Généralités sur les salmonelles

2.1. Les salmonelles
2.1.1. Historique

Isolé en 1880 par Eberth, le bacille d’Eberth fut ensuite décrit par Schroeter en 1886
comme agent de la fievre typhoide chez I'homme. Cependant, en 1885 Smith et Salmon
isolerent ensemble un bacille qui s’apparentait & celui découvert cing ans plutot par Eberth et le
nommerentBacillus choleraesuisCe bacille était responsable du cholera chez le porc. En
1889, Klein isola I'agent de la typhose aviaire, identifié plus tard corBaenonella
Gallinarum. Le bacille de Loeffler (connu de nos jours sous l'appellatio®ati@monella
Typhimurium) a ensuite été isolé a partir de sang de souris atteintes de salmonellose en 1890.
Le terme deéSalmonellane fut créé qu’en 1900 par le Francais Joseph Ligniéres, en I'honneur
du Docteur Salmon, directeur des services vétérinaires des Etats-Unis a cette méme époque (Le
Minor et al, 1982 ; Le Minor, 1992).

Des cas de maladies de veaux, avec des symptomes tres ressemblants a ceux de la
salmonellose ont été décrits dans différentes parties de I'Europe continentale a la firf'tfu XIX
siecle. Il semblerait que la salmonellose bovine ait existé depuis de nombreuses années et, que
les germes isolés chez de nombreux veaux malades, par les pionniers Jensen, Thomassen, et
Poels, auraient été probablement des salmonelles. La salmonellose chez le bovin adulte, a été
rapportée pour la premiere fois aux Etats-Unis par Mohler et Buckley en 1902, et en Europe
par Miessner et Kohlstock en 1912 (Sogtaal, 1972).

2.1.2. Taxonomie et nomenclature

Sur la base de tests phénotypiques et de tests sérologiques, Kauffmann, pionnier de
I'analyse du genr&almonella avait individualisé plusieurs sous-genres et de tres nombreuses
especes d&almonella Depuis quelques années sur le plan international, grace aux études
moléculaires basées sur I'analyse comparative des genes codant les ARN ribosomaux et sur des
techniques d’hybridation ADN-ADN, il fut proposé que le geSedmonellasoit subdivisé en
deux especes distincteSalmonella entericaespéce majoritaire édalmonella bongorilLa
premiere espece est, elle-méme subdivisée en 6 sous-espetegra, salamae, arizonae,
diarizonae, houtenae et indi¢&rimontet al, 2000 ; Olsen, 2005).

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

Espéces Sous-espéeces Sources majeures d’isolement

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

bongori Animaux & sang froid et environnement

subterranea environnement

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

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

2.1.3. Schéma de Kauffmann-White-Le Minor

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

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

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

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

Minor (Le Minor, 1992)

TYPE ANTIGENE O PHASE 1 PHASE 2
GROUPE B

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

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

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

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

S.Wien 4,12 b I, w

S. Abortus ovis 4,12 [ 1,6

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

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

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

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

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

S. Essen 4,12 g, m -

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

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

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

S. Kiambu 4,12 z 1,5

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

S. Choleraesuis 6,7 [ 1,5

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

S. Montevideo 6,7 g,ms -

S. Oranienburg 6,7 m, t -

S. Thompson 6,7 k 1,5

S. Virchow 6,7 r 1,2

S. Infantis 6,7 r 15

S. Bareilly 6,7 y 15

S. Tennessee 6,7 z29 -
GROUPE C2

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

S. Muenchen 6,8 d 1,2

S. Manhattan 6,8 d 1,5

S. Newport 6,8 eh 1,2

S. Kottbus 6,8 e,h 15

S. Blockley 6,8 k 1,5

S. Bovis morbificans 6,8 r 1,5

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

S. Livingstone 16 b e,n,x

S. Malstatt 16 b z6

S. Minnesota GROUPE L
21 b c,n,X

Djim-adjim TABO

12



2.1.4. Caractéres morphologiques

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

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

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

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

» Le lipopolysaccharide (LPS: il est composé de trois parties, le lipide Aéfia la
membrane externe (c’est I'endotoxine des entérébas), le core (oligosaccharide
constant dans une méme espece bactérienne) dialiees polysaccharidiques latérales
appelées antigenes O et possédant un fort pouvmitunogéne. Les mutants R ont
perdu ces chaines latérales et sont moins pathegéne fait de sa forte charge
électronégative, le LPS confére a la bactérie teprpgtés suivantes : résistance aux
sels biliaires, aux détergents, aux protéases/ipages, au lysozyme, a de nhombreux
antibiotiques. Il est thermostable et sa strucest représentée sur la figure 5. Au
moins trente genes, situés aux Idai, rfb et rfc, sont requis pour la synthése du LPS.
Leur position sur le chromosome 8eTyphimurium est connue avec précision (Popoff
et Norel, 1992).
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Figure 3: Structure d’une Salmonella Figure 4: Paroi d’une bactérie Gram-
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Figure 5: Structure du peptidoglycane Figure 6: Structure du LPS

2.1.5. Caractéres culturaux

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Uréase - Lactose (3) N

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

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

Gélatinase - Tétrathionate réductase +

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

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

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

2.1.7.1. Les antigénes somatiques (paroi ou AgO)

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

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

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

2.1.7.2. Les antigénes flagellaires (AgH)

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

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

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

2.1.7.4. Les antigénes M et R

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

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

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

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

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

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

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

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

2.1.8.2. Spécificité d'héte

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

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

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

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

2.1.8.3. La pathogeénicité
2.1.8.3.1. Le pouvoir pathogene

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

Les salmonelles peuvent en général, entrainer:

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

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

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

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

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

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

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

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

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

| Ingestions des bactériei*

|

| Passage par I’estomaci:

|

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

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

A 4
| Entrée dans la lamina propria}

Salmonellose non typhiquei* —i Salmonellose typhiqt |

|

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

A 4
| Colonisation du systeme réticulo—endothélial|

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

Multiplication bactérienne,
< bactériémie secondaire
Diarrhée

A 4
| Fievre typhoide (diarrhée associé+)

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

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

a. Les pili ou fimbriae

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

b. Invasion et colonisation de I'organisme

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

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

c. Survie dans les phagocytes

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

d. Le complexe lipopolysaccharidique

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

e. Synthese de toxines et systemes de captationfelu

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

2.1.9. Le diagnostic

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

2.1.9.1. Les milieux

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

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

Milieux d’enrichissement Principe du milieu Utilisat ion

Croissance des salmonelles favorisée.
Nombreux coliformes inhibés

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

Pseudomonas et E. coli lactose (-) ne sont

pas inhibés.

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

composeés cellulaires.

La multiplication sélective des souches de

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

inhibiteur

-Peu d’apport nutritif

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

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

sélectifs

solides

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

-la décarboxylation de la lysine par la

LDC conduit & une alcalinisation.

-en présence de citrate de fer

ammoniacal, un précipité noir est formé

lorsqu’il y a réduction du thiosulfate de

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

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

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

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

indicateur de pH

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

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

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

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

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

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

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

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

v' Epreuves biochimiques
o0 TSI et galeries API 20E

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

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

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

2.1.9.2.4. Méthode utilisée en santé animale

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

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

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

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

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

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

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

2.1.9.3.2. Les techniques immunoenzymatiques

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

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

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

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

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

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

v' Agglutination lente en tube ;

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

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

2.1.10. Les marqueurs épidémiologiques

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

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

2.1.10.1.1. La sérotypie

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

2.1.10.1.2. La biotypie

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

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

2.1.10.1.3. La lysotypie

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

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

2.1.10.1.5. L'antibiotypie

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

2.1.10.2. Les marqueurs génotypiques

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

2.1.10.2.1. Marqueurs liés a I'ADN plasmidique

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

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

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

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

2.1.10.2.2.1. La RFLRRestriction Fragment Length Polymorphism.)

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

2.1.10.2.2.2. Electrophorese en champ pul@@ulsotypage)

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

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

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

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

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

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

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

2.1.10.2.2.4. La ribotypie

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

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

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

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

2.1.10.2.2.5. RAPD (Random Amplified polymorphic DIX)

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

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

2.1.10.2.2.6. ERIC-PCR et REP-PCR

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

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

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