVEY
[ LW« L )
SOOOO0O

OO0
OO0

| Pourcentages des

Préléevements 224 prélevements 2.60 07.29

positifs et négatifs

négatifs

Total 230

Pourcentage des prélévements positifs a la
culture des salmonelles

2.60% des prélévements ont montré une culture positive vis-a-vis de

Salmonella spp., soit 6 prélévements sur les 230 effectués.

4.4.1.5.2 Résultats par groupe d’animaux prélevés :

Tableau 4.17: Résultats par groupe d’animaux prélevés.

nombre de téte  culture positif pourcentage

vaches ' 185 ' 6 3.24%
laitiéres

veaux 16 0 0
velles 14 0 0
génisses 12 0 0
taureaux 3 0 0

Parmi les groupes d’animaux prélevés, seuls les prélévements issus des
vaches laitieres ont montré un résultat positif a la recherche de Salmonella spp.

avec un pourcentage de 3.24%.



87

4.4.1.5.3 Résultats en fonction de I'état physiologique des vaches laitieres
(tarissement / lactation) :

Tableau 4.18 : Résultats en fonction de I'état physiologique des vaches laitieres
(tarissement / en lactation

Etat des En Au
vaches lactation tarissement

100.00
80.00
60.00
40.00
20.00

0.00 .

Isolement

des Au

salmonelles Enlactation tarissement
M Isolement des .

Pas 158 21 salmonelles 1.86 12.5

d'isolement M Fas d'isolement a.a7 a7 5

Test exact P=0,0297
de Ficher

Pourcentage des vaches positives en fonction de leurs états de
production (tarissement/ en lactation)

Un total de trois vaches sur les 24 qui étaient en période de tarissement

a montré une culture positive vis-a-vis de la recherche de Salmonella spp. cela
avec un pourcentage de 12.5%, contre seulement 1.86% des vaches en
période de lactation, la comparaison de ces résultats par le test exact de Ficher
donne un résultat de p=0.0218.

4.4.1.5. Résultat par espéce de Salmonella isolée :

Durant notre étude nous avons isolé six salmonelles appartenant a trois
sérotypes différents.

Tableau 4.19 : Souches de Salmonella isolées.

Salmonella Muenchen 2 Deux élevages 6ans/7ans
différents. En production
Salmonella 3 Méme élevage 4ans/4ans/5ans
Bovismorbificans Au tarissement
Salmonella Kedougou 1 Méme élevage 6 ans/
En production

L’étude de la sensibilité aux antibiotiques des souches de Salmonella

spp isolés a donné les résultats suivants :
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Trois cas de résistance ont pu étre mis en évidence, une résistance aux
tétracyclines pour Salmonella Kedougou et les deux souches de Salmonella

Muenchen se sont révélées résistantes a la fluméquine (voir appendice H).

4.4.2. Partie : Recherche de Salmonella spp. dans le lait mammiteux:

150 prélevements dont 119 prélévements ont été recueillis par les
vétérinaires qui ont participé a I'enquéte, 83 étaient accompagnés de leurs
fiches de renseignement (voir annexe). Ces prélevements ont été analysés par

la technique utilisée au niveau du laboratoire régional de Draa Ben Khedda.

4.4.2.1. Répartition des prélevements en fonction de la taille des élevages :

Tableau 4.20: Nombre de prélevements par classe d’effectif.

Taille des
élevages u 1-10]

30% téte
2] 10-20]
Nombre de tétes
Prélevements 43 13 24 16% Plusde
20 tétes

54% des prélévements sont originaires des élevages ou la taille est
comprise entre 1 et 10 tétes, 16% issues des élevages avec un effectif compris
entre 11 et 20 tétes et enfin 30% des prélévements proviennent des élevages
dont la taille dépasse 20 tétes.

4.4.2.2. Répartition des prélévements en fonction de la classe d’age des vaches
prélevées:

Tableau 4.21 : Nombre de prélevements par classe d’age.

Ages des vaches

Nombre de 33 25 13
prélevements
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47% des prélévements proviennent des vaches agées de 1 a 4 ans,
35% des vaches agées de 5 a 8 ans et enfin 18% des prélevements

proviennent des vaches agées de plus de 8 ans.

4.4.2.2. Répartition en fonction du quartier atteint :

Tableau 4.22 : Nombre de prélevements par quartier

Localisation du Nombre de
quartier touché cas ariere avant :
. droit avan
Avant droit 12 g:l;c;\e 149 gauche
Avant gauche 8 ’ 10%
Arriére droit 35
= arrie
Arriére gauche 28 droit
42%
Total 83

Le quartier arriére droit est le plus représenté avec un pourcentage de 42%. La
partie arriere comptabilise le plus grand nombre de prélévements avec un
pourcentage de 76% par rapport a la partie avant. La partie droite est plus

présente que la gauche avec un pourcentage de 56%.

4.4.2.3. Résultats en fonction des quartiers atteints par vache prélevé :

Tableau 4.23 : Résultats en fonction du nombre de quartiers touchés par
vache.

Nombre de Nombre de
quartier touché cas
par vache ¥ Trois quartiers

Un quartier 3%\{

B Un quartier W Deux quartiers

W Cuatre quartiers

3%

Deux quartiers 3

Trois quartiers 3

Quatre 0
quartiers

Pourcentage de des nombres des quartiers touchés par
vaches.
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Dans la majorit¢ des cas (94%) un quartier est touché par vache,
aucune vache avec les quatre quartiers touchés n’a pu étre enregistrée dans

notre étude.

4.4.2.4. Résultats microbiologique:

4.4.2.4.1. Nombre de germes présents par prélévement :

Tableau 4.24 : Nombre de germes par prélevement.

Nombre de germes Nombre de
par prélevement prélevements
Un germe 80

M Ungerme

Deux germes 10 B Deux germes

W Trois germes

Trois germes 9 Iy
{contaminé)

(contaminé)

M absence de
germes

Absence de 51
germes

Total 150

Pourcentage des différents résultats obtenus apres
I’analyse microbiologique des prélévements de mammite.

Dans la plupart des prélevements un seul germe était mis en évidence,

avec un pourcentage de 53%.

40% des prélévements n’ont pas pu étre exploités car dans 34% il
y'avait une absence de germes et 6% étaient considérés comme contaminés

car nous notons l'isolement de trois germes différents.

4.4.2.4.2. Résultats en fonction des groupes bactériens :

Tableau 4.25: Nombre de germes par groupe bactérien.

52.6

Entérobactéries ' 60 23.7
Staphylocoques a 12 10.5 132
coagulases 1 ]
positive o
Staphylocoques a 27 Entérobactéries Staphylocoques StaphylocoquesAutres bactéries

acp acn
coagulases
négatives
Autres bactéries 15
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Les entérobactéries représentent le groupe bactérien le plus présent
dans notre étude avec un pourcentage de 52.6%, les staphylococcus spp
comptabilisent un pourcentage de 34.2%, parmi ces derniers les

staphylocoques a coagulases positifs représentent 10.5% des germes isolés.

4.4.2.4.3. Répartitions des espéces d’entérobactéries isolées :

Tableau 4.26: Nombre d’espéces d’entérobactéries isolées.

Entérobactéries

E,coli—' 26 W E,coli
Klebsiella spp 20 - 3%-2% 3% mklebsiella spp
Poteus spp 9 . H poteus spp
Enterobater spp 2 u W enterobater

spp
Providencia spp 1 m providencia
Serratia spp 2 PP

Aucun isolement de Salmonella spp. n'a pu étre effectué parmi les 150
prélévements analysés. Pour les autres entérobactéries E.coli représente
'espéce bactérienne la plus présente avec un pourcentage de 44%, suivie de

klebsiella spp. avec un pourcentage de 33%.
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4.5. Discussion :

4.5.1. Discussion des résultats de I'enquéte portant sur le portage de

Salmonella spp. au niveau des matiéres fécales :

Cette enquéte comporte un double intérét :

Le premier est de l'ordre de santé publique a travers l'information
apportée par cette étude sur le réservoir que constitue les bovins, ceux-la se
traduiront par des mesures adaptées qui permettraient de limiter 'impact de ce
germe en pathologie humaine, particulierement dans les toxo-infections-
alimentaires ou il est frequemment associé (3 cas d’intoxications alimentaires
sur 1000 habitants au Pays-Bas) et peut engendrer des troubles graves (600

déceés par ans aux Etats-Unis) [188].

Le second est d’ordre économique, en pathologie animale ce germe est
associé a des troubles graves comme les diarrhées néo-natales et les
avortements, Noireterre (2006) s’est intéressé a I'étude de cet impact dans
I'élevage laitier et a conclu que Salmonella spp. peut étre responsable de

pertes économiques non négligeables [143].

Par conséquent la classification d’'un animal, d’'un troupeau ou d'une
région contribuerait a limiter la dissémination de ce germe, limiter les mesures
de lutte a une zone restreinte, enfin ces informations pourraient répondre a

certaines questions en pathologie humaine.

Notre premier souci était de trouver une méthode d’analyse des
prélevements de sensibilité acceptable, cela nous permettrait une classification
exacte de l'unité épidémiologique étudiée, de plus cette technique doit étre

réalisable en Algérie.

Sachant que la culture bactériologique est la seule fagon de confirmer un
diagnostic de salmonellose et d’identifier précisément le sérotype en cause,
nous nous sommes intéressés aux méthodes bactériologiques de
caractérisations de Salmonella spp. dans les matiéres fécales, de plus les

laboratoires métrisant ces techniques sont disponibles en Algérie.
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Cependant, cette méthode souffre d’'une faible sensibilité et ce probleme
est encore plus criant lorsqu’il s’agit de détecter les animaux qui sont porteurs
asymptomatiques [3].

Cette sensibilité dépend de la concentration du prélévement en germe.
Ainsi la probabilité d’isoler Salmonella spp. était presque nulle (0 a 4%) pour les
concentrations de 102 CFU/mL ou moins et trés élevée (90% et plus) pour des
concentrations de 10* CFU/mL et plus [3] et que selon Fegan et al dans la
plupart des cas la charge fécale en Salmonella spp. était basse [140].

La comparaison de ces méthodes par Jensen et al [133] avec une
méthode PCR et notamment I'utilisation du milieu MSRV dans ces protocoles
bactériologiques, son étude a porté sur des prélévements dans lesquels
Salmonelle spp. étaient inoculées, la sensibilité des méthodes bactériologiques
etaient bonnes (78%), notamment lors de [utilisation du milieu MSRV,
cependant pour les prélévements a basse charge bactérienne l'efficacité des

méthodes bactériologiques étaient discutables.

Des études similaires [149 ; 161 ; 189] ont conclu que l'approche de PCR
était équivalente ou meilleure que la culture bactériologique pour la détection de
Salmonella spp. dans les échantillons fécaux, en outre selon [190] l'approche
moléculaire est plus rapide pour la détection initiale de Salmonelles spp.

Nous nous sommes interrogés sur l'importance épidémiologique de
détecter ces concentrations basses dans les matieres fécales (que les
meéthodes bactériologiques peinent a détecter), ont elles un intérét vis-a-vis de
la problématique posée, nous avons cherché des travaux dans ce sens mais

nous n’en avons pas trouve.

Avec les méthodes PCR nous aurions vraisemblablement des résultats
avec une sensibilité plus élevée (100%) selon I'étude Jensen et al [133], mais

nous n’avons pas eu les moyens de concrétiser ces méthodes.

Par conséquent nous avons utilisé la méthode ISO 6579, laquelle a
donné de bons résultats selon l'étude Jensen et al [133], cette méthode

comprend ['utilisation du milieu MSRV qui selon Goossens et al [149] améliore
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de 22.3% le pourcentage d’isolement de Salmonella spp. d’autres milieux
sélectifs comme I'Hektoin et le milieu XLD ont été utilisés.

Concernant notre zone d’étude, nous avons travaillé dans une région
restreinte de la wilaya de Tizi-Ouzou a savoir la commune de Ouaguenoun,
notre souhait était de faire un tirage au sort aléatoire afin de pouvoir extrapoler
sur cette localité, cependant une telle démarche est difficilement réalisable au

vu des difficultés auxquelles nous avons fait face.

Nous avons visité huit régions parmi les douze localités que comporte
cette commune, le manque de contact dans ces régions nous a empéchés
d’étendre le périmetre d’investigation. Ainsi le nombre d’élevages visités
reflétait le degré de coopération, le nombre de contact et le nombre de
personnes joignables au moment de la récolte des prélévements, cela s’est

traduit par un plus grand nombre d’élevages dans certaines régions.

Vu la nature de notre problématique qui s’intéresse au réservoir que
constitue I'élevage bovin en général et non pas le réservoir que constitue une
catégorie par rapport aux autres, nous n’avons pas ciblé une catégorie en
particulier par conséquent notre échantillon était composé principalement de
vaches laitieres avec un pourcentage de 81%, ce qui reflétait la composition

des élevages visités,

Une enquéte réalisée au niveau de la Mitidja dans laquelle les
prélevements se sont basés principalement sur des veaux, leurs objectifs
différaient des nétres car ils cherchaient les agents responsables de diarrhée
néo-natale entre autres Salmonella spp. [134].

Dans d’autres études les prélevements concernaient principalement les
des vaches laitiéres [152 ; 186], ou de bovins d’engraissements [176]. Leurs
objectifs convergeaient tous vers la nécessité d’étudier l'importance du

réservoir bovin en Salmonella spp.

Salmonella spp. étaient isolées dans trois localités parmi les huit visitées
a savoir la localit¢ de Tikobaine, Boudchicha et agouni-ouzarez, dans
lesquelles les deux premiéres localités ont eu un taux élevé de participation

avec six élevages visités et huit élevages respectivement, la localité de
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Tikobaine est située en zone urbanisée (chef-lieu de la commune) donc ce
portage peut constituer d’'une part un éventuel danger pour la population
humaine et d’autre part pour la population animale par son éventuelle

extension a d’autres élevages du fait de I'urbanisation.

Dans notre étude quatre élevages sur les trente-trois visités étaient
positifs pour Salmonelles spp, ce qui fait un pourcentage de 12.12%, ce résultat
est beaucoup moins important que le résultat obtenu aux Etats-Unis qui est de
56% (p=0.0257) [4], cependant dans cette étude 60 prélévements étaient
effectués par élevage, de plus la prévalence troupeau est estimée entre 27% a
31% aux Etats-Unis [4]. Quant & notre étude une moyenne de 10 prélévements
par élevage étaient effectués et que la prévalence troupeau en Algérie est
inconnue. Une autre étude menée aux Etats-Unis donne une prévalence 25.3%
[167].

Toute au long de notre investigation nous avons essayé de faire un
rapprochement entre les résultats du laboratoire et les pratiques et faits
observés sur terrain. Ceci a travers des préoccupations qui se sont traduites
par une fiche d’enquéte élevage, tout en utilisant les tests statistiques nous

nous sommes employés a répondre aux questions suivantes :

» L’expérience professionnelle des éleveurs est-elle associée a un plus

grand taux d’isolement de Salmonella spp ?

Dans la présente étude tous les élevages ou nous avons pu isoler
Salmonella spp. les éleveurs jouissaient d’'une expérience de plus de 10ans,
aucun isolement de Salmonella spp. n'a été effectué dans les élevages ou les
éleveurs avaient une expérience de moins de 10 ans. Aucune différence n’a pu
étre mise en évidence par I'emploi des tests statistiques entre ces deux
groupes. Conséquemment, ce facteur n’a pas joué un réle dans le taux

d’isolement de Salmonella spp. dans notre étude.
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» Les conditions au sein des élevages jouent-elles un réle dans I'isolement

de Salmonella spp ?

A travers I'étude de la taille des effectifs, les conditions de distribution et
de stockage des aliments et les conditions de raclage et curage, nous avons

tenté de répondre a cette question.

Nous avons noté plus de prélévements positifs issus des élevages avec
un effectif de moins de cinq tétes (30%), dans de mauvaises conditions de
distribution des aliments (20%) et dans les bonnes conditions de stockage des
aliments (25%), 'emploi des tests statistiques ne révele pas une éventuelle
implication de ces facteurs dans le taux d’isolement de Salmonella spp.

Cependant pour la taille des élevages, des études menées aux Etats-
Unis ont démontré qu’il avait un plus grand pourcentage d’isolé Salmonella spp.
dans les grands effectifs [156 ; 198].

Concernant les conditions de raclage et de curage plus de prélevements
positifs ont été enregistrés dans les mauvaises conditions de raclage et de
curage 37.5% (p=0.0359), chez le porc une enquéte sur les facteurs de risque
lié a I'excrétion de Salmonella spp. a conclu que le statut sanitaire des porcs
par rapport aux contaminants ainsi que le mode de distribution de l'aliment
étaient identifiés comme étant facteurs de risque de I'excrétion de Salmonella
spp. par les porcs [147].

» La présence d’animaux domestiques au sein de I'élevage joue-t-elle un

réle dans l'isolement de Salmonella spp ?

Pour cette préoccupation nous nous sommes intéressés a la présence
de chiens, de chats, de la volaille ou de palmipédes au sein des élevages, la
présence de ces trois especes n'est pas en faveur d'un plus grand taux
d’'isolement Salmonella spp. dans notre étude (comparaison effectuée avec le
test exact), en Egypte Mohamed et al n’ont pas pu prouver I'implication de ces

facteurs dans un plus grand taux d’isolement de Salmonella spp [186].

Ainsi, la présence d’animaux domestiques ne joue pas un rdle dans le
nombre d’isolement Salmonella spp. Toutefois ces animaux peuvent-ils joué un

r6le de dissémination de ce germe ?
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Des épisodes cliniqgues humains de salmonelloses transmis par les
chats, les chiens ou la volaille ont été enregistrés aux Etats-Unis (1999, 2000),
au Canada (1973), en Suéde (1999) et dans d’autres pays [187].

Selon l'agence de santé publique au canada Salmonella spp peut
infecter les chats et les chiens a la ferme, ces derniers peuvent jouer un réle de
désamination de ce germe au sein de la ferme [145], des souches de
Salmonella Typhimurium DT104 ont été rapporté pour la premiere fois en 1994

chez I'espéce canine [150].

Salmonella Kedougou a été isolée chez l'espéce canine [185], ce
sérotype a été isolé au cours de notre etude dans un élevage ou la présence
des chiens domestiques a été observé, d'ou le risque potentiel de sa

dissémination.

Concernant la volaille des travaux anciens de Vuillaume et al (1977)
réalisés sur des oies avaient mis en évidence l'importance de ce portage
(20,5% et 26,5 % respectivement pour Salmonella Thyphimurium et Salmonella
Enteritidis) [151].

» Y a-t-il un plus grand risque d’isoler Salmonella spp. dans les élevages
ou les animaux sont plus exposés au contact avec les bovins étrangers

a I'élevage ?

Pour cela nous nous sommes intéressés a I'étude de la Possibilité de
contact avec les autres bovins (paturage, chemin), la pratique de la mise en

quarantaine des nouveaux animaux et la pratique du pensionnat ou du prét.

Nos résultats (comparés avec le test exact) ne nous permettent pas de
conclure a une implication de ces facteurs dans un plus grand taux d’isolement

de Salmonella spp.

En Australie une enquéte menée a propos des systémes d’élevage, plus
précisément sur les bovins engraissés au champ, censés étre plus exposés que
ceux engraissés a lI'écurie : aucune différence significative entre ces deux

modes d’élevage n’a été signalée [140].
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Une autre étude menée aux Etats-Unis a démontré que I'excrétion fécale
de Salmonella spp. est plus importante chez les vaches laitieres présentes au

niveau des marchés (14.9%), que celle présentent dans I'étable (5.4%) [156].

L’étude de Vanselow et al a démontré que les nouvelles acquisitions
étaient un facteur de risque en faveur d’un plus grand pourcentage d’excrétion
fécale de Salmonella spp. dans les élevages laitiers [159], cela démontre
I'importance de la mise en quarantaine des nouveaux animaux (facteur étudié
au cours de notre étude) et le risque encouru par les animaux lors de la

fréquentation des endroits commun (marché, chemin).

» Y a-t-il une catégorie de bovins associé a un plus grand taux d’isolement

de Salmonella spp.?

Dans la présente étude la prévalence troupeau est de 12.12%, celle-ci
est moins importante que celle enregistrée dans d’autres études [4 ; 163] qui
sont respectivement de 56% (p=0.0257), 47.8% (p=0.0039).

Une prévalence troupeau de 76% était enregistrée aux Etats-Unis [182],
ce qui est beaucoup plus important que celle enregistré lors notre étude,
soulignant que ce travail était effectué sur un plus grand effectif et dans un

milieu ou la prévalence troupeau est estimée de 27% a 30% [4].

La prévalence individuelle générale est de 2.60%, toutes les
salmonelles isolées ont été faites chez les vaches avec un pourcentage de
3.24%.

Aucune différence significative n’a était mise en évidence pour
I'isolement de Salmonella spp. chez les différentes catégories d’animaux
prélevés (vaches, veaux ...), néanmoins I'étude de Vanselow et al a démontré
que les cheptels laitiers étaient plus excréteurs de Salmonella spp. dans les
féces [159].

En Egypte on a rapporté une prévalence individuelle respective de
1.73% et de 1.54% chez les troupeaux laitiers [192 ; 186], aux Etats-Unis une
prévalence de 6.3% a été enregistrée (étude portant sur 10417 prélévements)

[176], en Irlande 2% des échantillons fécaux se sont avérés positifs dans les
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abattoirs (Prélevements issues de133 taureaux, de 75 génisses et de 42
vaches) [139].

D’autres études rapportent des prévalences plus importantes que la
nétre aux Etats-Unis 37,92% [182] et au Burkina-Faso 52% [197].

En Algérie une étude menée a la Mitidja portant sur 352 prélévements
de matiéres fécales issues des veaux (dont 126 présentaient des diarrhées)
rapporte une prévalence de 0.8% (proche de la nbtre, hkideu p=0.0989) [134].

Une étude qui a portée sur I'excrétion fécale Salmonella spp. chez les
porcs, dans laquelle la recherche de Salmonella spp. dans les matieres fécales
puis dans les ganglions mésentériques a été effectuée. Aucun échantillon de
matieres fécales s’est révélé positif, pourtant 40% des ganglions mésentériques
etaient positifs [148].

Une étude menée chez le bovin rapporte un plus grand nombre
d’isolement de Salmonella spp. Au niveau des ganglions comparés a celui
effectué au niveau des féces, ces études démontrent la difficulté de classer un
animal (porteur ou non) sur la base des analyses bactériologiques de matieres
fécales [193].

Dans notre étude 3.24% des prélévements issues des vaches laitieres
étaient positifs a la culture de Salmonella spp., cette prévalence est comparable
a celle de 'étude de Padungtod et al, avec 3% des vaches laitiéres positives a

la culture Salmonella spp [160].

Au sein des vaches laitieres la comparaison entre les vaches en
production et les vaches au tarissement est en faveur d’'un plus grand taux

d’isolement de Salmonella spp. chez les vaches au tarissement (p=0,0297).

Une étude sur les facteurs de risques associés au portage a conclu que
les animaux avec le plus gros risque de devenir des porteurs sont ceux infectés
au tour du vélage [141], sachant que le tarissement se fait au dernier trimestre
de gestation, de plus La sensibilité de la culture bactériologique augmentait

légeérement en période péri-partum [3].
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» Et enfin quels sont les sérotypes présents en Algeérie ? Sont-t-ils
résistants aux antibiotiques ou associés a des épisodes cliniques chez

'Homme dans le monde ?

Trois sérotypes différents de Salmonella spp.ont été isolés, a savoir
Salmonella Muenchen (n=2) dans deux élevages différents, Salmonella
Bovismorbificans (n=3) dans le méme élevage et Salmonella Kedougou (n=1),
dans l'étude de Callaway les Seérotypes Montevideo et Muenster étaient les
plus répondus [4].

Dans I'étude menée en 2002 les sérotypes les plus répandus sont le
sérotype Dublin et le sérotype Typhimurium DT104 (ACSSuT) multi résistantes
aux antibiotiques [139], Salmonella Bovismorbificans était isolée au niveau des

abattoirs au Maroc [184].

En Egypte les sérotypes les plus répondus sont le sérotype
Typhimurium, Anatum, Concord, Montevideo et Enteritidis [186].

En ce qui concerne l'implication des sérotypes isolés dans notre étude
en pathologie humaine, Salmonella Bovismorbificans était mise en cause dans
des troubles touchant 210 personnes en Finlande (en 1994) [158], cette souche
était sensible a la plupart des antibiotiques testés [164], la méme année cette

souche a été isolée chez des personnes en Suede [166].

L’enquéte de Herikstad et al révele I'importance de certains sérotypes
en pathologie humaine, cette étude rapporte l'isolement de Salmonelle spp.
chez ’lHomme dans 104 pays membres de 'OMS, Salmonella Bovismorbificans
était isolée dans 14 pays, parmi ces derniers certains pays de la Méditerranée
orientale, dans la méme enquéte Salmonella Muenchen était isolée dans 11

pays dans lesquelles figurent des pays d’Afrique [165].

En plus d’étre associé a des manifestations pathologiques chez I'étre
humain, Salmonella Muenchen était isolée lors d’'une salmonellose dans une
ferme en Finlande (2006) [174], associée a la contamination des carcasses
dans des abattoirs en Gréce et isolée dans les feces des bovins

d’engraissement aux Etats-Unis [176].
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Selon les observations (entre 1979 et 1988) effectuées par le Centre
National de Référence de Salmonella (NSRC) en France, Salmonella
Bovismorbificans était constamment identifiée en pathologie humaine durant
cette période avec des pics épidémiques en 1981, 1985,1986 et 1987 [173],
également identifié¢e dans d’autres pays d’Europe et aux Etats-Unis en
pathologie humaine [173].

Salmonella Kedougou était détectée en Algérie au niveau de I'hopital de
Constantine service néonatal ; cette souche présentait un caractére de multi-
résistances aux antibiotiques [169], ce sérotype a été également détecté au
niveau d’Alger dans la viande rouge d’origine bovine avec un phénotype de
résistance aux sulfamides [170] et fait partie des nouveaux sérotypes multi-

résistants isolés en Algérie récemment [196].

Cette souche a été également enregistrée en Espagne dans les années
2002, 2007, un pic en 2008 avec 21 cas dont 19 enfants due a la
consommation du lait en poudre ce qu’il lui a valu la création d’'un plan de
surveillance, en Norvege liée a la consommation du salami (sorte de saucisson)
en 2006, au Royaume-Uni en 1992 liée a la consommation de la viande [177],
au pays de Gales [181] entre 1986 et 1998 et rentre dans le top 10 des
sérotypes les plus isolés en pathologie humaine en Thailande [178].

Concernant les modalités de disséminations de Salmonella spp. chez
'hnomme et I'animal l'isolement de certains sérotypes au niveau des engrais a
base de bouse de vache et au niveau des effluent des fermes [191] ainsi que
I'aptitude de Salmonella spp. a envahir les cellules épithéliales en 1h aprés le
contact [195] peut fournir des explications a ce sujet.

Les données précédentes démontrent I'implication de sérotypes isolés
au cours de notre étude en pathologie humaine, au point que Salmonella
Bovismorbificans a fait I'objet d’'un systéeme de surveillance et d’alerte en
France [173].

Selon Fey et al aux Etats-Unis le phénotype de multi-résistances évoluait
principalement chez le bétail [172], cependant dans notre étude seul trois cas

de résistance ont pu étre mis en évidence, une résistance aux tétracyclines
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pour Salmonella Kedougou et les deux souches de Salmonella Muenchen se

sont révélées résistantes a la flumeéquine.

L’étude [168] souligne que le caractére de multi-résistances aux
antibiotiques de Salmonella spp. était plus présent chez les souches d’origine
humaine que celle isolées chez I'animal, fait observer par d’autre étude [152 ;
156 ; 157 ; 169 ; 176] ou la plupart des isolas de Salmonella spp. étaient
sensibles aux antibiotiques testés ; la résistance multiple aux antibiotiques était

une occurrence peu fréquente dans ces études.

Selon I'étude de Hassanain et al des niveaux de résistances similaires
de Salmonella spp. ont été identifiés chez I'animal et 'THomme en Egypte [179],
ces différentes observations concernant le niveau de résistance aux

antibiotiques de Salmonella spp. Peut étre da :

e Premierement aux pratiques d’élevages effectués dans ces pays
concernant [l'utilisation des antibiotiques, selon I'étude [180]
L'utilisation intensive des antibiotiques a titre curatifs et préventifs
peut étre responsable de [l'apparition de résistances aux
antibiotiques.

e Deuxiémement aux sérotypes isolés dans ces pays, vu que
certains sérotypes présentent un phénotype multi-résistance plus
large que d’autres, exemple Salmonella Typhimurium DT 104 qui
peut résister a six antibiotiques (phénotype ACSSuT).

4.5.1. Discussion des résultats de I'enquéte portant sur I'excrétion de

Salmonella spp. dans le lait mammiteux :

Notre échantillon comprend 150 prélévements dont 119 étaient récoltés
par les vétérinaires dans huit communes différentes, 31 regus au laboratoire

pendant la période de notre étude.

Les prélevements récoltés par les vétérinaires proviennent
essentiellement des élevages dont l'effectif est compris entre (01) et (10) tétes
(54%).
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Concernant I'age des vaches la plupart des prélévements sont issus des
vaches ageées de moins de 8ans, cette tranche d’age représente la période la
plus productive durant la vie d’'une vache par conséquent plus susceptible

d’étre touchée par une mammite.

Dans la majorité des cas un quartier était touché par vache. Par ailleurs,
nous avons enregistré trois cas ou deux étaient touchés et trois cas ou trois
quartiers étaient touchés. Certains auteurs estiment que les quartiers
postérieurs sont les plus fréquemment infectés de par leur localisation (proches
de I'anus) [5], dans notre étude les quartiers arriére sont les plus représentés
avec un pourcentage de 76% par rapport au quartier avant. Pour la partie
droite et gauche a peu prés le méme nombre de prélevements est issu de ces
deux parties.

Les informations précédentes constituent des criteres, ces derniers
caractérisent notre échantillon et constituent une base sur laquelle nous

extrapolerons nos résultats.

Dans notre étude la plupart des prélévements étaient exploitables a
I'exception de ceux contaminés (présence de trois germes), cela témoigne du
respect des vétérinaires des conditions de réalisation des préléevements, de leur

implication et de l'intérét qu’ils portaient a notre étude.

L’analyse microbiologie des prélevements révele la présence des deux
principaux groupes bactériens a savoir les Staphylococcus spp et les
entérobactéries, parmi ces groupes les entérobactéries occupent la premiére

place avec un pourcentage de 52.6%.

Diverses espéces d’entérobactéries ont été isolées mais aucun

isolement de Salmonella spp n'a pu étre constaté dans notre étude.

» Expliquer ce résultat revient a expliquer deux situations :
e La premiére : si Salmonella spp. n’est pas isolée dans notre étude

est-elle frequemment isolée dans d’autres études ?

Bien que Salmonella spp. peut causer des mammites [132], elle n'est
pas fréequemment mise en cause dans cette pathologie de ce fait en témoignent

plusieurs études. Une étude a été menée en France qui portait sur 5485
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prélevements dans lesquelles 3 Salmonella spp. ont été isolées, une autre
etude menée au Québec (canada) pendant une période de 2 ans sur 67642

prélevements ne fait état d’aucun isolement de Salmonella spp [132].

En France aussi de nombreuses études [143; 142] qui portaient sur
I'isolement des germes responsables de mammites cliniques n’ont pas isolé

Salmonella spp.

Dans l'étude conduite en Algérie par Gabli, aucun isolement de

Salmonella spp. dans les mammites cliniques n’a été effectué [144].

Cependant dans l'étude d’Addis et al, six prélevements parmi les 195

prélevements effectués étaient positifs pour Salmonella spp [163].

En Tunisie MESSADI, isole Salmonella Typhimurium dans le lait

mammiteux d’une vache. L’étude portée sur 337 vaches [86].

e La seconde: si Salmonella spp. était responsable d’'un cas de
mammites dans notre échantillon alors pour quoi on ne I'a pas

détectée ?

La premiére explication concerne les modalités d’excrétion des germes
responsables de mammites qui peuvent étre intermittentes [135], par
conséquent se traduit par une absence de Salmonella spp. dans le

prélevement.

La seconde explication concerne les conditions autour des prélévements,
car dans de nombreuses études, les colibacilles diminuent largement avec la
congélation [5], cependant selon les vétérinaires aucun des prélevements n’'a

été congelé.

L’enkystement du germe qui n'a pas été excrété, se traduira aussi par

une absence de germes au niveau du prélévement [5].

Dans certains cas, particulierement pour les mammites a Colibacilles,
les Entérobactéries sont productrices d’Entérotoxines responsables des

symptoémes. Alors méme que toutes les entérobactéries ont été lysées, les
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symptomes persistent : la lyse bactérienne a libéré les endotoxines contenues
dans les bactéries qui sont responsables de la persistance des symptédmes
[136 ; 137].

La présence d’anti-infectieux, notamment les antibiotiques, peut

inhiber la croissance bactérienne [136].

On peut avoir une inflammation de la mamelle sans infection ce qui

est rare.

La durée d’acheminement des prélévements au laboratoire, la plupart
des prélévements ont été analysés aprés un délai maximal de 48h de leurs
récoltes. Cependant les prélévements récoltés le jeudi ont été analysés 72h
apres leurs récoltes ce qui peut jouer un réle dans la diminution du nombre de

germes.

Enfin les techniques mises en ceuvre pour la détection de Salmonella
spp. peuvent jouer un réle important et déterminant dans la détection de

Salmonelle spp.

Nous nous sommes interrogés sur la sensibilité de la technique
bactériologique, en Egypte un plus grand nombre de Salmonella spp. (21%) a
été isolé avec la technique PCR comparée a la méthode bactériologique (12%)
[194].

De plus la technique bactériologique est considérée comme une
technique lourde nécessitant la viabilité du germe au niveau du prélévement
[146], de faible sensibilité par rapport aux autres méthodes (PCR, ELISA)
[146, 1].
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CONCLUSION

Notre étude s’est étalée sur une période de plus dune année
d’investigation, elle avait pour objectif de déterminer le portage de Salmonella
spp. dans les matieres fécales et son excrétion dans le lait lors des mammites
cliniques. Notre travail a été complété par une enquéte auprés des vétérinaires
praticiens et au niveau des élevages visités, nous sommes parvenus aux

conclusions suivantes:

Les techniques bactériologiques classiques ne sont pas adaptées a des
enquétes de grande envergure, du fait de leur lourdeur, de la durée d’analyse
nécessaire pour avoir un résultat, en plus de leur sensibilité qui fait défaut dans

certaines conditions (portage).

Un faible taux de portage au niveau des matiéres fécales au cours de
notre étude (2.60%). Cependant, une enquéte de grande envergure, dans
différentes régions et sur une longue période s'impose afin de confirmer ce
résultat.

Les souches de Salmonella spp. isolées au cours de notre étude ne
représentent pas un phénotype de multi-résistances aux antibiotiques et
I'existence d’un risque potentiel pour la population civile est envisageable vu
I'implications des serotypes isolés dans des épisodes cliniques chez [I'étre

humain dans le monde.

Les facteurs qui sont associés a un plus grand taux d’isolement de
Salmonella spp. au cours de notre étude sont les vaches au tarissement et les

mauvaises conditions de raclage et de curage.

Aucun isolement de Salmonella spp. au niveau du lait mammiteux n’a pu
étre effectué, ce qui nous permet de minimiser le risque de transmission de ce
germe par cette voie. Par ailleurs la souillure du lait par les matiéres fécales

peut conduire a la contamination de I'étre humain.

La classification d’'une région ou d’'un animal sur la seule base de la

culture bactériologique semble délicate, vu la difficulté d’obtention d'un
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échantillon représentatif les modalités d’excrétions de ce germe ainsi que la
sensibilité de cette technique.

La mise en place d’'un dispositif de surveillance de Salmonella spp.au
niveau animal et notamment chez I'espéce bovine représente une nécessité.
Ce dispositif nous permet d’une part de surveiller 'évolution de ce réservoir et
d’autre part de prévenir le risque d’émergence des souches de Salmonella spp.

multi-résistantes.

A défaut de présence de ce dispositif et de chiffre précis concernant ce
portage en Algérie, [I'application des régles d’hygiénes strictes semble la

méthode la plus appropriée pour la protection de la santé publique.
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RECOMMANDATIONS

Suite a notre étude, les propositions suivantes sont primordiales afin de
minimiser les risques liés a I'apparition et a la dissémination de salmonellose
humaine d’origine animale. Ces propositions s’adressent a de nombreux

acteurs qui peuvent intervenir a des niveaux différents :

e Chercheurs, laboratoire de recherche, service vétérinaire, ministere

de I'agriculture ou de la santé :

L’étude du portage asymptomatique de Salmonella spp. dans les
matiéres fécales et son excrétion dans le lait mammiteux sur un plus grand
effectif, dans différentes régions, en plus, étendre cette recherche aux bovins
d’'importation afin de nous éclaircir sur l'origine de certains sérotypes exotiques.

L’étude des facteurs de risque liés a I'excrétion fécale de Salmonella
spp. comme la période de l'année la plus propice a cette excrétion, dont
I'implication a été démontrée par certaines études.

Etendre ces investigations aux effluents des fermes, cela jouera un role

important dans la compréhension des modalités de dissémination de ce germe.

e Responsables de la santé publique :

Mettre en place un réseau d’alerte et de surveillance de Salmonella spp.
afin de limiter la dissémination de ce germe au sein de la population bovine
(interdiction du mouvement des troupeaux atteints) et d’autre part alerter les
médecins afin qu’ils prennent des mesures pour la protection de la santé
publique. De plus, ce réseau nous permettra d’avoir toujours un ceil sur
I'évolution de I'importance de ce réservoir et de prendre les mesures efficaces
au bon moment.

Un tel dispositif existe en France depuis 1999, il surveille la résistance
aux antibiotiques chez les animaux de rente, cette surveillance concerne,

Salmonella spp. ainsi que d’autres especes bactériennes de nature zoonotique.

La sensibilisation des différentes parties concernant le risque que
représente I'émergence de Salmonella spp. multi-résistante aux antibiotiques

sur la santé publique, d’ou la nécessité d’un dispositif de surveillance.
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e Laboratoire :

Utilisation des techniques d’analyses plus sensibles et adaptées a
I'analyse d’'un grand nombre de préléevements lors de ces enquétes.

Travailler en collaboration avec les laboratoires de référence afin
d’acquérir les techniques les plus adaptées a notre contexte (terrain et objectif
d’étude), en plus des échanges d’information cette collaboration permettra la
création d’'une dynamique de recherche ouvrant la voie a de nouvelles
perspectives.

Centralisation des données enregistrées dans les laboratoires régionaux
et la création d’'un centre de suivi afin de mieux étudier cette problématique et

de proposer des solutions.

e Vétérinaire :

Organiser des rencontres dans le but de sensibiliser les vétérinaires sur
I'existence des risques liés a la salmonellose et de les intégrer dans un réseau
national d’épidémiosurveillance.

e Eleveurs :

Sensibilisation des éleveurs sur le danger que peut présenter ce germe
au sein de I'élevage que ce soit pour I'étre humain (TIA) ou pour l'animal
(pertes économiques).

Formation des éleveurs sur la question de la gestion des élevages et de
I'hygiéne.

e Population civile :

Organiser des journées de sensibilisation et de vulgarisation sur les
risques que peut représenter Salmonella spp. d'origine animale sur la
population humaine et leur apprendre les mesures d’hygiénes a appliquer afin

de minimiser ce risque.
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Liste des vétérinaires par région qui ont participé a I'étude portant sur le lait
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mammiteux :
Régions Vétérinaires Nombre de
préléevements
Ouaguenoun. Dr Boudaoud.
Dr Boubeker. 32
Dr Touati.
Dr Boussafer.
Makouda. Dr Agadir.
Dr Lounis. 27
Dr Chaou.
Souk-elhed. Dr Djioua.
Dr Adi. 7
Dr Cherif.
Dr Haoua.
Draa Ben Khedda. Dr Irzouni.
Dr Chérifi. 13
Sidi-Nammane. Dr Irid.
Dr Zidoud.
Oiuadia. Dr Moussaoui.
Lefdahi. Dr Ouidiai.
Freha. Dr Kacimi.
Dr Ammara. 8
Préléevements réalisé par moi-
méme. 21
Prélévements recu au niveau du
laboratoire regional veterinaire de 31

Draa Ben Khedda.
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APPENDICE B

4) répartition des effectifs selon :

répartition
des
effectifs

selon

Les vaches
laitieres en

production

Les vaches
laitiéres au

tarissement

Veaux

Velles

Males

Effectifs

Nombre
d’individus
prélevé par

groupe

L’age de chaque animal prélevé est noté sur une étiquéte collé sur le

prélevement.

5) pratique de la mise en quarantaine :

Oui....

6) pratique du pensionnat ou du prét :

Oui

Non

7) possibilité de contact avec les autres bovins* :
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*Vérifier surtout les paturages communs avec les autres bovins et la possibilité

de contact avec les autres bovins par un chemin commun de retour a 'étable.
8) distribution de I'eau (Type d’abreuvoir) :

Automatique..... Traditionnelle (en dure).......

9) présence d’autres espéces animales dans le batiment :

Espéces Présence Absence

Chiens domestiques

Chats domestiques

Volailles /palmipédes

Autres

10) Conditions de stockage des aliments :

Aliments Bonne Moyenne Mauvaise

Conditions de

stockage

Point a évaluer :

> A l'abri des oiseaux.
> A l'abri des rongeurs.
> A l'abri des souillures.

Bonne : un local bien isolé sec et a I abri de la pénétration des eaux, pas
accessible (posséde une porte) aux oiseaux et au autres animaux et a I’ abri

des souillures.

Moyenne : posséde un local de stockage des aliments sec et a I’ abri de la
pénétration des eaux, mais accessible aux oiseaux et au autres animaux (sans

porte) ex : si un bovins est relaché peut pénétrer dans cette enceinte.
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Mauvaise : ne posséde pas de local destiné a entreposer les aliments, aliments
entreposé dans un endroit facilement accessible aux oiseaux et autres animaux

et par la méme occasion aux souillures.

11) conditions de distribution des aliments :

conditions de Bonne Moyenne Mauvaise
distribution des

aliments

Note 3o0u4d 2 Oou1

Points a évaluer :

Risque de souillure pendant la distribution des aliments :

Propreté des auges :

> propre : attribuer une note de (1), pas propre : attribué une
note de (0)

Couloire d’alimentation :

> Présence : attribuer une note de (1), Absence : attribuer une
note de (0)

Auges pas facilement escalades par les animaux :

Demander aux éleveurs si les animaux montent souvent sur les auges lors de

la distribution des aliments toujours attribuer une note de (1) ou de (0)

Risque de souillure avant la distribution :

Eventuel croisement entre le circuit de déjection et d’alimentation (entrepét des
aliments dans des endroits éloignés ou opposés) toujours attribuer une note de
(1) ou de (0).
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12) Condition de curage ou de raclage :

Condition de Bonne Moyenne Mauvaise
curage ou de

raclage

propre Peu sale Sale / trés sale

Juger selon la propreté de I'écurie et I'état sanitaire des animaux (systéme de

notation de la propreté des animaux).

A : PROPRE
Absence de salissures sur l'animal ou
' salissures a I'Etat de traces
¥
M

B : PEU SALE

Zones de salissures s'étendant sur la maoitié
inférieure de |a cuisse et sur le bas du ventre et
i du sternurn
. L ‘W

C:SALE
Zones de salissures s'tendant du haut de la

cuisse (trochanter) jusgqud l'avant du sternum.

D : TRES SALE
Zones de salissures s'étendant de |a fesse

(hanche) jusgqu'a la pointe de 'épaule. Les
salissures remontent sur le cdté jusqu'en haut
du flanc et forment une crolite épaisse

Figure 4.16 : grille d'évaluation de I'état sanitaire des animaux [199].
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APPENDICE C

Fiche d’enquéte lait mammiteux

Quartier Age Effectif Race

Couchait le

quartier atteint

Arriere | Avant
droit droit

Arriere | Avant

gauche | gauche
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APPENDICE D

Techniques de prélévement :

a. Matériels :

Pots de prélevements stériles et

gants d'examen.

Coton hydrophile ou compresses alcool
aro0 °.

Papier absorbant.

Feutre indélébile pour pots de prélévements sans étiquettes.

Technique:

La premiere étape est le nettoyage correct du trayon avec de I'eau tiede,
du savon et une lavette.
On essuie ensuite avec du papier absorbant et on renouvelle I'opération jusqu'a
ce que le papier soit propre. Aprés avoir vétu des gants procéder a la
désinfection du trayon, surtout le bout, avec un coton imbibé d'alcoola70°.
Puis, avec un flacon stérile placé entre le pouce et I'index, on oriente le bouchon
vers le bas, on dévisse celui-ci avec la main droite .Le bouchon est placé
immeédiatement entre le pouce et I'index de la main gauche, protégeant
l'ouverture du pot.

On rapproche le flacon a I'horizontale du trayon, on élimine les premiers
jets sur le sol puis on dirige 3 a 4 jets vers le récipient, on rebouche celui-ci
immédiatement .On identifie le pot (quartier et la date du prélévement).

Ce dernier doit ensuite étre acheminé dans une glaciére.



117

APPENDICE E

Techniques d’identification biochimique

1) Galerie biochimique classique :

Un inoculum (bactéries mélangé a de I'eau distillée) est préparé a partir de la

culture obtenue sur GN ; elle est utilisée pour ensemencer les milieux suivants :

a. Gélose inclinée au Triple Sugar Iron (TSI :

L’ensemencement du milieu au TSI s’effectue a I'aide d’'une pipette Pasteur, par
des stries serrées au niveau de la pente suivi d’'une piqlre centrale profonde.
Les tubes, ne devant pas étre fermés hermétiquement, sont étuvés a 37°C
pendant 18-24h.

Une culture typique de Salmonella correspond a :

- Une pente alcaline rouge, signe de la non-dégradation du lactose et/ ou du
saccharose.

- Un culot acide jaune, signe de la fermentation du glucose.

- Un dégagement de gaz qui se traduit par la formation de bulles, soulevant
parfois la gélose.

- Une production de sulfure d’hydrogéne (H2S), signe de l'utilisation du chlorure

ferreux, d’ou le noircissement de la gélose.

b. Milieu urée-indole :

Permet la mise en évidence de l'uréase, une enzyme qui hydrolyse l'urée en
dioxyde de carbone et en ammoniac responsables de I'alcalinisation du milieu ;
elle est décelable par un indicateur coloré.

0.5 ml du milieu urée-indole (milieu de FERGUSON) est abondamment
ensemencé avec la culture obtenue sur TSI suspect.

Apres 18-24h d’incubation a 37°C, la réaction est positive si la couleur vire au
rouge violacé; elle est considérée comme négative si la couleur reste

inchangée (jaune).

c. Recherche de la production d’indole:
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la tryptophanase bactérienne permet la dégradation du tryptophane présent
dans le milieu urée-indole, en indole et pyruvate. Les Salmonella ne produisent
pas d’indole.

Quelques gouttes du réactif de Kovacs sont ajoutées au milieu urée-indole
ensemencé et incubé. La présence d’indole est révélée par la formation d’un

anneau rouge a la surface du milieu.

d. Milieu Mannitol-Mobilité :

Le milieu gélosé contenant du mannitol est ensemencé par piqlre centrale

profonde ; l'incubation s’effectue a 37°C pendant 18-24h.
Le virage de la couleur du rouge a I'orangé indique la dégradation du mannitol ;
la mobilité est mise en évidence par la présence d’'une culture bactérienne sous

forme d’un voile autour de la piqare centrale.

e. Milieu au citrate de Simmons :

Ce milieu permet de rechercher la citrate perméase, une enzyme qui catalyse la
dégradation du citrate de sodium pour donner du pyruvate et du CO2.

Ce test détermine si la bactérie est capable d’utiliser I'acide citrique comme
seule source de carbone, une spécificité des bactéries prototrophes.

A partir de la suspension bactérienne, nous ensemencons en stries serrées la
moitié de la pente du milieu gélosé de citrates de Simmons, puis on incube a
37°C pendant 18-24h.

Ne pas visser a fond le bouchon métallique afin de permettre au Co, résultant
de la décarboxylation du citrate, de s’échapper.

La présence d’une citrate perméase se traduit par le virage de la couleur du
vert au bleu suite a I'alcalinisation du milieu par libération des radicaux
hydroxyles (-OH).

f. Réactif pour la recherche de I'oxydase :

But : Différencier chez les bacilles Gram - les Entérobactéries des

Pseudomonas

Technique :

» Mettre dans un tube, 1 a 2 ml d’eau physiologique ;



119

» Ajouter 1 ml de culture (si le milieu est liquide, sinon faire une
suspension bactérienne a partir d’'un milieu solide)

» Ajouter un disque d’oxydase
Lecture : Coloration rose-violette.

g. Réactif pour la recherche de la 3-galactosidase :

Un disque imprégné d’ONPG est placé dans un tube contenant 0.5ml de

suspension bactérienne. L'incubation s’effectue a 37°C pendant 18-24h.

La couleur jaune de la suspension bactérienne traduit la présence d’'une (3-
galactosidase et par conséquent, la faculté de la bactérie a dégrader le lactose.
Une suspension bactérienne de couleur inchangée signe I'absence d’une [3-
galactosidase ; la bactérie est dans ce cas dite, lactose négative.

Tableau : interprétation des tests biochimiques d’orientation pour la recherche

de Salmonella sur une galerie classique.

Test Réaction

Fermentation du glucose +

Formation de gaz +

Fermentation du lactose

Formation de sulfure +

d’hydrogéne

Décomposition de 'urée -

Production d’indole -

Utilisation du citrate +

Fermentation du mannitol | +
Mobilité +/-

Recherche de 'oxydase -
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APPENDICE F

Technique de sérotypage [12] :

Il importe d’opérer sur une souche identifiée biochimiquement Salmonella et

préalablement purifiée.

Pour chacune des souches isolées, qu’elle soit conservée sur un milieu au TSI
ou sur un milieu spécifique de conservation, nous procédons a sa purification
en ajoutant d’abord, 0.5ml de bouillon nutritif puis en effectuant un isolement

sur gélose HK.

Aprés une incubation de 18-24h a 37°C, une colonie bien isolée est prélevée a
I'aide d’'une pipette Pasteur puis repiquée simultanément sur un tube de milieu

au TSI et sur un tube de GN inclinée.

Les deux tubes seront incubés a 37°C pendant 18-24h. Nous vérifions d’abord
la non-agglutinabilité en sérum physiologique de la souche a sérotyper ; nous
opérons ensuite avec méthode en cherchant successivement I'agglutination

avec les sérums anti-O, puis anti-H, phase 1 et phase 2.

Interprétation :

La réaction est positive si au bout de quelques secondes, il y a formation

d’agrégats visibles a I'ceil nu.
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Figure 4.17 : Schéma du sérotypage [12].
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APPENDICE G

L’antibiogramme (milieu et technique de réalisation) [200] :

a) Milieu :

Gélose Mueller Hinton (M.H) coulée en boites de pétrie sur une épaisseur de

4mm.

b) Inoculum :

- A partir d’'une culture pure de 18 a 24h sur le milieu d’isolement, racler a l'aide

d’une anse de platine quelque colonies bien isolées et parfaitement identiques.
- Décharger I'anse dans 5 a10 ml d’eau physiologique stérile a 0.9

- Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre

équivalente a 0.5 Mc farland

- 'inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, ou

bien de I'eau physiologique stérile s'il est trop fort.

-'ensemencement doit se faire dans les 15 min qui suivent la préparation de

inoculum

c) Ensemencement :

-tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne.

-L’essorer en le pressent fermement (en tournant) sur la paroi du tube, afin de

le décharger au maximum ;

-Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, de haut en bas, en

stries serrées ;

-Répéter I'opération deux fois, en tournant la boite a 60° a chaque fois, sans
oublier de faire pivoter I'’écouvillon sur lui-méme, finir 'lensemencement en

passant I’écouvillon sur la périphérie de la gélose ;
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-tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne.

-L’essorer en le pressant fermement (en tournant) sur la paroi du tube, afin de

le décharger au maximum ;

-Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, de haut en bas, en

stries serrées ;

-Répéter I'opération deux fois, en tournant la boite a 60° a chaque fois, sans
oublier de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme, finir 'lensemencement en

passant I'écouvillon sur la périphérie de la gélose ;
Application des disques d’antibiotiques

-il ne faut pas mettre plus de 6 disques d’antibiotique sur une boite de pétrie de

90mm de diameétre, les disques d’antibiotique doivent étre espacés de 24mm ;
d) Incubation :
18h a 35°.
e) Lecture :

Mesurer avec précision les diamétres des zones d’inhibition a 'aide d’un pied a

coulisse et comparer ces résultats aux valeurs critiques.



Tableau : Valeurs critiques des diameétres des zones d'inhibition et des CMI pour Entérobactéries (en médecine vétérinaire) [200]

. . Ch Diamétre critiques (mm) CMI critique ml .
Antibiotique testés E!rge q ( ) que (kg/mi) Commentaires
du disque R 1 5 R 1 5
Ampicilline 10 pg <13 | 14-16 | =17 =32 16 =<8 |Laréponse pour l'ampicilline est valable pour I'amoxicilline
La valeur =8 doit &tre utilisée pour les infections du tractus
Chient: urinaire, cette valeur correspond & une administration orale de
Escherichia coli zl £0.25 |25.6 mg/kg. Pour l'amoxicilline, elle est de 11 mg / kg administrées
cing doses consécutives a 8 heures d'intervalle. La concentration des
urines produites chez le chient est =300 p/ml
Amoxicilline+ Le disque d'AMC doit tre appliqué prés du disque de CTX ou TIO.
Acides clavulanigue] une image de synergie indique la présence d'une BLSE, Aprés
Y€1 20/10pg | =13 | 1417 | 218 |232/16| 16./8 | =B/a IMAge de syners que fa pr - pre
confirmation, la souche BLSE+ doit étre rendue résistantes 3 toutes
les B-lactamases (sans tenir compte des valeurs critiques).
Céfalotine La réponse a la cefalotine est valable pour toutes les céphalosporiney
0pg | <14 |1517| 218 | 232 | 16 | =8 ponsea’a ce P phalosp
de premiére génération.
- 30 pg £17 | 18-20 | =21 8 a <2
Céftiofur
Bovins (Mammites a <17 | 1820 | 221 -8 4 <
Escherichia coli
MNéomycine La réponse pour la néomycine est valable pour la Kanamycine
yer / 30pg €13 | 14-17 | =18 z64 32 <16 P P 4 P ¥
Kanamycine
Gentamicine®* 10pg =12 | 13-14 | =15 =16 8 <4
Ces valeurs sont inspirées de la pharmacocinétique { utilisant des
. . doses cliniques acceptables) et des données pharmacodynamigues,
Espéce canine 10pg <12 | 13-15 16 =8 4 <2 q P ) . p o ¥ q
pour les chients, la dose de gentamicine modifiée est:
10mg /kg /24h en IM.
Ces valeurs sont inspirées de la pharmacocinétique | utilisant des
. L doses clinigues acceptables) et des données pharmacodynamigues,
Espéce équine 10pg <12 | 1315 | 216 | 28 4 ) 9 P ) P yhamig

pour les chevaux, la dose de la gentamicine modifiées est:

6.6mg kg /24h en IM.
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. . |Charge Diamétre critiques (mm) CMI critique ml .
Antibiotique testés g q ( ) que (ug/mi) Commentaires
du disque R 1 S R 1 S
Sulfisoxazole . ; ]
<12 | 13-16 =17 =512 La réponse pour le sulfisoxazone est valable pour les sulfonamides
300pg <256
Triméthoprime+ La valeur =2/38 peut &tre utilisée pour les isolats des infections du
1op 1.25/23.75pd <10 | 11-15 | =216 | =a4/67 <2/38 /38p P
Sulfaméthoxazole tractus urinaire.
Le test de sensibilité 3 la tétracycline est valable pour tester la
sensibilité aux chlortétracyclines, doxycyclines et oxytétracyclines.
Tétracyclines 30pug £14 | 15-18 =19 =16 8 =1  |Les organismes sensibles a la tétracyclines sont aussi considérés
comme intermédiaires ou résistants a la tétracyclines peuvent
&tre sensibles a la doxyciline ou & la minocycline ou aux deux
Acide nalidixigue
- Nalldixig / 30pg <13 | 14-18 | =19 =32 . <16
fluméquine
Enrofloxacine Spe <16 | 17-20 =21 =2 0.5-1 | =0.25
Aviaire {poulet et
(P Sug <16 | 17-22 | =23 2 | 0.5-1 | =0.25
dinde)
Espéce féline et
p_ Spg =16 17-22 =23 =4 1-2 =0.5
canine
Marbofloxacine
(méme valeurs pour
—— - Sug <14 | 15-19 | =20 24 2 =1
I'éspéce féline et
canine
Colistine 10pg =10 . =11 . . .
Mitrofurantoine™* 300pg =14 | 15-16 | =17 £128 64 =32
Chloramphénicol** 30pg =12 | 13-17 | =18 32z 16 =8

*Antibiotique testé seulement pour la recherche des B-lactamases.
**Antibiotique testé uniquement dans le cadre de I'épidémiosurveillance.
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Tableau : Valeurs critiques des diameétres des zones d'inhibition et des CMI pour Staphylococcus spp. (En médecine vétérinaire) [200] :

cr s . |Ch Diamétre critiques (mm) CMI critique ml ]
Antibiotique testés ar.ge 1 ( ) que (pg/mi) Commentaires
du disque R 1 5 R 1 5
Sulfisoxazole . ; -
=12 | 13-16 | =17 2512 La réponse pour le sulfisoxazone est valable pour les sulfonamides
300ps =256
Triméthoprime+ La valeur £2/38 peut &tre utilisée pour les isolats des infections du
1oP 1.25/23.75pd <10 | 11-15 | =16 | =4/67 <2/38 /38 p P
Sulfaméthoxazole tractus urinaire.
Le test de sensibilité 3 la tétracycline est valable pour tester la
sensibilité aux chlortétracyclines, doxycyclines et oxytétracyclines.
Tétracyclines 30pg =14 | 15-18 | =19 =16 8 21 |Les organismes sensibles a la tétracyclines sont aussi considérés
comme intermédiaires ou résistants a la tétracyclines peuvent
étre sensibles a la doxyciline ou & la minocycline ou aux deux
Acide nalidixique
- natidixiq / 30ug <13 | 14-18 | =219 232 <16
fluméquine
Enrofloxacine S ug =16 | 17-20 | =221 22 0.5-1 | =0.25
Ayviaire (poulet et
: (p sug z16 | 17-22 | =23 2 | 0.5-1| =0.25
dinde)
Espéce féline et
pe sug <16 | 17-22 | 223 =4 1-2 | =0.5
canine
Marbofloxacine
(méme valeurs pour
————— 5ug <14 | 15-19 | 220 =4 2 <1
I'éspéce féline et
canine
Colistine 10pg =10 . =11 . . .
Nitrofurantoine®* 300pg =14 | 15-16 | 217 z128 64 =32
Chloramphénicol®* 30ug <12 | 13-17 | 218 32z 16 =B
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Diamétre critiques (mm)
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Antibiotique testés Organisation n s Commentaire
*5j le diamétre de la zone d'hinibition est 221 mm, la souche de
S.aureus and S.aureus est résistante a l'oxacilline.
Cefoxitine . =21 =22 ; o o
S.lugdunensis * 5i le diamétre de la zone d'hinibition est 222 mm, la souche de
S.aureus est sensible & l'oxacilline
* Sile diamétre de la zone d'hinibition est =24 mm, la souche de
5.C.MN est résistante a l'oxacilline.
5.C.N sauf 5.lugdunensis =24 =25

* 5i Sile diamétre de la zone d'hinibition est = 25 mim, la souche di
5.C.N est résistante a l'oxacilline.

*Antibiotique testé seulement pour la recherche des B-lactamases.

**Antibiotique testé uniquement dans le cadre de I'épidémiosurveillance.



Appendice H

Tableau : antibiogramme de Salmonella isolées dans notre étude.
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AMP | AMC | XNL | NEO/ GEN | SUL SXT | Te NA/ ENR CS
KA FLUMEQUINE
Salmonella Muenchen S S S S S S S S R S S
Salmonella Muenchen S S S S S S S S R S S
Salmonella Bovismorbificans S S S S S S S S S S S
Salmonella Bovismorbificans S S S S S S S S S S S
Salmonella Bovismorbificans S S S S S S S S S S S
Salmonella Kedougou S S S S S S S R S S S

AMP: Ampicilline, AMC : Amoxicilline Acide clavulanique, XNL : ceftiofure, NEO/ KA : Néomycine / Kanamycine, GEN :

Gentamycine SXT : Thrimétoprime Sulfaméthoxazole, NA / FLUMEQUINE : Acide nalidixique / Fluméquine, ENR : Enrofloxacine,

CS : Colistin



Appendice |

Tableau : milieux de cultures sélectives pour l'isolement de Salmonella [114].
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Milieux Principe du milieu Utilisation Aspect des Autres bactéries
d’is’olen-lent (incubation) | colonies de Proteus spp Coliforms Pseudomonas
sélectifs Salmonella . i i
solides Croissance | Aspects des | Croissance | Aspects des Croissance Aspects
colonies colonies des
colonies
Gélose 37°Cde noire a Bonne Noire Meédiocre Brun / /
sulfite de 18a24 éclat croissance verdatre
bismuth heures métallique
(BS) :
Gélose vert La sélectivité de l'agar est liée a la BG Rouge Médiocre Rouge Croissance Vert- Croissance Rouge
brillant présence du vert brillant et a la présence moyenne jaunatre moyenne
du lactose et du sucrose.
Deux moc.hﬁ.catlons ont te développées BGS Rouge Meédiocre Rouge Absence, Vert- Croissance Rouge
pour limiter la surcroissance des 37°C de . A
N ou pauvre jaunatre moyenne
proteus. 18224
Le premier était I'addition de la heures
sulfadiazine (Galton et autres>, 1954) BGN Rouge Absence, ou Rouge Médiocre Vert- Médiocre Rouge
ou sulphapyridine (Osborne et charge, croissance jaunatre
1955) (BGS) faible
L’autre était 'addition de la novobiocine
(BGN).
Gélose Les agents sélectifs sont les sels biliaires, 37°C de Blue Bonne Blue Médiocre saumon Médiocre Bleu
Hektoen I’utilisation du lactose présent dans le milieu se 18224 verdatre croissance verdatre brunatre
traduit par une coloration saumon et les colonie H 2 heures avec ou avec ou
S (+) apparaissent avec un centre noir. sans sans
centre noir centre noir
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Desoxycolat la capacité sélective implique la présence du 37°C de Incolore Bonne Incolore Croissance Rose Absence, ou | Verdatre
e citrare désoxycholate de sodium 18224 ou croissance ou moyenne pauvre ou
lactose et, & un moindre degré, citrate sodique. heures blanchéatre blanchéatre brunétre
(DCL) L’utilisation du lactose présent dans le milieu se avec ou avec ou
traduit par une coloration rose et les colonie H2 S sans sans
(+) apparaissent avec un centre noir. centre noir centre noir
Milieu de Le sélectif du milieu résulte de : 37°C de Colonies Croissance Transpare | Croissance | Blue-violet | Médiocre Orange
Rambach > La présence des sels de biliaires. 18a24 rouge moyenne nt moyenne
> La formation de ’acide a partir du heures fuchsia
propyléne glycol pour la plupart des (certaines
Salmonella souches de
> La révélation de la présence d’une - Salmonella
galactosidase par un indicateur coloré peuvent
pour les Proteus et les membres de la apparaitre
famille des Enterobacteriaceae autres incolores)
que les Salmonella (couleur incolore,
bleue a violette)
Milieu Les agents sélectifs incluent, les sels de bile, le vert | 37°C de Colonies Croissance Colonies Croissance | Rose / /
Salmonella brillant, et & moindre degré le citrate sodique. 18224 incolores a | moyenne incolores a | moyenne
-Shigella La formation d’acide a partir du lactose avec heures centre noir centre noir
(8.5.) révélation du pH acide par virage du rouge neutre pour pour ou un
colorant en rouge les colonies fermentant le lactose. les souches centre
La production d’hydrogene sulfuré a partir de H2S + orangé pour
thiosulfate de sodium qui, en présence de citrate Proteus
ferrique, produit un précipité noir. rettgeri
Xylose Ce milieu permet : 37°Cde Colonies Bonne Jaune avec | Croissance | Jaune / /
Lysine La fermentation du xylose avec un virage au jaune 18a24 rouge avec | croissance un centre moyenne
Decarboxyla | du rouge phénol. heures ou sans noir.
se La décarboxylation de la lysine en cadavérine centre noir.
(XLD) entrainant une coloration rouge (toutes les

salmonelles possédent une L.D.C a I’exception de
salmonella Paratyphi A)

La production d’hydrogéne sulfuré a

partir de thiosulfate de sodium en

présence de citrate ferrique

ammoniacal se traduit par un centre noir.
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Milieu
XLT4

La modification principale par rapport au XLD et
’addition du tergicol 4 qui a un effet inhibiteur sur
les proteus, pseudomonas et Providencia.

37°C de
18a24
heures

Colonies
jaunes
rosées a
rouges
avec un
centre
noir (sans
centre
noir pour
les
Salmonella
H2S -)

Absence, ou
croissance
faible.

Médiocre

Jaune

Médiocre




Appendice J

> lanorme EN ISO 6579 :

Méthode de référence ISO 6579
Recherche des Salmonella spp. dans les matieres fécales des
animaux et dans les échantillons environnementaux au stade de la
production primaire

Pré-enrichissement : EPT (ramené a température ambiante)
Dilution 1/10éme généralement

Incubationa 18 h+2ha 37°C £1°C *
NZ
Déposer séparément
3 gouttes sur une gélose MSRV
ramenée a température ambiante
(0.1 ml au total)
NZ

Incubation a 41,5°C + 1°C a I'endroit, 24 h +3 h
J
Lecture des boites :
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Test positif : zone trouble blanche grisatre présentant des contours nets autour de la

goutte ensemenceée
Test négatif : Ré incuber les boites 24 h + 3 h supplémentaires
NZ
Piquer un inoculateur de 1ul dans la zone externe de migration
Isoler sur gélose XLD
Recommencer I'opération sur le second milieu choisi
NZ
Incubation a 37°C +1°C,24 h+3h
N
Lecture
Reprendre une colonie caractéristique par boite d’'isolement

Isoler sur milieu nutritif
Incubation a 37°C + 1°C

24h+3h
N2

Confirmation biochimique (galeries miniaturisées) et
confirmation sérologique

* La voie MKTTn de la méthode U47-100 a été effectuée en paralléle [153 ; 154 ; 155].

Récemment, une nouvelle formule a été proposée, dérivee du MSRV ; il s’agit du
Diasalm [140 ; 10].



ISO

EPT
MT
MSRV
RVS
M

Mm

-+

MKTTn
XLD
HK

TSI
KIA
CLSI
B.H.I.B
PCR

APPENDICE K

LISTE DES SYMBOLES ET DES ABREVIATIONS

Degré Celsius.
heure.

International Organization for Standardization

Eau Peptonée Tamponée.

matiéres fécales.

Modified Semi-solid Rappaport-Vassiliadis.
Milieu Rappaport-Vassiliadis Soja.
Millilitre.

Millimetre.

Plus au moins.

Milieu Muleur-Kaufman.

Xylose Lysine Décarboxylase.
Hektoen.

Triple Sugar Iron.

Kligler-Hajna.

Clinical Laboratory Standards Snstitute.
Brain Heart Infusion Broth.

Polymerase Chain Reaction.
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