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Introduction générale

Les salmonelles sont l’une des premières causes de la contamination des aliments dans

les pays non développés et industrialisés. Elles représentent une charge importante pour la

santé publique et un cout considérable pour la société, la filière volaille est considérée comme

une des sources majeure de la contamination humaine (EFSA, 2011 ; ECDC, 2011), via des

denrées alimentaires consommés crus ou insuffisamment cuits : (viande de volaille, œuf et

préparation à base d’œuf ovoproduits, charcuteries, etc ...) (Humphrey et al., 1988 ; Cowden

et al.,1989 ; Humphrey, 1994; Schmid et al.,1996;Hayes et al.,1999).

La persistance des salmonelles tout au long de la chaine de production alimentaire y compris

la phase d’abattage (industrielle ou artisanale) suite à une ou plusieurs défaillances (mauvaise

pratique d’éviscération et rinçage, traitement thermique ou ionisant déficient, échec

d’autocontrôles bactériologiques, contamination croisée). D’un autre côté l’évolution du mode

d’alimentation humain passant du familial au collectif ont contribué dans l’augmentation des

cas de salmonelloses humaines non-typhiques dont la principale manifestation est gastro-

intestinale (Weill, 2009). Cette dernière représente la deuxième cause de mortalité infantile,

dans les pays en voie de développement. C’est la 2eme étiologie bactérienne derrière le

« Campylobacter » de toxi-infections alimentaires, et la première cause d’hospitalisation et de

mortalité d’origine alimentaire en Europe (Anonyme, 2010).

Une diversité de sérovars ont été isolés et identifiés dans plusieurs foyers de toxi-infections

alimentaires, collectives ou sporadiques à travers le monde aussi bien à partir des aliments

qu’à partir des coprocultures des malades admis pour une gastro-entérite, avec une

prédominance de Salmonella Enteritidis et Typhimurium (SCVMPH, 2003).

Le véritable problème de santé publique causé par les salmonelles non typhique a été amplifié

par l’émergence des souches multi résistantes aux antibiotiques (MRA). Une situation

alarmante signalée par l’organisation mondiale de la santé (OMS, 1997), suite à une

utilisation abusive des agents antimicrobiens en médecine humaine et comme promoteur de

croissance chez les animaux destinés à la consommation humaine.

À la fin des années 1980, la prévalence des souches résistantes aux antibiotiques allait

connaitre un essor considérable avec la dissémination international rapide de clone

Salmonella Typhimurium lysotype DT104 (Threlfall et al., 2000) appelé « Penta-résistant »

car la majorité des souches était de phénotype ACSSuTe suite à l’intégration dans leur

génome d’un ilot génomique de 43kb, le « Salmonella genomic Island » (SG11) (Boyd et al.,

2001). Ainsi les premières souches de Salmonella résistantes aux C3G (céphalosporine de

troisième génération) sont apparues à la fin des années 1980 (Miriagou et al., 2004 ; Arlet,
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2006), situation compliquée par l’apparition, pendant les années 1990, d’une résistance

touchant les quinolones et fluoroquinolones des souches d’origine humaine NalR (acide

nalidixique) accompagnée d’une sensibilité diminuée à la ciprofloxacine (CIP), et enfin

l’apparition des souches résistantes franchement à cette dernière (CIPR) (Heriksated et al.,

1997) .

Un arsenal de techniques biologiques a été développé pour étudier la diversité phénotypique

et moléculaire (génétique) de cette bactérie (Nath et al., 2010), à savoir des techniques de

biotypage réalisées en macro et en micro-galerie, sérotypage, antibiotypage (antibiogramme

standard et détermination de la CMI) et un ensemble de techniques de typage moléculaires

plus discriminantes entre les souches de S. enterica; le ribotypage (Kim et al., 2009), la

réaction ERIC-PCR (Hulton et al., 1991), le polymorphisme de taille de fragments amplifiés

dans le génome (AFLP) (Lan & Ward, 2003), l’amplification aléatoire des séquences d'ADN

(RAPD) (Nath et al., 2010), l’électrophorèse sur gel en champ pulsé (PFGE) pour la

séparation de fragments (Refsum et al., 2002), le polymorphisme de longueur de fragments de

restriction après amplification génique (PCR-RFLP) (Koh-Luar et al., 1996), le typage par

détermination de la séquence nucléotidique de plusieurs gènes codant des fonctions

essentielles à la bactérie (MLST) (Multi-Locus Sequence Typing) (Hughes et al., 2010).

Depuis 2003 la méthode de génotypage par (MLVA) (Multi-Locus Variable Number of

Tandem Repeat Analysis) a montré une reproductibilité et une capacité discriminante

considérablement plus élevé que la PFGE (Vergnaud & Pourcel, 2009).

À l’égard d’une telle évolution observée avec une diversité d’expression phénotypique

structurelle et surtout métabolique qui reflète une multitude de support génétique

chromosomique et extra-chromosomique mis en jeu. Une surveillance épidémiologique est

devenue indispensable afin de visualiser et contrôler cette variabilité avec ces différents

aspects (phénotypiques et génotypique), c’est ainsi différents systèmes de surveillance

organisés généralement en réseaux nationales et internationales ont été installés. Qui ont pour

mission d’étudier la distribution des sérovars, suivre l’évolution de la résistance aux

antibiotiques à différents niveaux (de l’animale à l’homme) afin de mieux adapter les moyens

de lutte et de prévention (Weill, 2009).

En Algérie les laboratoires membres de réseau de surveillance de la résistance bactérienne aux

antibiotiques ont déclaré à travers le bilan 2010, un total de 197 isolats de Salmonella non

typhoïdiques et de 23 isolats de Salmonella typhoïdiques isolés en médecine humaine. Les

salmonelles non typhoïdiques se répartissent en différents sérovars dominés par Salmonella

Enteritidis et Salmonella Typhimurium avec une fréquence de 22.84% et 14.21%
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respectivement. L’étude de la sensibilité aux antibiotiques des différentes Salmonella non

typhoïdiques a montré des résistances acquises de différents antibiotiques (Ampicilline,

Amoxicilline+Acide clavunalique, Céphalosporine de troisième génération, l’acide

nalidixique et à la ciprofloxacine) (RNSSA, 2012).

L’évolution continue de cette bactérie dans le temps a été apprécié sur le plan structurelle et

métabolique afin de persister devant les moyens de lutte antibactériens exogène (les

antibiotiques, les désinfectants) et endogènes représentés par les moyens physiologiques et

immunitaires de l’hôte et enfin des changements métaboliques ont été observés dans certains

environnements pour assurer une adaptation (Thomson et al., 2008 ; Holt et al., 2009).

Dans le but de participer dans l’évaluation de la diversité de cette bactérie dans notre région et

notre pays et vu le manque de travaux réalisés surtout sur les aliments destinés à la

consommation vecteurs des salmonelloses humaines et maillon central entre l’animale

producteur et l’homme consommateur, notre étude a été proposée et qui a eu pour objectifs :

 Sur le plan phénotypique

- Étudier la diversité des sérovars de Salmonella non typhique contaminants des

aliments destinés à la consommation.

- Évaluer leur sensibilité aux antibiotiques ; identifier des éventuelles émergences de

résistances.

En Utilisant des techniques de caractérisation : biochimiques (système miniaturise

API20E), antigénique (sérotypage par agglutination sur lame), étude de la sensibilité aux

antibiotiques par deux techniques (antibiogramme standard sur milieu solide et la

détermination de la concentration minimale inhibitrice en milieu liquide).

 Sur le plan moléculaire

- Analyser la diversité génétique en déterminant la parenté phylogénétique entre les

différents isolats caractérisés phénotypiquement.

- Déterminer le polymorphisme génétique des sérotypes et l’association de la variabilité

phénotypique et moléculaire.

A cet effet, un ensemble de techniques de typage moléculaire ont été choisies : le

ribotypage qui consiste en une analyse des séquences d’ADN des gènes codant

l’ARNr 16S, outil taxonomique qui permet d'identifier et de classer les bactéries du

genre à travers l’espèce et parfois jusqu’à la sous-espèce. MLST, méthode basée sur

l’analyse de la séquence des gènes dits « gènes de ménage» dont l’expression est

responsable du métabolisme de la cellule. Les gènes séquencés ont la particularité

d’être indépendants des gènes de virulence de l’agent pathogène et de sa résistance
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aux antibiotiques. Les marqueurs génétiques sur lesquels repose cette technique sont

stables et évoluent lentement, ce qui rend cette dernière actuellement une méthode

centrale pour l’épidémiologie descriptive pour définir des complexes clonaux et les

suivre à l’échelle planétaire (biosurveillance), bénéficiant de la disponibilité de

nombreuses bases de données.

- La technique MLVA c’est la succession de motifs répétés ou répétition en tandem

«Tandem Répétition» (TR) dans une séquence codante ou non, qui est prise en

considération. Le nombre de (TR) est très variable et polymorphe, certaines bactéries

possèdent beaucoup de (TR), d’autres en ont moins, d’où l’appellation «Variable

Number of Tandem Repeat» (VNTR). Cette technique exploite comme source de

polymorphisme la variation du nombre de motifs dans les répétitions en tandem. Les

schémas MLVA pour certains sérotypes sont déjà établis pour d’autres ils sont en

cours, ces répétitions en tandem polymorphes sont nécessaires à l’adaptation des

bactéries à leur environnement par action sur la fonction d’une protéine variation

antigénique, interaction avec d’autres bactéries, interaction avec la cellule cible,

régulation de l’expression d’un gène. Composante principale à considérer et à adapter

au besoin épidémiologique d’intervention en raison de l’évolution rapide de ces

marqueurs, et leur discrimination élevée.

 Sur le plan comparatif

Cette étude phénotypique et moléculaire des souches de Salmonella isolées à partir des

aliments a été réalisée avec une approche comparative et complémentaire face à des

souches d’origine humaine isolées à partir des malades atteint de gastroentérites dans la

même période dans le but de :

 Visualiser les caractères biochimiques communs et différentiels des souches de

deux origines.

 Comparer, la sensibilité des souches de deux origines alimentaires et humaine

aux antibiotiques et déduire les niveaux d’acquisition des différents

mécanismes de résistance.

 Comparer, le polymorphisme (génétique) des souches de deux origines

alimentaire et humaine de différents biotypes et antibiotypes.
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I.1.Historique

Le premier bacille de Salmonella agent de la fièvre typhoïde fut observé en 1880 par

Eberth dans des coupes de rate et de ganglions lymphatiques. La culture in vitro de cette

bactérie fut mise au point par Gaffky en 1884 (Le Minor & Véron, 1989). La caractérisation

de la fièvre typhoïde datant du 19ème siècle, Louis nomma cette maladie contagieuse ainsi en

1829, et Pettenkoffer mit en évidence le rôle de l’eau de boisson dans sa dissémination en

1868. Par la suite, en 1886, Salmon et Smith ont découvert chez des porcs un organisme qui

est maintenant connu sous le nom de Salmonella choleraesuis (Griffith et al., 2006). Ils

pensaient alors qu’ils venaient d’isoler l’organisme causant la fièvre porcine (cholera du

porc). En 1896 Widal a mis en évidence la diversité antigénique des souches de Salmonella à

l’aide d’un nouveau test qu’il a appelé sérodiagnostique de Widal (Grimont & Bouvet, 2000).

I.2.Taxonomie et règles de nomenclature

Les bases taxonomiques et de nomenclature des salmonelles ont subi sans cesse une

évolution dans le temps. L’avènement de la taxonomie moléculaire allait donner une base

objective à la classification. Les hybridations génomiques ADN-ADN et l’analyse

comparative des gènes codant pour les ARN ribosomiaux ont mis en évidence 02 espèces

génomiques dans le genre Salmonella : S. enterica espèce habituelle et S. bongori (Grimont et

al., 2000 ; Popoff et al., 2004). La première espèce est elle-même subdivisée en 6 sous-

espèces : enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae et indica, differenciées entre elles

par des caracteristiques biochimiques (Tableau 01).

Avant que la taxonomie des Salmonella ne soit établie sur des bases moléculaires, les sous -

espèces étaient considérées comme des sous-genres et les sérovars comme des espèces. On

avait ainsi les sous-genres I (S. enterica subsp. enterica), II (S. enterica subsp. salamae), III

(ancien genre Arizona ; subdivisé en IIIa (sérotypes monophasiques), S. enterica subsp.

arizonae, et IIIb (sérotypes diphasiques), S. enterica subsp. diarizonae), IV (S. enterica subsp.

houtenae), V (S. bongori), et VI (S. enterica subsp. indica) (Grimont et al., 2000).

La manière d'appeler les sérovars a subi une évolution dans le temps et afin de standardiser la

nomenclature et éviter des causes éventuelles de confusion et passer des dénominations à tort

qui indiquaient un syndrome (S. typhi) ou une parenté (S. paratyphi A, B, C). Un syndrome et

une spécificité d'hôte (S. abortusovis, S. abortus-equi) une origine géographique (S. london, S.

panama, S. tel-el-kebir). Un consensus international semble se dégager afin d’accepter des

règles de nomenclature. Au Congrès International de Microbiologie de Moscou, il a été décidé

que les noms composés seraient désormais condensés en noms simples (S. typhimurium, S.
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choleraesuis, S. telelkebir), conservés les noms anciennement attribuées aux sérovars, de la

sous-espèce enterica qui représentent plus de 99,5 % des souches isolées. Ils ne doivent plus

être écrits en italique. La première lettre doit être une majuscule (caractères pleins) :

Salmonella enterica subsp. enterica sérotype Typhimurium. Le nom de la sous-espèce (subsp.

enterica) peut ne pas être mentionné parce que seuls les sérovars de la sous-espèce enterica

ont un nom. Les sérovars des autres sous-espèces de S. enterica et ceux de S. bongori sont

désignés uniquement par leur formule antigénique, exemple S. enterica subsp. enterica

sérovar Typhimurium, ou S. enterica sérovar Typhimurium, ou Salmonella ser. Typhimurium.

On connaît 2579 sérotypes (ou sérovar) et la liste n’est pas close, classés sur la base de la

diversité du lipopolysaccharide (LPS=antigène somatique O) et des antigènes flagellaires H

suivant un schéma appelé schéma de White-Kauffmann-LeMinor (Tableau 02), mis à jour

depuis 1934 successivement par F. Kauffmann, L. Le Minor, M.Y. Popoff , Patrick A.D.

Grimont et F.-X. Weill jusqu’ à nos jours (Patrick et al., 2007 ; Popoff, 2007).

Tableau 1. Caractères différentiels des espèces et sous-espèces du genre Salmonella (Le

Minor et al., 1982 ; Le Minor et al., 1986)

Espèce S.enterica S. bongori

Sous-espèce enterica salamae arizonae diarizonae houtenae indica

Caractères
Dulcitol + + - - - d +
ONPG (2 h) - - + + - d +
Malonate - + + + - - -
Gélatinase - + + + + + -
Sorbitol + + + + + - +
Culture sur KCN - - - - + - +
L(+)-tartrate(a) + - - - - - -
Galacturonate - + - + + + +
γglutamyltransférase +* + - + + + +
ß-glucuronidase d d - + - d -
Mucate + + + -(70%) - + +
Salicine - - - - + - -
Lactose - - -(75%) + (75%) - d -
Lyse par le phageO1 + + - + - + d
Total des sérovars 1531 505 99 336 73 13 22

(a) = d-tartrate.
(*) = Typhimurium d, Dublin –.
+ = 90 % ou plus de résultats positifs.
– = 90 % ou plus de résultats négatifs.
d = résultats différents suivant les sérovars de la sous-espèce considérée.
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Tableau 2. Formules antigéniques de sérotypes de Salmonella fréquemment isoles selon le
schéma de   White- Kauffmann-Le minor (Patrick et al., 2007)

Groupe Sérotype Ag O Ag H1 Ag H2 Autres

Groupe
O : 2 (A)

Paratyphi A 1, 2,12 A [1,5]

Groupe
O : 4 (B)

Heidelberg 1, 4, [5] ,12 R 1,2
Paratyphi B 1, 4, [5] ,12 B 1,2 [z5], [z33]
Derby 1,4, [5] ,12 f, g [1,2]
Agona 1,4, [5] ,12 f, g, s [1,2] [z27], [z45]

Typhimurium 1, 4, [5] ,12 I 1,2

Groupe
O : 7 (C1)

Livingstone 6, 7,14 D l, w
Virchow 6, 7,14 R 1,2

Mbandaka 6, 7,14 z10 e, n, z15 [z37], [z45]

Groupe
O : 8 (C2-
C3)

Newport 6,8, 20 e, h 1,2 [z67], [z78]
Kentucky 8 ,20 I z6

Albany 8, 20 z4, z24 [z45]
Hadar 6,8 z10 e, n, x

Groupe
O : 9 (D1)

Typhi 9,12[Vi] D [z66]

Enteritidis 1,9, 12 g, m

Dublin 1, 9,12[Vi] g, p
Gallinarum 1, 9, 12 - -

- Ag O : antigène somatique,
- Ag H1 : antigène flagellaire phase1
- Ag H2 antigène flagellaire phase 2

- : Facteurs O (souligné) dont la présence est liée à la conversion bactériophagique
[ ] : Facteur O (non souligné) ou H qui peut être absent et dont la présence n'est pas liée
à la conversion bactériophagique.
I.3. Caractéristiques bactériologiques

I.3.1. Caractéristiques biochimiques et culturaux

Le genre Salmonella qui appartient à la famille des entérobactéries est caractérisé par

des bacilles à Gram négatif de 2 à 5 μm de longueur et de 0,7 à 1.5 μm de largeur (Korsak et

al., 2004). Ils sont non sporulés et en général mobiles à ciliature péritriche (Salmonella

Gallinarum est toujours immobile). Les salmonelles possèdent un nitrate réductase et leur

culture ne donne pas de réaction d’oxydase. Elles sont capables de fermenter le glucose avec

ou sans production de gaz et sont aéro-anaérobies facultatives (LeMinor, 1984). Au sein de la

famille des entérobactéries, les caractères permettant l’identification biochimique du genre

Salmonella sont l’absence d’uréase et de tryptophane désaminase, l’absence de production

d’indole et d’acétoïne, l’absence de fermentation du lactose, du saccharose, de l’inositol, de
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l’amygdaline, de l’adonitol et du 2-cétogluconate, la présence d’une thiosulfate réductase, la

décarboxylation fréquente de la lysine et de l’ornithine et la capacité fréquente de croître sur

milieu au citrate de Simmons (Korsak et al., 2004). Les caractères biochimiques permettent

de différencier les espèces et les sous-espèces. Salmonella est une bactérie mésophile, son

optimum de croissance est proche de la température corporelle des animaux à sang chaud (35-

43°C).  La limite de croissance inférieure se situe aux environs de 5°C ; il est toutefois

généralement admis que la plupart des sérotypes ne croissent qu’à partir de 7°C (ICMSF,

1996 ; SCVMPH, 2003). Les salmonelles supportent une gamme de pH allant de 4,5 à 9 avec

un optimum entre 6,5 et 7,5 (Grimont, 2000). Ces bactéries se cultivent sur des milieux

ordinaires à base d’extraits de viande. La plupart des salmonelles peuvent être cultivées sur

milieu minimum, sans facteur de croissance. Cependant, quelques sérotypes présentant une

spécificité d’hôtes tels que S. Gallinarum, Typhi ou Paratyphi A sont auxotrophes pour

certains facteurs de croissance à un pH voisin de la neutralité et à une température optimale de

croissance de 37°C .Les colonies sont généralement rondes, lisses (ou Smooth : S) à bords

réguliers et ont un diamètre de 2 à 3 mm. Après repiquage en bouillon, elles donnent des

cultures homogènes mais il arrive exceptionnellement que des cultures de salmonelles soient

isolées sous forme rugueuse (ou Rough : R).

Figure 1. Salmonella Typhimurium" en rouge ", sur une culture de cellules humaine
(Madigan & Martinko, 2007).

I.3.2. Caractéristiques structurelles et fonctionnelles

I.3.2.1. Lipopolysaccharide (LPS)

Les salmonelles synthétisent un lipopolysaccharide (appelé LPS) ou antigène

somatique (O) ou endotoxine pour évoquer ses propriétés antigéniques et toxiques ces

derniers qui ne sont exprimées qu’après la lyse de la bactérie. Le LPS est une macromolécule
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représente le composant majoritaire (105 à 106 molécules par cellules), elle induit une

multitude d’effets biologiques parmi lesquels ont une place importante dans la pathogenèse

des infections, élément essentiel du maintien de l’intégrité de la bactérie et agit comme une

barrière contre l’entrée des petites molécules. Il est hautement immunogène avec pour

conséquence la production d’anticorps spécifiques dirigés contre les épitopes glycosylés. Au

moins 30 gènes situés aux loci rfa, rfb et rfc sont requis pour la synthèse du LPS (Kihlstrom

& Edebo 1976 ; Nevola et al., 1987). Les protéines exprimées par les gènes sont des antigènes

somatiques thermostables et alcoolostables qui sont composés de complexes glucido-lipido-

protéiques constitué de 03 régions qui sont de l’intérieur vers l’extérieur : le lipide A, le noyau

ou core, et le polysaccharide spécifique.

I.3.2.2. Capsule (enveloppe)

La capsule des salmonelles est polyosidique polymérisée. Les oses constitutifs sont

très variés les plus fréquemment rencontrés sont les hexoses neutres, les 6-désoxyhexoses, les

polyols, les acides uroniques et les sucres aminés. On peut y trouver associés des groupements

phosphate, formate, pyruvate et succinate, L’antigène Vi est l’un des plus importants du point

de vue du diagnostic dans le genre Salmonella. L’antigène Vi est un polysaccharide exprimé

par la très grande majorité des souches de Salmonella Typhi, plus rarement par des souches de

Salmonella Paratyphi C, et exceptionnellement, par des souches de Salmonella Dublin

(Virlogeux & Popoff , 1996).

I.3.2.3. Flagelles

Les flagelles sont des appendices qui permettent à la bactérie de se mouvoir ou «nager».

Le flagelle a été également associé à l’adhésion et l’invasion des muqueuses en agissant

comme une adhésine composé de trois régions : le corps basal, le crochet et le filament

(Chilcott & Hughes, 2000).

 Le filament : de forme hélicoïdale, de grande longueur (10μm), comprenant plusieurs

tours de spires et totalement rigide. Chez la plupart des espèces, il est composé de sous

unités protéiniques formant une seule protéine, la flagelline de 54 kDa, les régions C- et

N-terminales qui sont responsables de l’assemblage et du transport sont hautement

conservées. La région centrale est au contraire hautement polymorphique et donne aux

différents flagelles les propriétés antigéniques spécifiques de la molécule de flagelline,

cette dernière est codée par le gène fliC (Chilcott & Hughes, 2000).

 Crochet (une partie coudée) : Le crochet est très court (60 nm), présente la même

architecture générale que le filament mais contrairement à lui, il est très flexible car il
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doit transmettre le mouvement de rotation d’un moteur dont l’axe est perpendiculaire à

la surface cellulaire, est essentiellement constitué par une protéine de 42 kDa codée par

le gène flgE (Macnab, 2004).

 Le corpuscule basal : il traverse l’intégralité de la paroi bactérienne, correspond à la

zone d’insertion du flagelle dans le corps cellulaire pouvant effectuer un mouvement de

rotation grâce à l’hydrolyse de l’ATP, sa structure est complexe et qui comporte une

hétérogénéité protéique. La spécificité antigénique (H) est thermolabile, la composition

en acides aminés et la structure primaire déterminent la spécificité de nombreux antigènes

H caractéristique des différents sérovars (Simon et al., 1980). Les antigènes flagellaires H

de Salmonella sont typiquement diphasiques. La grande majorité des sérotypes peuvent

exprimer alternativement deux spécificités pour leur antigène flagellaire. En effet il existe

2 systèmes génétiques codant pour 2 formes   antigéniques différentes de flagelles (Simon

et al., 1980). Une bactérie exprime soit l’une, soit l’autre de ces formes, appelées phase I

et phase II, ce qui permet à cette bactérie d’échapper à la réponse immunitaire.

I.3.2.4. Fimbriae ou pili

Des organelles très abondantes à la surface des bactéries (100 à 1000 par bactérie), ils

sont formés par un grand nombre de protéines identiques appelées fimbrines pouvant avoir 2

aspects : soit des bâtonnets rigides de 5 à 7 nm de diamètre soit des filaments flexibles de 2 à

3 nm de diamètre. Les mieux caractérisés sont : les fimbriae de type 1, les fimbriae polaires

longs, les fimbriae agrégratifs minces dont les gènes codants sont chromosomiques et les

fimbriae présents sur le plasmide de virulence (McClelland et al., 2001). Ils contribuent à la

colonisation intestinale, impliqués dans l’adhésion aux plaques de Peyer, d’augmenter son

taux de survie dans des conditions hostiles telles que lors du passage dans l’estomac (Darwin

& Miller, 1999).

Figure 2. Observation en microscopie électronique de Salmonella Typhi en cours de division,

montrant les flagelles et les fimbriae. Chaque bactérie mesure environ 0.9µm (Madigan &

Martinko, 2007).

Notions générales sur les salmonelles I

10

doit transmettre le mouvement de rotation d’un moteur dont l’axe est perpendiculaire à

la surface cellulaire, est essentiellement constitué par une protéine de 42 kDa codée par

le gène flgE (Macnab, 2004).

 Le corpuscule basal : il traverse l’intégralité de la paroi bactérienne, correspond à la

zone d’insertion du flagelle dans le corps cellulaire pouvant effectuer un mouvement de

rotation grâce à l’hydrolyse de l’ATP, sa structure est complexe et qui comporte une

hétérogénéité protéique. La spécificité antigénique (H) est thermolabile, la composition

en acides aminés et la structure primaire déterminent la spécificité de nombreux antigènes

H caractéristique des différents sérovars (Simon et al., 1980). Les antigènes flagellaires H

de Salmonella sont typiquement diphasiques. La grande majorité des sérotypes peuvent

exprimer alternativement deux spécificités pour leur antigène flagellaire. En effet il existe

2 systèmes génétiques codant pour 2 formes   antigéniques différentes de flagelles (Simon

et al., 1980). Une bactérie exprime soit l’une, soit l’autre de ces formes, appelées phase I

et phase II, ce qui permet à cette bactérie d’échapper à la réponse immunitaire.

I.3.2.4. Fimbriae ou pili

Des organelles très abondantes à la surface des bactéries (100 à 1000 par bactérie), ils

sont formés par un grand nombre de protéines identiques appelées fimbrines pouvant avoir 2

aspects : soit des bâtonnets rigides de 5 à 7 nm de diamètre soit des filaments flexibles de 2 à

3 nm de diamètre. Les mieux caractérisés sont : les fimbriae de type 1, les fimbriae polaires

longs, les fimbriae agrégratifs minces dont les gènes codants sont chromosomiques et les

fimbriae présents sur le plasmide de virulence (McClelland et al., 2001). Ils contribuent à la

colonisation intestinale, impliqués dans l’adhésion aux plaques de Peyer, d’augmenter son

taux de survie dans des conditions hostiles telles que lors du passage dans l’estomac (Darwin

& Miller, 1999).

Figure 2. Observation en microscopie électronique de Salmonella Typhi en cours de division,

montrant les flagelles et les fimbriae. Chaque bactérie mesure environ 0.9µm (Madigan &

Martinko, 2007).
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I.3.2.5 Adhésines non fimbriaires

Trois adhésines ont été identifiées : MisL, ShdA, et  SiiE, (Dorsey et al., 2005; Kingsley

et al., 2002; Morgan et al., 2007) de nature protéique impliqués dans les interactions

bactéries/cellules en liant la fibronectine pour les deux adhesines  MisL, ShdA, ainsi que pour

l’adhesine  SiE  il a été  montré que cette protéine géante induit l’adhésion de Salmonella aux

cellules épithéliales polarisées mais pas aux cellules non polarisées  (Gerlach et al., 2007).

I.3.2.6. Chromosome et autres entités génétiques de Salmonella

I.3.2.6.1. Chromosome

La taille du chromosome de Salmonella varie d’un sérotype à l’autre, elle est comprise

entre 4,5 et 4,9 Mbp (méga-paires de base). Les séquences ADN des différents sérotypes sont

relativement proches. En effet, la différence en nucléotides des gènes orthologues est

comprise entre 3,8 et 4,6%, l’étude de l’évolution des génomes des différents sérotypes

indiquent que les sérotypes étroitement adaptés à un hôte tels que S. Gallinarum et Typhi

descendent des sérotypes ubiquistes tels que S. Enteritidis et Typhimurium et que leurs

génomes ont subi d’importantes dégradations, principalement des délétions et la formation de

pseudogènes (Holt et al., 2009; Thomson et al., 2008).  Ce sont les sérotypes qui présentent

une spécificité d’hôte qui subissent des réarrangements dynamiques dans le temps touchant

l’ordre et l’expression de gènes démontre par des études génomiques comparatives et qui sont

associé à un mode de vie spécifique.

I.3.2.6.2 Autres entités génétiques non chromosomiques

Ces supports génétiques sont une source de variation génétique avec des inversions, des

délétions ou des inactivations/activations de gènes, comme ils peuvent véhiculer un grand

nombre de gènes impliqués dans la résistance aux antibiotiques, mais aussi dans le

métabolisme ou encore la pathogénicité.

a. Intégrons-cassettes de gènes

Les cassettes de gènes existent sous forme circulaire et sont constituées uniquement d’un

gène et d’un site attC impliqué dans la recombinaison avec l’intégrons, grâce à un système de

recombinaison site spécifique. Les cassettes de gènes sont intégrées et exprimées par

l’intégrons, plusieurs centaines de cassettes de gène ont été décrites chez les salmonelles, elles

sont responsables de résistances à différentes familles d’antibiotiques comme les β-

lactamines, les aminosides, les phénicolés et le triméthoprime (Recchia & Hall, 1995).

Aminoglycoside adenyl transférase gène cassettes type A (aadA1, aadA2 and aadA5), qui

confèrent la résistance à la streptomycine et au spectinomycine ; Aminoglycoside

adenyltransférase type B (aadB), confère la résistance au gentamicine, kanamycine et la
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tobramycine ; Dihydrofolate réductase gène cassettes (dfrA1 et dfrA17), confère la résistance

au trimethoprime ; β-lactamase gène blaPSE-1, confère la résistance à l’ampicilline ;

Chloramphenicol acetyltransférase (catB3), confère une résistance au chloramphénicol; la

streptothricine acetyltransferase (sat1), confères la résistance au streptothricine, ces derniers

associées aux intégrons de classe I qui sont les plus répandus (Recchia & Hall, 1995 ; Ashraf

et al., 2005). D’autres apportent diverses fonctions comme des toxines, ou des éléments de

pathogénicité ou de métabolismes (Fluit & Schmitz, 2004).

b. Plasmides

Les plasmides sont les principaux éléments de la bactérie impliqués dans les transferts

horizontaux, sont les premiers dont le transfert conjugatif a été mis en évidence. Ces éléments

circulaires d’une taille variable (quelques kb à plusieurs centaines de kb). Ils sont présents en

nombre de copies variables, (Novick, 1987). Les informations génétiques qu’ils véhiculent

sont rarement indispensables à la vie de la cellule. Cependant, ces informations génétiques

procurent souvent un avantage pour la survie de la bactérie, allant de la résistance aux

produits toxiques (antibiotiques, métaux lourds) à des capacités métaboliques accrues, en

passant par une augmentation de la virulence (Bennett, 2008). Les plasmides peuvent alors

être dits de virulence ou de résistance selon les fonctions qu’ils apportent à la bactérie.

Les plasmides les mieux décrits sont ceux de virulence spécifique de haut poids  moléculaire

(50 à 100 kb) présents chez les sérovars Enteritidis, Typhimurium, Dublin, Choleraesuis,

Gallinarum, Pullorum et Abortusovis (Van Asten & Van Dijk, 2005). Parmi les gènes

présents sur le plasmide de virulence, l’opéron spvRABCD (Salmonella plasmid virulence)

une souche de Salmonella n’exprimant plus cet opéron ne provoque plus de cytopathologie

chez les macrophages (Libby et al., 2000). Le plasmide de virulence de S. Enteritidis et S.

Typhimurium porte également le gène rck codant une protéine de la membrane externe cette

protéine a été associée à la résistance de Salmonella au complément du sérum. Salmonella

peut posséder d’autres plasmides de haut poids moléculaire qui transfèrent de la résistance

aux antimicrobiens et ainsi contribuent à disséminer des gènes dans la population bactérienne.

Une fusion des gènes de résistance et de virulence sur un seul plasmide a été décrit avec S.

Typhimurium ou le gène de virulence spvCD plasmidique de groupe d'incompatibilité IncFIC

ainsi que les déterminants de la résistance de phénotype  ACSSuT (résistance à ampicilline,

au chloramphénicol, à la streptomycine, sulfamides et la tétracycline) (Llanes et al., 1999),

cette association est également observée avec Salmonella [4, 5,12 : i: -] variant monophasique

du sérotype Typhimurium (Guerra et al., 2001).
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c. Les ilots génomiques

c. 1. Salmonella génomique Island SGI1

L’ilot SGI1 est le premier îlot génomique de multi-résistance identifié chez

Salmonella dont la mobilité a été démontrée (Mulvey et al., 2006). Sa découverte fait suite à

une épidémie de salmonelloses qui toucha les bovins et l’homme au Royaume-Uni à la fin des

années 1980. Cette épidémie était due à une souche de S. Typhimurium de lysotype DT104

penta-résistante aux antibiotiques, qui se propagea au monde entier au cours des années 1990

par diffusion épidémique clonale (Threlfall, 2000). DT104 devient alors le lysotype de

Typhimurium majoritairement impliqué dans les salmonelloses humaines (Helms et al.,

2005). La diffusion de ce clone a conduit à s’intéresser aux mécanismes moléculaires à

l’origine du phénotype de résistance ACSSuT qu’il véhicule. Les gènes responsables de ces

résistances ont été tous identifiés au sein d’une région de 13 kb constituée d’un intégrons

complexe nommé In104, apparenté aux intégrons du groupe In4 (Briggs & Fratamico, 1999;

Arcangioli et al., 1999). Salmonella Genomic Island 1, d’une taille approximative de 43 kb,

est constitué de 44 cadres ouverts de lecture (ORF: open reading frame) qui ont été nommés

de S001 à S044 .

c. 2. Ilots de pathogénicité

Ils ont été acquis par transfert horizontal et de ce fait présentent un pourcentage en G+C

(Guanine et Cytosine) différent du reste du chromosome. De plus, ils sont souvent flanqués de

structures mobiles de type transposons, séquences répétées inversées ou intégrons et proches

d’un gène codant pour un ARNt (Dobrindt et al., 2004 ). Les îlots regroupant des gènes

contribuant à la virulence de Salmonella sont appelés (SPI) pour Salmonella Pathogenicity

Islands. Ces îlots de pathogénicité contiennent des gènes qui participent à un même phénotype

de virulence. Chez Salmonella, plus de 20 îlots de pathogénicité ont été identifiés jusqu’à

maintenant et leur taille varie de 10 à 100 kb (Dobrindt et al., 2004). Parmi ceux-ci :

 L’îlot SPI-1 : Code notamment le système de sécrétion de type III (TTSS-1) qui joue

un rôle central dans la pénétration de Salmonella dans les cellules non phagocytaires

cet îlot est présent chez S. bongori et dans toutes les sous-espèces de S. enterica

(Hensel, 2004).

 L’îlot SPI-2 : Elle code des protéines impliquées dans la biosynthèse d’un deuxième

TTSS, le TTSS-2, qui est essentiel pour la survie et la multiplication intracellulaire de

Salmonella chez l’espèce S. enterica mais pas chez l’espèce S. bongori.
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 L’îlot SPI-3 : Impliquée dans la croissance bactérienne en milieu carencé en ions

Mg2+, permet la survie intracellulaire de la bactérie dans les macrophages et dans la

persistance systémique (Blanc-Potard & Groisman, 1997).

 L’îlot SPI-4 : Codant les composants d’un système de sécrétion de type I intervient

dans la capacité de S. Typhimurium à coloniser l’intestin du bovin mais pas celui du

poulet (Lawley et al., 2006).

 L’îlot SPI-5 : Impliqués dans l’inflammation intestinale et notamment la sécrétion de

fluide et le recrutement des neutrophiles (Galyov et al., 1997).

 L’îlot SPI-7 : porte les gènes impliqués dans la biosynthèse de l’antigène Vi,

(Hensel, 2004). Cet îlot est spécifique de S. Typhi. Il est toute fois présent chez S.

Dublin et S. Paratyphi C, L’antigène Vi de S. Typhi confère diverses propriétés de

résistance à la bactérie : résistance au stress oxydatif, à l’opsonisation et à l’effet

bactéricide du complément. Il a été montré récemment que l’antigène Vi inhibe la

réponse inflammatoire précoce en diminuant la sécrétion d’IL-8 par les cellules

épithéliales intestinales (Sharma & Qadri, 2004).

I.4. Pathogénie et virulence des salmonelles

La transmission de Salmonella se fait majoritairement par la voie oro-fécale après

ingestion d’aliments contaminés. Une fois ingérées, les salmonelles vont gagner l’intestin, la

colonisation intestinale par Salmonella intervient majoritairement au niveau de l’ileum

(Galan, 1996). La préférence de Salmonella pour coloniser la partie plus inférieure de

l’intestin, est expliquée par la concentration en sels biliaires, connus pour inhiber l’invasion

cellulaire des salmonelles, étant particulièrement importante dans la partie proximale du petit

intestin (Prouty & Gunn, 2000). Après attachement aux cellules épithéliales intestinales,

différentes portes d’entrée permettent la colonisation du tractus intestinal : les cellules M, les

entérocytes et les phagocytes CD18+, ces dernières permettent aux salmonelles de franchir   la

barrière intestinale (Cossart & Sansonetti, 2004). Les bactéries sont ensuite phagocytées par

les macrophages de la « lamina propria » qui constituent une niche privilégiée pour sa

persistance. Les bactéries sont alors transportées jusqu’aux ganglions mésentériques sous-

jacents (Neutra, 1998). L’infection peut rester localisée et entrainer une pathologie de type

gastroentérite. Dans ce cas, l’invasion cellulaire induit la mise en place d’une réponse

inflammatoire, caractérisé notamment par la production d’IL-8, un chemioattractant pour les

granulocytes, qui conduit à l’afflux massif de neutrophiles et d’exsudat au niveau de la

muqueuse intestinale qui participerait activement à la destruction de l’épithélium intestinal, la
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formation d’œdème et la sécrétion de fluide au niveau de la muqueuse intestinale

(McCormick et al., 1998). Dans le cas des infections de type systémique, des monocytes et

non des neutrophiles s’infiltrent massivement dans les tissus intestinaux, n’entrainant pas de

destruction de l’épithélium, les salmonelles prises en charge par les macrophages,

développent une niche intracellulaire, dans laquelle elles survivent. Véhiculées par les

macrophages, elles gagnent les ganglions mésentériques puis la circulation sanguine sous

forme libre où elles provoquent une bactériémie, disséminent dans l’organisme hôte et

colonisent rapidement le foie et la rate et notamment les macrophages de ces organes

profonds. Les cellules infectées par Salmonella se trouvent principalement en clusters qui

forment différents foci individualisés entourés de tissus normaux (Richter-Dahlfors et al.,

1997).

Salmonella dispose d’un arsenal de facteurs de virulence jouant un rôle à différents étapes du

processus infectieux. Pour interagir avec la cellule hôte, les salmonelles vont mettre en jeu des

facteurs d’attachement, de pénétration et de survie intracellulaire, les facteurs de virulence

rassemblent ceux non spécifiques aux sérovars pathogènes représentés par : le

lipopolysaccharide (LPS), le fimbriae ou pili et le flagelle, et ceux dit spécifiques aux

sérotypes pathogènes dont le support génétique essentiel est constitué par des îlots de

pathogénicité, toute fois des plasmides de virulence et des phages ont montres un rôle dans

cette virulence (Hacker & Kaper, 2000).

Les facteurs de virulence non spécifiques jouent un rôle dans : l’attachement, la persistance et

la colonisation intestinale et systémique, le franchissement du mucus. Une bonne

internalisation par les macrophages dans la cavité péritonéale. Ces rôles dans la virulence

étudiés in-vivo sur des cultures cellulaires, et in vitro sur des modèles expérimentales

animales est sujet à controverse mal connus.

La majeur contribution dans la virulence des salmonelles est liée aux différents outils et

mécanismes de virulence codifies par des ilots de pathogenicites constitues principalement

par : les systèmes de sécrétion de type III (TTSS), des effecteurs sécrétés par les TTSS, des

fimbriae, un système de captation du fer (Hensel, 2004). Les salmonelles disposent de deux

TTSS, impliqués historiquement dans deux étapes distinctes du processus infectieux. Le

TTSS-1 confère à la bactérie la capacité de pénétrer dans les cellules non phagocytaires et

joue un rôle dans les interactions avec la barrière épithéliale intestinale et la réponse

inflammatoire de l’hôte (Zhou & Galman, 2001). Le deuxième TTSS, le TTSS-2 permet à

Salmonella de développer une infection systémique et de coloniser les organes profonds tels

que la rate et le foie. Au niveau cellulaire, le TTSS-2 permet aux salmonelles de survivre dans
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le phagosome des macrophages et dans la vacuole des cellules non phagocytaires (Hansen-

Wester & Hensel, 2001).



Épidémiologie des salmonelles et Salmonellose

Chapitre II
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II. 1. Habitat et réservoir

Les salmonelles, agents zoonotiques, dont le réservoir majeur est constitué par

l’intestin des vertébrés, plusieurs espèces animales sont incluses et principalement : la filière

aviaire, porcine, bovine ainsi que l’homme (Murray, 2000 ; Hanes, 2003). Les poissons et les

oiseaux, les rongeurs et les insectes peuvent être aussi une source importante de Salmonella

(Letellier et al., 1999). La sous-espèce Salmonella enterica subsp. enterica est généralement

isolée chez l’homme et les animaux à sang chaud, pour lesquels elles sont pathogènes. En

revanche, chez les animaux à sang froid, il est fréquent de retrouver les sous-espèces

Salmonella enterica subsp. salamae, arizonae ou diarizonae (Iveson et al., 2009). Selon le

spectre d’hôte 03 classes de salmonelles peuvent être individualisées : Les sérovars

ubiquistes, qui sont les plus nombreux : Enteritidis, Typhimurium, Montevideo, Panama,

Saintpaul… (Humbert, 1995). Les sérovars présentant un tropisme d’hôte plus restreint :

Salmonella Gallinarum chez les volailles, Salmonella Cholereasuis et Salmonella Typhisuis

chez les porcs, Salmonella Abortusovis chez les ovins, Salmonella Dublin chez les bovins

(mais aussi chez l’homme), Salmonella Abortuse chez les chevaux. Salmonella Abortusovis

chez les moutons et Salmonella Arizona chez les reptiles, et en fin les sérovars étroitement

adaptés à l’homme : Salmonella Typhi, Salmonella Paratyphi A, Salmonella Paratyphi B

(parfois isolé de l’animal, notamment chez la volaille), Salmonella Paratyphi C et Salmonella

Sendai, agents des fièvres typhoïdes et paratyphoïdes (Bäumler et al., 1998 ; Hu et al., 2003).

Suite à une contamination fécale, les salmonelles peuvent être trouvées dans l’environnement,

ils peuvent en outre survivre pendant très longues périodes dans le milieu extérieur : de

quelques jours à 9 mois dans les sols et en surface des matériaux de construction des

bâtiments agricoles (bois, béton, acier, fer et brique), quelques mois dans les aliments secs

non acidifiés, sur les tiges et les feuilles des végétaux ensilés et plus d’un an dans les

poussières, le duvet et les matières fécales bovines (Korsak et al., 2004). Salmonella est

inactivée par la chaleur aussi bien que par le phénol, le chlore et les désinfectants à base

d’iode. La survie de Salmonella est plus courte en présence d’un pH inférieur à cinq (Henry et

al., 1983).

II.2. Sources et facteurs favorisants la contamination

A. Chez l’animal

Les sources potentielles pour une infection à Salmonella sont très nombreuses, mais

l’animal porteur serait la source majeure d’infection chez les animaux (Griffith et al., 2006).

Le manque d’hygiène au sites d’élevages, l’usage d’antibiotiques à large spectre, les animaux

vecteurs (oiseaux, insectes, rongeurs et animaux domestiques et sauvages), les aliments
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contaminés, l’eau, le personnel qui transporte du matériel contaminé sont des sources

possibles d’infection.

La transmission est essentiellement oro-fecale (transmission horizontale) observé avec les

filières porcines et aviaires, cette dernière avec la quelle on observe un autre mode de

transmission dit vertical trans-ovarien et donc la contamination de l’œuf, lors du passage de la

bactérie des parentales aux poussins suite a une contamination au niveau de l’appareil

reproducteur (Shivaprasad et al., 1990).

B. Chez l’homme

L’homme s’infecte avec des salmonelles non-typhoïdes essentiellement par l’ingestion

d’aliments contaminés. La plupart des cas de salmonellose chez l’homme sont sporadiques.

Néanmoins, les épidémies à Salmonella ne sont pas rares, et celles-ci peuvent parfois toucher

de nombreux individus (Van Immerseel et al., 2005). Lors des différentes enquêtes relatives

aux déclarations des toxi-infections alimentaires collectives (TIAC), les aliments impliqués

sont principalement les œufs et les produits à base d’œufs crus ou ayant subi un traitement

thermique insuffisant, les produits laitiers (lait cru ou faiblement thermisé), ainsi que les

viandes (bovins, porcs et volailles). Cependant les cas décrits dans la littérature font état de

nombreux autres aliments (végétaux, coquillages, etc. (Bean et al., 1997), une voie de

transmission importante est constituée par les œufs destinés à la consommation humaine,

contaminés soit en surface de la coquille, soit au niveau du vitellus du fait du passage des

bactéries, plus particulièrement S. Enteritidis, par la voie trans-ovarienne(Gast & Beard,

1990b ; Shivaprasad et al.,1990). Au cours des opérations d’abattage des animaux, les

carcasses peuvent être contaminées en surface par le contenu digestif pouvant héberger

Salmonella spp. (CSAFSCA, 2005). Les végétaux, et notamment les graines germées peuvent

également héberger des salmonelles (Westrell et al., 2009), du fait, soit de l’utilisation de

fertilisants ou d’eaux contaminés, soit de mauvaises pratiques de récolte et de préparation.

Les facteurs de risque d’apparition sont l’absence ou l’insuffisance de cuisson des plats à base

d’œuf et de viande de volaille (Kimuraa et al., 2004). Les conditions hygiéniques durant et

après l’abattage ont certainement un impact sur ce type d’infection, à laquelle s’ajoute comme

autres facteurs de risque pour les cas sporadiques de salmonellose chez l’homme on peut citer

les voyages internationaux et la consommation de plats préparés dans des restaurants (Hayes

et al., 1999). Dans ce dernier cas, on considère que le risque est plus élevé parce que les

aliments sont préparés en grandes quantités et à l’avance. Enfin un autre facteur de risque

identifié pour les cas sporadiques d’infection à Salmonella chez les enfants était la
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conservation des œufs pendant une période de plus de 2 semaines avant la consommation, en

particulier, en période estivale (Delarocque et al., 1998).

II.3. Les salmonelloses

Chaque année le nombre de cas de gastro-entérites humaines causés par Salmonella

dans le monde est de 93,8 millions, dont 155 000 cas mortels. L’origine alimentaire de ces

maladies est suspectée pour 80,3 millions de ces cas (Majowicz et al., 2010). Ces

salmonelloses non-typhiques représentent une charge importante pour la santé publique et un

coût considérable pour la société de nombreux pays. Le coût total des affections à salmonelles

a été ainsi estimé aux États-Unis d'Amérique en 2006 à 2,5 milliards de dollars américains

(http://www.ers.usda.gov/data/foodborneillness/, 2007). Le réseau de surveillance FoodNet a

estimé ces infections pendant la période (1996-1999) à 1,4 million de cas annuels entraînant

168 000 visites chez le médecin, 15 000 hospitalisations et 400 décès (Voetsch et al., 2004).

Dans la même période en France, l’Institut de Veille Sanitaire (INVS) pour la période (1995-

1999) faisait état de 32000 à 43000 cas annuels confirmés entraînant de 6000 à 10700

hospitalisations avec 100 à 560 décès (INVS, 2004) les bactéries du genre Salmonella sont

l’un des principaux responsables de Toxi-infections Alimentaires Collectives (TIAC), En

Europe, elle constitue la seconde infection zoonotique la plus fréquemment signalée chez

l’homme et demeure la cause la plus fréquente d’épidémies d’origine alimentaire. Au niveau

Européen, les sérotypes majoritairement retrouvés restent Enteritidis suivi par Typhimurium

(EFSA, 2010), toute fois la prédominance du sérotype Enteritidis a tendance à diminuer

depuis quelques années en Europe. En France, le sérotype Typhimurium est même majoritaire

depuis quelques années selon le Centre National de Référence des Salmonella (CNR-Salm),

expliqué par les moyens et les  programmes de lutte et de prévention établis par les autorités

des pays membres, concernant les autres sérotypes leurs prévalence est en augmentation, le

sérotype 4,[5],12:i:-, considéré comme un variant monophasique du sérotype Typhimurium

pourrait constituer une menace pour ces prochaines années puisque sa prévalence est en

constante augmentation, prenant même la 3ème place des sérotypes isolés en France en 2008

(CNR-Salm), dans les pays en voie de développement, en l’absence de toute investigation

microbiologique systématique faces a des gastroentérites et l’absence de déclaration des cas

diagnostiqués a participé dans l’ambigüité et la sous-estimation de l’ampleur des

salmonelloses humaines.

Dans les filières animales l’impact des salmonelloses se répercute à plusieurs niveaux de la

production. Les pertes économiques sont dues à : la mort des animaux, la baisse de production

de lait, les avortements et le coût des traitements. En 1977, une étude réalisée en Allemagne



Épidémiologie des Salmonelles et Salmonellose II

20

estime à environ 60 millions de dollars les pertes économiques dues aux salmonelloses dans

les filières animales. Au Danemark, les autorités ont mis en place depuis plusieurs années un

programme de lutte contre les salmonelles dans la production d'animaux d'élevage, dont le

coût annuel est évalué à 14,1 millions de dollars (Wegener et al., 2003).

II.3.1. Salmonelloses animales

Les salmonelles agents des salmonelloses cliniques chez le porc Salmonella Choleraesuis

un sérotype qui provoque une pathologie dénommée la paratyphoïde, qui entraîne chez le porc

soit une entérocolite pouvant s’accompagner de fièvre, de décoloration de la peau et de

septicémie, soit un état de portage sain, chronique, qui peut durer jusqu’à 28 semaines, la

transmission entre porcs s’opère par la voie féco-orale mais également par la voie intra-

nasale, pouvant provoquer ainsi des pneumonies (Fedorka et al., 2000). D’autres sérotypes

peuvent atteindre le porc mais vont provoquer des pathologies mineures comme des diarrhées

passagères. Le porc va s’en remettre très facilement et rapidement, mais le problème réside

dans l’émergence d’un état de portage sain. Cet état semble la règle avec les salmonelles

pouvant traverser la barrière d’espèce (ex : Typhimurium, Derby, Infantis) (Korsak et al.,

2004). Chez la volaille, le sérotype S. Gallinarum exclusivement associé à cette filière induit

souvent une pathologie sévère, voire létale (Shivaprasad, 2000). Cependant, la plupart des

sérotypes peuvent infecter toute une série d’hôtes différents et cause en général une gastro-

entérite temporaire. Parmi ces derniers on retrouve S. Enteritidis et S.Typhimurium (Guard-

petter, 2001). En plus un état de portage asymptomatique est observé avec cette filière. Chez

les bovins, l’infection est aiguë et de forme septicémique. Les salmonelloses peuvent

provoquer une fièvre élevée, des pneumonies, de l’arthrite et des entérites. La létalité est

élevée chez les bovins adultes, la salmonellose correspond souvent à une infection secondaire

qui s’ajoute à une autre maladie. Les symptômes sont une diarrhée abondante (Martel &

Savey, 1992).

II.3.2. Salmonelloses humaines

Chez l’homme, les salmonelloses sont majoritairement de deux types : les gastro-

entérites et les infections systémiques (fièvres typhoïdes ou paratyphoïdes), qui sont

respectivement causées par des salmonelles ubiquistes non spécifiques d’hôte essentiellement

représentées par S. Enteritidis, et S. Typhimurium et par des sérotypes spécifiques strictement

adaptés à l’homme, tel que Salmonella Typhi (S. Typhi) (SCVMPH,2003; Hu & Kopecko,

2003).
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II.3.2.1. Salmonelloses systémiques (fièvres typhoïdes et paratyphoïdes)

Selon l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 21 millions de personnes chaque

année, sont touchées par une fièvre typhoïde, due à une infection par S. Typhi qui est très

répandue dans les pays en voie de développement en raison de mesures d’hygiène très

insuffisantes. Dans les pays développés, les cas sont généralement importés, via les

voyageurs, les immigrants (Crump et al., 2004). Les symptômes de la fièvre typhoïde en

l’absence de traitement, incluent une forte fièvre, des maux de tête, une constipation ou une

diarrhée et une hépato splénomégalie, il s’agit de la forme la plus grave des salmonelloses. Le

réservoir strictement humain est entretenu par des personnes contaminées (malades,

convalescents ou porteurs asymptomatiques) qui excrètent la bactérie via leurs selles ou leurs

urines. La maladie se transmettant par ingestion d’aliments ou d’eau contaminés par ces

derniers, le taux de mortalité est inférieure à 1%, si les cas sont pris en charge de façon

précoce et si l’antibiothérapie est initiée à temps et soutenue (Mermin et al., 1999; Hu &

Kopecko, 2003). Par contre, dans le cas contraire, le taux de mortalité peut avoisiner 10%, il

peut atteindre 30% dans les régions endémiques comme c’est le cas en Asie, L’antibiothérapie

peut être compliquée par l’émergence de souches multi résistantes et augmente ainsi la gravité

de la maladie et l’incidence des fièvres typhoïdes. Les fièvres paratyphoïdes causées par les

sérotypes Salmonella Paratyphi A, Paratyphi B ou Paratyphi C sont caractérisées par des

symptômes similaires à ceux de la fièvre typhoïde mais moins sévères et un taux de mortalité

plus faible (Mermin et al., 1999).

II.3.2.2. Gastro-entérites à Salmonella (Salmonelloses non spécifiques)

Les gastroentérites à Salmonella qui surviennent sous forme de cas isolés (sporadique)

ou regroupés responsables des «Toxi-infections Alimentaires Collectives » (Weill, 2008). Qui

se définissent par la survenue d'au moins deux cas groupés d'une symptomatologie similaire.

Elles représentent une des causes principales de mortalité infantile dans les pays en voie de

développement. Salmonella Enteritidis et Typhimurium sont les plus incriminées dans ces

salmonelloses humaines (Delmas et al., 2007 ; RASRBA, 2011), les principaux symptômes

sont la fièvre, des douleurs abdominales, des nausées et une diarrhée parfois accompagnée de

vomissements. Dans la plupart des cas, la maladie après une incubation d’une durée comprise

souvent entre 10 et 24 h la maladie dure 3 à 5 jours et la plupart des malades guérissent sans

traitement (INVS, 2004). Cependant, chez les personnes les plus sensibles comme les

personnes âgées, les nourrissons et dans les cas où la bactérie rejoint la circulation sanguine,

ne se limitant plus à une infection intestinale (Hohmann, 2001), une antibiothérapie peut être
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requise, cette dernière doit tenir compte de l’émergence de souches multi-résistantes aux

antibiotiques et avec plusieurs mécanismes de résistance (Ruiz et al., 2004).

II.3.3. Salmonelloses végétales

Au cours de ces derniers années beaucoup d’études ont été menées  sur l’interaction

des salmonelles avec le végétale, cette capacité de colonisation des plantes justifiée par une

adhérence de la bactérie aux feuilles qui  implique plusieurs structures présentes à la surface

des bactéries: certains fimbriae, le LPS ou encore les flagelles (Westrell et al., 2009). Les

bactéries sont également capables de pénétrer et de se multiplier dans les plantes entre la paroi

externes et les cellules végétales, toute fois une possibilité de localisation intracellulaire a été

rapportée dans d’autres études chez la plante modèle Arabidopsis thaliana infectée au niveau

des feuilles, on observe l’apparition d’un flétrissement, d’une chlorose, voir la mort de la

feuille (Kroupitski et al., 2009 ; Schikora et al., 2008). Les capacités des salmonelles à

coloniser les plantes varient en fonction des sérovars, de l’espèce végétale infectée et de

l’époque de l’année. Les sérovars S. Enteritidis, S. Typhimurium et S. Senftenberg adhèrent

fortement aux feuilles tandis que les sérotypes S. Arizona, ou S. Heidelberg n’adhèrent pas

(Berger et al., 2011 ;  Golberg et al., 2011).

II.4. Évolution de la sensibilité des salmonelles aux antibiotiques

Les souches sauvages de Salmonella sont naturellement sensibles à tous les

antibiotiques actifs sur les entérobactéries. Les molécules préconisées pour traiter les

salmonelloses humaines étaient le chloramphénicol, l’ampicilline, ou l’association

trimethoprime/sulfamethoxazole. Cependant, les problèmes de résistance rencontrés contre

ces molécules ont conduit à utiliser des antibiotiques plus récents, notamment les

céphalosporines de 3ème génération (C3G) et les fluoroquinolones (Parry & Threlfall, 2008).

Toute fois des résistances contre ces dernières molécules ont été déjà mises en évidence chez

Salmonella. L’émergence des souches résistantes en médecine humaine et vétérinaire a été

observée avec le développement de l’élevage intensif d’animaux et l’utilisation systématique

des antibiotiques comme promoteur de croissance et à des fins thérapeutiques destinées à la

consommation humaine était évoquée (Who, 2008).

Les cyclines et le chloramphénicol étaient les deux premières à être touchées par la résistance

(Ramsey & Edwards, 1961 ; McWhorter et al., 1963). Suivie par une acquisition graduelle de

la résistance vis-à-vis de plusieurs molécules introduites dans la lutte contre les épidémies

émergente surtout chez les bovins résistance à la streptomycine [S] et aux sulfamides [Su] en

1963, puis résistances additionnelles à l’ampicilline [A], à la kanamycine [K] et aux
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nitrofuranes en 1965. Les salmonelles résistantes aux antibiotiques ont été transmis à

l’homme, par des contacts directs avec les bovins ou indirectes par l’intermédiaire de lait cru

(Anderson, 1968). Aux États-Unis à partir de 1963, plusieurs épidémies de grande ampleur,

liées à des produits commerciaux dérivés des œufs, avaient conduit le Centers for Disease

Control (CDC) d’Atlanta a instauré une véritable surveillance microbiologique des

salmonelloses non-typhiques (Cohen & Tauxe, 1986). L’étude de 1967 révélait une

prévalence élevée de la multi résistance, notamment pour le sérotype majoritaire

Typhimurium (Schroeder et al., 1968). Parmi les souches résistantes à plus de deux

antibiotiques, le phénotype principal de résistance était ASSuTe. En 1977, le laboratoire

central de la santé publique de Londres signalait l’apparition de deux lysotypes du sérotype

Typhimurium, DT204 et DT193, responsables de nombreux cas d’infections bovines et

humaines sur l’ensemble du territoire du Royaume- Uni de profil CSSuTe et ACKSSuTe

respectivement (Threlfall et al., 1978). La genèse de ces souches multirésistantes aux

antibiotiques (MRA) était due à l’acquisition de plasmides de différents groupes

d’incompatibilité porteurs de nouvelles résistances aux antibiotiques. À la fin des années

1980, la prévalence des souches résistantes aux antibiotiques allait connaître un essor

considérable avec l’émergence et la dissémination internationale rapide d’un clone de S.

enterica sérotype Typhimurium, individualisé sur la base de la lysotypie (lysotype DT104)

(Threlfall, 2000). Ce clone a été appelé « penta résistant » car la majorité des souches était de

phénotype ACSSuTe. Des études sur les mécanismes de résistance ont montré que les

souches de ce clone avaient intégré dans son chromosome un îlot génomique de 43 kb, le

Salmonella Genomic Island 1 (SGI1) (Boyd et al., 2001).

Les premières souches de Salmonella résistantes aux céphalosporines de troisième génération

(C3G) sont apparues à la fin des années 1980 et dans la première moitié des années 1990

(Miriagou et al., 2004; Arlet et al., 2006). Ces observations succédées de la résistance aux

quinolones et surtout les fluoroquinolones (FQ) qui ont été utilisées au cours des

salmonelloses humaines et animales durant les années 1990, avec une augmentation de

souches de Salmonella résistantes à l’acide nalidixique et une diminution de la sensibilité à la

ciprofloxacine (Cip) et à l’apparition de souches résistantes à la ciprofloxacine (Herikstad et

al., 1997). L’apparition de résistance chez Salmonella pourrait conduire à des risques de voir

se propager des épidémies due à une souche multi-résistante aux antibiotiques y compris aux

C3G et aux fluoroquinolones ce qui peut conduire à un échec thérapeutique.

Plusieurs cas isolés de salmonelloses dues à de telles souches ont été déjà mis en évidence au

cours des dernières années ; à S. Choleraesuis en 2002 à Taiwan cette souche était résistante a
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dix antibiotiques dont le triméthoprime, la ciprofloxacine et le ceftriaxone (C3G) (Chiu et al.,

2004). Tout cela rend la surveillance de la résistance aux antibiotiques à tous les niveaux, en

élevage, en médecine humaine et passant par la chaine de production alimentaire

indispensable pour anticiper l’apparition de telles souches ou encore de nouveaux mécanismes

de résistance (Tableau3).

En Algérie, Le réseau national de la surveillance de la sensibilité aux antibiotiques

dans son 13éme rapport à déclaré l’isolement de 127 isolats de Salmonella non typhoïdiques en

médecine humaine pendant la période allant de Janvier à Décembre 2011 avec une

prédominance de Salmonella Enteritidis (38 isolats) et Salmonella Typhimurium (25 isolats)

(RASRBA, 2011). L’étude de la sensibilité aux antibiotiques a révélé 45,9% de résistance à

l’ampicilline (AMP), 13,3% de résistance à l’amoxicilline + acide clavunalique (AMC), 7%

de résistance aux céphalosporines de 3ème génération, 5,7 % pour la cefoxitine (FOX), 72,2

% pour l’acide nalidixique (NAL), 18,8% de résistance au ciprofloxacine (CIP). D’un autre

côté en médecine vétérinaire une grande diversité de sérotypes isolés est signalée

spécifiquement à partir de prélèvements aviaires avec une prédominance de : Salmonella

Enteritidis (52% ; N=55), Salmonella Livingstone, S. Gallinarum et Salmonella spp. (6%;

N=24), S. Heidelberg (3%; N=3), S. Typhimurium (4%; N=4), S. Seftenberg (3%; N=3) et

Salmonella Bovis-morbificans (2%; N=2). Avec ces derniers sérotypes une faible résistance

de 5% et 3% respectivement à l’ampicilline et à l’amoxicilline + acide clavulanique a été

notée. Une sensibilité vis-à-vis du céftiofur, céphalosporine de 3ème génération à usage

strictement vétérinaire (100%), une résistance à la fluméquine (44%), à l’acide nalidixique

(57%), une résistance à l’enrofloxacine (33%) et à la norfloxacine (1%), une faible résistance

de l’ordre de 3% des différents sérotypes à cet antibiotique. Une résistance de 2% et de 38%

au chloramphénicol et les nitrofuranes respectivement (RASRBA, 2011).
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Tableau 3. Pourcentage de résistance à différents antibiotiques de souches humaines de

salmonelles non-typhiques isolées lors d’études nationales aux États-Unis (d’après Ramsey &

Edwards, 1961 ; McWhorter et al. 1963 ; Schroeder et al. 1968 ; Ryder et al. 1980 ; Riley et

al. 1984 ; MacDonald et al. 1987).

A, ampicilline ; C, chloramphénicol ; S, streptomycine ; K, kanamycine ; Te, tétracycline ou

chlortétracycline ; Sul, sulfathiazole; Sxt, sulfaméthoxazoletriméthoprime; Nal, acide

nalidixique ; -, non déterminé.

Année Sérotype
(nombre

de souches)

Pourcentage des résistances

A C S K Te Su Sxt Nal

1948 Typhimurium (100) - 0 - - 0 - - -

1956-1957 Typhimurium (100) - 0 - - 5 - - -

1959-1960 Tous sérotypes (308) - 1 - - 9.7 - - -
Typhimurium (158) - 1.9 - - 13.9 - - -

1962 Tous sérotypes (329) - 0.3 - - 28.6 - - -

Typhimurium (213) - 0.4 - - 38 - - -

1967 Tous sérotypes (400) 8 0 14.2 1.2 12.5 11.5 - 0
Typhimurium (102) 25.5 0 34.3 2.9 31.4 26.4 - 0

1975 Tous sérotypes (754) 17.2 0.8 19.9 10.1 16.6 20.4 0.4 0.4
Typhimurium (173) 42.8 0.6 46.8 35.8 46.2 46.2 1.2 0

1979-1980 Tous sérotypes (542) 8.7 0.7 12.6 3.7 8.7 8.3 0.2 0

Typhimurium (239) 9.6 0.4 13 6.3 11.7 8.8 0 0

1984-1985 Tous sérotypes (485) 9 2 12.2 3.5 13 7 0.6 1.2
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III.1. Techniques d’isolement des salmonelles à partir des aliments

Les micro-organismes pathogènes dans les aliments, dans l’environnement ou bien

dans les matières fécales sont généralement présents en petit nombre et peuvent entrer en

concurrence avec une flore saprophyte, abondante dans certaines matrices alimentaires. Pour

isoler les bactéries, l’analyse microbiologique classique des aliments nécessite donc plusieurs

étapes successives ce qui entraîne un temps de réponse relativement important (Varnam &

Evans, 1996 ; Waltman, 2000). La première phase consiste en une revivification grâce à la

réalisation d’une suspension-mère de pré-enrichissement, l’échantillon est généralement dilué

au dixième (ex : 25 g d’aliment dans 225 ml de diluant). Le diluant est généralement constitué

par de l’eau peptonnée tamponnée. La deuxième étape consiste en un enrichissement des

salmonelles dit « Sélectif », plusieurs types de milieux d’enrichissement peuvent être utilisés :

Muller-Kaufman tétrathionate (MKTT), sélenite (s), sélenite-cystine (SC) et Rappaport-

Vassiliadis (RV). Ce dernier milieu d’enrichissement est souvent le plus approprié pour

Salmonella étant donné son excellente sélectivité (Oboegbulem, 1993 ; Busse, 1995 ;

Waltman, 2000).

Après cette première étape d’enrichissement vienne l’étape d’isolement où il existe plusieurs

formules différentes de milieux : le milieu Hecktoen (HK) et Salmonelles-Shigelles (SS)

mais, toute fois le «Brilliant Green Novobiocine» (BGN) et le «xylose lysine tergitol-4»

(XLT4) sont les plus performants pour les viandes de volailles et les échantillons

d’environnement provenant d’exploitations avicoles. Ces milieux doivent permettre au

personnel de laboratoire une distinction facile entre salmonelles et non-salmonelles

(Maddocks et al., 2002).

Les méthodes de détection des salmonelles dans les aliments ou les environnements des

ateliers agro-alimentaires sont nombreuses, certain entités proposés par des instances

internationales telles que l’ISO (Organisation internationale de Normalisation), des instances

nationales comme la FDA (Food and Drug Association des États Unis d’Amérique et son

Bacteriological Analytical Manual), l’AFNOR (Association française de Normalisation), le

DIN (Deutsches Institut für Normung), le NEN (Nederlands Europese norm Nederlands

normalisatie instituut), le NMKL (Nordisk metodikkomitté för livsmedel). La norme (NF /EN/

ISO 6579) constitue une des méthodes de référence horizontale pour la détection de

Salmonella spp. Dans une denrée alimentaire, le sélénite-cystine a été remplacé par le milieu

Muller Kauffmann tétrathionate novobiocine (MKTTn), le Rappaport Vassiliadis Soja (RVS)

est utilisé à la place de la formule simple de RV. Le milieu d’isolement «xylose-lysine-

deoxycholate» (XLD) conjointement avec un autre milieu au choix. Une autre norme
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internationale (ISO 6785/2008) verticale est préconisée pour la recherche de Salmonella spp

dans les laits et produits laitiers. Cependant en l’absence  des  méthodes de recherche verticale

spécifique a chaque type d’aliments, les auteurs des études réalisées sur des carcasses et

viandes de bovins, porcins et volaille utilisent le plus souvent des méthodes publiées dans des

études scientifiques ou par l’autorité en charge de la sécurité alimentaire, telle que la « Food

Safety and Inspection » correspondant au service d’inspection du département de l’agriculture

des USA ou la Health Protection Agency au Royaume-Uni (Rho et al., 2001 ; Eblen et al.,

2005).

III.2.Techniques de caractérisation phénotypiques et moléculaires des salmonelles

L’importance des salmonelloses, associées aux conséquences économiques et en santé

publique, a entraîné le développement de nombreuses méthodes phénotypiques et

moléculaires pour la caractérisation des Salmonelles. Cette caractérisation s’appuie en

premier lieu sur la détermination de biotype, sérotype, antibiotype et lysotype. Ces dernieres

sont des méthodes de suivie des tendances évolutives des sérotypes dans différentes filières

(Anne, 2001). Le typage moléculaire est un des piliers de l’investigation des épidémies

(épidémiologie d’intervention) (Desenclos, 2007), elle s’attache à identifier la source, le

véhicule et le réservoir de l’agent infectieux, confirmer les cas épidémiques et les distinguer

des cas sporadiques, elles sont donc des outils puissants applicables à la traçabilité

bactérienne en médecine humaine et dans le secteur agro-alimentaire (Dodd, 1994). Elles sont

un outil de biosurveillance et du suivi épidémiologique (épidémiologie descriptive), étude de

la distribution des clones ou la mise en évidence de l’émergence (Struelens et al., 1998). Les

objectifs de la caractérisation bactérienne sont multiples et les techniques utilisées dépendent

des objectifs à atteindre.

III.2.1. Techniques phénotypiques

A. La biotypie

Elle repose sur la mise en évidence des caractères biochimiques différentiels qui

permettent de classer les souches selon leur activité métabolique par l’utilisation de sucre

et/ou leur activité enzymatique. Ce marqueur est peu discriminant au-delà de l’espèce pour

être utilisé seul. Il peut cependant être utile comme système d’alerte ou de surveillance pour

repérer une souche. Lorsque ce caractère est inhabituel, cela peut être le cas des souches de

Salmonelles présentant une fermentation du lactose, ou du saccharose, inositol ou bien ne

produisant pas d’H2S, caractères inhabituels pour les Salmonelles (Poisson et al., 1988).

Les tests biochimiques peuvent être réalisées en macrogalerie et en micro-galerie

commercialisées tel le système miniaturisé API 20 E (Analytical Profile Index, BioMérieux).
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Tests biochimiques réalisés en macro-galerie

 Fermentation du Lactose, du Mannitol, du Dulcitol, du Rhamnose, du Xylose, du

Mucate, du Citrate de Christensen, de l’Acétate de Trabulsi et du Glycérol.

 Production d’ortho-nitrophenyl- beta-D-galactopyranoside (ONPG), de

Gaz/Glucose, de Gaz/Mannitol, de sulfure d'hydrogène (H2S), et du tétrathionate

réductase (TTR).

 Activité Lysine décarboxylase (LDC), Ornithine décarboxylase (ODC),

tryptophanase (Indole) et Beta-glucuronidase.

 Culture sur Citrate de simmons.

B. Le sérotypage

Outil majeur pour la caractérisation des Salmonelles. Un schéma de sérotypage a été

défini par Kauffmann et White, puis revu par Le Minor et Popoff (Patrick et al., 2007 ;

Popoff, 2007), il repose principalement sur la présence et la mise en évidence de facteurs

antigéniques reliés aux antigènes somatiques «O» de type polysaccharidique, et flagellaires

«H» (Tindall et al., 2005). Le sérotypage des Salmonelles est un outil indispensable pour

suivre l’évolution et les tendances spatio-temporelles des souches isolées dans différents

secteurs. Certains sérotypes étant fortement associés à une filière. Le sérotype pourra donc

être un outil d’investigation épidémiologique d’autant plus efficace, qu’il sera rare ou associé

de façon quasi-exclusive à une filière ou à un type de production. Il nécessite l’emploi

d’environ 200 antisérums (polyvalents et monovalents) polyclonaux absorbés, préparés chez

le lapin. Le 1/3 des sérums est d’origine commerciale (principalement BioRad). Le

sérotypage classique par agglutination reste le sérotypage de référence (ISO/TR 6579-3) et

qui permet de différencier 2579 sérotypes (Grimont  & Weill , 2007).

C. L’antibiotypie

Aujourd’hui l’acquisition, chez Salmonella, de certains caractères de résistance donne la

possibilité de suivre des clones uniquement par leur phénotype de résistance aux

antibiotiques. C’est le cas par exemple pour S. Typhimurium du lysotype DT104 qui présente

une résistance associée à cinq antibiotiques : Ampicilline, Streptomycine, Chloramphénicol,

Tétracycline et Sulfamides phénotype (ASCTSu) (Davis et al., 2002). Plusieurs techniques

ont été développées pour visualiser les différents niveaux de sensibilité et les différents

mécanismes de résistance telle que : L’antibiogramme par diffusion en milieu gélosé, la

détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) par différentes méthodes en

milieu solide, liquide et par bandelette E-test® (BioMérieux®), exécutes suivant des
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recommandations des commissions nationales et internationales dont les plus célèbres sont

ceux de clinical and laboratry standards institute (CLSI) et European Committee on

Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) (RASRBA, 2011) .

D. La lysotypie

Elle est basée sur l’étude de la sensibilité ou de la résistance d’une souche à une série de

bactériophages sélectionnés. De nombreux systèmes de lysotypie ont été élaborés, ils visaient

à étudier de façon plus précise des souches appartenant à des sérotypes d’intérêt majeur soit

par leur fréquence d’isolement (Typhimurium, Enteritidis), soit par leur pathogénicité (Typhi,

Dublin) (Anderson et al., 1977; Callow, 1959). Le nombre de bactériophages utilisés ainsi que

le nombre des lysotypes identifiés sont très variables d’un sérotype à l’autre. Les principaux

systèmes de lysotypie sont : le système de Felix et Callow pour Paratyphi B, système de

Banker ou d’Anderson pour Paratyphi A, système de Colindale ou d’Anderson pour

Typhimurium, système de Ward ou de Vieu pour Enteritidis et système de Vieu pour Dublin

(Grimont, 1992).

III.2.2. Techniques moléculaires

A. Caractérisation des iso-enzymes

Analyse  des modifications dans la structure de la protéine (substitution d’acides aminés),

qui est elle-même le reflet de mutations d’ADN au niveau des gènes de structures de ces

protéines par électrophorèses en gel d’amidon ou d’acrylamide-agarose, électrophorèse en gel

de polyacrylamide en milieu dénaturant ou (SDS-PAGE) constitue une de ces techniques

(Begum et al., 2008). Les études ont porté essentiellement sur les enzymes (iso-fonctionnels)

ou (iso-enzymes) pour lesquels une mutation n’altère pas la fonction enzymatique mais

provoque une variation de migration électrophorétique. On peut ainsi, pour une souche

donnée, obtenir une combinaison de variants pour l’ensemble des enzymes étudiés, appelée

«Type Électrophorétique». Particulièrement étudiées pour les Salmonelles permettant de

définir différents zymotypes (Selander et al., 1986).

B. Caractérisation génotypique des salmonelles

B.1. Profil plasmidique

La détermination du nombre et de la taille des plasmides nécessite d’extraire l’ADN

plasmidique, de les séparer par électrophorèse en agarose et de les révéler après coloration au

bromure d’éthidium (BET), les profils plasmidiques ont été utilises dans plusieurs enquêtes

afin d’aider à caractériser des souches de même sérotype et d’origines divers (Borrego et

al.,1992 ; Martinetti , 1990), elle a permis de subdiviser des lysotypes chez Typhimurium et

Enteritidis (Threlfall et al., 1989 ; Threlfall et al., 1990). D’autres types d’analyses plus
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précises peuvent être réalisées comme la détermination du profil de restriction ; les méthodes

employées sont alors très fortement identiques à celles utilisées pour l’ADN chromosomique

et permettent d’obtenir un profil de restriction plasmidique. Cette analyse peut être

intéressante pour la mise en évidence de gènes portés sur un plasmide et elle accroit la

discrimination entre les souches et permet de mesurer le degré de parenté entre de plasmides

de taille similaire (Yves Millemaan, 1998). Toutefois la détermination de profil plasmidique

n’apparait pas aussi intéressante que les autres méthodes de typage comme la lysotypie

quand le nombre de plasmides est réduit (Poppe et al., 1993) et dans le cas ou les plasmides

sont tellement fréquents dans une espèce qu'ils ne permettent plus de les subdiviser (Threlfall,

1994).

B.2. Étude de l’ADN chromosomique des salmonelles

Les méthodes utilisent schématiquement deux types de technologie, l’amplification

génique ou PCR (Polymérase Chain Réaction) et la restriction enzymatique, ces deux derniers

pouvant parfois être combinés pour certaines caractérisations particulières.

B.2.1. Les techniques basées sur la PCR (Polymérase Chain Réaction)

Les techniques PCR ont l’avantage d’être simples à mette en œuvre et de permettre

d’obtenir un résultat très rapidement. Après la phase d’extraction de l’ADN, la PCR est

réalisée, suivie de l’électrophorèse des produits amplifiés et de la révélation de ces produits

par coloration au bromure d’éthidium (BET), permettent de réaliser une amplification

génomique de certaines séquences d’ADN, c’est ainsi plusieurs techniques ont été proposés

telle :

 La Technique RAPD « Random Amplification of Polymorphic DNA »

C’est une méthode de typage très utilisée et nécessite une seule amorce choisie au hasard,

formée d’environ une dizaine de nucléotides et s’hybridant à plusieurs endroits du génome.

Les profils des produits amplifiés ainsi obtenus peuvent être caractéristiques de la souche et

permettent une bonne discrimination au sein d’un sérotype donné (Hilton et al., 1996). Elle a

été largement utilisée dans la caractérisation et le diagnostic de l'infection par Salmonella

(Tikoo et al., 2001). RAPD a été décrite comme un procédé simple et rapide capable d'offrir

des empreintes détaillées de la composition génomique de la bactérie (Welsch & McClelland,

1990), cette technique a prouvé son pouvoir discriminant puissant par rapport aux techniques

phénotypiques pour la caractérisation de Salmonella Enteritidis de différentes origines

(Betancor et al., 2004).

Cependant la reproductibilité et la répétabilité de la méthode sont passables ce qui ne permet

pas de l’utiliser pour un suivi de souches à long terme. En effet des profils RAPD différents
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peuvent résulter de faibles   variations   portant sur la concentration des amorces, le nombre

et les conditions des cycles d’amplification, la qualité et la concentration de la Taq

polymérase (Ellsworth et al., 1993 ; Meunie et al., 1993).

 La Technique MLST (Multilocus Sequence Typing)

La technique MLST, développée en 1998 pour N. meningitidis (Maiden et al., 1998) du

fait de la difficulté de comparer des résultats de MLEE (MultiLocus Enzyme Electrophoresis)

(Caugant, 2002) est une méthode basée sur l’analyse de la séquence de 7 gènes dits « gènes de

ménage » dont l’expression est indispensable et qui est responsable du métabolisme de la

cellule. Les gènes séquencés ont la particularité d’être indépendants des gènes de virulence de

l’agent pathogène et de sa résistance aux antibiotiques. Cette technique est utile pour des

études épidémiologiques descriptives de biosurveillance, mais peut ne pas être assez

discriminante pour des analyses en situation d’épidémie suite à l’évolution génétique lente de

gènes de ménage (M’aide et a1., 1998). L’intérêt et l’avantage de cette méthode est qu’elle est

parfaitement reproductible quelque soit le laboratoire et elle permet l’établissement

d’importantes bases de données répertoriant chaque séquençage (Chan et al., 2001), et à

laquelle des laboratoires du monde entier ont non seulement accès, mais peuvent également

participer en partageant les séquences des souches qu’ils étudient.

Pour salmonella, la base de données MLST (MLST Database at UoW, University of

WARWICK) (mlst.warwick.ac.uk/mlst)  est une des bases  qui ont  permis la standardisation

de cette  technique MLST pour cette bactérie avec sept gènes de ménages choisies (thrA,

purE, sucA, hisD aroC, hemD et dnaN), amorces pour amplification et séquençage, d’un autre

côté cette base de données offre les moyens de lecture d’interprétation des différentes

séquences , détermination de  profil allelique , sequencetype et ainsi le complexe clonal.

 La Technique MLVA (Multilocus Vntr Analysis) (Variable Numbers Of Tandem

Repeats)

Les répétitions en tandem sont constituées par la répétition et dans un même sens les uns

derrière les autres, de motifs d’ADN répétés, par opposition aux répétitions « dispersées »

dont les unités répétées sont dispersées dans le génome, elles sont initialement décrite chez les

eucaryotes, les séquences répétées en tandem (TR) forment des familles de répétitions souvent

distinguées en deux grandes classes : les microsatellites et les minisatellites (Jeffreys, 1985).

Les séquences répétées, intra ou inter-géniques sont différenciées par leur taille, de 1 à 9pb

pour les microsatellites formés par glissement lors de la Réplication et plus de 9pb pour les
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minisatellites formés lors de la réparation de cassures dans le double brin, d`origine

réplicative (Vergnaud & Pourcel, 2009).

Certaines séquences répétées en tandem présentent un polymorphisme de répétitions intra-

espèce. Ces séquences polymorphes, qu’elles soient de type micro ou minisatellites, sont

appelées VNTRs pour (Variable Number of Tandem Repeats). Selon les génomes bactériens

elles peuvent représenter de 2 à 10% de l’ensemble des répétitions en tandem (Denoeud &

Vergnaud, 2004).

Les VNTRs sont des régions génomiques instables dont la mutation est médiée par plusieurs

facteurs. La réponse à des stress environnementaux, est une des raisons de promouvoir cette

forme de variabilité. Ces répétitions en tandem polymorphes sont nécessaires à l’adaptation

des bactéries à leur environnement par action sur la fonction d’une protéine (variation

antigénique, variation de phase, variation fonctionnelle, interaction avec d’autres bactéries,

interaction avec la cellule cible, régulation de l’expression d’un gène) (Hood et al., 1996 ;

Madoff et al., 1996).

Les VNTRs en raison de leur polymorphisme de longueur résultant de la variation du nombre

de motifs ont conduit au développement des empreintes génétiques permettant l’identification

humaine dans un premier temps (Jeffreys, 1985), et des bactéries dans un deuxième temps,

dont les premiers travaux ont été effectués sur Haemophilus influenzae en 1997 (Van Belkum,

1997) et Bacillus anthracis (Jackson, 1997).

Depuis 2003, la méthode de génotypage par MLVA de S. enterica a été introduite (Lindstedt,

2003 ; Liu, 2003). Les avantages connus de cette technique sont les suivants : capacité de

typage, reproductibilité, stabilité, concordance épidémiologique, ainsi que pouvoir de

discrimination élevé en fonction des marqueurs et des sérotypes étudiés, (Vergnaud &

Pourcel, 2009 ; Ramisse et al., 2004 ; Lindstedt et al., 2003), ce pouvoir discriminant a été

prouvé et vérifié dans plusieurs études comparatives entre cette technique moléculaire

(MLVA) et d’autres telles que l’électrophorèse en champ pulsé (PFGE) et la lysotypie

(Boxrud et al., 2007 ; Ross & Heuzenroeder, 2009).

La technique MLVA exploite comme source de polymorphisme la variation du nombre de

motifs dans les répétitions en tandem. L'amplification par PCR d'une collection de loci répétés

en tandem, et la mesure de la taille des fragments amplifiés, permettent d'assigner à une

souche une série de nombres correspondant au nombre d'unités répétées dans chaque locus

(Vergnaud & Pourcel, 2009). Des schémas MLVA pour certains sérotypes sont déjà établis

pour d’autres ils sont en cours.
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B.2.2. Les techniques basées sur la restriction enzymatique

Ces méthodes consistent à couper l’ADN extrait et purifié, avec une enzyme de

restriction, permettant ainsi de produire un certain nombre de fragments d’ADN qui seront

ensuite séparés par électrophorèse en gel d’agarose et révélés par coloration au BET, deux

plus importantes et les plus largement utilisées sont le ribotypage et l’électrophorèse en

champ pulsé ou PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis).

 Ribotypage :

IL s’est développé suite à la REA« Restriction Enzyme Analysis » qui donnait un

nombre de fragments trop important pour que les profils soient facilement interprétables ;

génère une empreinte hautement reproductible et précise qui peut être utilisée pour classer les

bactéries du genre à travers et au-delà du niveau de l'espèce. Il consiste à transférer les

fragments d’ADN ayant migré sur une membrane de nylon et à révéler seulement une partie

de ces fragments à l’aide d’une sonde spécifique, une des sondes les plus couramment

utilisées étant la sonde codant pour les ARN ribosomaux 16S et 23S de Escherichia coli ; elle

permet donc de révéler les profils de restriction des gènes codant pour les ARN ribosomaux

ou « ribotypes ». Le ribotypage a été appliqué à différents sérotypes de Salmonelles et son

pouvoir discriminant est très variable d’un sérotype à un autre ; dans certains cas, il n’est pas

possible de relier le ribotype obtenu à un sérotype donné (Selander et al., 1990).

 Électrophorèse en Champ Pulsé ou (PFGE) (Pulsed Field Gel Electrophoresis)

Elle utilise une endonucléase de restriction à faible fréquence de coupure permettant ainsi

de produire un nombre de fragments directement exploitable pour l’interprétation des profils.

Ces fragments d’ADN doivent alors migrer dans un champ électrique particulier permettant la

migration de fragments de grosse taille de 30 à 2000kb (Schwartz & Cantor, 1984) par la

technique d’électrophorèse dite CHEF (Clamped Homogenous Electric Field). La révélation

des fragments se fait de façon classique avec le BET. Les enzymes de macrorestriction

utilisées pour le PFGE des Salmonella sont XbaI, BlnI ou SpeI (Murase et al., 1995). Cette

technique a montré, de façon générale, un très bon pouvoir discriminant pour Salmonella,

mais il existe des variations en fonction du sérotype étudié. C’est ainsi qu’il existe un bon

polymorphisme par PFGE chez S. Typhimurium après digestion par XbaI alors que la même

enzyme de restriction donne moins de diversité chez S. Enteritidis.

B.2.3. Techniques de caractérisation moléculaires combinées (PCR-RFLP)

Utilise des techniques d’amplification géniques et de restriction enzymatique à la fois,

dans le cas des Salmonelles, cette technique à été utilisée pour la caractérisation du gène
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de la flagelline, permettant ainsi une approche moléculaire d’identification des antigènes

flagellaire (H) dans le but de se substituer à la sérotypie ou de révéler une phase flagellaire

antigéniquement non décelable. Les gènes de flagelline de certains sérotypes ont été

amplifiés puis clivés par des endonucléases HhaI ou HphI. Des profils de restriction de

gène de flagelline ont été obtenus pour les deux phases flagellaires, mais la diversité

rencontrée dans ces profils ne correspondait pas de façon précise aux résultats de

l’agglutination flagellaire (Dauga et al., 1998).



Étude Expérimentale

Partie II



[1] Diversité sérotypique, biochimiques et

sensibilité aux antibiotiques des Salmonelles
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1.1. INTRODUCTION

Afin d’évaluer l’évolution phénotypique des salmonelles, trois caractéristiques ont été

explorées dans notre étude à savoir; caractéristiques antigéniques exprimés par la paroi et les

flagelles, sensibilité aux antibiotiques et comportement biochimique, dont le but d’apprécier

la diversité sérotypique de nos souches de Salmonella non typhiques contaminants les

aliments ; (i) évaluer leurs sensibilité aux antibiotiques; (ii) identifier des éventuelles

émergences de résistances; (iii) déterminer les mécanismes mis en jeu; (iv) déterminer la

variabilité des caractéristiques biochimiques. En utilisant un ensemble de techniques de

caractérisation : biochimiques (système miniaturise API20E), antigénique (sérotypage par

agglutination sur lame), étude de la sensibilité aux antibiotiques par deux techniques

(antibiogramme standard sur milieu solide et la détermination de la concentration minimale

inhibitrice en milieu liquide). Une étude qui a été réalisée avec une approche comparative face

à des salmonelles isolées à partir des coprocultures des malades atteints de gastroentérites à

Salmonella non typhoïdiques.
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1.2 MATÉRIEL ET MÉTHODES

L’étude a été étalé sur une période de cinq années (2007-2012) dans la région de Tébessa

située à l’Est de l’Algérie en collaboration avec le laboratoire de microbiologie du Centre

Hospitalo-universitaire (CHU, Alger centre) et le laboratoire d’hygiène de la wilaya de

Tébessa et différents secteurs sanitaires, pour l’isolement et la caractérisation phénotypiques

des salmonelles d’origine alimentaire et humaine. Toutefois l’analyse moléculaire a été réalisé

au niveau de l’établissement de biologie moléculaire (plate forme microbiologie)

Genoscreeng (Lille, France).

1.2.1 Échantillonnage

1.2.1.1.Origine alimentaire

Des échantillons ont été prélevés à partir de deux niveaux de commercialisation constitués

de (i) Vente en gros de la viande de volaille (poulet de chair) et de l’œuf de poule pondeuse,

(ii) Vente en détail de la viande de volaille (poulet de chair) représentés par les boucheries et

l’œuf de poule pondeuse. Un troisième niveau (auxiliaire) constitué des plats suspects d’être

à l’origine des toxi-infections alimentaires collectives.

a. Fréquence, rythme d’échantillonnage et modalités de prélèvements

En l’absence de plans d’échantillonnage international standard des aliments cibles, et

surtout dans notre contexte (investigation microbiologique), qui concerne des aliments

d’origine animale, une bactérie spécifique (Salmonella) et un niveau de prélèvement qui est la

commercialisation en gros et en détail. On a adapté un plan d’échantillonnage aléatoire le plus

représentatif qui tient en compte des facteurs temporels et climatiques.

 Vente en gros de poulet de chair et de l’œuf de poule pondeuse

Notre échantillonnage a été effectué au niveau de la ville de Tébessa (chef de lieu).

Cette opération a été réalisée en deux périodes estivale et hivernale. Les points de vente

choisie pour échantillonnage des carcasses de poulet de chair ont été visités avec un rythme de

(quatre points de vente/période/année), et les prélèvements ont été effectués avec une

fréquence de (20à 30carcasses/ point de vente). Les carcasses prélevées selon la méthode

officielle de prélèvements décrite dans la norme (ISO 17604) (Organisation internationale de

normalisation, 2003d), Cette norme prévoit l’emploi de deux techniques ; destructives (avec

utilisation d’un gabarit ou avec utilisation d’un emporte-pièce) et non destructives (avec

écouvillon, chiffonnette ou éponge), en fonction du contexte de l’étude. Dans notre travail on

a choisi la méthode non destructive par écouvillonnage, une fois l’écouvillon stérile humidifié

à l’aide d’une solution nutritif (eau peptonée tamponée), quatre zones de (10 cm2) de la
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carcasse ont été frottées et l’écouvillon était plongé dans une solution nutritive (eau peptonée

tamponnée) pour le décharger de l’ensemble de bactérie collecté.

Concernant l’œuf de poule pondeuse, les échantillons ont été prélevés (achat) à partir de

quatre points de vente en gros chaque année avec un rythme de (deux sorties /période/année),

et les prélèvements ont été effectués avec une fréquence de (30 œufs/point de vente/sortie).

 Vente en détail de la viande de volaille et de l’œuf de poule

On a procédé à l’achat des morceaux des découpes du poulet de chair,

l’échantillonnage a été réalisé avec le rythme et la fréquence suivante (deux

sorties /période /année), dans chaque sortie quatre boucheries ont été visités (achat de

découpes représentes par (cuisses et thorax/boucherie), avec ce dernier type de prélèvement,

la carcasse a été éliminée immédiatement dés l’arrivée au laboratoire.

Concernant l’œuf de poule pondeuse, on a procédé à un achat des œufs de poule pondeuse,

l’échantillonnage, a été réalisé avec le rythme et la fréquence suivante (deux

sorties /période /année) à partir de quatre points de ventes en détail, choisies aléatoirement à

partir de l’ensemble total du lot en vente avec un ordre de 30 œufs /sortie /point de vente.

 Troisième niveau (auxiliaire) :

En l’absence d’investigation microbiologique systématique et de déclaration obligatoire

des foyers de toxi-infections alimentaire collectives par les autorités responsables de la santé

dans notre région, un nombre restreint d’échantillons constitué de plats suspects a été collecté

et analysé pendant cette étude en collaboration avec le laboratoire d’hygiène de la wilaya,

sachant qu’on n’a pas intervenu dans la collecte et l’acheminement de ces échantillons.

b. Transport et acheminement des échantillons

Hormis le troisième niveau, Les prélèvements sont acheminés au laboratoire dans un caisson

isotherme, dont la température ne dépassant pas 4°C, ramenés au laboratoire et traités dans la

même journée.

c. Isolement et identification préliminaire des salmonelles

La méthode d'analyse retenue était inspirée de deux méthodes, la technique Française de

routine (NF V08-052) de mai 1997 et la méthode horizontale de référence (ISO 6579) de

2001. Ces deux dernières comportent trois étapes :

 Pré-enrichissement

(i) En milieu non sélectif liquide : le pré-enrichissement a été réalisé in situ au niveau

de site de prélèvement (carcasse de poulet de chair), dans un milieu nutritif (eau

peptonnée tamponnée (Institut Pasteur d’Algérie) mis en incubation à 37°C pendant

24 à 48 h.
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(ii) Quatre à six œufs assembles et qui ne doivent présenter aucune craquelure.

Manipuler à l'aide d'une pince stérile. Déposer délicatement dans un sac stérile

contenant 250 ml (d'eau peptonée tamponnée). Il s’agit d’un bain pour la coquille

avec le diluant (les œufs sont retirés un à un après 30 minute). L’eau peptonée

tamponnée est ensuite incubée à 37°C pendant 24 à 48 h.

(iii) Après élimination immédiate de la carcasse et de la peau avec une pince stérile, 25 g

du muscle (cuisse, thorax) après broyage et mis en suspension avec (250ml) d’eau

peptonnee tamponnée, homogénéisé au Stomacher (Seward, Angleterre) et mis en

incubation à 37°C pendant 24h à 48 h.

 Enrichissement : (1 ml) du pré-enrichissement étaient respectivement transférés pour

enrichissement, dans (20 ml) de bouillon Sélénite (SFB) (Institut pasteur D’Algérie)

simple concentration. Le milieu sélénite a été choisi pour l’enrichissement sélectif des

salmonelles, et particulièrement il favorise la multiplication de Salmonella Gallinarum

(hôte restreinte volaille), spécificité non observée avec d’autres milieux

d’enrichissement sélectif des salmonelles. L’enrichissement est mis en incubation 24h à

37°C.

 Mise en culture : (0,1 ml) de chaque tube a été ensemencé dans une boite de gélose

Hecktoen (HK) (Institut Pasteur d’Algérie) et étuvé à 37°C pendant 24 h à 48h. En

l’absence de culture positive, un deuxième enrichissement est lancé en milieu sélénite

double concentration pour une deuxième mise en culture. Le deuxième enrichissement

est préconisé pour récupérer les salmonelles non révélées dans le premier

enrichissement, nécessaire lors des fortes contaminations par les bactéries compétitives

essentiellement entérobactéries observés avec cette catégorie d’échantillons dont

l’origine est animale.

 Purification : Les cultures avec des colonies suspectées (colonies à contours réguliers,

vertes à nuances bleuâtres et à centres noirs et exceptionnellement sans centres noirs),

ont été prélevées et réensemencées en gélose Hektoen (HK) et incubées à 37°C pendant

24h en vue de les purifier sur le même milieu de culture.

 Confirmation biochimique (tests préliminaires) : consiste en la sélection d’une ou

plusieurs colonies caractéristiques, chargée sur une pointe et ensemencée en profondeur

et en surface du milieu «Triple Sugar Iron» (TSI) (Institut Pasteur d’Algérie), gélose

inclinée composée de citrate de fer, de lactose, saccharose et glucose. Après 24h

d’incubation, les (TSI) caractéristiques suspects sont identifiés par d’autres tests
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biochimiques clés, recherche de : UREASE, TDA, INDOL, ONPG. réalisées en galerie

classiques.

1.2.1.2. Origine humaine

Dans la même période et en collaboration avec plusieurs laboratoires de microbiologie

de la région (wilaya de Tébessa), 39 isolats de salmonelles non typhoïdiques isolées des

coprocultures des malades atteint de gastro-entérite, hors épisodes d’intoxication alimentaire

collective ont été collectés pendant la période (2007-2012). Dans le but d’effectuer une étude

comparative entre les salmonelles de deux origines.

I.2.3 Sérotypage

Un sérotypage des différentes souches à l’aide d’antisérums polyvalents (mélanges

anti O) (OMA) et (OMB) spécifiques de groupe et monovalents spécifiques d’espèce dirigés

contre les antigènes (O) et (H) des salmonelles (BIO-RAD) (Annexe2) selon le schéma de

« White-Kauffmann-LeMinor ». En pratique, les sérums polyvalents (OMA) et (OMB)

permettent de déterminer (99 %) des souches de Salmonella par des tests d’agglutination sur

lame. D'abord il a été vérifié que les isolats n'étaient pas en phase rugueuse (Rough : R.) ou

auto-agglutinables, en observant qu'aucune agglutination n'apparaissait en les mélangeant à

une goutte d'eau physiologique. Le stéréotypage a été réalisé avec une culture fraiche de 24h

obtenue sur Gélose Nutritif (GN) incline (Institut Pasteur, Alger), la lecture des résultats a été

effectué suivant le tableau de « White-Kauffman-le Minor » (Annexe2).

I.2.4 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

L’étude a été réalisée grâce au système automatisé (MicroScan Walkaway® plus), est

un nouveau concept siemens qui intègre trois technologies colorimétrie, fluorescence et

turbidimétrie pour l’identification biochimique des bactéries et la détermination de leurs

concentration minimales inhibitrices (CMI) réalisés sur des microplaques contenant les

substrats et des antibiotiques déshydratés. La mesure de la CMI par micro dilution en plaque

permet l’obtention des microdilutions des antibiotiques choisies, inoculés par la suite de la

bactérie. Les gammes de concentration des antibiotiques testées tiennent en considération des

concentrations critiques correspondantes aux intervalles limitant la sensibilité et la résistance

des souches bactériennes. Chaque série de test est validée par la mesure de la CMI de la

souche de référence E. coli ATCC 25922.

Ce système permet l’incubation, l’addition de réactifs et la lecture automatisées des plaques

pour les identifications et la détermination de la (CMI). L’interprétation est automatisée par

l’intermédiaire du logiciel (Labpro®). L’inoculum peut être préparé à l’aide d’une pointe

calibrée permettant de standardiser la densité de l’inoculum sans utiliser de turbidimètre
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(système Prompt®). L’inoculation est facilitée par l’utilisation d’un dispositif de pipettage qui

inocule les plaques en une étape (système RENOK®).

L’interprétation des CMI en phénotype sensible (S) ou (R) a été effectuée selon les valeurs

seuils cliniques (Clinical Breakpoints) de l’EUCAST (European Committee on Antimicrobial

Susceptibility Testing (EUCAST, 2013) à l’exception de certains seuils d’interprétation non

déterminés par ce dernier et qui ont été tirés de la table du comité de l'antibiogramme de la

société française de microbiologie (CA-SFM, 2010). Dans un contexte d’épidémie-

surveillance qui a pour objectif de détecter les souches bactériennes ayant acquis un

mécanisme de résistance sans l’exprimer franchement, des seuils épidémiologiques

(Epidemiological Cut-Off) définie par EUCAST ont été utilisés pour repartir les souches en :

Souches sauvages et non sauvages (Tableau 4).

 La liste des antibiotiques testés

L’appréciation de la sensibilité aux antibiotiques des différents isolats de Salmonella

d’origine alimentaire et humaine a été réalisée par la détermination de la concentration

minimale inhibitrice (CMI) des antibiotiques suivant : Ampicilline (AMP),

Amoxicilline/acide clavunalique (AMC), Piperacilline (PIP), Cefazoline (CZO), Cefuroxime

(CXM), Cefoxitine (FOX), Cefotaxime (CTX), Cefotaxime/acide clavunalique (CTC),

Ceftazidime (CAZ), Ceftazidime/acide clavunalique (CZC) , Cefepime (CF), Imipeneme

(IPM), Ertapeneme (ERT), Aztreoname (ATM), Acide nalidixique (NAL),  Norofloxacine

(NOF), Ofloxacine (OFX), Ciprofloxacine (CIP), Tetracycline (TCY), Tigecycline (TGY),

Nitrofurantoine (NF), Trimethoprime/sulfamethoxazole (SXT), Chloramphenicole (CHL),

Colistine (COL), Amikacine (AMK), Gentamycine (GEN),  Tobramycine (TOB).
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Tableau 4. Valeurs critiques des Concentrations minimales inhibitrices des salmonelles
d’après European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST, 2013). *:
MICs d’aprés (CA-SFM, 2010).

Antibiotiques

Seuils
épidémiologiques

(mg/L)

Concentrations Minimales
Inhibitrices

(CMI)(mg/L)
Sensible ≤ Résistant >

Ampicilline 8.0 8 8
Amoxicilline/Ac clavunalique ND 8/2 8/2
Piperacilline ND 8 16
Cefazoline* ND 8 CA-SFM 32 CA-SFM
Cefoxitine* 8.0 8 CA-SFM 32 CA-SFM
Cefuroxime 16 8 8
Cefotaxime 0.5 1 2
Cefotaxime/Ac clavunalique ND - -
Ceftazidime 2.0 1 4
Ceftazidime/Ac clavunalique ND - -
Cefepime ND 1 4
Imipeneme 1.0 2 8
Ertapeneme 0.064 0.5 1
Aztreoname ND 1 4
Acide nalidixique* 16 8 CA-SFM 16 CA-SFM
Norofloxacine ND 0.5 1
Ofloxacine 0.25 0.5 1
Ciprofloxacine 0.064 0.5 1
Amikacine ND 8 16
Tobramycine ND 2 4
Gentamycine 2.0 2 4
Tetracycline* 8.0 4 CA-SFM 8 CA-SFM
Tigécycline 1.0 1 2
Nutrofurantoine ND 64 64
Trimethoprime /Sulfamethoxazole 1.0 2/38 CA-SFM 4/76CA-SFM
Chloramphénicols 16 8 8
Colistine 2.0 2 2

ND : non déterminée.

I.2.5.Antibiogramme sur milieu solide (diffusion des disques)

L’étude de la sensibilité aux antibiotiques a été réalisée selon la méthode de

l’antibiogramme standard par diffusion des disques sur milieu solide suivant les

recommandations EUCAST, en utilisant le milieu Mueller Hinton (MH) (annexe2) et une

gamme d’antibiotique appartenant à différentes classes sous forme de disques imbibés de

chaque molécule.
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 Milieu pour antibiogramme

Il doit être coulé en boites de Pétri sur une épaisseur de 4 mm    et les géloses doivent être

séchées avant l’emploi. Les boîtes préparées au laboratoire sont conservées à 8-10°C. Si elles

sont conservées au delà de 7 jours, les conserver à 4-8°C en sachet plastique scellé.

 Préparation de l’inoculum

 A partir d’une culture pure de 18 a 24 h sur milieu d’isolement approprié, quelques

colonies bien isolées et parfaitement identiques sont raclées à l’aide d’une anse de

platine.

 l’anse a été bien déchargée dans 5 à 10 ml d’eau physiologique stérile à 0,9%.

 la suspension bactérienne a été bien homogénéisée, son opacité doit être équivalente à

0,5 Mac Farland (MF) ou à une D.O. de 0,08 à 0,13 lue à 625 nm. Ce qui correspond à

un inoculum d’environ 1 à 2 x108 UFC/mL ajuste par un spectrophotomètre.

 Ensemencement

 un écouvillon stérile trempé dans l’inoculum.

 L’essorer en le pressant fermement (et en le tournant) contre la paroi interne du tube,

afin de les décharger au maximum.

 l’écouvillon a été frotté sur la totalité de la surface gélosée sèche, de haut en bas, en

stries serrées.

 l’opération a été répétée 2 fois, en tournant la boite de 60° à chaque fois, sans oublier

de faire pivoter l’écouvillon sur lui-même. Finir l’ensemencement en passant

l’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

 Dans notre cas l’ensemencé plusieurs boites de Pétri, il était nécessaire de recharger

l’écouvillon à chaque fois.

 L’inoculum bactérien doit être employé dans les 15 minutes qui suivent sa préparation

 Application des disques d’antibiotiques

Après ensemencement par écouvillonnage les disques d’antibiotiques ont été déposés grâce à

des applicateurs appropriés. Dans un délai de 15 minutes.

La liste des antibiotiques testés

Les Β-lactamines : Amoxicilline (AMX) (30µg), Amoxicilline + acide clavulanique (AMC)

(30 µg), Céfuroxime (CXM) (30 µg), Céftazidime (CAZ) (30µg), Céfoxitine (FOX) (30µg),

Aztreonam (ATM) (30µg), Imipinem (IPM) (10µg).
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Les quinolones et fluoroquinolones : Acide nalidixic (NA) (30µg), Ofloxacine (OFX) (5µg),

Ciproflaxacine (CIP) (5µg).

Les aminosides : Gentamicine (GEN) (10µg), Tobramycine (TM) (10µg), Amikacine (AN)

(30µg).

Autres antibiotiques : Sulfamethoxazole+Trimetoprim (SXT) (25µg), Tétracycline (TE)

(30µg), Colistine (CS) (10µg), Chloramphénicol (C) (30µg), Nitrofurantoine (NIT) (300µg).

Les dix-huit antibiotiques utilisés ont été réparties en 4 boites pour chaque souche de la

manière suivante :

- La 1ére boite : AMC au centre de la boite entouré de CAZ, ATM et CXM.

- La 2éme boite : contient le CIP, OFX, NA et FOX.

- La 3éme boite : TM, AN, GEN, AMX et CS.

- La 4éme boite : SXT, NIT, IMI, C et TE.

 Incubation et lecture des résultats

Après incubation à 35±1°C en aérobiose 16 à 20 h , la lecture des résultats a été

effectuée  par mesure des diamètres d’inhibition autour des disques d’antibiotiques à l’aide

d’un pied à coulisse suivie d’une interprétation et une catégorisation des souches sensible (S)

ou résistante (R) grâce à une table qui offre des valeurs critiques des diamètres des zones

d’inhibitions pour entérobactéries selon la recommandation 2013 de l’EUCAST( version

2013) (Tableau5).

L’étude de la sensibilité aux antibiotiques a été validée par une souche témoins de référence

E. coli ATCC 25922.
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Tableau 5.Valeurs critiques des diamètres des zones d’inhibition pour entérobactéries selon
la recommandation 2013 de l’EUCAST
Antibiotiques testés Code Charge des disques Diamètres critiques (mm)

S ≥ R <
β-lactamines

Amoxicilline AMX 30 µg 14 14
Amoxicilline +
Ac clavulanique

AMC 30 µg 17 17

Céfuroxime CXM 30 µg 18 18
Céfoxitine FOX 30 µg 19 19
Ceftazidime CAZ 30 µg 22 19
Imipénème IPM 10 µg 22 16
Aztreonam ATM 30 µg 24 21

Quinolones
Acide Nalidixique NA 30 µg 20* 15*

Ciprofloxacine CIP 5 µg 22 19
Ofloxacine OFX 5 µg 22 19

Aminosides
Amikacine AN 30 µg 16 13
Gentamicine GEN 10 µg 17 14
Tobramycine TM 10 µg 17 14

Autres
Nitrofurantoine NIT 300 µg 11 11
Cotrimoxasol SXT 25 µg 16 13
Tétracycline TE 30 µg 19* 17*

Chloramphénicol C 30 µg 17 17
Colistin CS 10 µg 15* 15*

(*)Valeurs tirés du tableau de la recommandation 2010 du CA-SFM.

I.2.6 Caractérisation biochimique des souches

La caractérisation biochimique détaillée des souches a été effectuée grâce à des

galeries biochimiques Api 20 E (Analytical Profile Index, BioMérieux) qui représentent un

système d’identification miniaturisé pour les Enterobacteriaceae et autres bacilles à Gram

négatif. Le test comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés inoculés avec une

suspension bactérienne. Les réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent

par des virages colorés spontanés ou révélés par l'addition de réactifs. La lecture de ces

réactions se fait à l'aide d’un tableau de lecture sous forme d’un catalogue analytique ou d'un

logiciel d'identification (Annexe2).

l’ensemble des caractéristiques biochimiques cherchés sont : Beta galactosidase (ONPG),

Arginine dihydrolase (ADH), Lysine décarboxylase (LDC), Ornithine décarboxylase (ODC),

utilisation du citrate (CIT), Production d’H2S (H2S), Uréase (URE), Tryptophane
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désaminase (TDA), Production d’indole (IND), Production d’acétoine (VP), Gélatinase

(GEL),   Fermentation/oxydation(Glucose) (GLU), Mannitol(MAN), Inositol (INO), Sorbitol

(SOR), Rhamnose (RHA), Saccharose (SAC), Melibiose (MEL), Amygdaline (AMY),

Arabinose (ARA).

1.2.7. Analyse des données

Réalisés à l’aide du logiciel d'analyse et de traitements statistiques des données,

package XL-Stat version 2013 pour Windows (ADDINSOFT, 2013).

Une Classification hiérarchique ascendante CAH a été effectuée pour permettre une

construction de hiérarchies indicées des souches de salmonelles. On parle de classification

hiérarchique, car chaque classe d'une partition est incluse dans une classe de la partition

suivante.

Chaque niveau de hiérarchie représente une classe et que des individus appartiennent à ces

classes. La construction d'une hiérarchie est liée à la connaissance d'une mesure de

ressemblance entre groupes. Les indices utilisés sont principalement l'indice d'agrégation du

lien minimum (cas euclidien), l'indice de l'augmentation d'inertie (legendre & legendre,

1998).
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1.3. RÉSULTAS

1.3.1. Isolement et identification préliminaire des isolats

1.3.1.1. Origine alimentaire

a. Examen macroscopique des colonies après isolement sur Hektoen (HK).

Un total de 37 souches ont été isolées et purifiées sur milieu Hektoen (HK). Les

colonies sont apparus rondes, lisses (Smooth : S) à bords réguliers et un diamètre de 2 à 3

mm, vertes à nuances bleuâtres et à centres noirs, à l’exception de cinq isolats avec les quelles

on n’a pas observé le centre noir suite à l’absence d’une production d’H2S, l’ensemble de nos

isolats n’ont pas dégradés le lactose sur ce milieu sélectif (Figure3).

Figure 3. Aspect des colonies d’un isolat sur milieu Hecktoen

(Origine alimentaire)

b. Tests biochimiques préliminaires (tests clés) et miniaturisé (API20E)

L’analyse de ces résultats a montré que les 37 isolats sont avérés oxydase négative,

urease négative, ONPG negative, INDOL négative, TDA négative, (TSI) aspect évocateur

(production du gaz, lactose négative, saccharose négative, glucose positive, H2S positive), à

l’exception de cinq isolats qui n’ont pas développés une réaction H2S positive.
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1.3.1.2. Origine humaine

a. Examen macroscopique des colonies après isolement sur Hektoen (HK).

Un total de 39 souches a été collecté. Toute fois on a purifié ces isolats conservés en

milieu (gélose nutritive profonde) sur milieu Hektoen (HK). Les colonies sont apparus

rondes, lisses (Smooth : S) à bords réguliers et un diamètre de 2 à 3 mm, vertes à nuances

bleuâtres et à centres noirs, l’ensemble de nos isolats n’ont pas dégradé le lactose sur ce

milieu sélectif (Figure4).

Figure4. Aspects des colonies d’un isolat sur milieu Hecktoen

(Origine humaine)

b. Tests biochimiques préliminaires (tests clés)

L’analyse de ces résultats a montré que tous les isolats sont avérés oxydase négative,

urease négative, ONPG négative, INDOL négative, TDA négative, (TSI) aspect évocateur

(production du gaz, lactose négative, glucose positive, H2S positive. à l’exception d’une seule

souche qui apparait saccharose positive.

1.3.2. Diversité sérotypiques et sensibilité aux antibiotiques (CMI)

1.3.2.1. Sérotypage des salmonelles

2.3.3.2.1. Origine alimentaire

Les différentes souches ont développés une agglutination avec le sérum polyvalent et

monovalent correspondant, la formule antigénique a été éclaircie et les sérotypes ont été

déduits (Tableau6).
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Tableau6. Caractéristiques antigéniques (formule antigénique) des 37 souches de Salmonella

d’origine alimentaire.

Serotype Formule antigénique Nombre
d’isolats Fréquence

Ag O Ag H1 AgH2 Autres

S. Enteritidis 1,9, 12 g,m - 23 62.16%

S. Gallinarum 1,9, 12 - - 05 13.51%

S. Agona 1,4,[5],12 f,g,s [1,2] [z27], [z45] 01 2.7%

S. Heidelberg 1,4,[5],12 r 1,2r 1,2 03 8.10%

S. New Port 6,8, 20 e,h 1,2 [z67], [z78] 01 2.7%

S. Infantis 6,7, 14 r 1,5 01 2.7%

S. Virckow 6,7, 14 r 1,2 01 2.7%

Salmonella
Hadar

6,8 z10 e,n,x 01 2.7%

Ag O : antigène o somatique
Ag H1 : antigène flagellaire phase 1
AgH2 : antigène flagellaire phase 2
- : Facteurs O (souligné) dont la présence est liée à la conversion bactériophagique
[ ] : Facteur O (non souligné) ou H qui peut être absent et dont la présence n'est pas liée à la
conversion bactériophagique.

Parmi les 37 souches isolées, le sérotypage a permis de caractériser huit sérotypes, avec une

prédominance de sérotype Salmonella Enteritidis 62.16% (23/37) a été notée. Le sérovar

Salmonella Gallinarum a occupé le deuxième rang avec une fréquence de 13.51%, tandis que

21.61% (8/37) sont représentés par une variété de sérovar : Salmonella Heidelberg,

Salmonella New Port, Salmonella Infantis, Salmonella Agona, Salmonella Virckow,

Salmonella Livingstone et Salmonella Hadar (Figure5).
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Figure 5. Pourcentage de différents sérotypes de Salmonella (Origine alimentaire)

 Fréquence d’isolement de différents sérotypes en fonction de type d’échantillon

Le sérotype Salmonella Enteritidis a été isolé de différents types d’échantillons : carcasse,

viande, plat cuisiné, coquille de l’œuf, avec ce dernier S. Enteritidis a été le seul sérotype

isolé. Les sérotypes Salmonella Infantis, Salmonella Livingstone, Salmonella Hadar,

Salmonella Heidelberg, Salmonella Gallinarum ont montré une prédominance nette

d’isolement sur la carcasse de poulet de chair, accompagné d’un isolement en une seule fois

de Salmonella Gallinarum et Salmonella Heidelberg dans la viande de poulet de chair. Les

deux sérotypes Salmonella Agona et Salmonella New port ont été isolés à partir de la viande

de poulet de chair (Tableau7).

2.3.3.2.2. Origine humaine

Les différentes souches ont développés une agglutination avec le sérum polyvalent et

monovalent correspondants, la formule antigénique a été établie et les sérotypes sont

identifiés à l’exception de cinq isolats qui n’ont pas agglutiné avec les sérums polyvalents

(OMA) et (OMB) (Tableau7).

13,51%

˂ 10%

Diversité antigénique, biochimiques et sensibilité aux antibiotiques des Salmonelles

49

Figure 5. Pourcentage de différents sérotypes de Salmonella (Origine alimentaire)

 Fréquence d’isolement de différents sérotypes en fonction de type d’échantillon

Le sérotype Salmonella Enteritidis a été isolé de différents types d’échantillons : carcasse,

viande, plat cuisiné, coquille de l’œuf, avec ce dernier S. Enteritidis a été le seul sérotype

isolé. Les sérotypes Salmonella Infantis, Salmonella Livingstone, Salmonella Hadar,

Salmonella Heidelberg, Salmonella Gallinarum ont montré une prédominance nette

d’isolement sur la carcasse de poulet de chair, accompagné d’un isolement en une seule fois

de Salmonella Gallinarum et Salmonella Heidelberg dans la viande de poulet de chair. Les

deux sérotypes Salmonella Agona et Salmonella New port ont été isolés à partir de la viande

de poulet de chair (Tableau7).

2.3.3.2.2. Origine humaine

Les différentes souches ont développés une agglutination avec le sérum polyvalent et

monovalent correspondants, la formule antigénique a été établie et les sérotypes sont

identifiés à l’exception de cinq isolats qui n’ont pas agglutiné avec les sérums polyvalents

(OMA) et (OMB) (Tableau7).

62,16%

S. Enteritidis
S.Gallinarum
S.Agona
S.Heidelberg
S.New Port
S.Infantis
S.Virckow
S.Hadar

Diversité antigénique, biochimiques et sensibilité aux antibiotiques des Salmonelles

49

Figure 5. Pourcentage de différents sérotypes de Salmonella (Origine alimentaire)

 Fréquence d’isolement de différents sérotypes en fonction de type d’échantillon

Le sérotype Salmonella Enteritidis a été isolé de différents types d’échantillons : carcasse,

viande, plat cuisiné, coquille de l’œuf, avec ce dernier S. Enteritidis a été le seul sérotype

isolé. Les sérotypes Salmonella Infantis, Salmonella Livingstone, Salmonella Hadar,

Salmonella Heidelberg, Salmonella Gallinarum ont montré une prédominance nette

d’isolement sur la carcasse de poulet de chair, accompagné d’un isolement en une seule fois

de Salmonella Gallinarum et Salmonella Heidelberg dans la viande de poulet de chair. Les

deux sérotypes Salmonella Agona et Salmonella New port ont été isolés à partir de la viande

de poulet de chair (Tableau7).

2.3.3.2.2. Origine humaine

Les différentes souches ont développés une agglutination avec le sérum polyvalent et

monovalent correspondants, la formule antigénique a été établie et les sérotypes sont

identifiés à l’exception de cinq isolats qui n’ont pas agglutiné avec les sérums polyvalents

(OMA) et (OMB) (Tableau7).

S. Enteritidis
S.Gallinarum
S.Agona
S.Heidelberg
S.New Port
S.Infantis
S.Virckow
S.Hadar



Diversité antigénique, biochimiques et sensibilité aux antibiotiques des Salmonelles

50

Tableau 7. Caractéristiques antigéniques (formule antigénique) des 39 souches de Salmonella
d’origine humaine.

Sérotype
Formule
antigénique Nombre

d’isolats
Fréquence

Ag O Ag H1 Ag H2

Salmonella Enteritidis 1, 9, 12 g, m - 21 53.84%

Salmonella Hadar 6,8 z10 e, n, x 02 5.12%

Salmonella Heidelberg 1,4, [5], 12 r 1,2 04 10.25%

Salmonella Typhimerium 1, 4, [5], 12 I 1,2 06 15.38%

Salmonella Morbificans 6,8, 20 r, [i] 1,5 01 2.56%

Salmonella spp. - - - 05 12.82%

Ag O : antigène o somatique
Ag H1 : antigène flagellaire phase 1
AgH2 : antigène flagellaire phase 2
- : Facteurs O (souligné) dont la présence est liée à la conversion bactériophagique
[ ] : Facteur O (non souligné) ou H qui peut être absent et dont la présence n'est pas liée à la
conversion bactériophagique.

Le sérotypage des différents isolats collectés avec un total de 39 souches a permis

d’individualiser plusieurs sérotypes, dont 53,84% (21/39) sont représentées par Salmonella

Enteritidis, 12.82% (5/39) par Salmonella spp. 15,38% (6/39) représentées par Salmonella

Typhimerium, 10,25% (4/39) Salmonella Heidelberg et 5,13% (3/39) a été partagé par

d’autres sérovars Salmonella Morbificans, Salmonella Hadar (Figure 6).

Figure 6. Pourcentage de différents sérotypes de Salmonella
(Origine humaine).

15,38%

10,25%
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2.3.3.3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Les salmonelles sont naturellement sensibles aux antibiotiques testés sur les

entérobactéries, la répartition des souches d’origine alimentaires et d’origine humaine suivant

les CMI enregistrées avec la gamme d’antibiotiques choisie sont présentées selon le contexte

de prélèvement (Tableau8, 10).

2.3.3.3.1. Origine alimentaire

L’ensemble de sérovars de salmonelles non typhique 37/37 (100%) a montré une

sensibilité entière à toute les B-lactamines, aux aminosides, trimethoprime/sulfamethoxazole

(CMI<2mg/L), tétracycline (CMI<4mg/L), chloramphénicol (CMI<4mg/L). Toutefois 37/37

(100%) des souches ont présentés un phénotype non sauvage vis-à-vis l’imipenème,

ertapenem, ofloxacine, ciprofloxacine, trimithoprime /sulfamithoxazole et des CMI limitées

avec la colistine selon les valeurs seuils épidémiologiques définis par (EUCAST, 2013).

D’un autre côté 17/37 (45.94%) des souches de différent sérotypes ont montré une résistance

à haut niveau face à l’acide nalidixique (CMI>16mg/l), et l’ofloxacine CMI ≥4mg 32,43 %

(12/37). Toutefois, l’ensemble des souches ont montré une sensibilité à la ciprofloxacine

(CMI≤0,5) (Tableau 8).
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Tableau 8. Répartition des différents sérovars d’origine alimentaire (N= 37) en fonction de
leur concentration minimales inhibitrice (CMI).

Antibiotiques
% des souches
non sauvages

% des souches
résistantes

CMI (mg/L)

0.
50

0

1 2 4 8 16

Ampicilline 00 00 - - - 37 - -
Amoxicilline/Ac clavunalique - _ - - - 37 - -
Piperacilline - - - - - - 37 -
Cefazoline - - - - - - - 37
Cefoxitine 00 00 - - - - 37 -
Cefuroxime 00 00 - - - - 37 -
Cefotaxime 00 00 - 37 - - - -
Cefotaxime/Ac clavunalique - - - - - - - -
Ceftazidime 00 00 - 37 - - - -
Ceftazidime/Ac clavunalique - - - - - - - -
Cefepime - - - - - 37 - -
Imipinem 100 00 - - - 37 - -
Ertapenem 100 00 - - 37 - - -
Aztreonam - - - - - 37 - -
Ac nalidixique 45,94 45,94 - - - 20 - 17
Norofloxacine - -
Ofloxacine 100 32,43 18 07 - 12 - -
Ciprofloxacine 100 00 37 - - - - -
Amikacine - - - - - 37 - -
Gentamicine 00 00 - - 37 - - -
Tobramycine - - - - 37 - - -
Tetracycline 00 00 - - - 37 - -
Tigecycline - - - - - - - -
Nutrofurantoin - - - - - - - -
Trimethprime/Sulfamethoxazole 100 00 - - 37 - - -
Chloramphénicol 00 00 - - - - 37 -
Colistine 00 00 - - 37 - - -

- : Resistance de l’ensemble des souches à la concentration correspondante
: Nombre de souches inhibées par la concentration correspondante

A. Étude de la similarité des différents isolats

En recherchant les similarités entre les souches de salmonelles sélectionnées suivant

les différents CMI obtenues, l’application d’une classification ascendante hiérarchique (CAH)

tenant compte des distances euclidiennes et regroupant les relevés en fonction d’indice de

similarité de Pearson ; a permis de tracer le dendrogramme de la CAH (Figure 7).

L’analyse des résultats obtenus a permis d’individualiser trois groupes distincts de sérovars de

salmonelles différenciées entre elles par l’ampleur et le nombre d’antibiotiques touchées par

cette élévation des CMI (profil CMI). Classe 1 (souche1, souche3, souche5, souche7,

souche9, souche10, souche14, souche17, souche18, souche23, souche24, souche25, souche26,
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souche27, souche28, souche29, souche30, souche 31, souche32, souche34, souche37). Classe

2 (souche2, souche11, souche12, souche13, souche19, souche20, souche21, souche33,

souche36). Classe 3 (souche4, souche6, souche8, souche15, souche16, souche22, souche35)

(Figure 7).
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Figure7. Dendrogramme représentatif de la similarité de profil des CMI des souches de salmonella (origine alimentaire).

C1 : souche1, souche3, souche5, souche7, souche9, souche10, souche14, souche17, souche18, souche23, souche24, souche25, souche26,
souche27, souche28, souche29, souche30, souche 31, souche32, souche34, souche37. C2 : souche2, souche11, souche12, souche13, souche19,

souche20, souche21, souche33, souche36. C3 : souche4, souche6, souche8, souche15, souche16, souche22, souche3.
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B. Profils de sensibilité aux antibiotiques

L’interprétation des résultats de la détermination de la (CMI) obtenus avec les

différentes souches bactériennes de salmonella isolées à partir des aliments suivant la table

fournit par (EUCAST) (Tableau4), a conduit à une détermination de plusieurs profils de

sensibilité aux antibiotiques testés selon le sérotype (Tableau 9).

Salmonella Enteritidis : Caractérisée par trois profils de sensibilité :

Profil 1 : sensible (S)

Profil 2 : résistance à l’acide nalidixique (NAL®)

Profil 3 : résistance à l’acide nalidixique et ofloxacine (NAL®, OFX ®)

Salmonella Gallinarum : Caractérisée par deux profils de sensibilité :

Profil 1 : résistance à l’acide nalidixique (NAL®)

Profil 2 : résistance à l’acide nalidixique et ofloxacine (NAL®, OFX ®)

Salmonella Heidelberg : caractérisée par deux profils de sensibilité

Profil 1 : sensible (S),

Profil 2 : résistance à l’acide nalidixique (NAL®)

Salmonella Infantis, Salmonella Livingstone, Salmonella New port, Salmonella Virckow

Salmonella Agona : caractérisées par un seul profil 1 : sensible à tous les antibiotiques(S)



Diversité antigénique, biochimiques et sensibilité aux antibiotiques des Salmonelles

55

Tableau 9. Origine et profils de résistance des salmonelles d’origine alimentaire.
OFX : ofloxacine, NAL : acide nalidixique (Valeurs de CMI).

Sérotype Date de
prélèvement

Nature Profil de résistance

S1 Salmonella Enteritidis 2007 Carcasse Sensible
S3 Salmonella Enteritidis 2007 Carcasse Sensible
S2 Salmonella Enteritidis 2007 Viande OFX ; NAL
S4 Salmonella Enteritidis 2007 Carcasse OFX ; NAL
S5 Salmonella Enteritidis 2008 Œuf (coquille) Sensible
S7 Salmonella Enteritidis 2008 Viande Sensible
S9 Salmonella Enteritidis 2008 Carcasse Sensible
S10 Salmonella Enteritidis 2008 Carcasse Sensible
S14 Salmonella Enteritidis 2008 Carcasse Sensible
S8 Salmonella Gallinarum 2008 Carcasse OFX ; NAL
S30 Salmonella Agona 2009 Viande Sensible
S17 Salmonella Enteritidis 2009 Œuf (coquille) Sensible
S16 Salmonella Enteritidis 2009 Carcasse OFX ; NAL
S21 Salmonella Enteritidis 2009 Viande OFX ; NAL
S23 Salmonella Heidelberg 2009 Carcasse Sensible
S13 Salmonella Gallinarum 2009 Carcasse OFX ; NAL
S29 Salmonella Livingstone 2009 Carcasse Sensible
S25 Salmonella New port 2009 Viande Sensible
S24 Salmonella Enteritidis 2010 Viande Sensible
S32 Salmonella Enteritidis 2010 Viande hachée Sensible
S28 Salmonella Enteritidis 2010 Viande Sensible
S15 Salmonella Enteritidis 2010 Œuf (coquille) OFX ; NAL
S33 Salmonella Gallinarum 2010 Carcasse NAL
S26 Salmonella Infantis 2010 Carcasse Sensible
S31 Salmonella Virckow 2010 Carcasse Sensible
S18 Salmonella Enteritidis 2011 Œuf(coquille) Sensible
S36 Salmonella Enteritidis 2011 Viande NAL
S6 Salmonella Enteritidis 2011 Carcasse OFX ; NAL
S11 Salmonella Enteritidis 2011 Viande OFX ; NAL
S20 Salmonella Enteritidis 2011 Œuf OFX ; NAL
S22 Salmonella Gallinarum 2011 Carcasse NAL
S34 Salmonella Gallinarum 2011 Viande NAL
S27 Salmonella Hadar 2011 Carcasse Sensible
S35 Salmonella Heidelberg 2011 Viande NAL
S37 Salmonella Heidelberg 2011 Carcasse Sensible
S12 Salmonella Enteritidis 2012 Carcasse OFX ; NAL
S19 Salmonella Enteritidis 2012 Carcasse OFX ; NAL

2.3.3.3.2. Origine humaine

La détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) a montré que,

uniquement 10/39 souches (25,64%) présentent une sensibilité vis-à-vis de toutes les classes

d’antibiotiques testés. D’un autre côté, 29 /39 (74,36%) des souches ont montré une résistance
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au moins à un antibiotique et 28/39 (71,79%) des salmonelles isolés sont avérées multi

résistantes. 10/39 (25,64%) ont montré une résistance isolée aux quinolones et

fluoroquinolones testés avec différents niveaux de résistances vis-à-vis (acide nalidixique)

>16mg/L, norofloxacine >4mg/L. Un phénotype non sauvage a été noté avec l’ofloxacine

(CMI≤0,5mg /L et ≤1mg/ml et) et la ciprofloxacine (CMI≤0, 5mg/l) observé avec 39/39

(100%) des souches (Tableau10).

Tandis  que 16 souches (41,02%) ont montré une résistance aux betalactamines avec

différents mécanismes de résistance (aminopinicillinase, cephalosporinase) (AMP) (AMP;

AMC), (AMP; CZO), (AMP; AMC; CZO), (AMP; AMC; CZO; PIP). 03 souches ont

montrées une betalactamase à spectre élargi (BLSE) responsable d’une résistance aux

céphalosporines de troisième génération (C3G) confirmée par une image de synergie entre les

disques d’antibiotiques : AMC et CTX /CAZ, (AMP; CZO; CTX; CAZ; CXM; CPM;

ATM), (AMP; AMC; CZO; CPM; CT X; CAZ; CXM; ATM) (Tableau11). Un phénotype

non sauvage observé avec toutes les souches face à l’ertapeneme (CMI≤1mg/ml) et de

cefotaxime (CMI≤1mg/ml, ≤32mg /L) et des CMI limités face à la colistine (CMI≤2mg/ml).

Cette résistance aux betalactamines est croisée avec au moins un antibiotique des autres

classes : tétracycline 10 /39 (25,64%) (CMII>8mg/L), trimethoprime /sulfamethoxazole 6/38

(15,38%) (CMII>4/76mg/L), gentamycine 3/39 (7.69%) (CMII>8mg/L), nitrofurantoin 4 /39

(10.25%) (CMII>64mg/L), tobramycine 8/39 (20,51%) (CMII>8mg/L), chloramphenicole

6/39 (15,38%) (CMI>8mg/L) (Tableau 10).
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Tableau 10. Répartition des différents serovars d’origine humaine en fonction de leur
concentration minimales inhibitrice (CMI).

Antibiotiques % des
souches

non
sauvages

%des
souches

résistantes

Résistance >CMI (mg/L)

0.
50

0

1 2 4 8 16 32 64

Ampicilline 38,46 38,46 - - - - 24 15 - -
Amoxicilline/Ac clavunalique - 20,51 - - - - 31 8 - -
Piperacilline - 2,56 - - - - 38 - - 1
Cefazoline - 00 - - - - 33 6 - -
Cefoxitine 00,0 00 - - - - 39 - -
Cefuroxime 7 ,69 7,69 - - - 30 6 3 - -
Cefotaxime 100 7,69 - 36 - - - 3 -
Cefotaxime/Ac clavunalique - - 39 - - - - - -
Ceftazidime 7,69 7,69 - 36 - - 1 2 - -
Ceftazidime/Ac clavunalique - - - - - - - - -
Cefepime - 7,69 - 36 - - - 3 - -
Imipinem 00 00 - 39 - - - - -
Ertapenem 100 00 27 12 - - - - -
Aztreonam - 12,82 - 34 - - 1 4 - -
Ac nalidixique 46,15 46,15 - - - - - 21

18
- -

Norofloxacine - 46,15 21 8 - 10 - - -
Ofloxacine 100 46,15 21 18 - - - - -
Ciprofloxacine 100 00 39 - - - - - -
Amikacine - 00 - - - - 39 - -
Gentamicine 7,69 7,69 - - 36 - 3 - -
Tobramycine - 20,51 - - 31 - 8 - -
Tetracycline 25 ,64 25,64 - - - 29 10 - -
Tigecycline 2,56 2,56 - 38 1 - - - -
Nutrofurantoin - 10,25 - - - - - 35 4
Trimethprime/Sulfamethoxazole 10,25 10,25 - - 33 6 - - -

Chloramphénicol 00 20,51 - - 33 - 6 - -
Colistine 00 00 - - 39 - - - -

- : Resistance de l’ensemble des souches à la concentration correspondante
: Nombre de souches inhibées par la concentration correspondante

A. Étude de la similarité des différents isolats

Cette diversité d’expression de la sensibilité envers les différentes classes

d’antibiotiques a été éclaircie par l’analyse de la similarité (coefficient de Pearson) (CAH) qui

a permis de répartir l’ensemble des souches isolées en (09) classes distinguées l’une de l’autre

par l’ampleur et le nombre d’antibiotiques touchés par une élévation de la CMI appartenant à

une classe données ou à un ensemble de classes d’antibiotiques à la fois. Classe 1 (souche1,

souche2, souche6, souche7, souche12, souche15, souche18, souche19, souche22, souche23,

souche25, souche27, souche28, souche29, souche31, souche32, souche34, souche35,



Diversité antigénique, biochimiques et sensibilité aux antibiotiques des Salmonelles

58

souche36, souche38). Classe 2 (souche3, souche8, souche9, souche10, souche13, souche17,

souche30, souche37). Classe 3 (souche4). Classe 4 (souche5, souche39). Classe 5

(souche14). Classe 6 (souche16, souche20, souche21). Classe 7 (souche24, souche40).

Classe 8 (souche26). Classe 9 (souche33) (Figure 8).
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Figure 8. Dendrogramme représentatif de la similarité de profil des CMI des souches de Salmonella (origine humaine)
C1 : souche1, souche2, souche6, souche7, souche12, souche15, souche18, souche19, souche22, souche23, souche25, souche27, souche28,
souche29, souche31, souche32, souche34, souche35, souche36, souche38. C2 : souche3, souche8, souche9, souche10, souche13, souche17,
souche30, souche37. C3 : souche4. C4 : souche5, souche39. C5 : souche14. C6 : souche16, souche20, souche21. C7 : souche24, souche40. C8 :
souche26. C9 : souche33.
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B. Profils de sensibilité aux antibiotiques

L’interprétation des résultats de la détermination de la (CMI) obtenus avec les

différentes souches bactériennes de Salmonella d’origine humaine suivant la table fournit par

(EUCAST) (Tableau4), a conduit à une détermination de plusieurs profils de sensibilité aux

antibiotiques testés selon le serotype (Tableau 11).

Salmonella Enteritidis, caractérise par les profils suivants :

Profil 1: sensible (S)

Profil 2: NAL®, NOF®

Profil 3: NAL®, NOF®, TCY®

Profil 4: NA®L, NOF®, AMP®®

Profil 5: AMP®, AMC®, CHL®

Profil 6: NAL®, NO®F, AMP®, CHL®

Profil 7 : NAL®, NOF®, AMP®, CZO®, AMC®

Salmonella Typhimerium, caractérise par les profils suivants :
Profil 1: AMP®, AMC®, CHL®

Profil 2: AMP, ® CZO®, CTX®, CAZ, ® CXM®, CPM®, ATM®, GEN®, TOB®, SXT®

Profil 3 : AMP®, SXT®

Salmonella Heidelberg, caractérise par les profils suivants

Profil 1 : NAL®, NOF®

Profil 2 : AMP®, NAL®, NOF ®

Salmonella Hadar caractérise par les profils suivants

Profil 1: AMP, ® CZO®, TCY®, NAL®, NOF ®

Profil 2: TCY®

Salmonella spp. Caractérise par les profils suivants :

Profil 1: NAL®, NOF®, AMP, ® CZO®, AMC®, PIP®, OFX®, TCY®

Profil 2: AMP, ® AMC®, CHL®

Profil 3: AMP®, CZO®, ATM®, CAZ®, CXM®, CPE®, CTX®, GEN®, TOB®, TCY®

Profil 4: NAL®, NOF®, SXT®, TCY®

Salmonella Morbificans

Profil 1: sensible(S)
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Tableau11. Origine et profils de résistance des salmonelles d’origine humaine (AMP:
Ampicilline, ATM: Aztreonam, CHL: Chloramphénicol, CPM: Cefepime, CTX: Cefotaxime, CXM:
Cefuroxime, CZO: Cefazoline, GEN: Gentamicine, NAL: acide Nalidixique, NOF: Norofloxacine, OFX:
Ofloxacine, PIP: piperacilline, SXT: Sulfamethoxazole/Trimethoprime, TCY: Tétracycline, TOB: Tobramycine)

Sérotype Date de
prélèvement

Nature Profil de résistance

H19 Salmonella Enteritidis 2007 Coproculture Sensible
H20 Salmonella Enteritidis 2007 / Sensible

Salmonella Enteritidis 2007 / Sensible
H27 Salmonella Enteritidis 2007 / NAL, NOF
H29 Salmonella Enteritidis 2007 / NAL, NOF, AMP, CHL
H39 Salmonella Hadar 2007 / AMP, CZO, TCY, NAL, NOF
H28 Salmonella Hadar 2007 / TCY
H7 Salmonella Heidelberg 2007 / NAL, NOF
H22 Salmonella Heidelberg 2007 / NAL, NOF
H16 Salmonella Typhimurium 2007 / AMP, AMC, CHL
H5 Salmonella Typhimurium 2007 / AMP, CZO, CTX, CAZ, CXM,

CPM, ATM, GEN, TOB, SXT
H30 Salmonella Enteritidis 2008 Coproculture NAL, NOF
H23 Salmonella Enteritidis 2008 / NAL, NOF, AMP, CZO, AMC
H2 Salmonella Heidelberg 2008 / NAL, NOF,
H4 Salmonella spp. 2008 / NAL, NOF, AMP, CZO, AMC,

PIP, OFX, TCY
H14 Salmonella Enteritidis 2009 Coproculture Sensible
H1 Salmonella Enteritidis 2009 / Sensible
H18 Salmonella Enteritidis 2009 / NAL, NOF
H26 Salmonella Enteritidis 2009 / NAL, NOF
H25 Salmonella Enteritidis 2009 / NAL, NOF
H11 Salmonella Enteritidis 2009 / NAL, NOF
H6 Salmonella Enteritidis 2009 / NAL, NOF, TCY
H24 Salmonella Enteritidis 2009 / NAL, NOF, AMP
H15 Salmonella Enteritidis 2009 / AMP, AMC, CHL
H8 Salmonella Heidelberg 2009 / AMP, NAL, NOF
H17 Salmonella Morbificans 2009 / Sensible
H9 Salmonella spp. 2009 / AMP, AMC, CHL
H13 Salmonella spp. 2009 / AMP, AMC, CZO, CPM, CT X,

CAZ, CXM, ATM, SXT, GEN
H10 Salmonella Typhimurium 2009 / AMP, SXT
H3 Salmonella Typhimurium 2009 / AMP, SXT
H12 Salmonella Typhimurium 2009 / AMP, AMC, CHL
H32 Salmonella Enteritidis 2011 Coproculture Sensible
H33 Salmonella Enteritidis 2011 / Sensible
H34 Salmonella Enteritidis 2011 / Sensible
H31 Salmonella Enteritidis 2011 / Sensible
H37 Salmonella Enteritidis 2011 / NAL, NOF
H35 Salmonella spp. 2011 / NAL, NOF, SXT, TCY
H38 Salmonella spp. 2011 / AMP, CZO, ATM, CAZ, CXM,

CPE, CTX, GEN, TOB, TCY
H36 Salmonella Typhimurium 2011 / AMP, AMC, CHL
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1.3.3. Diversité biochimique et sensibilité aux antibiotiques (antibiogramme)

1.3.3.1. Étude biochimiques détaillée (galerie API20E)

1.3.3.1.1. Origine alimentaire

Caractérisation réalisée sur 32 isolats parmi un total de 37 isolats. La détermination

des caractères biochimiques préconisés des différentes souches bactériennes isolées et

sélectionnées a permis de déterminer l’appartenance de nos isolats au genre Salmonella spp,

et l’appartenance de cinq souches de ce genre au sérotype S .Gallinrum avec ces

caractéristiques biochimiques particulières (annexe2).

Étude de la similarité des isolats

Une fois la lecture des tests biochimiques effectuée, les souches sont  identifiées et

comparées entre eux par une étude statistique CAH (Classification Ascendante Hiérarchique)

Des  tableaux  binaires  ont été réalisés sur  la  base  de  positivité  ou de la négativité des tests

biochimiques chez les différents souches pour la détermination de la similarité entre eux

suivant l’indice de jackard et un dendrogramme  qui illustre cette relation  a été élaborée

(Figure12).

Les 32 isolats d’origine alimentaire sont notés en ordonnée et regroupés en fonction de leur

similitude, en abscisse les distances taxonomiques qui représentent la similarité entre les

souches (Figure12).

Trois groupes d’isolats homogènes ont été individualisés : CA1, CA2 et CA3.

Remarque : la désignation des souches de Salmonella par la lettre (S) et l’ordre numérique de

(1 à 32) sont indépendants de ceux attribués aux différents isolats dans l’étude de la CMI.

 Le groupe CA1 est composé de 26 souches (S1, 2, 3, 4, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 18, 19,

20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32). Ce groupe est assez homogène et toutes

les souches ont donnés le même code de lecture pour la détermination du genre, 6704552

ce qui correspond à une excellente identification  biochimique (Salmonella spp), ce

groupe est caractérisé par la présence de l’enzyme Ornithine décarboxylase (ODC) et la

fermentation des sucres : sorbitol (SOR), Rhamnose (RHA) et Melibiose (MEL) par

rapport aux souches du groupe CA2, la fermentation du Melibiose seulement différencié

les souches du groupe CA1des souches du groupe CA3 (Figure 9).
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Figure 9. Galerie d’identification biochimique d’une souche appartenant au groupe CA1

(origine alimentaire).

Le groupe CA2 renferme 5 souches (S5, 6, 7, 8,17), ce groupe est homogène et toutes les

souches ont fourni un code d’identification 6604102 qui correspond à Salmonella Gallinarum.

Les souches de ce groupe sont caractérisées par l’absence de l’enzyme Ornithine

décarboxylase (ODC) et l’incapacité de dégrader les sucres suivants : Sorbitol (SOR),

Rhammnose (RHA) et Melibiose (MEL), avec absence de sulfure d’hydrogène (H2S) (Figure

10).

Figure 10. Galerie d’identification biochimique d’une souche appartenant au groupe CA2

(origine alimentaire).

 Le groupe CA3 est composé d’une seule souche (S16), le code d’identification obtenue

avec cette souche est 6704512 qui correspond à Salmonella spp. dont le caractère

différentiel est l’incapacité de fermenter le Melibiose (MEL) à l’inverse des souches du

groupe CA1, elle a une Ornithine décarboxylase (ODC) et elle dégrade le Sorbitol (SOR)

et le Rhammnose (RHA) par rapport aux souches du groupe CA2 qui sont dépourvues de

ces caractères (Figure11).

Figure11. Galerie d’identification biochimique d’une souche appartenant au groupe CA3

(origine alimentaire)

ODC+ SOR+, RHA + MEL +

ODC - SOR-, RHA - MEL-H2S- ↓↓

MEL -SOR+, RHA+
-

H2S+

H2S+OCD+
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Figure12. Dendrogramme représentatif de la similarité des caractéristiques biochimiques des isolats d’origine alimentaire (CA1, CA2 et CA3).

souche17
souche8
souche7
souche5
souche6

souche16
souche32
souche31
souche30
souche29
souche28
souche27
souche26
souche25
souche24
souche23
souche22
souche21
souche20
souche19
souche18
souche15
souche14
souche13
souche12
souche11
souche10

souche9
souche4
souche3
souche1
souche2

0,90,930,960,99

Similarité (Indice de Jackard)



Diversité antigénique, biochimiques et sensibilité aux antibiotiques des Salmonelles

65

1.3.3.1.2. Origine humaine

Une caractérisation réalisée sur 37 isolats parmi un total de 39 isolats. La

détermination des caractères biochimiques préconisés des différentes souches microbiennes

isolées et sélectionnées a permis de déterminer l’appartenance de nos isolats au genre

Salmonella spp, (annexe2).

Étude de la similarité entre les différents isolats

Une fois la lecture des tests biochimiques effectuée, les souches sont identifiées et

comparées entre elles (Classification Ascendante Hiérarchique) (CAH) de la même manière

des souches d’origine alimentaire. Des  tableaux  binaires  ont été réalisés sur  la  base  de

positivité ou de la négativité des tests biochimiques avec les différentes souches pour la

détermination de la similarité entre eux suivant l’indice de jackard et un dendrogramme  qui

illustre cette relation  a été élaboré.

Les 27 isolats d’origine humaine sont notés en ordonnée et regroupés en fonction de leur

similitude, en abscisse les distances taxonomiques qui représentent la similarité entre les

souches (Figure 17).

Quatre groupes d’isolats homogènes ont été individualisés : CH1, CH2, CH3, CH4

Remarque : la designation des souches de Salmonella par la lettre (S) et l’ordre numérique de

(1 à 27) sont indépendants de ceux attribués aux différents isolats dans l’étude de la CMI.

 Le groupe CH1 composé de 11 souches (S1, 2, 5, 6, 8, 9, 14, 17, 19, 20, 25). Le code

d’identification biochimique de ce groupe est : 6704752 qui correspondent à Salmonella

spp. Le caractère différentiel des souches de ce groupe réside dans leur aptitude à dégrader

l’inositol (INO) qui est une caractéristique biochimique rare chez les salmonelles à

l’inverse des souches du groupe CH2 qui sont incapables de le dégrader. Elles sont capables

de dégrader le melibiose (MEL) par rapport au groupe CH3 qui ne le dégrade pas

(Figure13).
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Figure13. Galerie d’identification biochimique d’une souche appartenant au groupe CH1

(origine humaine).

 Le groupe CH2 est composé de 13 souches (S3, 7, 10, 11, 12, 13, 15, 16, 18, 21, 22, 24,

26), le code d’identification 6704552, qui correspond à une excellente identification

(Salmonella spp). Les souches de ce groupe sont incapables de dégrader l’inositol au

contraire aux souches du groupe CH1, elles sont Melibiose positifs par rapport ou souches

du groupe CH3 qui sont melibiose négatifs (Figure14).

Figure14. Galerie d’identification biochimique d’une souche appartenant au groupe CH2

(Origine humaine).

 Le groupe CH3 est composé d’une seule souche (S4) dont le caractère différentiel est

leur aptitude à dégrader le saccharose (SAC) caractéristique biochimique exceptionnelle

et elle est incapable de dégrader le rhammnose (RHA). Le code d’identification de cette

souche est 6704762 qui correspond à Salmonella spp. (Figure15).

INO + RHA+ SAC-MEL +

INO - RHA+ SAC-MEL +

ODC+ H2S+

ODC+ H2S+
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Figure15. Galerie d’identification biochimique d’une souche appartenant au groupe CH3

(origine humaine).

 Le groupe CH4 est composé de deux souches (S23, S27), dont le code d’identification

6704712 correspond à Salmonella spp. Elles sont caractérisées par leurs incapacités de

dégrader le melibiose (Figure16).

Figure16. Galerie d’identification biochimique d’une souche appartenant au groupe CH4

(Origine humaine).

RHA- SAC+ MEL+INO +

MEL -INO+ RHA+ SAC-

ODC+ H2S+

ODC+ H2S+
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Figure17. Dendrogramme représentatif de la similarité des caractéristiques biochimiques des souches d’origine humaine (CH1, CH2, CH3, CH4).
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1.3.3.2. Étude de la sensibilité aux antibiotiques (Antibiogramme)

1.3.3.2.1. Origine alimentaire

Après avoir validé le test avec la lecture et l’interprétation des résultats de la souche

témoins E.coli ATCC 25922, une mesure des diamètres d’inhibition a été effectuée autour des

disques d’antibiotiques testés de l’ensemble de souches, l’interprétation des résultats a été

faite grâce à la table fournit par (EUCAST) (Tableau5). Une résistance a été observé avec

deux molécules : acide nalidixique (NAL) 19/32 (59.37%) et la colistine (CS) 6/32 (18.75%).

La résistance à acide Nalidixique (NAL) a été exprimée avec des diamètres contact (R ≤6mm)

et la résistance à la colistine (CS) a été exprimée avec des diamètres de 14 mm pour

l’ensemble des souches résistantes à la colistine sachant que la valeur seuil est 15mm. Nos

souches ont montré une sensibilité à toutes les autres molécules d’antibiotiques testés B-

lactamines, Fluoroquinolones (ofloxacine, ciprofloxacine), Sulfamethoxazole /Trimetoprim,

Tétracycline, Chloramphénicol, Nitrofurantoine, Aminosides (Figure18).

Figure18. Pourcentage des isolats de Salmonelles sensibles et résistantes aux antibiotiques

testés (Origine alimentaire).

A. Activité antibactérienne des antibiotiques acide nalidixique, ofloxacine,

ciprofloxacine et au cotrimoxazole

Une variation intéressante des diamètres autour des disques d’antibiotiques appartenant à

la famille des quinolones (acide nalidixique, ofloxacine, ciprofloxacine) et au cotrimoxazole a

été observée avec toutes les souches d’origine alimentaire, par apport aux diamètres de la
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souche de référence E.coli ATCC 25922 avec la quelle un antibiotique montre 100%

d’activité antibacterienne et des diamètres de zones d’inhibition maximales sont enregistrées.

Acide nalidixique : a présenté une activité antibactérienne < 25% avec 18 isolats de

salmonella. Une activité antibactérienne entre 25% et 50% avec un isolat, une activité

antibactérienne entre 50% et 75% avec deux isolats, une activité antibactérienne entre 75% et

100% avec 06 isolats, et une activité antibactérienne à 100% avec cinq isolats (Figure 19,20).

Ofloxacine : a présenté une activité antibactérienne entre 50% et 75% avec 20 souches, une

activité antibactérienne entre 75% et 100% avec 10 souches, et une activité antibactérienne à

100% avec deux isolats (Figure 19,20).

Ciprofloxacine : a présenté une activité antibactérienne entre 50% et 75% avec 09 souches,

activité antibactérienne entre75% et100% avec 22souches, une activité antibactérienne à

100% avec une seule souche (Figure 19,20).

Trimethoprime/Sulfamethoxazol : activité antibactérienne entre 75% et 100% avec 27

souches, une activité antibactérienne à 100% avec 05 isolats (Figure 19,21).
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Figure19. Variabilité de l’activité antibactérienne enregistrée avec les trois antibiotiques
(OFX, CIP, SXT).

E.Coli ATCC 25922/ SXT

E.Coli ATCC 25922 / CIP/OFX

Salmonella. spp SXT

Salmonella. spp CIP/ OFX

Diversité antigénique, biochimiques et sensibilité aux antibiotiques des Salmonelles

71

Figure19. Variabilité de l’activité antibactérienne enregistrée avec les trois antibiotiques
(OFX, CIP, SXT).

E.Coli ATCC 25922/ SXT

E.Coli ATCC 25922 / CIP/OFX

Salmonella. spp SXT

Salmonella. spp CIP/ OFX
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Figure19. Variabilité de l’activité antibactérienne enregistrée avec les trois antibiotiques
(OFX, CIP, SXT).

E.Coli ATCC 25922/ SXT

E.Coli ATCC 25922 / CIP/OFX

Salmonella. spp SXT

Salmonella. spp CIP/ OFX
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Figure20. Variation des diamètres des zones d’inhibition des antibiotiques (Acide

nalidixique, ofloxacine, ciprofloxacine) par rapport à la souche de référence (100%

d’activité), (Origine alimentaire).
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Figure21. Variation des diamètres de trimethoprime/sulfamethoxazol) par rapport à la souche

de référence (100% d’activité), (origine alimentaire).

B. Étude de la similarité entre les différents isolats

Suite à la lecture et l’interprétation des antibiogrammes validés par la souche témoin E.

coli ATCC 25922 suivant la table EUCAST, (2013). Les résultats des 32 isolats d’origine

alimentaire ont été soumis à une analyse de CAH (Classification Ascendante Hiérarchique)

pour visualiser la similarité des souches suivant le coefficient de pearson et un dendrogramme

qui illustre cette relation a été élaboré.

L’ensemble des isolats d’origine alimentaire sont regroupés en fonction des distances

taxonomiques qui représentent la similarité entre les souches (Figure22).

Remarque : la désignation des souches de salmonella par la lettre (S) et l’ordre numérique de

(1 à 32) sont indépendants de ceux attribués aux différents isolats dans l’étude de la CMI.
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Figure22. Dendrogramme représentatif de la similarité des profils des zones d’inhibitions des salmonenelles enregistrés avec la méthode de

diffusion des disques d’antibiotiques (origine alimentaire) (CA
’1. CA

’2, CA
’3)
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Trois groupes d’isolats homogènes ont été individualisés : CA
’1, CA

’2 et CA
’3.

 Le groupe CA
’1 composé de 11 souches (S1, 2, 4, 10, 11, 13, 14, 16, 22, 26, 28) ce

groupe est assez homogène caractérise par une sensibilité a toutes les antibiotiques.

 Le groupe CA
’2 regroupe 19 souches (S3, 5, 6, 7, 8, 9, 12, 15, 17, 18, 19, 20, 21, 23, 27,

29, 30, 31, 32). Les souches de ce groupe sont caractérisées par une résistance à l’acide

nalidixique avec un diamètre ≤6 mm à la différence avec les souches du groupe CA
’1 qui

sont sensibles à cette molécule d’antibiotique.

 Le groupe CA
’3 composé de deux souches (S24, S25), caractérisées par leurs, résistance

seule à la colistine avec des diamètres 14 mm.

1.3.3.2.2. Origine humaine

Après avoir validé le test avec la lecture et l’interprétation des résultats de la souche

témoins E.coli ATCC 25922l, une mesure des diamètres d’inhibition autour des disques

d’antibiotiques testés sur l’ensemble de souches, l’interprétation des résultats a été faite grâce

a la table fournit par (EUCAST) (Tableau5).

Les souches d’origine humaine ont présentées une série de résistance vis avis de plusieurs

molécules d’antibiotiques testés (Figure 23).

Les betalactamines

Amoxicilline : deux souches (11.11%) ont présentées une résistance face à cette molécule

Amoxicilline + Ac clavulanique (AMC) : trois souches (13.33%) ont presentes une

résistance face à cette molécule.

Céfuroxime (CXM) et Ceftazidime (CAZ) : une seule souche qui a exprime cette résistance

au deux antibiotiques ce qui représente (3.70%).

Quinolones

Acide Nalidixique (NAL) : quatorze isolats ont exprimes cette résistance ce qui représente

(51.85%.).

Trimethoprime/Sulfamethoxazol : trois isolats (11.11%) ont exprimes cette résistance.

Tétracycline : douze isolats qui ont exprimes cette résistance ce qui correspond à (44.44 %).
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Figure23. Pourcentage des souches sensibles et résistantes aux antibiotiques testés (origine
humaine).

A. Activité antibactérienne des antibiotiques acide nalidixique, ofloxacine,

ciprofloxacine et au cotrimoxazole

Une variation intéressante des diamètres autour des disques d’antibiotiques appartenant à

la famille des quinolones (acide nalidixique, ofloxacine, ciprofloxacine) et cotrimoxazole a

été observée avec toutes les souches d’origine alimentaire, par apport aux diamètres de la

souche de référence E.coli ATCC 25922l qui représente les diamètres maximales d’une

souche sauvage (valide par test de control de qualité spécifique aux souches de référence

sensible à toute les antibiotiques.

L’activité antibactérienne de ces antibiotiques a été évaluée par rapport à celle de la souche de

référence E.coli ATCC 25922l avec la quelle les antibiotiques présentent (100% d’activité).

Acide nalidixique : l’activité antibactérienne a été variable, une activité < 25% avec quatorze

souches, entre 50 % et 75% avec une seule souche, entre (75% et 100%), dix souches et

(100%) d’activité antibactérienne avec uniquement deux isolats.

Ofloxacine : une activité antibactérienne entre (50% et 75%) quinze isolats, une activité entre

(75% et 100%) douze isolats.

Ciprofloxacine : une activité antibactérienne entre 50% et 75% avec sept isolats et une

activité entre (75% et 100%) avec vingt souches (Figure24).
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Trimethoprime/Sulfamethoxazol : a présenté une activité < 25% avec trois isolats, entre

(50%, et 75%) avec une seule souche et entre (75 % et 100%) avec 23 souches (Figure25).

Figure24. Variation des diamètres des antibiotiques (Acide nalidixique, ofloxacine,
ciprofloxacine) par rapport à la souche de référence (100% d’activité) (Origine humaine).

Figure25. Variation des diamètres des antibiotiques (trimethoprime/sulfamethoxazol) par
rapport à la souche de référence (100% d’activité) (Origine humaine).
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B. Étude de la similarité entre les différents isolats

Suite à la lecture et l’interprétation des antibiogrammes validés par la souche référence

E.coli ATCC 25922 suivant la table EUCAST (version2013) (Tableau 5). Les résultats des

27 isolats d’origine humaine ont été soumis à une analyse CAH (Classification Ascendante

Hiérarchique) pour visualiser la similarité des souches suivant le coefficient de pearson et un

dendrogramme qui illustre cette relation a été élaboré et qui a permis d’individualiser cinq

classes : CH
’1, CH

’2, CH
’3, CH

’4, CH
’5(Figure26).

Remarque : la désignation des souches de salmonella par la lettre (S) et l’ordre numérique de

(1 à 27) sont indépendants de ceux attribués aux différents isolats dans l’étude de la CMI.
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Figure26. Dendrogramme représentatif de la similarité des profils des zones d’inhibitions des salmonenelles enregistrés avec la méthode de

diffusion des disques d’antibiotiques (origine humaine) (CH
’1, CH

’2, CH
’3, CH

’4, CH
’5).
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 Le groupe CH
’1 composé de 12 souches (S1, 2, 4, 5, 6, 7, 13, 14, 15, 21, 26, 27). Les

souches de ce groupe sont caractérisées par leurs résistances à l’acide nalidixique avec un

diamètre ≤6 mm et un diamètre limite avec la colistine (15 mm) par rapport aux autres

groupes, associe dans la majorité des cas à une résistance vis-à-vis la tétracycline.

 Le groupe CH
’2 composé de deux souches (S3, S8). Elles sont caractérisées par leurs

résistances à l’amoxiciline, l’association amoxiciline + acide clavulanique à l’acide

nalidixique (diamètres ≤6 mm) et au trimethoprime/sulfamethoxazole

 Le groupe CH
’3 composé de trois souches (S9, 17, 25). Elles sont caractérisées par leurs

résistances à la tétracycline et le chloramphénicol (diamètre ≤6) par rapport les souches

des autres groupes qui sont sensibles à ces deux molécules d’antibiotiques.

 Le groupe CH
’4 composé de 9 souches (S10, 11, 12, 18, 19, 20, 22, 23, 24). Elles sont

caractérisées par leurs sensibilités à la totalité des antibiotiques testés.

 Le groupe CH
’5 composé d’une seule souche (S16) caractérisée aussi par une résistance

à la cotrimoxazole (≤6 mm) et la tétracycline (≤6 mm).

1.4. DISCUSSION

1.4.1. Diversité serotypiques des salmonelles et sensibilité aux antibiotiques (CMI).

Les résultats obtenus de l’analyse sérotypique des souches de salmonelles d’origine

alimentaire ont visualisé une prédominance de Salmonella Enteritidis suivie d’une diversité de

sérotypes. La distribution hétérogène suggère que l’origine principale de la contamination est

la flore intestinale de poulet de chair et de la poule pondeuse (Berends et al., 1996 ; Hanes,

2003). Ceci témoigne des mauvaises pratiques d’hygiène surtout pendant l’abattage avec des

procédées d’éviscération non adéquate, un rinçage artisanal collectif des poulets de chair et

l’absence des nouvelles technologies d’élevage, d’abattage et de rinçage. À tout cela s’ajoute

l’absence d’une politique de lutte contre le portage intestinal des salmonelles dans la filière

aviaire et une réglementation de surveillance des élevages et toute au long de la chaine

alimentaire jusqu’au consommateur (de l’animal au consommateur)(Van Immerseel et al.,

2005; DEFRA, 2007).

Des résultats similaires ont été observés dans plusieurs pays de l’Europe possédants des

systèmes de surveillance des salmonelles à différents niveaux. En Belgique, le plan de

surveillance officiel concernant  le secteur de transformation du poulet a permis d’estimer la

prévalence à 1,4 % pour les carcasses et 13,3 % pour la viande de découpe de poulet

(CSAFSCA, 2005) avec comme sérotype prédominant le sérotype Salmonella Enteritidis

(CERVACH, 2006). En 2002, dans tous les pays européens, à l’exception des pays
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scandinaves, on trouvait entre 10 à 15% des poulets en vente dans les boucheries contaminés

par Salmonella Enteritidis était le sérotype le plus répandu aussi bien dans la viande (11,1%

des sérotypes) que dans les unités de production (10,8%) (CE, 2005).

Après la ponte, il est possible que les œufs soient contaminés par S. Enteritidis à

travers la coquille de l’œuf (contamination de l’œuf par des matières fécales) (Gast & Beard,

1990b ; Barrow & Lovell, 1991 ; Humphrey et al., 1991b). La plupart des infections par

Salmonella Enteritidis d’origine alimentaire ont été associées à des œufs en coquille ou à des

aliments contenant des œufs insuffisamment cuits (EFSA, 2007).  La présence de Salmonella

sur la surface extérieure de la coquille de l’œuf peut être un point de départ pour la

contamination du contenu interne, ce qui présente une menace pour la santé publique. En

Europe, Salmonella a été trouvée dans les œufs frais et les produits crus lors des étapes de

transformation et de vente avec un taux de prévalence variant de 0 à 7,1 % selon le pays

(EFSA, 2007). Dans notre étude sur l’ l’œuf de poule pondeuse un seule sérotype a été isolé

sur la coquille Salmonella Enteritidis à l’inverse des autres études ou une multitude de

sérotypes a été isolé y compris S. Enteritidis (de Louvois, 1993b ; Humphrey, 1994 ; Schutze

et al., 1996), En effet, nos résultats sont comparables à ceux effectuée en Europe sur le

contenu interne où ils ont trouvé  une forte  contamination avec une prédominance du

sérotype Salmonella Enteritidis (De Buck et al., 2004b).

Concernant les sérovors isolés d’origine humaine, un constat similaire a été noté avec

la prédominance de sérovar Salmonella Enteritidis suivie d’une diversité de sérovars

principalement Salmonella Typhimurium. Des résultats similaires rapportés par le Réseau

Algérien de la Surveillance de la Résistance des Bactéries aux Antibiotiques, RASRBA,

(2011) dans son (12eme rapport) où la dominance de deux sérotypes Enteritidis et

Typhimurium en médecine humaine était claire. Les résultats notés avec cette étude

concordent aussi avec d’autres études dans le monde où les deux sérovars sont incriminés

dans les salmonelloses humaines. En 2002, dans l’ensemble de la Communauté Européens

(CE) et la Norvège, 70% des cas de salmonellose humaine étaient due au sérotype Enteritidis

et 17% au sérotype Typhimurium (CE, 2005). Aux Etats-unies les Salmonella Enteritidis ont

été les plus fréquemment incriminées (24,7%) et Typhimerium (23,5%) (Glynn et al., 1998).

Toutefois, ces dernières années une baisse globale relative annuelle des sérovars Salmonella

Enteritidis et Typhimurium a été rapporté en France, cette diminution s’explique par l’impact

des mesures de maitrise et de gestion appliquées ces dernières années en filière aviaire, d’un

autre côté, d’autre sérovars sont en progression aussi bien chez l’homme qu’en filière aviaire
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telle que les variants monophasiques de Salmonella Typhimerium S.I 1,4,5(5),12 :i :- (Harold

et al., 2010).

L’évaluation de la sensibilité des salmonelles d’origine alimentaire aux antibiotiques

par la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI), a permis d’observer que

certaines souches d’origine alimentaires ont montré une résistance aux quinolones et

fluoroquinolones (acide nalidixique, ofloxacine) avec des niveaux et des profils variables,

accompagnée d’une expression d’un phénotype non sauvage avec la ciprofloxacine. Cette

situation reflète une utilisation à tort des molécules appartenant à cette classe comme

promoteur de croissance dans la filière volaille (Weill , 2008), et en thérapie en médecine

vétérinaire, situation qui a poussé l’OMS en 1998, a organisé une nouvelle consultation dont

l’objet était l’impact en médecine humaine de l’utilisation des quinolones chez les animaux

destinés à l’alimentation humaine suite à l’augmentation de souches de Salmonella résistantes

à l’acide nalidixique (Nal) avec une diminution de la sensibilité à la ciprofloxacine

(Who,1998). Les valeurs épidémiologiques élevés (phénotypes non sauvage) ont été

observées aussi avec toutes les souches vis-à-vis de l’Ertapineme et de l’Imipenème et du

Trimithoprim /Sulfomithoxazol, qui peuvent être expliqués par un début d’acquisition d’un

mécanisme de résistance vis-à-vis de ces molécules et qui peuvent être induite par

l’introduction des molécules appartenant à ces classes comme moyens thérapeutiques et

prophylactiques dans ces filières, c’est ainsi le rôle  de l’utilisation d’une C3G le  Ceftiofur

qui a obtenu une autorisation de mise sur le marché aux États–Unis en 1988 et elle a été

évoquée par les auteurs américains pour expliquer l’émergence des souches Salmonella

cephamycinases (CMY-2) porteuse du gène bla cmy-2 identifié aux États-Unis chez les

souches Salmonella Typhimurium et Newport (Carattoli et al., 2002 ; Giles et al., 2004)

responsable de la résistance au ceftriaxone (CRO).

Nos résultats restent moins alarmantes que ceux observés dans d’autre pays de l’Europe où

l’évolution de la résistance a touché plusieurs antibiotiques. C’est ainsi en France les données

des années 2008-2009 de la surveillance active de la résistance des salmonelles aux

antibiotiques dans le secteur (hygiène des aliments) (le plan des viandes de volaille ), ont

montré que parmi les souches sur lesquelles une étude de la sensibilité a été effectuée une

souche Mbandaka présente un phénotype multi-résistant au chloramphénicol, streptomycine

et aux sulfamides, des sérovars Derby présentant un phénotype résistant  à la tétracycline, aux

sulfamides et à la streptomycine, deux souches Derby et Typhimerium présentant une

pentaresistance de type ACSSuT (Ampicilline , Chloramphenicol, Streptomycine, Sulfamides,

Tetracycline), une souche Bredney résistante à la Tetracycline, une souche de serotype
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4,(5),12 :i :- présentant une résistance à la Streptomycine et aux Sulfamides (Harold et al.,

2010).

Cependant, pour les souches d’origine humaine et avec la même technique

d’évaluation de la sensibilité aux antibiotiques (CMI), une variabilité de profils a marqué cette

étude par apport aux souches alimentaires où neuf classes ont été distinguées avec l’analyse

hiérarchique ascendante (CAH) contrairement à trois classes observées avec les souches

alimentaires. Ce qui traduit la variabilité des mécanismes de résistance et des supports

génétiques mis en jeu (Doublet et al., 2004 ; Welch et al., 2007). Cette variabilité des profils

est logiquement un cumule de l’utilisation aléatoire et anarchique des antibiotiques dans la

filière animale à l’origine des différents aliments source de la contamination humaine sur les

quelles sont superposées l’utilisation a tort des antibiotiques en médecine humaine (Weill,

2008). Parmi les souches celles qui ont montré une même évolution de la sensibilité vis-à-vis

des quinolones et fluoroquinolones (acide nalidixique, ofloxacine) que celles de souches

d’origine alimentaires avec une expression plus franche de la résistance pour l’ofloxacine

observée avec les souches alimentaires. Une attention doit être portée aux souches résistantes

à l’acide nalidixique suite à l’échec thérapeutique avec les fluoroquinolones ou d’allongement

de la durée de traitement rapportés chez les patients est observé avec les souches résistantes à

l’acide nalidixique (CLSI, 2008), tout en présentant une sensibilité in vitro aux

fluoroquinolones ce qui a conduit le comité européen (EUCAST) a interpréter toute souche de

salmonella résistante à l’acide nalidixique comme résistante à toutes les fluoroquinolones

(EUCAST, 2008).

Le comportement des salmonelles d’origine humaine envers l

es autres classes était différent des souches d’origines alimentaires, surtout avec les

betalactamines où la constation de différents profils suggère la mise en place par ces souches

d’origine humaines des mécanismes de résistance divers surtout enzymatiques appartenant à

différentes classes, avec une production probable de bêta-lactamases de type TEM-1, TEM-2,

SHV-1, OXA-1 (ou OXA-30) ou PSE-1 (ou CARB-2) inactivant les aminopénicillines et les

céphalosporines de première, et de deuxième génération. La résistance aux C3G est également

due à la production de bêta-lactamases d’origine plasmidique. Elles appartiennent à trois

grandes classes dont deux, celle des bêta-lactamases à spectre étendu (BLSE) (classe A

d’Ambler) (Bradford, 2001) et celle des céphalosporinases (ou céphamycinases) (classe C

d’Ambler) (Philippon et al., 2002).
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Une résistance vis-à-vis d’autres molécules a été aussi exprimée chez certaines souches à la

différence avec les souches d’origine alimentaire : nitrofurantoine, chloramphenicol,

tétracycline, aminosides trimethoprime /sulfamethoxazol.

De tout cela, l’éventualité de l’existence de deux réservoirs bactériens distincts, l’homme et

l’animal, est très probable contrairement aux études effectuées en Europe et au États Unies.

Dans cette dernière, Cohen et Tauxe ont rapporté l’augmentation du nombre de cas

d’infections humaines dues à ces souches résistantes, ayant pour origine les aliments d’origine

animales. Ils concluaient que l’utilisation des antibiotiques en thérapie humaine ne jouait pas

un rôle majeur dans l’émergence de cas des souches résistantes (Cohen & Tauxe, 1986).

1.4.2. Diversité biochimique des Salmonelles et sensibilité aux antibiotiques

(Antibiogramme sur milieu solide)

 Souches d’origine alimentaire

L’analyse biochimique de l’ensemble des souches d’origine alimentaire a abouti à trois

classes différentes entre elles essentiellement par la dégradation du sucre Melibiose (MEL),

un test biochimique positif avec les souches du classe CA1 (MEL+) et négatif avec les souches

des deux classes CA2 et CA3 (MEL-). La classe CA1 qui regroupe plus de (81%) des souches

et la classe CA3 qui est composée d’une seule souche (3.12%). Cette homogénéité

métabolique caractéristique de la majorité des isolats regroupés dans les deux classes CA1

(MEL+) et CA3 (MEL-) traduit une stabilité génétique des salmonelles non hôte spécifique :

Salmonella Enteritidis, Salmonella Infantis, Salmonella Livingstone, Salmonella Hadar,

Salmonella Heidelberg (Holt et al., 2009) dans le temps et dans plusieurs types d’échantillons

alimentaire. Des résultats opposés ont été observés lors d’une étude au Maroc sur des

salmonelles isolées à partir des aliments prélevés lors de contrôle microbiologique de routine,

la majorité des souches ont présenté des profils biochimiques atypiques avec une atteinte de

métabolisme des sucres et des acides amines (Inositol+, Rhamnose- ,Arginine -, Nitroanidine

proline+) (Rouahi et al., 2000). La classe CA2 (15%) regroupe cinq souches avec un profil

d’identification biochimique correspondant au sérotype Salmonella Gallinarum. Elles

partagent avec la souche du classe CA3 le caractère melibiose négative MEL-. Les souches de

cette classe ont montré une absence de production de l’hydrogène sulfuré (H2S) par rapport

aux souches des classes CA1 et CA3 au quelle s’ajoute l’incapacité de dégrader les sucres

Sorbitol et le Rhamnose, ainsi que l’absence de l’activité enzymatique Ornithine

décarboxylase ODC-. L’absence de ce dernier caractère dans la classe CA2 a permis de

déterminer l’espèce Salmonella Gallinarum par étude biochimique sans avoir passé par un

sérotypage. Cette variabilité biochimique touchant plusieurs caractères biochimiques à la fois
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ce qui témoigne l’intensité des réarrangements génétiques affectant les salmonelles hôte

spécifiques (Holt et al., 2009; Thomson et al., 2008).

L’étude de la sensibilité des souches d’origine alimentaire vis-à-vis des antibiotiques avec

la technique d’antibiogramme standard sur milieu solide a permis d’individualiser (03) classes

différentes entre elles par leurs sensibilités et leurs résistances à la colistine et à l’acide

nalidixique. D’un autre côté les différentes molécules appartenant à la classe des quinolones

et fluoroquinolones (acide nalidixique, ofloxacine, ciprofloxacine) ont montré une activité

antibactérienne variable qui n’a pas atteint (100%) qu’avec un nombre restreint d’isolats, cette

grande variation appréciée visuellement sur milieu solide reflète les seuils épidémiologiques

élevés (phénotypes non sauvages) observé avec la détermination de la concentration minimale

inhibitrice (CMI).

La résistance à l’acide nalidixique est probablement le résultat d’une modification au niveau

du site de fixation de cet antibiotique sur l’ADN gyrase et la topoisomérase IV. Ces

modifications sont dues à des mutations ponctuelles dans les gènes gyrA, gyrB, parA, parC,

ou la présence additionnelle d’un mécanisme d’efflux (Piddock, 1999). Au cours des

dernières années, plusieurs échecs de traitement avec les fluoroquinolones ont été signalés en

raison d'une sensibilité réduite à la ciprofloxacine (Asna et al., 2003 ; Threlfall & Ward,

2001). Les isolats de sensibilité diminuée à la ciprofloxacine semblent sensibles à des tests de

diffusion de disques de routine (Asna et al., 2003 ; Le Lostec et al., 1997). L'application

systématique de ces tests pour chaque souche n'est pas recommandée et la littérature suggère

que la résistance à l'acide nalidixique peut être un indicateur de sensibilité diminuée à la

ciprofloxacine (Asna et al, 2003 ; Hakanen et al., 1999; Kapil & Das 2002; Threlfall et al.,

2001).

Selon EUCAST (2013) une souche résistante à l’acide nalidixique doit être considérée

résistante à l’ofloxacine et à la ciprofloxacine même si les diamètres de ces deux antibiotiques

correspondent à une sensibilité. Cela est le résultat d’une résistance croisé entre l’acide

nalidixique et les fluoroquinolones (EUCAST, 2008). Les mêmes résultats ont été signalés par

le Centre Nationale de Référence de Salmonella (CNR) en France dans le rapport d’activité

annuelle en 2011 après une étude effectuée sur 2490 souches isolées à partir des denrées

alimentaires (Weill & Le Hello, 2011). Cette étude a montré que 11% des souches de

Salmonella spp sont résistantes à l’acide nalidixique et cette résistance s’accompagne d’une

sensibilité diminuée à la ciprofloxacine (CMI comprise entre 0,125 et 1 mg/l).

Une résistance à la colistine a été observée avec 18.75% (6/32) des souches avec un diamètre

de 14 mm, toutefois 25% (8/32) des souches ont présenté des diamètres limités (15 mm)
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autour du disque de colistine. Ces diamètres douteux nécessitent le passage à une mesure de la

CMI pour confirmer la sensibilité ou la résistance de ces souches. Les résultats obtenus dans

notre étude ont révélés une sensibilité de l’ensemble des isolats à cette molécule avec une

CMI limite 2 mg /L.

Une sensibilité à tous les antibiotiques de la famille des β-lactamine, Aminosides,

Cotrimoxazole, Tetracycline et le Chloramphénicol a été observée avec 100% des souches.

Une sensibilité face à la Nitrofurantoine a été observée avec 100% des souches avec une

diminution remarquable dans les diamètres d’inhibition. Cette baisse est due à l’apparition des

mécanismes de résistance mal exprimées à cet antibiotique, ces résultats sont comparables aux

résultats d’une étude de la sensibilité aux antibiotiques des souches de Salmonella spp et

Escherichia coli isolées de la viande de poulets de chair au Sénégal, qui a montré une

apparition des mécanismes de résistance aux furanes qui se développent lentement avec une

expression minime (Aissatou, 2004).

La multitude et la diversité de comportement vis-à-vis des quinolones (acide nalidixique) et

des fluoroquinolones (ofloxacine et ciprofloxacine), la colistine, nitrofurantoine et le

cotrimoxazole, avec des résistances franches ou une diminution de la sensibilité traduits par

des diamètres réduits par rapport à la souche de référence témoigne d’une utilisation

anarchique et large de ces molécules en médecine vétérinaire à titre prophylactique et curatif.

Une hypothèse prouvée par une enquête épidémiologique rétrospective qui a confirmé

l’utilisation sans réglementations de ces antibiotiques.

 Souches d’origine humaine

L’analyse biochimique de l’ensemble des souches d’origine humaine a abouti à (04)

classes dont le profil numérique de l’identification biochimique correspond au genre

Salmonella. Elles se différent entre elles initialement par la dégradation du sucre Melibiose

(MEL). L’ensemble des souches appartenant aux trois classes CH1, CH3 et CH4 ont été

capables de dégrader le sucre inositol (INO+), ce dernier est un  caractère (INO+) inhabituelle

chez les salmonelles a été signalé lors d’une étude effectué au Canada sur l’association de la

dégradation de l’inositol avec la résistance aux antibiotiques chez des souches de Salmonella

isolées durant 1983-1984 (John & Marsha, 1985). Cette étude a montré une dégradation de

l’inositol chez les espèces Salmonella Typhimurium et Salmonella Muenster sans production

de gaz accompagné d’une résistance à la colistine.

La souche unique de la classe CH3 partage le caractère Melibiose positive avec les souches

des classes CH1 et CH2 et diffère des autres souches par leur susceptibilité de dégrader le

saccharose (SAC+). Ce caractère (SAC+) qui est rare est inhabituelle chez les salmonelles a
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été signalé dans une étude effectué sur dix souches de Salmonella Agona isolées au CHU

d'Orléans de 1982 à 1984 (Poisson et al., 1988). Ces souches ont montré une fermentation du

saccharose (SAC+).

Ces caractères inositol (INO+) et saccharose (SAC+) absents chez les isolats alimentaires de

cette étude, constituent un témoignage de l’impact des facteurs environnementaux sur les

bactéries, et ce qui renforce l’hypothèse de la multitude de réservoir (Rocha et al., 2002 ;

Jordan et al., 2003).

L’atypie des profils biochimiques enregistré avec les salmonelles d’origine humaines

concernant le métabolisme des sucres Inositol et Saccharose, est probablement en rapport et

de manière indirecte avec le mécanisme invasif des salmonelles (Eckmann et al., 1997) et

probablement le chimiotactisme en modifiant le métabolisme de l’un des substrats-clé

(Rohwer et al., 1998 ).

L’étude de la sensibilité des souches d’origine humaine vis-à-vis des antibiotiques avec

cette technique de l’antibiogramme par diffusion des disques a abouti à cinq (5) classes

différentes entre elles initialement par leurs sensibilités ou leurs résistances à l’acide

nalidixique. Suite aux recommandations d’EUCAST (2013), une souche résistante à l’acide

nalidixique doit être considérée résistante à l’ofloxacine et la ciprofloxacine même si les

diamètres de ces deux antibiotiques correspondent à une souche sensible. Cela est le résultat

d’une résistance croisé entre l’acide nalidixique et les fluoroquinolones. Les deux molécules

ofloxacine et ciprofloxacine ont montré une activité antibacterienne variable comparable à

celle observée avec les isolats alimentaires, la majorité des souches n’ont pas exprimés une

activité à (100%).

Face aux β-lactamines, les souches S3, S8 et S25 ont montré une résistance avec des profils

différents (AMXR, AMCR) pour les souches S3 et S25 suite à la production d’une amino-

pénicillinase et (AMXR, AMCR, CAZR, ATME) pour la souche S8 avec une suspicion d’une

production d’une B-lactamase à spectre élargi (BLSE). Ces souches sont caractérisées

également par une résistance à l’acide nalidixique et au cotrimoxazole. Ces résultats sont

comparables aux résultats d’une étude du centre de référence de Salmonella qui ont mis en

évidence une résistance à l’acide nalidixique et au cotrimoxazole accompagné d’une

production enzymatique (BLSE) et la résistance par conséquent aux antibiotiques de la

famille des β-lactamines chez des souches de Salmonella spp isolées lors d’une épidémie de

gastro-entérites à cette bactérie (Weill & Le Hello, 2011).

Les souches appartenant à la classe3 ont montré une résistance à la tétracycline et au

chloramphénicol par rapport aux autres souches. La résistance à la tétracycline est le résultat
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d’un mécanisme d’efflux et celle au chloramphénicol est due à la production d’enzymes

(acétyl transférases) qui inactivent l’antibiotique en le rendant incapable de se fixer sur le

ribosome (Nogrady et al., 2005).

Une sensibilité à tous les antibiotiques testés a été observée avec les souches de la classe C4

(9/27) avec des diamètres proches et comparables de la souche de référence, cela est due

probablement à l’absence total des mécanismes de résistance aux antibiotiques testés.

On a noté des diamètres limités (15 mm) avec la colistine chez la majorité des souches

d’origine humaine 77.77% (21/27) à la différence aux souches d’origine alimentaire qui ont

présenté ces diamètres douteux avec une minorité des souches. Ces diamètres douteux

nécessitent le passage à une mesure de la CMI pour confirmer la sensibilité ou la résistance de

ces souches conformément avec les recommandations EUCAST. Une conduite a été prise en

considération lors d’une étude menée au Brésil sur la résistance à la colistine de 124 souches

de Salmonella enterica et Escherichia coli isolées à partir des porcs (Adriano  et al., 2012), ils

ont trouvé après un antibiogramme standard que 23.4% des souches (29/124) ont une

sensibilite intermédiaire et 72.6% des souches étaient sensibles à la colistine (90/124), après la

mesure de la CMI ils ont noté que 21% de ces souches (26/119) sont résistantes à la colistine,

contrairement a nos souches qui ont été sensibles après mesure de la CMI.



[2] Diversité (Moléculaire) Génétique Des
Salmonelles
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2.1. Introduction

Dans notre étude, des salmonelles d’origine alimentaire de différents sérotypes,

biotypes, antibiotypes et de différents échantillons alimentaires ont été analysés avec un

ensemble de méthodes de typage moléculaires (génétique), sequençage de l’ADNr16S

(ribotypage), MLST (Multi-Locus Sequence Typing), MLVA (Multi-Locus Variable Number

of Tandem Repeat Analysis), dans le but de déterminer la parenté génétique, le

polymorphisme génétique des sérotypes, l’association de la variabilité phénotypique et

moléculaire et évaluer l’apport de chaque technique de caractérisation. Toutefois cette étude a

été réalisée avec une approche comparative face a des salmonelles d’origine humaine.
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2.2 Matériel et méthodes

2.2.1. Origine des souches

Huit souches appartenant à différents sérotypes, biotypes et antibiotypes, isolées aux

différentes années de deux origines (06) isolats d’origine alimentaire et (02) souches

d’origines humaine sélectionnées à partir des différents groupes déjà individualisés dans la

première partie de caractérisation phénotypique des différents isolats (Tableau12).

Tableau 12. Récapitulatif des principales caractéristiques biochimiques et d’antibioresistance
des salmonelles choisis pour l’analyse moléculaire (H : Origine Humaine, A : Origine
alimentaire, ® : résistante, P.C : poulet de chair).

So
uc

he
s

O
ri

gi
ne

Année ODC H2S SOR RHA MEL SAC INO ATB/RES

S1(A) Carcasse
(P.C)

2008 - - - - - - - NAL®

S2(A) Carcasse
(P.C)

2009 - - - - - - - NAL®
OFX®

S3(A) Viande
(P.C)

2009 + + + + + - - NAL® OFX ®

S4(A) Oeuf
(coquille)

2008 + + + + + - - NAL®

S5(A) Carcasse
(P.C)

2007 + + + + + - - SENSIBLE

S6(H) Coproculture 2011 - + + - + - - NAL® , NOF®,
SXT®, TCY®

S7(H) Coproculture 2008 + + + - + + + NAL®, NOR®
S8(A) PLAT

(Viande Hachée)
2010 + + + + + - - NAL®

Les trois techniques moléculaires choisies ont été réalisées suivant un ordre permettant

une analyse moléculaire de différents composants génétiques : l’ADNr16S, gènes de ménage

et les séquences répétées en tandem (TR) (Figure27).
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Figure27. Arbre décisionnel pour la caractérisation moléculaire des salmonelles.
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2.2.2. Étude moléculaire par séquençage de l’ADNr 16S du géne codant l’ARNr16S

Le gène ADNr 16S qui code pour l’ARNr 16S (ARN ribosomique 16S) est l’un des

gènes les mieux conservés parmi les organismes procaryotes. Il a été choisi comme marqueur

phylogénétique en constituant une base de comparaison efficace et fiable pour pouvoir

comparer et différencier les bactéries entre elles. Il comporte des séquences internes très

conservées à l’origine des amorces universelles pour l’amplification de l’ADNr 16S de la

majorité des bactéries existantes et des séquences internes variables et hypervariables qui

permettent de distinguer les espèces de bactéries entre elles et de les classer en fonction

de leur phylogénie (Woese, 1987) (Figure27).

À ce jour, des milliers de séquences d’ARNr 16S ou du gène qui code pour (ARNr16S) sont à

la disposition des scientifiques sur le réseau internet, dans des bases de donnés généralistes

comme Genbank(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), LeBibi (http://umr5558-sud-str1.univ

lyon1.fr), ou des bases de données spécialisées comme le ribosomal database project (RDP)

(http://rdp.cme.msu.edu) à l’Université du Michigan aux États-Unis, ou the European

ribosomal RNA database à l’Université de Gand en Belgique

(http://www.psb.ugent.be/rRNA/index.html).

 Protocole opératoire séquençage de l’ADNr 16S du géne codant l’ARNr16S

Un des objectifs de notre travail est d’analyser après amplification une portion de

l’ADNr 16S du géne codant l’ARNr16 contenant des régions hypervariables V1-V2-V3-V4-

V5 (Séquence 1 et 2) spécifiques de genres ou d’espèces (Figure28). Une fois cette zone

amplifiée, le séquençage des 2 brins d’ADN du produit obtenu est effectué, et les séquences

sont assemblées à l’aide du logiciel Sequencher (Version 4.7) commercialisé par ¨Gene Codes

Corporation¨. Les contigs sont ensuite comparés à la base de données «LeBibi»

(http://umr5558-sud-str1.univ-lyon1.fr). Pour déterminer la «Séquences database» sur

«Procaryota_SSU-rDNA-16s_TS_Stringent », le «Nb seqs to align» à «50» et « Alignement »

sur « FASTEST ».

Deux contrôles internes ont été utilisès pour valider les résultats :

Un contrôle négatif de PCR permet de valider l’absence d’une contamination du Mix et un

ADN d’ E. coli qui a été utilisé en parallèle ( PCR et séquençage) comme contrôle positif

interne de qualité.
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Figure28. Schéma de la séquence de l’ADNr 16S avec la position des amorces et les régions

couvertes par les séquences 1 et 2 amplifiées.

2.2.3 Étude moléculaire par MLST

Méthode basée sur l’analyse de la séquence de sept (07) gènes dits «gènes de ménage»

dont l’expression est indispensable et qui est responsable du métabolisme de la cellule. Les

gènes séquencés ont la particularité d’être indépendants des gènes de virulence de l’agent

pathogène et de sa résistance aux antibiotiques. L’intérêt de cette méthode standard de

séquençage est de permettre l’établissement d’importantes bases de données. Sept gènes de

ménage ont été amplifiés par Polymérase Chain Reaction (PCR) puis séquencés. La

combinaison d'allèles de ces sept marqueurs génétiques constitue un profil allélique qui

correspond à une SéquenceType (ST). Les séquences assemblées sont comparées à la base de

données MLST (MLST Database at UoW, University of WARWICK)

(mlst.warwick.ac.uk/mlst) afin de déterminer le profil allelique, séquencetypes (ST),

complexe clonal (CC) et le sérotype de nos isolats (Figure27).

 Protocole opératoire MLST Salmonella

Le typage MLST a été réalisé en utilisant le protocole MLST décrit sur le site Web

MLST http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Senterica/documents/primersEnterica_html). Les

colonies de tous les isolats obtenus après incubation à 37° C pendant 18 à 24 heures mis dans

40 μl d’une solution tampon de lyse (50 μg/ml de protéinase K (Amresco, Solon, OH) en

tampon TE (pH8), les cellules sont lysées par chauffage à 80° C pendant 10 minutes suivie

par 55° C pendant 10 minutes dans un thermocycleur (Eppendorf, Hambourg, Allemagne). La

suspension définitive a été dilué 1/2 dans de l'eau stérile, centrifugé pour éliminer les débris

cellulaires et transféré, dans un tube stérile.
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L’amplification par PCR des 7 gènes de ménages a été effectuée comme suivant. Des paires

d'amorces ont été utilisées pour amplifier l'ADN des gènes thrA, purE, sucA, hisD aroC,

hemD et dnaN (Tableau13, 14). Toutes les réactions de PCR ont été effectuées en un volume

de 50 μl contenant 1 μl de la matrice d'ADN, ADN polymérase Taq (Promega, Madison,

Wisconsin) (1,25 U), 1 tampon X PCR (Promega), des amorces sens et antisens (0,1 μM)

(IDT) et des DNTPs (200 μM) (Promega). Les réactions de PCR ont été effectuées dans un

thermocycleur (Eppendorf) en utilisant les paramètres suivants 94°C pendant 30s ; suivi de 30

cycles à 95°C pendant 30 s ; 55°C 30s et 76°C pour 30s, avec une extension finale à 75°C

pendant 2 min, 10 μl des produits PCR ont été chargés dans des gels d'agarose à 1 % dans 1 X

TAE avec EZ One Vision (Amresco) pour une séparation electrophoretique des produits

amplifies à 100v en 1 X TAE pendant 60 minutes.

 Le séquençage des produits de PCR

Tous les produits de PCR obtenus ci-dessus ont été purifiés et soumises au séquençage de

la façon suivante. Le produit de PCR a été purifie de l'amorce d'amplification à l'aide du

QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Valencia, CA) selon les instructions de fabricant.

L'ADN purifié a été séquencé avec les amorces de séquençage pour chaque gène tel que décrit

dans (Tableau13). Le Séquençage a été effectué sur un Applied Biosystems ADN Analyzer

3730xl (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Les données de séquence obtenues était

importées dans DNAStar (Lasergene, Madison, WI), pour être alignées puis présentées sur le

site de la base de données MLST (http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/) pour attribuer un numéro pour

l’allèle existant ou nouvel pour chaque gène de ménage, l’ensemble est enchaîné dans l'ordre

aroC - DnaN - HEMD - hisD - Pure - SucA – thrA pour déterminer la sequencetype et le

complexe clonal.
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Tableau13. Amorces utilisées dans la technique MLST

(http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Senterica/documents/primersEnterica_html)

Gene PCR Primers Gene Sequencing Primers
thrA: F 5’-GTCACGGTGATCGATCCGGT-3’ thrA: sF 5’-ATCCCGGCCGATCACATGAT-3’
thrA: R 5’-CACGATATTGATATTAGCCCG-3’ thrA: sR 5’-CTCCAGCAGCCCCTCTTTCAG-3’
thrA: R1 5’-GTGCGCATACCGTCGCCGAC-3’ (also Seq)

purE: F 5’-ATGTCTTCCCGCAATAATCC-3’ purE: sF 5’-CGCATTATTCCGGCGCGTGT-3’
purE: R 5’-TCATAGCGTCCCCCGCGGATC-3’ purE: sF1 5’-CGCAATAATCCGGCGCGTGT-3’
purE: R1 5’-CGAGAACGCAAACTTGCTTC-3’ purE: sR 5’-CGCGGATCGGGATTTTCCAG-3’

purE: sR1 5’-GAACGCAAACTTGCTTCAT-3’
sucA: F 5’-AGCACCGAAGAGAAACGCTG-3’ sucA: sF 5’-AGCACCGAAGAGAAACGCTG-3’
sucA: R 5’-GGTTGTTGATAACGATACGTAC-3’ sucA: sR 5’-GGTTGTTGATAACGATACGTAC-3’
hisD: F 5’-GAAACGTTCCATTCCGCGCAGAC-3’ hisD: sF 5’-GTCGGTCTGTATATTCCCGG-3’
hisD: R 5’-CTGAACGGTCATCCGTTTCTG-3’ hisD: sR 5’-GGTAATCGCATCCACCAAATC-3’
aroC: F 5’-CCTGGCACCTCGCGCTATAC-3’ aroC: sF 5’-GGCACCAGTATTGGCCTGCT-3’
aroC: R 5’-CCACACACGGATCGTGGCG-3’ aroC: sR 5’-CATATGCGCCACAATGTGTTG-3’
hemD: F 5’-ATGAGTATTCTGATCACCCG-3’ hemD: sF 5’-GTGGCCTGGAGTTTTCCACT-3’
hemD: F1 5’-GAAGCGTTAGTGAGCCGTCTGCG-3’ hemD: sF1 5’-ATTCTGATCACCCGCCCCTC-3’
hemD: R 5’-ATCAGCGACCTTAATATCTTGCCA-3’ hemD: sR 5’-GACCAATAGCCGACAGCGTAG-3’
dnaN: F 5’-ATGAAATTTACCGTTGAACGTGA-3’ dnaN: sF 5’-CCGATTCTCGGTAACCTGCT-3’
dnaN: R 5’-AATTTCTCATTCGAGAGGATTGC-3’ dnaN: sR 5’-CCATCCACCAGCTTCGAGGT-3’
dnaN: R1 5’-CCGCGGAATTTCTCATTCGAG-3’ (also Seq)

Tableau 14. Différents marqueurs génétiques utilisés dans la technique MLST

(http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Senterica/documents/primersEnterica_html)

Locus Fonction du gène

thrA
sucA
purE
hisD

hemD
dnaN
aroC

aspartokinase+homoserine dehydrogenase
alphaketoglutarate dehydrogenase
phosphoribosylaminoimidazole carboxylase
histidinol dehydrogenase
uroporphyrinogen III cosynthase
DNA polymerase III beta subunit
chorismate synthase

 Détermination des allèles, profils allélique et du complexe clonal

La détermination des allèles et des profils a été réalisée sur le site MLST Database at

UoW, University of WARWICK qui héberge les bases de données MLST et des outils

d’analyse accessibles au public. Le résultat de la recherche attribue un numéro pour l’allèle à

partir de la base de données possédant la séquence la plus proche de celle analysée
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(Figure29). Une fois tous les allèles déterminés pour une souche, on peut soumettre le

profil, ainsi que le numéro de la SéquenceType (ST) de la base de données correspondante

au profil analysé, et enfin le complexe clonal (CC) ; les STs qui possèdent les mêmes

allèles pour cinq des sept loci avec un autre isolat sont donc considérés comme appartenant

au même complexe clonal (Figure30).

Figure29. Exemple de la détermination de numéro caractéristique de l’allèle correspondante
au marqueur (aroC) en utilisant la base de donne MLST Database at UoW, University of
WARWICK.
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Figure30. Exemple de lecture du profil allélique, séquence type et complexe clonal
correspondant à l’ensemble des souches testées (MLST Database at UoW, University of
WARWICK).

2.2.4. Étude moléculaire par MLVA

Elle exploite comme source de polymorphisme la variation du nombre de motifs dans

les répétitions en tandem (VNTR), l'amplification par PCR d'une collection de loci répétés en

tandem et la mesure de la taille des fragments amplifiés. Elles permettent d'assigner à une

ST aroC dnaN hemD hisD purE sucA thrA ST Complex

ST11 5 2 3 7 6 6 11 4

ST11 5 2 3 7 6 6 11 4

ST814 233 2 3 7 6 6 11 4

ST745 214 2 3 7 6 6 11 4

ST640 5 2 3 7 6 11 11 4

ST616 5 2 130 7 6 6 11 4

ST aroC dnaN hemD hisD purE sucA thrA ST Complex

ST78 5 2 42 7 31 6 11 4

ST78 5 2 42 7 31 6 11 4

ST470 5 2 3 7 31 6 11 4

ST331 122 2 42 7 31 6 11 4

ST92 5 2 3 7 31 41 11 4

ST747 5 2 147 7 31 41 11 4

ST aroC dnaN hemD hisD purE sucA thrA ST Complex

ST367 14 112 43 123 118 115 120 37

ST367 14 112 43 123 118 115 120 37

ST541 14 162 43 123 118 115 120 37

ST444 14 112 43 123 118 147 120 37

ST992 14 2 43 88 6 2 181

ST1692 14 107 43 156 64 151 87
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souche une série de nombres correspondant aux unités répétées dans chaque locus (Vergnaud

& Pourcel, 2009) (Figure27).

Des schémas MLVA pour certains sérotypes sont déjà établis pour d’autres ils sont en cours.

Parmi les schémas MLVA qui ont été proposé sont ceux composées de (9) et (10) marqueurs

(Malorny et al., 2008 ; Boxrud et al., 2007). Dans notre étude une méthode de typage

MLVA normalisée pour S. Enteritidis ciblant cinq loci. Les (5) marqueurs sont

respectivement (SENTR7, SENTR5, SENTR6, SENTR4, SE3) (Tableau15) (Hopkins et

al., 2011) et de (4) marqueurs pour Salmonella Gallinarum (SGTR1, SGTR2, SGTR3,

SGTR4), (Tableau17) (Kang et al., 2011).

 Protocole MLVA salmonella Enteritidis

La souche de référence Salmonella Enteritidis NCTC 13349 lysotype 4 etait la

source des (TR) loci utilisés dans cette étude, identifiés en utilisant le programme Tandem

Repeats Finder (version 4.0) (Benson, 1999). Les amorces ont été conçues en utilisant le

programme DESIGNER 4.0 (Premier Biosoft, Palo Alto, CA).

Les amorces sens pour les loci SENTR4, SE-3 ont été marqués avec le colorant fluorescent

VIC, SENTR5 et SENTR7 avec 6-FAM, SENTR6 avec NED (Tableau16). Les cinq loci ont

été amplifiés en utilisant le PCR multiplex Kit (Qiagen, Royaume-Uni), 0,5 pmol d’amorce

pour amplifier le loci SENTR4, 1 pmol d'amorces pour SENTR5, SENTR6 et SE-3, 0,5 pmol

d'amorce ciblant SENTR7 et 1μl d’un lysat cellulaire préparé en émulsionnant une colonie de

Salmonella cultivée pendant une nuit sur gélose Müller-Hinton (Oxoid GmbH, Wesel,

Allemagne) à 37°C dans 100 ul d'eau distillée stérile portée à ébullition pendant 10 minutes.

La PCR a été réalisée dans un Gene-Amp 9700 Cycler (Applied Biosystems). Les conditions

étaient à 95°C pendant 15 min, suivie par 28 cycles à 94°C pendant 30s, 55°C pendant 90s et

72°C pendant 90s. Une élongation finale à 72°C pendant 10min a été utilisée. Les produits

d'amplification ont été dilués 1/40 dans l’eau distillée stérile 1ul de cette dilution est mélangé

avec 10μl Hi-Di formamide (Applied Biosystems, Royaume-Uni) et 0,5ul GeneScan1200 LIZ

(Applied Biosystems) avant d'être soumise à l'électrophorèse capillaire en utilisant un

polymère de POP7 ABI 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems). L’électrophorèse a été

effectuée à 60° C pendant 45min, les données ont été importées dans un logiciel de pointe

Scanner (Applied Biosystems) où chaque fragment été identifié selon la couleur et la taille. La

désignation des profils était basée sur une chaîne de nombres d'allèles dans l'ordre de

(SENTR7-SENTR5-SENTR6-SENTR4-SE3) montrant le nombre réel de répétitions à chaque

locus.
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Tableau15. Caractéristiques et spécificités des marqueurs (MLVA) de Salmonella Enteritidis

(Malorny et al., 2008).

Locus name (locus name in Boxrud et al) Repeat size (bp) No. of repeats in strains G è n e / région

a S. Enteritidis NCTC 13349
b number of repeats confirmed by DNA sequencing, DNA sequences identical to NCTC
13349.
c SENTR2 corresponds to Locus STTR7 in Lindstedt et al.
d adapted from Boxrud et al.
e repeat units consist of a 29 bp highly conserved 5'-sequence and a 32 bp variable 3'-
sequence.

Tableau16. Séquences des amorces utilisées pour le typage par MLVA de S. Enteritidis
(Hopkins et al., 2011)

Locus Primer Dye-Sequence
SENTR4 SENTR4-F VIC-GACCAACACTCTATGAACCAATG

SENTR4-R ACCAGGCAACTATTCGCTATC

SENTR5 SENTR5-F FAM-CACCGCACAATCAGTGGAAC

SENTR5-R GCGTTGAATATCGGCAGCATG

SENTR6 SENTR6-F NED-ATGGACGGAGGCGATAGAC

SENTR6-R AGCTTCACAATTTGCGTATTCG

SENTR7 SENTR7-F FAM-ACGATCACCACGGTCACTTC

SENTR7-R CGGATAACAACAGGACGCTTC

SE-3 SE-3F VIC-CAACAAAACAACAGCAGCAT

SE-3R GGGAAACGGTAATCAGAAAGT

 Protocole opératoire MLVA Salmonella Gallinarum

La souche de référence Salmonella Gallinarum 287/91 etait la source des (TR) loci

dans cette étude, identifiés en utilisant le programme Tandem Repeats Finder (version 4.0)

(Benson, 1999). Les amorces ont été conçues pour chaque lieu de TR en utilisant le

programme Primer3 (v0.4.0) (Rozen & Skaletsky, 2000).

NCTC 13349a 07–2642b

SENTR4 (SE-1) 7 4.9 4.9 Putative bacteriophage tail protein,
STY631a homologue

SENTR5 (SE-5) 6 10.0 10.0 yoh
MSENTR6 (SE-2) 7 5.1 5.1 non-

codingSENTR7 (SE-9) 9 3.1 3.1 ush
ASE-3d 12 3.0 3.0 non-

coding
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La PCR a été réalisée dans un mélange réactionnel composé de 25 microlitre d’un tampon

réactionnel (Promega, Madison, Wisconsin, États-Unis), 1.5 mM MgCl2, 200 mM de chaque

désoxynucléotide triphosphate (Promega), 400 nM de chaque amorce (Bioneer, Daejeon,

Corée) pour quatre VNTRs sélectionnés pour le test MLVA conjuguée à un à fluorophore

(Applied Biosystems, Foster City, California, USA) (Tableau17), et 1 unité de Taq

polymérase ADN (Promega). Quelques colonies de bactéries isolées sur des plaques d'agar,

qui proviennent d'une seule colonie, ont été mis en suspension dans 100 ml de tampon TE

dans un tube à centrifuger. La suspension cellulaire bouillie dans un bain d'eau pendant 5 min,

puis centrifugés pour éliminer les débris cellulaires. Le surnageant a été transféré dans un

nouveau tube et utilisé en tant que matrice de PCR. Cette dernière comprenait une

dénaturation initiale de 5 min à 94°C suivie de 30 cycles de 30 s à 94°C, 30 secondes à 62°c,

et 30 s à 72°C avec une étape d'élongation finale de 7 min à 72°C. Les produits de PCR ont

été analysés par électrophorèse sur un gel d'agarose à 2%. La taille des produits ont été

estimés à l'aide d'un analyseur d'ADN ABI 3730xl (Applied Biosystems). Les fichiers de trace

des 3730xl ABI ont été analysés à l'aide GeneMapper 4.1 (Applied Biosystems). Si la

différence de taille de l'allèle a été de plus de 2 pb, les allèles représentatifs ont été

sélectionnés et séquencés pour confirmer la différence dans le nombre d'unités de répétition.

Pour le séquençage, la PCR individuelle a été réalisée sans un fluorophore tel que décrit

ci-dessus. Les produits de PCR ont été ensuite séquences sur les deux brins (Macrogen).

Les séquences ont été éditées et analysées avec le logiciel Vector NTI (Invitrogen, Carlsbad,

Californie, USA). les allèles ont été nommés comme décrit précédemment (Larsson et al.,

2009). Les Profils MLVA ont été enregistrés en tant que données de caractères en utilisant

des profils alléliques sur la base du nombre d'unités répétées (SGTR1 à SGTR4).
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Tableau17. Caractéristiques des marqueurs et Séquences des amorces utilisées pour le typage
par MLVA de Salmonella Gallinarum (Kang et al., 2011).

SGTR2 correspond au SE-10 (Boxrud et al. 2007) et SENTR1 (Malorny et al. 2008),

SGTR3 correspond au SE-1 (Boxrud et al. 2007) et SENTR4 (Malorny et al. 2008),

SGTR4 correspond au STTR7 (Lindstedt et al. 2004) et SENTR2 (Malorny et al., 2008).
b Nombre de copies et taille des amplicons des SGTRs specifiques au salmonella Gallinarum
287/91.

2.2.5. Analyse des données

Réalisés en partie à l’aide du logiciel d'analyse et de traitements statistiques des

données, package XL-Stat version 2013 pour Windows (ADDINSOFT, 2013).

Une Analyse Factorielle des correspondances (AFC) (analyse multidimensionnelle) a été

effectuée. Elle donne une représentation graphique de nuage de points projetés dans les plans

formés par les axes pris deux à deux. Pour faire la correspondance entre les différentes

souches sélectionnées (MLST) et les différents marqueurs choisis.

Tandem

repeat a

Consensus Period size bCopy

number

Primer (5′ →

3′)
Allele

number

Gene/region

SGTR1 ACCCTCTT

8 4 to 20 (13)

6-FAM

CGCCCGTTCG

TTACTTTTAC

(X to 130)/

8

Unknown

GGTTCAACAG

GTGGAACAGG

SGTR2

GCGGCGAAAGC

GGCGGCGGAGG

CGAAGAAGAAA

GCGGATGCCGA

G

45

10 to 11 (11) VIC-

GCAAAAGCAG

GCTGAAGAAG

(X to 103)/45 tolA

AGATCGCCAA

GCAGATCGT

SGTR3 GTTGGTA 7 5.9 to 16.9 (8.9)

NED-

CAGCCATCCA

TACCAAGACC (X to 133)/7

Pseudo; phage

tail protein

CTTTGGGCAG

ATATCGGAAA

SGTR4

GTAGCGCCGCA

GCCGCAGTATC

AGCAGCCGCAA

CAGCCG

39 4.3 to 8.1 (7.3)

PET-

GTGTCATGCC

CGAGTCAAC (X to 110)/39 ftsK

GGACGCTGTA

ATGGACGACT
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La technique de l'AFC est essentiellement utilisée pour des tableaux de données toutes

comparables entre elles (si possible exprimées toutes dans la même unité, comme une

monnaie, une dimension, une fréquence ou toute autre grandeur mesurable). L'AFC sert à

déterminer et à hiérarchiser toutes les dépendances entre les lignes et les colonnes du tableau

(Legendre & Legendre, 1998).

Nous avons réalisé une analyse phylogénétique en utilisant les séquences du gèneA D   N    r16S.

A cet effet, nous avons utilisé pour chaque souche les séquences obtenues lors de cette

étude ainsi que d'autres obtenues à partir des bases de données (GeneBank) pour des

souches cataloguées, et utilisées comme séquences guides. L'arbre phylogénétique a été

établi en utilisant la méthode «Neighbor-Joining». C’est une méthode de distance, basée sur

le nombre moyen de substitutions nucléotidiques entre des séquences prises deux à deux. Elle

permet de trouver les paires de séquences les plus «Voisines» qui minimisent la somme des

longueurs des branches à chaque étape de regroupement. Elle génère un arbre selon

l’évolution minimale et donne de bons résultats pour des séquences proches. Elle traite toute

les substitutions de manière équivalente, ce qui fait perdre des informations et ne peut être

appliquée à des séquences très éloignées. C’est une méthode de distance qui sous estime le

nombre de mutations car les substitutions simplement dénombrées et ne sont pas pondérées

(Saitou & Nei, 1987).
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2.3. RÉSULTATS

2.3.1 Étude moléculaire par séquençage l’ADNr 16S

L’ADNr 16S qui code pour les ARN ribosomale 16S des souches de Salmonelles ont

été d’abord amplifiés par la technique de la PCR. Une électrophorèse des produits de la PCR

est effectuée sur gel d’agarose. Les produits de la PCR purifiés des huit souches ont été

séquencés et les séquences obtenues ont été comparées avec celles d’autres bactéries (genre

Salmonella) de la base de données LeBibi.

L’analyse des séquences d’ADNr 16S de la banque des souches a indiqué que les isolats

étaient apparentés à des organismes cultivés de la famille des Enterobacteriaceae provenant

d’aliments et les êtres humains. Elles sont affiliées à (100%) à un seul genre (Salmonella), une

seule espèce (enterica) et sous espèce (enterica) (Tableau18).

Tableau18. Identification bactérienne obtenus après séquençage des régions hypervariables

V1-V2-V3-V4-V5 avec la base de données « LeBibi ».

Nom
Régions hypervariable

Espèce Sous-espèce
% de

similitude pb

Souche1
Salmonella
enterica

enterica 100 1035/1035

Souche2
Salmonella
enterica

enterica 99,00 1038/1039

Souche3
Salmonella
enterica

enterica 99.00 1037/1038

Souche4
Salmonella
enterica

enterica 100 1042/1042

Souche5
Salmonella
enterica

enterica 99.00 1033/1034

Souche6
Salmonella
enterica

enterica 99.00 535/537

Souche7
Salmonella
enterica

enterica/salamea 99.00 978/980

Souche8
Salmonella
enterica

enterica 99.00 994/995

La séquence d’ADNr 16S ribosomal de la souche 1 présente une excellente homologie

de (100%) aux séquences des souches type de Salmonella Dublin CP001144-Md2 et la souche
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Salmonella Enteritidis AM933172-4Md2 (Figure31) respectivement. Alors que la séquence

16S d’ADN ribosomal de la souche 2 montre une homologie supérieure ou égale à 99% aux

séquences de la souche type Salmonella Enteritidis AM933172-4Md2 (Figure32).

Les séquences des souches 3, 4, 5 et 8 sont affiliées aux membres du genre

Enterobacteriaceae avec une homologie comprise entre 99% et 100% avec les souches types

des espèces de Salmonella Dublin CP001144-Md2 et Salmonella Enteritidis AM933172-

4Md2 (Figure33, 34, 35, 38). En effet la souche 6 d’origine humaine présente une homologie

d’ADNr 16S d’ordre de 99% aux séquences de la souche type Salmonella Agona CP001138-

Md2 (Figure36), de même pour la souche 7 qui a présenté une homolgie de 99% avec les

deux autres souches types Salmonella Paratyphi CP000857-CMd1 et Salmonella salamae

AB273734 respectivement (Figure37). Cependant, ce degré élevé de similitude n’inclut pas

nécessairement ces isolats dans les sérotypes déterminées antérieurement Galinarum et

Enteritidis.

.
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Figure31. Arbre phylogénétique basé sur le gène codant l’ARNr 16S montrant la position
de la souche 1 affiliée au genre Salmonella. La barre représente 2 substitutions par 1000

nucléotides.
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Figure31. Arbre phylogénétique basé sur le gène codant l’ARNr 16S montrant la position
de la souche 1 affiliée au genre Salmonella. La barre représente 2 substitutions par 1000

nucléotides.
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Figure31. Arbre phylogénétique basé sur le gène codant l’ARNr 16S montrant la position
de la souche 1 affiliée au genre Salmonella. La barre représente 2 substitutions par 1000

nucléotides.
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Figure32. Arbre phylogénétique basé sur le gène codant l’ARNr 16S montrant la position
de la souche 2 affiliée au genre Salmonella. La barre représente 2 substitutions par 1000

nucléotides.
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Figure32. Arbre phylogénétique basé sur le gène codant l’ARNr 16S montrant la position
de la souche 2 affiliée au genre Salmonella. La barre représente 2 substitutions par 1000

nucléotides.
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Figure32. Arbre phylogénétique basé sur le gène codant l’ARNr 16S montrant la position
de la souche 2 affiliée au genre Salmonella. La barre représente 2 substitutions par 1000

nucléotides.
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Figure33. Arbre phylogénétique basé sur le gène codant l’ARNr 16S montrant la position
de la souche 3 affiliée au genre Salmonella. La barre représente 2 substitutions par 1000

nucléotides.
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Figure33. Arbre phylogénétique basé sur le gène codant l’ARNr 16S montrant la position
de la souche 3 affiliée au genre Salmonella. La barre représente 2 substitutions par 1000

nucléotides.
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Figure33. Arbre phylogénétique basé sur le gène codant l’ARNr 16S montrant la position
de la souche 3 affiliée au genre Salmonella. La barre représente 2 substitutions par 1000

nucléotides.
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Figure34. Arbre phylogénétique basé sur le gène codant l’ARNr 16S montrant la position
de la souche 4 affiliée au genre Salmonella. La barre représente 2 substitutions par 1000

nucléotides.
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Figure34. Arbre phylogénétique basé sur le gène codant l’ARNr 16S montrant la position
de la souche 4 affiliée au genre Salmonella. La barre représente 2 substitutions par 1000

nucléotides.
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Figure34. Arbre phylogénétique basé sur le gène codant l’ARNr 16S montrant la position
de la souche 4 affiliée au genre Salmonella. La barre représente 2 substitutions par 1000

nucléotides.
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Figure35. Arbre phylogénétique basé sur le gène codant l’ARNr 16S montrant la position
de la souche 5 affiliée au genre Salmonella. La barre représente 2 substitutions par 1000

nucléotides.
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Figure35. Arbre phylogénétique basé sur le gène codant l’ARNr 16S montrant la position
de la souche 5 affiliée au genre Salmonella. La barre représente 2 substitutions par 1000

nucléotides.
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Figure35. Arbre phylogénétique basé sur le gène codant l’ARNr 16S montrant la position
de la souche 5 affiliée au genre Salmonella. La barre représente 2 substitutions par 1000

nucléotides.
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Figure36. Arbre phylogénétique basé sur le gène codant l’ARNr 16S montrant la position
de la souche 6 affiliée au genre Salmonella. La barre représente 1 substitution par 1000

nucléotides.
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Figure36. Arbre phylogénétique basé sur le gène codant l’ARNr 16S montrant la position
de la souche 6 affiliée au genre Salmonella. La barre représente 1 substitution par 1000

nucléotides.
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Figure36. Arbre phylogénétique basé sur le gène codant l’ARNr 16S montrant la position
de la souche 6 affiliée au genre Salmonella. La barre représente 1 substitution par 1000

nucléotides.
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Figure37. Arbre phylogénétique basé sur le gène codant l’ARNr 16S montrant la position
de la souche 7 affiliée au genre Salmonella. La barre représente 1 substitution par 1000

nucléotides.
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Figure37. Arbre phylogénétique basé sur le gène codant l’ARNr 16S montrant la position
de la souche 7 affiliée au genre Salmonella. La barre représente 1 substitution par 1000

nucléotides.
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Figure37. Arbre phylogénétique basé sur le gène codant l’ARNr 16S montrant la position
de la souche 7 affiliée au genre Salmonella. La barre représente 1 substitution par 1000

nucléotides.
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Figure38. Arbre phylogénétique basé sur le gène codant l’ARNr 16S montrant la position
de la souche 8 affiliée au genre Salmonella. La barre représente 1 substitution par 1000

nucléotides.
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Figure38. Arbre phylogénétique basé sur le gène codant l’ARNr 16S montrant la position
de la souche 8 affiliée au genre Salmonella. La barre représente 1 substitution par 1000

nucléotides.
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Figure38. Arbre phylogénétique basé sur le gène codant l’ARNr 16S montrant la position
de la souche 8 affiliée au genre Salmonella. La barre représente 1 substitution par 1000

nucléotides.
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2.3.2. Étude moléculaire par MLST

 Profils alléliques, Séquences Types et complexes clonaux des différents

isolats

Les séquences des sept loci MLST ont été identifiées pour les (08) souches de deux

origines et les profils alléliques ont pu être assignés. Trois STs sont identifiés parmi les

séquences répertoriées dans la base de données MLST (ST-78, ST-11, ST-367). La totalité

des STs ont été décrites précédemment. Le profil allélique le plus représenté est le ST-11 (4

souches soit 50 % du total), le ST-78 (2 souches soit 25% du total) et le ST-367 (une souche

seulement soit 12.5 %) (Tableau19).

L’analyse des souches avec la même base des données a permis de regrouper les

souches dans deux grands complexes clonaux, CC-04, et le CC-37 (Tableau19). La majorité

des souches analysées appartiennent aux complexe clonal CC-04 (06 souches soit 75%),

uniquement une souche appartienne au complexe clonal CC-37 ( 12.5 %).

Pour l’isolat S7 et les marqueurs (dnaN, thrA), des produits de PCR ou des séquences de

qualité suffisante n’ont pu être obtenues : L’échantillon ne donne que cinq séquences

exploitables sur sept. L'analyse MLST ne permet pas de déterminer avec plus d’exactitude la

séquencetype le complexe clonal et le sérotype de cette souche de Salmonella.

Tableau19. Profils allélique, séquence type et complexe clonal de six (06) souches de

Salmonella enterica d’origine alimentaire et deux (02) d’origine humaine obtenue par la

technique MLST utilisant sept (07) marqueurs.

Isolats aroC dnaN hemD hisD purE sucA thrA ST CC Serotype

Souche1 5 2 42 7 31 6 11 78 4 S. Gallinarum

Souche2 5 2 42 7 31 6 11 78 4 S. Gallinarum

Souche3 5 2 3 7 6 6 11 11 4 S. Enteritidis

Souche4 5 2 3 7 6 6 11 11 4 S. Enteritidis

Souche5 5 2 3 7 6 6 11 11 4 S. Enteritidis

Souche6 14 112 43 123 118 115 120 367 37 S. Cerro

Souche7 2 X 9 9 5 9 X X X Heidelberg,
Typhimurium,

Agona diphasic,
Derby diphasic,

Crossness
Souche8 5 2 3 7 6 6 11 11 4 S. Enteritidis
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 Corrélation Séquence Types, complexes clonaux et sérotype des souches

Il existe une très grande corrélation entre les STs et les sérotypes. Ainsi, toutes les

souches ST-11 et ST-78 sont respectivement composés de sérotype Salmonella Enteritidis

et Salmonella Gallinarum. D’un autre coté on a noté une absence de corrélation entre les

sérotypes et les complexe clonaux. Ainsi, les souches de deux sérotypes Gallinarum et

Enteritidis appartiennent au même complexe clonal CC -04 (Tableau19).

 Corrélation entre Séquence Types, complexes clonaux et biotypes des souches

Pour Salmonella Enteritidis, il n’existe pas une corrélation étroite entre le biotype et la

séquence type, où les différents biotypes appartiennent à la même séquence type (ST-11). Par

contre, les autres sérotypes analysés (Galinarum et Cerro), il semble hautement lié à une

unique et diférente séquence type (ST78, ST367) respectivement. D’un autre côté, l’absence

de lien entre le biotype et le complexe clonal est clair où la majorité des souches ont été

inclus dans le complexe clonal CC-04.

 Corrélation entre Séquence Types, complexes clonaux et antibiotypes des

souches

Il n’existe pas de corrélation vrai entre antibiotypes d’un côté, séquencetype et complexe

clonal d’un autre coté où des profils similaires ont été réparties sur des séquencetypes

différentes ST-11 et ST-78, inclus dans le même complexe clonal à la fois CC-04.

 Analyse factorielle des correspondances (AFC)

L’analyse factorielle des correspondances (AFC) (Figure39) appliquée pour la

distribution des marqueurs spécifiques des souches est représentée sur le plan factoriel

(F1XF2) avec le maximum d’inertie 94,18% (axe1= 80.13%, axe2=19,87%). Le plan (F1xF2)

permet de mettre en évidence deux ensembles par rapport à l’axe des abscisses (100%) ;

concernant la répartition des marqueurs signalées et les souches analysées.

Groupe 1 : composé essentiellement d’un groupe de valeurs positives par rapport à l’axe des

abscisses. Il est formé par les deux souches (1, 2) analysée pour l’espèce S. Gallinarum

caractérisé par le marqueur hemD et purE.

Groupe 2 : des valeurs négatives à l’axe des abscisses, composé essentiellement d’un groupe

de souches (3, 4, 5, 6 et 8) caractérisées par un ensemble des marqueurs (dnaN, sucA, hisD,

thrA).
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Figure39. Analyse factorielle (AFC) de la distribution des marqueurs (MLST) suivant les

différents isolats de Salmonella.

2.3.3 Étude moléculaire par MLVA

Neuf marqueurs de VNTRs sélectionnés et testés sur une collection de six souches

(1,2, 3, 4, 5, 8) parmi les huit sélectionnées, pour déterminer la taille des fragments amplifiés

obtenus par PCR et le nombre de répétition en tandem (TR) contenus dans les fragments. En

outre, les deux souches (6 et 7) ont été exclues d’une part, vue l’absence d’un schéma MLVA

de typage adapté pour le sérotype Cerro (souche 6) à nos jours, et la non caractérisation

sérotypique par MLST de la souche 7.
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 Nombre de répétition en tandem (TR) (Tableau20)

Les résultats obtenus pour chaque marqueur sont les suivants :

 Les marqueurs (SENTR7 et SE3) : le nombre de répétition en tandem (TR) avec ces

deux marqueurs est identique pour toutes les souches de Salmonella Enteritidis, trois

(TR) par souche et une (TR) par souche respectivement.

 Le marqueur SENTR5 : le nombre de répétition en tandem (TR) avec ce marqueur

est peu variable d’une souche à l’autre, de neuf à onze (TR) par souche de Salmonella

Enteritidis.

 Le marqueur SENTR6 : le nombre de répétition en tandem (TR) avec ce marqueur

est identique avec les trois souches de Salmonella Enteritidis (3, 4, 8), cinq (TR) par

souche, par contre ce nombre est réduit en une (TR) avec la souche (5).

 Le marqueur SENTR4 : le nombre de répétition en tandem (TR) avec ce marqueur

est peu variable entre les quatres souches de Salmonella Enteritidis. Quatre (TR) pour

les souches (3, 5, 8), et trois (TR) pour la souche (4).

 Les marqueurs (SGTR1 et SGTR4) : Le nombre de répétition en tandem (TR) avec

ces deux marqueurs est similaire pour toute les deux souches de Salmonella

Gallinarum, neuf (TR) par souche et huit (TR) par souche respectivement.

 Le marqueur SGTR2 : le nombre de répétition en tandem (TR) avec ce marqueur a

été très différentes entre les deux souches de Salmonella Gallinarum, dix (TR) pour la

souche 1 et absence de (TR) pour la souche 2.

 Le marqueur SGTR3 : nombre de répétition en tandem (TR) avec ce marqueur est

peu variable entre les deux souches, treize (TR) pour la souche1 et douze (TR) pour

la souche 2.

Tableau20. Différents profils génétiques « MLVA » des souches de Salmonella Enteritidis et

Salmonella Gallinarum d’origine alimentaire.

Marqueurs S. Enteritidis
ISOLATS SENTR7 SENTR5 SENTR6 SENTR4 SE3
Souche3 3 10 5 4 1
Souche4 3 11 5 3 1
Souche5 3 11 1 4 1
Souche8 3 9 5 4 1

Marqueurs S. Gallinarum

ISOLATS SGTR1 SGTR2 SGTR3 SGTR4
Souche1 9 10 13 8
Souche 2 9 00 12 8
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2.4. DISCUSSION

Dans ce travail, trois techniques d’analyses moléculaires ont été utilisées (séquençage

de l’ADN16s, MLST, MLVA), pour étudier les caractéristiques génétiques de la population

de salmonelles sélectionnés sur la base de leur diversités phénotypique établie auparavant à

partir de l’ensemble des souches de deux origines. Le présent document rapporte la diversité

génétique des huit (08) isolats, représentés de manière graphique, et par des arbres

phylogénétiques.

Le séquençage de l’ADNr16S a été utilisé dans notre étude pour visualiser la position

taxonomique, confirmer l’identification biochimique et adapter les schémas de la

caractérisation moléculaire de nos souches par les deux techniques (MLST) et (MLVA). Cette

technique a permis d’éclaircir la phylogénie de ces dernières, l’alignement des séquences

nucléotidiques avec celles de la base des données « LeBibi ». Le ribotypage a montré que sept

de nos isolats appartiennent au genre Salmonella, espèce : enterica et la sous espèce enterica

et une souche probablement caractérisée (subsp. salamea ou enterica). Chaque isolat présente

une similitude avec plusieurs espèces de la banque de donnée «Genbank». Pour affilier

chacun des isolats à l’une des espèces les plus proches, des arbres phylogénétiques

représentants les relations phylogénétiques entre les séquences nouvellement obtenues et les

séquences de référence dans la banque des données ont été construits par la méthode des

distances «Neighbor- Joining», une méthode de distance basée sur le nombre moyen de

substitutions nucléotidiques entre des séquences prises deux à deux. Elle permet de trouver

les paires de séquences les plus voisines qui minimisent la somme des longueurs des

branches de chaque étape de regroupement (Saitou & Nei, 1987).

Les différents types d’arbres qui ont été élaborés pour déterminer l’appartenance

taxonomique aux espèces les plus similaires à nos isolats ont confirmé les résultats obtenus

avec l’analyse biochimique qui avait comme limite l’identification du genre : Salmonella.

Toute fois l’analyse moléculaire ADNr16S n’a pas pu déterminer le sérotype, ce qui renforce

la place importante du sérotypage classique par agglutination sur lame ou en suspension en

tube (Anne, 2001), sachant que la notion sérotype chez les salmonelles est équivalente à la

notion espèce chez d’autre bactérie (Patrick et al., 2007). Des résultats opposés ont été

observés chez les bactéries lactiques ou l’analyse d’ARNr16S s’impose comme solution pour

révéler le plus précisément possible l’identité de ces bactéries, c’est le cas d’étude mené par

Moor et al, (2006),  qui a  visualisé le niveau d’exactitude dans l’identification des

entérocoques en utilisant des galeries biochimiques API 20 strep, qui est de l’ordre de 79%



Diversité (moléculaire) génétique des salmonelles

118

pour le genre et 39% pour l’espèce,  tandis qu’il est nettement supérieur en utilisant les

séquences du groupes  ARNr 16S de ces bactéries, qui est aux alentours de 100% pour révéler

le genre et l’espèce de ce même groupe de bactérie (Moor et al., 2006).

L’étude moléculaire (MLST) a permis d’individualiser sept sérotypes parmi les huit

souches analysées, sans pouvoir déterminer avec exactitude le sérotype de la souche (7)

d’origine humaine qui a montré surtout des caractéristiques biochimiques exceptionnelles

(Inositole+), (Saccharose+), avec comme résultat probable un ensemble de sérotype

(Heidelberg, Typhimurium,  Agona diphasic , Derby diphasic, Crossness), ce qui montre les

limites de typage de cette technique moléculaire de caractérisation. Par contre cette dernière a

permis d’apprécier un sérotype rarement isolée chez l’humain et dans notre pays (Salmonella

Cerro) (Hoelzer et al., 2011), qui apparait dans notre etude non typable avec la méthode

classique de sérotypage, Salmonella, enterica subsp. enterica sérotype Cerro (formule

antigénique 6,14, 18 :z4, z23 : [1, 5]), est un sérotype du sérogroupe O : 18 (K). Cette bactérie

rarement isolée en pathologie humaine et fréquemment isolée dans la filière bovine laitière

dans certaines pays. Dans une étude récente de Salmonella provenant de bovins laitiers à New

York le sérotype Cerro était le sérotype le plus répandu et significativement associée à la

maladie gastro-intestinale (Cummings et al., 2010). L’isolement de ce sérotype a été décrite

aussi à partir de l'œuf de poule, œufs de canard, (Saitanu et al., 1994).

Des études moléculaires ont été menées sur ce dernier sérotype émergent en médecine

vétérinaire, dont les résultats de la caractérisation par la technique MLST des souches de

Salmonella Cerro au États-Unis ont montré la prédominance de la séquence type (ST367) à

laquelle appartienne notre isolat (Rodriguez et al., 2014). Ce qui renforce l’hypothèse de

l’émergence monoclonal mondial de ce sérotype méconnu dans notre pays et non identifié par

les techniques phénotypique et spécifiquement par sérotypage, suite aux schémas

d’agglutination mal conduit réduisant et éliminant l’utilisation des sérums polyvalent, qui

renferme les anticorps dirigés contre la spécificité (O : 18) ainsi que les sérums monovalents

correspondants.

L’homogénéité génétique intraserotypique des isolats Salmonella Gallinarum ST-78, et

Salmonella Enteritidis (ST-11), qui sont d’origines alimentaires différentes isolées de

plusieurs types d’échantillons et à des intervalles de temps éloignés. Elle est expliquée

probablement et dans un premier temps par l’origine géographique commune et très localisée

de ces isolats (région de Tébessa). Toute fois l’unique séquence type pour les deux sérotypes

et surtout celle de Salmonella Enteritidis (ST11) renforce l’hypothèse de la dissémination

mondiale de cette séquence type. Nos résultats sont comparables à ceux d’études
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précédemment effectuées sur des souches de Salmonella Enteritidis isolées au Japon (Noda et

al., 2011), entre 1973 et 2004 les souches de Salmonella utilisées dans cette étude sont

d’origine humaine provenant de différents foyers de toxi-infections alimentaires collectives

(années 1973-1981), d'autres isolats humains (à partir de foyers individuels), une souche d'œuf

liquide et l’autre isolé de la coquille. Toutes les souches ont été caractérisées (ST-11) suivant

la base de données (http://mlst.ucc.ie), ce qui suggère que la lignée (ST-11) a survécu sans

modifications génétiques importantes produites par les processus fondamentaux de la

mutation et de recombinaison. Cette persistance de la clonalité de Salmonella Enteritidis au

Japon soutient l'idée que la lignée ST-11 avait peut-être acquis une niche dans les organes

reproducteurs de poulet. En plus selon la base des données MLST, la composition du ST-11,

seul parmi touts les autres ST des souches d’origine humaine, renforce le lien entre aliments et

humain (Noda et al., 2011).

Parmi les sept marqueurs (aroC, dnaN, hemD, hisD, purE, sucA, thrA), le marqueur

(purE) possédaient un pouvoir discriminant élevé pour le sérotype Salmonella Gallinarum

contrairement aux autres marqueurs qui sont avérés peu discriminant. De leurs coté les deux

marqueurs (sucA et hisd) caractérisent l’espèce Salmonella Cerro. Il est remarquable que les

marqueurs les plus discriminants soient impliqués dans l’adaptation métabolique des

salmonelles à spécificité d’hôte (Holt et al., 2009; Thomson et al., 2008). Toutefois on a noté

l’absence de marqueur discriminant majeur pour le sérotype Salmonella Enteritidis.

Nos résultats montrent que les sérotypes identiques ont été regroupés dans une seule séquence

type (100%) Salmonella Gallinarum ST-78 et (100%) Salmonella Enteritidis ST-11, ceci

s’explique probablement par la spécificité des gènes de ménages explorés par la technique

moléculaire MLST, qui sont le support génétique des spécificités métaboliques et non

structurelles (Maiden et al., 1998).

Par contre, les mêmes biotypes et antibiotypes surtout de Salmonella Enteritidis ont été

assemblés dans la même sequencetype et un même complexe clonal. Ceci peut être expliqué

par le nombre des tests biochimiques étudiés et de sensibilité aux antibiotiques qui sont

nombreux (24 tests biochimiques et 18 tests de sensibilités aux antibiotiques), mais toute fois

ils ne sont pas représentatifs de l’ensemble totale des caractéristiques métaboliques non

exploré dans notre étude et qui peuvent être identiques dans l’ensemble et donc reflètent

l’homogénéité allelique des différents marqueurs génétiques inclus dans notre analyse

moléculaire (MLST).

L’étude moléculaire MLVA, avec l’ensemble de marqueurs utilisés (05) avec Salmonella

Enteritidis SENTR7 , SENTR5, SENTR6, SENTR4, SE3 et (04) avec Salmonella Gallinarum
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SGTR1, SGTR2, SGTR3, SGTR4, a visualisé quatre (04) profils MLVA avec le premier

sérotype : (3-10-5-4-1),(3-11-5-3-1), (3-11-1-4-1), (3-9-5-4-1) et deux (02) profils avec le

deuxième serotype (9-10-13-8), (9-0-12-8). Les marqueurs utilisés dans cette étude ont permis

d’obtenir (06) génotypes à partir de (06) isolats et de (02) sérotypes différents de S. enterica,

ce qui témoigne un caractère très discriminant de cette technique moléculaire de

caractérisation par rapport aux différentes techniques utilisées dans cette étude, que soit

phénotypique ou moléculaire. Ce pouvoir discriminant a été prouvé et vérifié dans plusieurs

études comparatives entre cette technique moléculaire (MLVA) et d’autres telles que

l’électrophorèse en champ pulsé (PFGE) et la lysotypie (Boxrud et al., 2007 ; Ross &

Heuzenroeder, 2009).

Le sous-typage des souches par des méthodes moléculaires est un outil puissant pour la

surveillance et l'investigation des flambées des épidémies d'origine alimentaire attribuables à

Salmonella sérotype Enteritidis. Cependant, il a été entravé par le fait que Salmonella

sérotype Enteritidis est l'un des sérotypes les plus génétiquement homogène de Salmonella est

mal différencié par les méthodes couramment utilisées de sous-typage (Hilton et al., 1996 ;

Lin et al., 1996 ; Lopes et al., 2004 ; Ridley et al., 1998 ; Rodrigue et al., 1992 ; Wachsmuth

et al., 1991).

Le pouvoir discriminant apparait remarquable avec les deux marqueurs (SENTR6) et

(SGTR2). Ces deux derniers sont probablement impliqués dans l'interaction hôte-pathogène

(antigène de virulence) ou dans l’interaction de l'agent pathogène avec l'environnement

(division cellulaire) ce qui témoigne de l’ampleur des réarrangements génétiques en rapport

avec la variabilité environnementale probable (Jordan et al., 2003 ; Rocha et al., 2002). Les

autres marqueurs apparaissent peut ou faiblement discriminants.

L’impact de la qualité des marqueurs choisis et leurs nombre sur la reproductibilité des

résultats a été toujours soulevés jusqu'à nos jours avec la technique MLVA. Une étude

antérieure en Asie effectuée sur des salmonelles de différents sérotypes et de différentes

origines (humaine, alimentaire et animale) a montré que le pouvoir discriminant des différents

marqueurs choisis est variable, quatre marqueurs (STTR5, STTR3, STTR8 et Sal20)

possédaient un pouvoir discriminant élevé pour l’ensemble des souches. Par contre le pouvoir

discriminant des marqueurs (Sal06 et Sal10) était moins élevé que dans les études précédentes

(vanCuyck et al., 2011).
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Conclusion générale

Cette étude qui a été menée sur un ensemble de salmonelles non typhiques isolées à

partir des aliments vecteurs principales des salmonelloses humaines et maillon central entre

animal producteur et l’homme consommateur. Ce travail a été réalisé avec une approche

comparative face à des souches d’origine humaine et qui a combiné différentes techniques de

caractérisation phénotypiques et moléculaires (génétique) ancienne (Ribotypage) et modernes

(MLST et MLVA), afin d’apprécier la diversité et l’évolution de cette bactérie dans notre

pays et évaluer l’apport de différentes techniques pour la caractérisation.

La diversité des sérotypes ou la prédominance de Salmonella Enteritidis a été franche dans les

deux origines alimentaire et humaine, ce qui renforce l’hypothèse du réservoir principalement

animal et surtout aviaire (volaille), source de la contamination humaine via les denrées

alimentaires qui en dérivent.

L’étude de la sensibilité aux antibiotiques des salmonelles d’origine alimentaire a permis de

supposer que l’acquisition de la résistance ne serait pas seulement liée à l’usage des

antibiotiques en milieu vétérinaire mais aussi chez l’homme. Ceci a été justifié par des profils

et des mécanismes de résistance aux antibiotiques touchant la majorité des classes

d’antibiotiques testées au niveau des souches d’origine humaine. Contrairement à des profils

de sensibilité observés avec les isolats alimentaires où la résistance a touché sélectivement

l’acide nalidixique et l’ofloxacine, les souches d’origine humaine ont montré plus de

résistance aux antibiotiques notamment la ciprofloxacine, les betalactamines et

trimethoprime/sulfamethoxazole. Cette situation serait liée à l’introduction anarchique de ces

molécules en médecine humaine avec une antibiothérapie inadaptée (posologie ou durée), qui

a précédé le secteur agro-alimentaire et surtout la médecine vétérinaire dans notre pays. Face

à ce problème, un système national de surveillance de cette bactérie et son évolution vis-à-vis

des antibiotiques doivent être installés sur toute la chaine de la production alimentaire surtout

d’origine animale y compris l’homme consommateur et l’animal producteur.

Sur le plan biochimique les salmonelles d’origine alimentaire ont montré une diversité

minime par rapport à celles isolées chez l’homme. Ces dernières ont montré une diversité

biochimiques appréciable avec des caractères inhabituels (Inositol+), (Saccharose+), ceci

laisse conclure l’impact de la pression (stress) environnemental et la diversité des niches

écologiques sur l’évolution biochimique de cette bactérie pour pouvoir s’adapter.
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Cette étude a permis d’évaluer l’apport de différentes techniques de caractérisation

phénotypique des salmonelles. L’utilisation de la galerie biochimique seule permet

d’identifier uniquement le genre Salmonella, et exceptionnellement, le sérotype Gallinarum

qui possède des caractéristiques biochimiques spécifiques. Le sérotypage par agglutination

sur lame a révélé les différents sérotypes, mise à part quelques souches qui ont échappé à ce

moyen de caractérisation. Le sérotypage est un outil nécessaire pour surveiller les sérotypes

rares ou nouveaux émergent, cas de Salmonella Cerro isolée dans cette étude.

En dernier lieu l’étude de la sensibilité aux antibiotiques avec les deux techniques

(antibiogramme standard sur milieu solide et détermination de la CMI en milieu liquide), a

visualisé les différents profils de sensibilité. Toute fois la corrélation des résultats entre les

deux techniques n’a pas été totale avec la molécule (colistine). La détermination de la (CMI)

est nécessaire pour les salmonelles vis-à-vis de cette molécule selon les recommandations des

comités de standardisation de l’étude de la sensibilité aux antibiotiques.

D’autre part sur le plan moléculaire (génétique), les différents outils moléculaires ont permis

de montrer la diversité génétique à différents degrés. Le ribotypage a permis d’identifier et de

classer nos souches au niveau de l’espèce enterica et la sous espèce enterica pour sept

souches parmi les huit analysées. La sous espèce d’une seule souche n’a pas pu être

déterminé. Le serotype pour l’ensemble des isolats, avec l’enrichissement exponentiel des

bases de données en séquences ADNr16S, cette technique apparait non rentable sur le plan

phylogénétique dans notre étude. Le sérotypage classique par agglutination, constitue un

moyen de diagnostic et épidémiologique meilleur que le ribotypage concernant les

salmonelles ou la notion de sérotype est équivalente à celle des espèces avec d’autres genres.

Le typage (MLST) a révélé une homogénéité (profil allélique) génétique au niveau des gènes

de ménage responsable de métabolisme parmi les souches de même sérotype isolées de

différents échantillons alimentaires et à des intervalles de temps éloignés (Salmonella

Gallinarum) et (Salmonella Enteritidis). Cette technique a permis de caractériser un sérotype

rare dans le monde chez l’humain à savoir Salmonella Cerro non typé par la technique de

sérotypage classique. D’autre part cette technique n’a pas pu déterminer le profil allélique

d’une seule souche, avec laquelle le ribotypage n’a pas révélé la sous-espèce contrairement

aux autres salmonelles, il serait probable que cette souche appartienne à un nouveau sérotype.

Le typage moléculaire par cette technique a déterminé les séquence-types et les complexes

clonaux pour les isolats d’origine alimentaire (Salmonella Gallinarum) ST-78 et (Salmonella
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Enteritidis) ST-11 Salmonella Cerro ST-376. Malgré le nombre limité des souches inclus dans

cette étude, nous constatons que les sérotypes sont de même séquence-type et complexes

clonaux que les souches isolées en Europe. Ces résultats témoignent de l’importance de cette

technique dans l’investigation épidémiologique descriptitive (biosurveillance).

Notre étude qui s’est ensuite développée autour des six souches, dont les sérotypes ont été

déterminés et sélectionnées pour la caractérisation par la technique MLVA.

Cette technique a permis de déterminer six génotypes pour les six isolats au sein de deux

sérotypes, distincts l’un de l’autre par les profils de répétition en tandem (TR) correspondant

aux différents marqueurs choisis. Cette méthode moléculaire était plus discriminante que

l’ensemble de techniques phénotypiques et moléculaires utilisées dans cette étude et par

conséquent elle renforce sa place dans les études épidémiologiques d’intervention (MLVA)

afin d’établir le lien entre isolats  suspectés  de  faire  partie  de  la  même  chaîne  de

transmission,  la  confirmation  de  l’état épidémique ou la validation des hypothèses sur les

réservoirs, sources et modes de transmission.

Enfin, au vue des résultats de ce travail il apparait que l’apport des différentes techniques est

complémentaire. Le sérotypage par agglutination garde sa place comme un maillon central

pour la caractérisation des salmonelles à condition de disposer des sérums d’agglutination. Le

ribotypage s’est révélé faiblement discriminant avec le genre Salmonella.

Le sérotypage avec l’antibiotypie peut constituer un moyen d’investigation épidémiologique

préliminaire pour les salmonelles et les salmonelloses dans les pays dépourvus des techniques

moléculaires.

Deux techniques moléculaires (MLST et MLVA) ont prouvé leur pouvoir discriminant et leur

utilité dans les deux aspects de l’épidémiologie qu’elle soit descriptive ou d’intervention. Ils

permettent d’établir une épidémiologie moléculaire plus précise.

A l’avenir, il serait intéressant de développer et d’introduire les deux techniques moléculaires

(MLST) et (MLVA) pour suivre l’évolution épidémiologique des salmonelles dans notre pays

sur un échantillon représentatif des différentes régions. Des mesures préventives sont

nécessaires afin d’éviter la dissémination des Salmonelles aussi bien chez l’animal que chez

l’homme. Le contrôle rigoureux de l’hygiène lors de l’élevage des animaux, la réduction de

l’utilisation des antibiotiques aussi bien chez l’animal que chez l’homme ainsi que le respect

des règles de préparation des aliments sont nécessaires pour éviter la dissémination des

Salmonelles.
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Annexes 2

Milieu Hektoen (HK)

- Peptone pepsique de viande......................................................... 12,0 g
- Extrait autolytique de levure .......................................................... 3,0 g
- Lactose.......................................................................................... 12,0 g
- Saccharose ................................................................................... 12,0 g
- Salicine........................................................................................... 2,0 g
- Sels biliaires .................................................................................... 9,0 g
- Chlorure de sodium......................................................................... 5,0 g
- Thiosulfate de sodium .................................................................... 5,0 g
- Citrate ferrique ammoniacal ........................................................... 1,5 g
- Bleu de bromothymol .................................................................... 65 mg
- Fuchsine acide .............................................................................. 40 mg
- Agar agar bactériologique ............................................................. 13,5 g
- Eau distillée ----------------------------------------------------------------------------- qsp 1000ml

-pH final ------------------------------------------------------------------------------------ 7,2-7,4

Milieu (SFB)

-Enzymatic Digest of Casein ............................................................................. 2.5 g

-Enzymatic Digest of Animal Tissue................................................................... 2.5g

-Lactose .............................................................................................................. 4 g

-Sodium Phosphate ............................................................................................. 10 g

-Sodium Selenite ................................................................................................. 4 g

-pH final ………………………………………………………………………………7.0 ± 0.2

Milieu Mueller-Hinton (MH)

-Infusion de viande de boeuf déshydratée -----------------------------------------300g

-Hydrolysat de caséine ---------------------------------------------------------------- 17,5g

-Amidon de maïs ------------------------------------------------------------------------ 1,5g

-Agar agar --------------------------------------------------------------------------------- 13g

-Eau distillée ------------------------------------------------------------------------------ qsp 1000ml

-pH final ------------------------------------------------------------------------------------ 7,2-7,4
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SCHEMA DE WHITE-KAUFFMANN-LE MINOR
Formules antigéniques des sérotypes de salmonella les plus fréquents

Mélange O
polyvalent

Groupe Nom usuel Antigènes O Antigènes H

Phase1 Phase2
OMA Groupe O : 4

(B)
Paratyphi B
Wien
Stanley
Duisburg
Saintpaul
Reading
Chester

Derby
Agona
Typhimurium
Brandenburg
Heildelberg
Coeln
Essen
Abortusovis

1, 4, [5], 12
1,4, 12, 27
1,4, [5], 12, 27
1,4, 12, 27
1,4, [5], 12, 27
1,4, [5], 12
1,4, [5], 12
1,4, [5], 12
1,4, 12
1,4, [5], 12
1,4, [5], 12
1,4, 12
4, [5], 12
4, 12

b
b
d
d
e, h
e, h
e, h
f, g
f, g, s
i
i, v
r
y
g, m
c

1, 2
l, w
1, 2
e, n, z15
1, 2
1, 5
e, n, x
[1, 2]
-
1, 2
e, n, z15
1, 2
1, 2
-
1, 6

OMB Groupe O : 7
(C1)

Paratyphi C
Choleraesuis
Isangi
Livingstone
Eimsbuttel
Montevideo
Oranienburg
Thompson
Infantis

6, 7 [Vi]
6, 7
6, 7
6, 7
6, 7, 14
6, 7
6, 7
6, 7
6, 7

c
c
d
d
d
g, m, s
m, t
k
r

1, 5
1, 5
1, 5
l, w
l, w
-
-
1, 5
1, 5

Groupe O : 8
(C2-C3)

Muenchen
Manhattan
Newport
Blockley
Lichtfild
Bovismorbificans

6, 8
6, 8
6, 8
6, 8
6, 8
6, 8

d
d
e, h
k
l, v
r

1, 2
1, 5
1, 2
1, 5
1, 2
1, 5

OMA Groupe O : 9
(D1)

Typhi
Enteretidis
Dublin
Gallinarum
(volailles)
Panama
Strasbourg

9, 12 [Vi]
1, 9, 12
1, 9, 12
1, 9, 12
1, 9, 12
[9], 46

d
g, m
g, p
-
l, v
d

-
-
-
-
1, 5
1, 7

OMA Groupe O:3,10
(E1)

Muenster
Anatum
Meleagridis
London
Give

3, 10
3, 10
3, 10
3, 10
3, 10, [15]

e, h
e, h
e, h
l, v
l, v

1, 5
1, 6
l, w
1, 6
1, 7

Groupe
O:1,3,19 (E4)

Senftenberg 1, 3, 19 g, [s], t -

OMB Groupe O : 13
(G)

Kedougou
Worthington

1, 13, 23
1, 13, 23

i
z

l, w
1, 5

OMA Groupe O : 2
(A)

Paratyphi A
(Afrique, Asie)

1, 2, 12 a -

OMC Groupe O : 18
(K)

Cerro 6, 14,18 z 4, z23 [1,5]



153

 Sérums d’agglutination des salmonelles et conduite de serotypage selon le
fabricant (BIO-RAD)

 Sérums O pour la détermination de la formule antigénique

Ces sérums sont destinés à l'identification du groupe O. Ils doivent être utilisés

successivement dans un ordre logique (polyvalents puis monovalents spécifiques du

groupe...). Les facteurs O secondaires ne seront recherchés que dans un deuxième temps. Par

exemple, on ne recherchera

- les facteurs O : 7 et O : 8 que si l'on observe une agglutination dans le sérum O : 6, 7,8.

- le facteur O : 15 que si l'on observe une agglutination dans le sérum O : 3, 10, 15

SERUMS MELANGES (POLYVALENTS) O (BIO-RAD)

SERUMS MONOVALENTS O (BIO-RAD)

 Sérums H pour la détermination de la formule antigénique

On suivra dans l'utilisation de ces sérums la même logique que pour les sérums O. Par

exemple, on utilisera :

- les sérums monovalents H:2, H:5, H:6, H:7 si l'on observe une agglutination dans le sérum

polyvalent H1

- les sérums monovalents z10 et z15 si l'on observe une agglutination dans le sérum

polyvalent HE, etc…

Polyvalent sera Contains agglutinins
for groups

Corresponding O somatic antigen Code

Antiserum Salmon

ella polyvalent OMA

A, B, D, E, L 1, 2,12 + 4, 5,12 + 9,12 + 9,46 + 3,10 + 3,15 + 1,3,19 +21 60801

Antiserum Salmonella polyvalent OMB C, F, G, H 6, 7 + 6, 8 + 11 + 13, 22 + 13, 23 + 6, 14, 24 + 8, 20 60811

Antiserum Salmonella polyvalent OMC I, J, K, M, N, O, P 16 + 17 + 18 + 28 + 30 + 35 + 38 60821

Antiserum Salmonella polyvalent OMD Q, R, S, T, U, V, W 39 + 40 + 41 + 42 + 43 + 44 + 45 60831

Antiserum Salmonella polyvalent OME X, Y, Z, 51 à 53 47 + 48 + 50 + 51 + 52 + 53 + 61 60841

Antiserum Salmonella polyvalent OMF 54 + 55 + 56 + 57 + 58 + 59 60851

Antiserum Salmonella polyvalent OMG 60 + 62 + 63 + 65 + 66 + 67 60861

Monovalent sera Group Code Monovalent sera Group Code

Antiserum Salmonella monovalent O:1, 2 A 59031 Antiserum Salmonella monovalent O:3, 10, 15 E1, E2 59112

Antiserum Salmonella monovalent O:4,5 B 59021 Antiserum Salmonella monovalent O:15 59127

Antiserum Salmonella monovalent O:6,7,8 C 59062 Antiserum Salmonella monovalent O:1, 3, 19 E4 59131

Antiserum Salmonella monovalent O:7 59081 Antiserum Salmonella monovalent O:11 F 59141

Antiserum Salmonella monovalent O:8 59091 Antiserum Salmonella monovalent O:13, 22, 23 G 59162

Antiserum Salmonella monovalent O:9 D 59101 Antiserum Salmonella monovalent O:6, 14, 24 59171
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SERUMS MELANGES (POLYVALENTS) H (BIO-RAD)

Polyvalent sera Corresponding flagellar antigen Code

Antiserum Salmonella polyvalent HMA a + b + c + d + i + z10 + z29 60451

Antiserum Salmonella polyvalent HMB e, h + e, n, x + e, n, z15 +G 60461

Antiserum Salmonella polyvalent HMC k + y + z + L + Z4 + r 60471

Antiserum Salmonella polyvalent HMD z35 + z36 + z38 + z39 + z41 + z42 + z44 + z60 60481

Antiserum Salmonella polyvalent HMIII
facteurs H des sous-espèces III (Arizona)

z52 + z53 + z54 + z55 + z57 + z61 60493

SERUMS MONOVALENTS H (BIO-RAD)

Monovalent sera Code Antiserum Salmonella monovalent H:r 60201

Antiserum Salmonella monovalent H:a 60111 Antiserum Salmonella monovalent H:v 61115

Antiserum Salmonella monovalent H:b 60121 Antiserum Salmonella monovalent H:w 61116

Antiserum Salmonella monovalent H:c 60131 Antiserum Salmonella monovalent H:x 61123

Antiserum Salmonella monovalent H:d 60141 Antiserum Salmonella monovalent H:y 60211

Antiserum Salmonella monovalent H:g, m 61121 Antiserum Salmonella monovalent H:z 60221

Antiserum Salmonella monovalent H:g, p 61122 Antiserum Salmonella monovalent H: z10 60241

Antiserum Salmonella monovalent H:h 61119 Antiserum Salmonella monovalent H: z15 61120

Antiserum Salmonella monovalent H:i 60161 Antiserum Salmonella monovalent H:2 61111

Antiserum Salmonella monovalent H:k 60171 Antiserum Salmonella monovalent H:5 61112

Antiserum Salmonella monovalent H:m 61117 Antiserum Salmonella monovalent H:6 61113

Antiserum Salmonella monovalent H:p 61118 Antiserum Salmonella monovalent H:7 61114

 Sérum Anti Vi

L'antigène Vi est un antigène de surface thermolabile qui peut masquer l'activité antigénique

somatique. Il est principalement exprimé par les souches S. Typhi, plus rarement par les

souches S. paratyphi C. Les Salmonella possédant cet antigène ne sont pas agglutinées par les

antisérums O.

Lorsqu'une bactérie n'agglutine ni le "mélange" OMA ni le "mélange" OMB, il est

recommandé de tester cette bactérie avec le sérum Vi. Si la réaction est positive, il faut alors

chauffer la suspension bactérienne à 100°C pendant 30 minutes, puis tester à nouveau les

polyvalents OMA et OMB puis les monovalents correspondants.

 Sérums pour inversion de phases (méthode de sven gard) :

Si la population bactérienne est équilibrée entre phases 1 et 2 de l'antigène H, il est alors

possible de les détecter et donc de faire l'identification du sérovar. Si, au contraire, on ne peut

identifier qu'une des 2 phases de l'antigène H, il faut alors déterminer la spécificité de la

seconde phase en utilisant la gélose Sven Gard pour inversion de phase additionnée d'une

goutte d'antisérum SG contenant l'agglutinine de la phase déjà déterminée.
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Le milieu Sven-Gard (code 53431) est une gélose suffisamment molle pour qu'une Salmonella

mobile, ensemencée au centre d'une boîte de petri, envahisse la surface du milieu après une

nuit d'étuve.

SERUMS ANTI-H POUR INVERSION DE PHASE (METHODE DE SVEN GARD)

Sérums polyvalents Agglutinines Codes

Antiserum Salmonella SG1 a + b+ c+ z10 61011

Antiserum Salmonella SG2 d + i + e, h 61021

Antiserum Salmonella SG3 k + y + l, v + l, w + l, z13 + l, z28 61031

Antiserum Salmonella SG4 r + z 61041

Antiserum Salmonella SG5 e, n, x + e, n, z15 61051

Antiserum Salmonella SG6 1, 2 + 1, 5 + 1, 6 + 1, 7 + z6 61061

 MODE OPÉRATOIRE (AGGLUTINATION SUR LAME)

Le serotypage est effectué, après identification de l'espèce, à partir d'une culture pure et

fraîche de Salmonella isolée sur milieu gélosé non sélectif.

Réaliser un contrôle de la souche à tester en eau physiologique :

• Prélever 1 öse de la culture de Salmonella.

• Mettre ces bactéries en suspension dans une goutte d'eau physiologique en prenant soin de

faire une suspension homogène.

.Il ne doit pas y avoir d'agglutination avec l'eau physiologique. S'il y a agglutination, il s'agit

d'une souche auto-agglutinable et le test avec les antisérums n'est pas réalisable.

• Rechercher d’abord l’agglutination avec les sérums polyvalents puis avec les sérums

spécifiques correspondant au mélange donnant une agglutination nette (polyvalents O et

monovalents O puis polyvalents H et monovalents H).

• Déposer sur une lame 1 goutte d’antisérum.

• Prélever 1 öse de la culture de Salmonella (dans la partie la plus humide pour la recherche

des antigènes H).

• Mettre ces bactéries en suspension dans la goutte d’antisérum en prenant soin de faire une

suspension homogène par adjonction progressive des bactéries dans le sérum.

• Agiter la lame par un léger mouvement rotatif.

• Observer le mélange à l'oeil nu au-dessus d’une surface sombre ou au-dessus d’un miroir

concave.
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 INVERSION DE PHASES

• Ajouter à la gélose liquéfiée de Sven Gard, et ramenée à 45°C environ, une goutte de sérum

SG contenant l’agglutinine de la phase déjà déterminée.

• Agiter le milieu par un mouvement tournant tel que le sérum y soit mélangé de manière

homogène, puis couler en boîte de Petri.

• Après solidification, s'il reste des gouttes d'eau de condensation en surface, sécher la gélose

couvercle entrouvert.

• Ensemencer abondamment au centre 3 à 4 colonies de culture pure et fraîche de salmonelles

prélevées sur milieu gélosé.

• Mettre à l'étuve à 37°C pendant 18 heures (couvercle de la boîte vers le haut).

• Rechercher l'agglutination avec les sérums anti-H à la périphérie de la zone d'envahissement

de la gélose (suivant le mode opératoire ci-dessus).

 INTERPRETATION DES RÉSULTATS

Une réaction positive se traduit par l'apparition d'une agglutination en 1 minute maximum.

L’agglutination O est fine et régulière et se distingue très facilement de fragments de colonie

bactérienne mal émulsionnés éventuellement présents.

Remarques :

• Toute culture de Salmonella O agglutinable sera immédiatement agglutinée dans l'un des

sérums polyvalents. Une co-agglutination plus tardive et d'intensité moindre pourra se

produire dans un ou plusieurs des autres sérums.

• Lorsqu'une bactérie n'agglutine ni le "mélange" OMA ni le "mélange" OMB, il est

recommandé de tester cette bactérie avec le sérum Vi.

• S. Typhi en forme Vi est O inagglutinables vivante. Elle ne devient O agglutinables qu'après

chauffage de la suspension.

• Les sérums HMA, HMB, HMC, et HMD ne contiennent pas d'agglutinines O. Au contraire,

il reste des agglutinines O dans le sérum HM III. Si une culture est agglutinée par ce sérum,

on pourra confirmer qu'il s'agit d'une agglutination H en rajoutant à 1ml de suspension

bactérienne 1 goutte de sérum HM III. Après 2 heures au bain-marie à 37°C, une

agglutination floconneuse apparaît si la souche possède un antigène correspondant aux

anticorps de ce sérum.

• Une souche qui possède le facteur H: g est agglutinée par les deux sérums H:g, m et H:g, p.

• Le sérum H1 permet de détecter une souche dont l'antigène H serait en phase 2 "non

spécifique" (1, 2 ou 1, 5 ou 1, 7).
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 La galerie API 20 E : mode opératoire et règles de lecture selon le fabricant (Bio-
Mérieux)

. Préparation de la galerie :

 mettre de l’eau distillée sur le fond de la boîte (partie alvéolée), toutes les alvéoles
doivent être remplies, éliminer l’excès d’eau en renversant la boîte au dessus de
l’évier.

 Placer la galerie sur le fond de la boîte, elle doit être manipulée avec la pince.
 Recouvrir la boîte avec son couvercle.

. Inoculation de la galerie

 A partir d’une culture pure de 18 à 24 heures, faire une suspension bactérienne ayant
une concentration de 108 bactéries/ml (standard McFarland No 5) dans 5 ml d’eau
physiologique.

 Bien mélanger la suspension bactérienne au vortex 5-10 secondes.
 Déposer soigneusement 150 µl de la suspension bactérienne dans chaque cupule de la

galerie en utilisant un embout stérile.
 Ajouter de nouveau 150 µl de la suspension bactérienne aux cupules CIT, VP et GEL

(total = 300 µl) par puits.
 Après l’inoculation, remplir les cupules ADH, LDC, ODC, H2S et URE d’huile

minérale.
 Placer les galeries dans une chambre humide (boîte de plastique avec couvercle

contenant un papier humide) et incuber à 30°C pendant 18 à 24 heures.

. Lecture de la galerie

 Après incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au Tableau de
Lecture.

 Réaliser les tests nécessitant l’addition de réactifs
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 Lecture de la galerie miniaturisée Api 20 E

Tests Substrat Caractère recherché Résultats

Négatif Positif

ONPG Ortho-nitro-phenyl-
galactoside

Beta-galactosidase incolore Jaune

ADH Arginine Arginine dihydrolase Jaune Rouge/orangé
LDC Lysine Lysine décarboxylase Jaune Orangé
ODC Ornithine Ornithine décarboxylase Jaune Rouge/orangé
CIT Citrate de sodium Utilisation du citrate Vert pâle/jaune Bleau-vert/vert
H2S Thiosulfate de sodium Production d’H2S Incolore/grisâtre Dépôt noir/fin

liseré
URE Urée Uréase Jaune Rouge/orangé
TDA Tryptophane Tryptophane désaminase TDA/ Immédiat

Jaune Marron foncé
IND Tryptophane Production d’indole IND /2 mn, max

Jaune Anneau rouge
VP Pyruvate de sodium Production d’acétoine VP1 + VP2 / 10 mn

Incolore Rosé-rouge
GEL Gélatinbe de Kohn Gélatinase Non diffusion Diffusion du

pigment noir
GLU Glucose Fermentation/Oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
MAN Mannitol Fermentation/Oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
INO Inositol Fermentation/Oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
SOR Sorbitol Fermentation/Oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
RHA Rhamnose Fermentation/Oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
SAC Saccharose Fermentation/Oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
MEL Melibiose Fermentation/Oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
AMY Amygdaline Fermentation/Oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
ARA Arabinose Fermentation/Oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
OX Sur papier filtre Cytochrome-oxydase OX / 5- 10 mn

Incolore Anneau violet
NO3-NO2 Tube GLU Production de NO2

Réduction au stade N2

NIT 1 + NIT 2 /2-3 mn

Jaune Rouge

ZN

Rouge Jaune

MOB Microscope Mobilité Immobile Mobile
MAC Milieu de

MacConKey
Culture Abcence Présence

OF Glucose Fermentation : sous
huile

Oxydation : à l’air

Vert

Vert

Jaune

Jaune
CAT Possession d’une catalse H2O2 / 1-2 mn

Pas de bulles Bulles
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Récaputilatif des caracteristiques biochimiques des salmonelles d’origine alimentaire sur galerie API 20E.

md ONPG ADH LDC ODC CIT H2S URE TDA IND VP GEL GLU MAN INO SOR RHA SAC MEL AMY ARA CODE
1 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - + 6704552
2 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - + 6704552
3 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - + 6704552
4 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - + 6704552
5 - + + - + + - - - - - + + - - - - - - + 6604102
6 - + + - + + - - - - - + + - - - - - - + 6604102
7 - + + - + + - - - - - + + - - - - - - + 6604102
8 - + + - + + - - - - - + + - - - - - - + 6604102
9 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - + 6704552
10 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - + 6704552
11 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - + 6704552
12 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - + 6704552
13 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - + 6704552
14 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - + 6704552
15 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - + 6704552
16 - + + + + + - - - - - + + - + + - - - + 6704512
17 - + + - + + - - - - - + + - - - - - - + 6604102
18 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - + 6704552
19 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - + 6704552
20 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - + 6704552
21 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - + 6704552
22 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - + 6704552
23 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - + 6704552
24 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - + 6704552
25 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - + 6704552
26 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - + 6704552
27 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - + 6704552
28 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - + 6704552
29 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - + 6704552
30 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - + 6704552
31 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - + 6704552
32 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - + 6704552
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md ONPG ADH LDC ODC CIT H2S URE TDA IND VP GEL GLU MAN INO SOR RHA SAC MEL AMY ARA

1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1
2 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1
3 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1
4 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1
5 0 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1
6 0 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1
7 0 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1
8 0 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1
9 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1
10 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1
11 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1
12 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1
13 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1
14 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1
15 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1
16 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 1
17 0 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 1
18 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1
19 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1
20 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1
21 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1
22 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1
23 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1
24 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1
25 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1
26 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1
27 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1
28 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1
29 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1
30 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1
31 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1
32 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1
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Récaputilatif des caracteristiques biochimiques des salmonelles d’origine humaine sur galerie API 20E.

ONPG ADH LDC ODC CIT H2S URE TDA IND VP GEL GLU MAN INO SOR RHA SAC MEL AMY ARA CODE

1 - + + + + + - - - - - + + + + + - + - + 6704752
2 - + + + + + - - - - - + + + + + - + - + 6704752
3 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - + 6704552
4 - + + + + + - - - - - + + + + - + + - + 6704762
5 - + + + + + - - - - - + + + + + - + - + 6704752
6 - + + + + + - - - - - + + + + + - + - + 6704752
7 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - + 6704552
8 - + + + + + - - - - - + + + + + - + - + 6704752
9 - + + + + + - - - - - + + + + + - + - + 6704752

10 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - + 6704552
11 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - + 6704552
12 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - + 6704552
13 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - + 6704552
14 - + + + + + - - - - - + + + + + - + - + 6704752
15 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - + 6704552
16 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - + 6704552
17 - + + + + + - - - - - + + + + + - + - + 6704752
18 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - + 6704552
19 - + + + + + - - - - - + + + + + - + - + 6704752
20 - + + + + + - - - - - + + + + + - + - + 6704752
21 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - + 6704552
22 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - + 6704552
23 - + + + + + - - - - - + + + + + - - - + 6704712
24 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - + 6704552
25 - + + + + + - - - - - + + + + + - + - + 6704752
26 - + + + + + - - - - - + + - + + - + - + 6704552
27 - + + + + + - - - - - + + + + + - - - + 6704712
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ONPG ADH LDC ODC CIT H2S URE TDA IND VP GEL GLU MAN INO SOR RHA SAC MEL AMY ARA

1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 1 0 1
2 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 1 0 1
3 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1
4 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0 1
5 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 1 0 1
6 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 1 0 1
7 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1
8 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 1 0 1
9 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 1 0 1

10 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1
11 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1
12 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1
13 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1
14 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 1 0 1
15 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1
16 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1
17 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 1 0 1
18 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1
19 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 1 0 1
20 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 1 0 1
21 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1
22 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1
23 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1
24 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1
25 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 1 0 1
26 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1
27 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1
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Annexe 3 :

Consensus ARN 16S

>souche5
CAGCCATGCAGCACCTGTCTCACAGTTCCCGAAGGCACAAATCCATCTCT
GGATTCTTCTGTGGATGTCAAGACCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCG
AATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTG
AGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTAACGCGTTAG
CTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCCAAGTAGACATCGTTTAC
GGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCA
CCTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCT
CCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTA
CAAGACTCAAGCCTGCCAGTTTCGAATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGG
GATTTCACATCCGACTTGACAGACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTA
ATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGA
GTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGGGTAACGTCAATTGCTGCGGTTATTAAC
CACAACACCTTCCTCCCCGCTGAAAGTACTTTACAACCCGAAGGCCTTCT
TCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAATATTC
CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTG
GCTGGTCATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTTGGTGAGCCGTT
ACCTCACCAACAAGCTAATCCCATCTGGGCACATCTGATGGCAAGAGGCC
CGAAGGTCCCCCTCTTTGGTCTTGCGACGTTATGCGGTATTAGCCACCGT
TTCCAGTAGTTATCCCCCTCCATCAGGCAGTTTCCCAGACATTACTCACC
CGTCCGCCACTCGTCAGCRAAGCAGCAAGCTGCTTCCTGTTACCGTTCGA
CTTGCATGTGTTAGGCCTGCCGCCAGCGTTCAATCTGA

>Souche7
GGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGT
AACAGGAAGCAGCTTGCTGCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAA
TGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTGGCT
AATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTG
CCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTWGTTGGTGAGGTAACGGCTCA
CCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGA
ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGC
ACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCT
TCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAAC
CRCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCG

>Souche6
GATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGG
AAGCAGCTTGCTGCTTYGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTG
GGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTGGCTAATACC
GCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCA
GATGTGCCCAGATGGGATTAGCTTGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGG
CGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAG
ACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATG
GGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGT
TGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCGCAGC
AATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGC
GCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTG
GGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTTGTAGAGGGGKGTAGAA
TTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGC
GAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGG
AGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTAC
TTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTA
GACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAG
AACCTTACCTGGTCTTGACATCCACGGAAG

>souche8
GCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTA
ACAGGAAGCAGCTTGCTGCTTYGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAAT
GTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTGGCTA
ATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGC
CATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTTGTTGGTGAGGTAACGGCTCAC
CAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAA
CTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCA
CAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTT
CGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACC
GCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGT
AAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCA
ACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTTGTAGAGGGGGG
TAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCG
GTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCG
TGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATG
TCTACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTT
AAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATT
GACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACG
CGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACAGAAGAATCCAGAGA

>souche3
CATGCAGCACCTGTCTCACAGTTCCCGAAGGCACAAATCCATCTCTGGAT
TCTTCTGTGGATGTCAAGACCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATT
AAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTT
TTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTAACGCGTTAGCTCC
GGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCCAAGTAGACATCGTTTACGGCG
TGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTG
AGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAG
ATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAG
ACTCAAGCCTGCCAGTTTCGAATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATT
TCACATCCGACTTGACAGACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTC
CGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTA
GCCGGTGCTTCTTCTGCGGGTAACGTCAATTGCTGCGGTTATTAACCACA
ACACCTTCCTCCCCGCTGAAAGTACTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCAT
ACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAATATTCCCCA
CTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTG
GTCATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTTGGTGAGCCGTTACCT
CACCAACAAGCTAATCCCATCTGGGCACATCTGATGGCAAGAGGCCCGAA
GGTCCCCCTCTTTGGTCTTGCGACGTTATGCGGTATTAGCCACCGTTTCC
AGTAGTTATCCCCCTCCATCAGGCAGTTTCCCAGACATTACTCACCCGTC
CGCCACTCGTCAGCRAAGCAGCAAGCTGCTTCCTGTTACCGTTCGACTTG
CATGTGTTAGGCCTGCCGCCAGCGTTCAATCTGA

>souche1
CAGCCATGCAGCACCTGTCTCACAGTTCCCGAAGGCACAAATCCATCTCT
GGATTCTTCTGTGGATGTCAAGACCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCG
AATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTG
AGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTAACGCGTTAG
CTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCCAAGTAGACATCGTTTAC
GGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCA
CCTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCT
CCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTA
CAAGACTCAAGCCTGCCAGTTTCGAATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGG
GATTTCACATCCGACTTGACAGACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTA
ATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGA
GTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGGGTAACGTCAATTGCTGCGGTTATTAAC
CACAACACCTTCCTCCCCGCTGAAAGTACTTTACAACCCGAAGGCCTTCT
TCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAATATTC
CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTG
GCTGGTCATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTTGGTGAGCCGTT
ACCTCACCAACAAGCTAATCCCATCTGGGCACATCTGATGGCAAGAGGCC
CGAAGGTCCCCCTCTTTGGTCTTGCGACGTTATGCGGTATTAGCCACCGT
TTCCAGTAGTTATCCCCCTCCATCAGGCAGTTTCCCAGACATTACTCACC
CGTCCGCCACTCGTCAGCGAAGCAGCAAGCTGCTTCCTGTTACCGTTCGA
CTTGCATGTGTTAGGCCTGCCGCCAGCGTTCAATC
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>souche4

AGCCATGCAGCACCTGTCTCACAGTTCCCGAAGGCACAAATCCATCTCTG
GATTCTTCTGTGGATGTCAAGACCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGA
ATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGA
GTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTAACGCGTTAGC
TCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCCAAGTAGACATCGTTTACG
GCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCAC
CTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTC
CAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTAC
AAGACTCAAGCCTGCCAGTTTCGAATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGG
ATTTCACATCCGACTTGACAGACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAA
TTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAG
TTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGGGTAACGTCAATTGCTGCGGTTATTAACC
ACAACACCTTCCTCCCCGCTGAAAGTACTTTACAACCCGAAGGCCTTCTT
CATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAATATTCC
CCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGG
CTGGTCATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTTGGTGAGCCGTTA
CCTCACCAACAAGCTAATCCCATCTGGGCACATCTGATGGCAAGAGGCCC
GAAGGTCCCCCTCTTTGGTCTTGCGACGTTATGCGGTATTAGCCACCGTT
TCCAGTAGTTATCCCCCTCCATCAGGCAGTTTCCCAGACATTACTCACCC
GTCCGCCACTCGTCAGCRAAGCAGCAAGCTGCTTCCTGTTACCGTTCGAC
TTGCATGTGTTAGGCCTGCCGCCAGCGTTCAATCTGAGC

>souche2
CAGCCATGCAGCACCTGTCTCACAGTTCCCGAAGGCACAAATCCATCTCT
GGATTCTTCTGTGGATGTCAAGACCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCG
AATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTG
AGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTAACGCGTTAG
CTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCCAAGTAGACATCGTTTAC
GGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCA
CCTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCT
CCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTA
CAAGACTCAAGCCTGCCAGTTTCGAATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGG
GATTTCACATCCGACTTGACAGACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTA
ATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGA
GTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGGGTAACGTCAATTGCTGCGGTTATTAAC
CACAACACCTTCCTCCCCGCTGAAAGTACTTTACAACCCGAAGGCCTTCT
TCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAATATTC
CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTG
GCTGGTCATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTTGGTGAGCCGTT
ACCTCACCAACAAGCTAATCCCATCTGGGCACATCTGATGGCAAGAGGCC
CGAAGGTCCCCCTCTTTGGTCTTGCGACGTTATGCGGTATTAGCCACCGT
TTCCAGTAGTTATCCCCCTCCATCAGGCAGTTTCCCAGACATTACTCACC
CGTCCGCCACTCGTCAGCGAAGCAGCAAGCTGCTTCCTGTTACCGTTCGA
CTTGCATGTGTTAGGCCTGCCGCCAGCGTTCAATCTGAGCCA
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Consensus MLST

>Souche1_aroC
AGCGCCGCGAACCGGACCAGGTAAAAATTCTCTCCGGCGTGTTTGATGGC
GTGACGACCGGCACCAGCATTGGCCTGCTGATTGAAAACACCGATCAGCG
CTCGCAGGACTACAGCGCGATTAAAGATGTTTTTCGTCCGGGACACGCGG
ATTACACCTATGAGCAGAAATACGGCCTGCGCGATTACCGTGGCGGTGGA
CGTTCTTCCGCGCGTGAAACCGCGATGCGCGTAGCGGCAGGGGCGATCGC
CAAGAAATACCTGGCGGAAAAGTTCGGCATCGAAATCCGCGGCTGCCTGA
CCCAGATGGGCGATATTCCGCTGGAGATTAAAGACTGGCGTCAGGTTGAG
CTTAATCCGTTCTTTTGTCCCGATGCGGACAAACTTGACGCGCTGGACGA
ACTGATGCGCGCGCTGAAAAAAGAGGGCGACTCCATCGGCGCGAAAGTGA
CGGTGATGGCGAGCGGCGTGCCGGCAGGGCTTGGCGAACCGGTTTTTGAC
CGACTGGATGCGGACATCGCCCATGCGCTGATGAGCATCAATGCGGTGAA
AGGCGTGGAGATCGGCGAAGGATTTAACGTGGTGGCGCTGCGCGGCAGCC
AGAATCGCGATGAAATCACGGCGCAGGGTTTTCAGAGCAACCACGCTGGC
GGCATCCTCGGTGGTATCAGTAGCGGGCAACACATTGTGGCGCATATGGC
GCTGAAACCTACCTCCAGCATTACCGTGCCGGGACGTACGATCAACCGGA
TGGGTGAAGAAGTCGAAATGATCAC

> Souche1-DNAN
GTGAACATTTATTAAAACCGCTTCAGCAGGTCAGCGGCCCGCTGGGCGGT
CGTCCTACGCTGCCGATTCTCGGTAACCTGCTCCTCCAAGTAGCGGACGG
TACGCTTTCTCTGACCGGCACCGATCTTGAAATGGAGATGGTCGCGCGCG
TTACGCTTTCTCAGCCGCATGAGCCGGGCGCCACTACCGTGCCGGCGCGG
AAATTCTTTGATATCTGCCGCGGCCTGCCGGAGGGCGCGGAGATTGCCGT
TCAGTTGGAAGGCGATCGGATGCTGGTGCGTTCTGGCCGTAGCCGCTTCT
CGCTGTCTACGCTGCCTGCCGCCGATTTCCCGAATCTTGACGACTGGCAA
AGCGAAGTTGAATTTACGCTGCCGCAGGCCACGATGAAGCGCCTGATTGA
AGCGACCCAGTTTTCGATGGCTCATCAGGATGTGCGCTACTACTTAAACG
GTATGCTGTTTGAAACGGAAGGTAGCGAACTGCGCACTGTCGCGACCGAC
GGCCACCGCCTGGCGGTGTGCTCAATGCCGCTGGAAGCGTCTTTACCCAG
CCACTCGGTGATTGTGCCGCGTAAAGGCGTGATTGAACTGATGCGTATGC
TCGACGGCGGTGAAAACCCGCTGCGCGTGCAGATCGGCAGTAATAATATC
CGCGCGCACGTTGGCGACTTTATCTTCACCTCGAAGCTGGTGGATGGTCG
CTTCCCGGATTACCGTCGCGTTCTGCCGAAGAATCCGGATAAACATCTGG
AAGCGGGCTGCGATATCCTCAAGCAGGCGTTTGCCC

> Souche1_HEMD
CTTGCCAGCCCAGCTCCCGGGCGAGGTGCGCCAGACGTTCACTGACGACC
AATAGCCGACAGCGTAGTAACCAGTGCTCACGATACCACTCGGGAGTCAG
CGACCAGAGCCGTTGCAACATCTCGCCGCTGGTAACAACAAGCGTTGTTA
CGCCGCGAGTATGCCAGCGCATCGCTTCTTCCGCGCCATCGTAATGTTTC
GCACATCGTTGATAACATTCACAAAAACTGACTTCGGCTCCGCGAGCTGT
CAGGGTTTCGCCCAGCAGTTCGCGGCCGCCATTGCCACGCAAAATCAGCG
CGCGTTTGCCCGCAATATTTTGTAATTCAGGTAATTGTAGCAAGGCTTCG
CTGATTTCCCGATCCAATGGATAACGAATATCGAACCCGCTAACGGTATG
AAGGGCGAGCGCCGTGGTGCGGCCAATCGTGGAATAGCGCGGCGACGCAG
GCCAGTTTCGGCCATCCCGCTGGAGCTGGGCGTGAGCAAAGGCGACGGCG
TGCTGTGAAAGGGCAAAAACCAGATCGTTTTCCGTCAGTGTCGCCAGGCG
GTCGGCCAGGGTGGGTAGCTCCCGGCCGGCGACAAATTCAATCAGTGGAA
AACTCCAGGCCACCTGCCCCAGTGCGCGCAGAC

> Souche16-HISD
GCAGACGCTACCGCCTGTAGATGTGGAAACCCAGCCAGGCGTGCGTTGCC
AGCAGGTTACGCGTCCCGTCGCGTCTGTCGGTCTGTATATTCCCGGCGGC
TCGGCTCCGCTCTTCTCAACGGTGCTGATGCTGGCGACGCCGGCGCGTAT
TGCGGGATGTCAGAACGTGGTTCTGTGCTCGCCGCCGCCCATCGCTGATG
AAATCCTCTATGCGGCGCAACTGTGTGGCGTGCAGGAAATCTTTAACGTC
GGCGGCGCGCAGGCGATTGCCGCTCTGGCCTTCGGCAGCGAGTCCGTACC
GAAAGTGGATAAAATTTTTGGCCCCGGCAACGCCTTTGTAACCGAAGCCA
AACGTCAGGTCAGCCAACGCCTCGACGGCGCGGCTATCGATATGCCAGCC
GGGCCGTCTGAAGTACTGGTGATCGCCGACAGCGGCGCAACACCGGATTT
CGTCGCTTCTGACCTGCTCTCCCAGGCTGAGCACGGTCCGGATTCGCAGG
TGATTCTGCTGACGCCTGATGCTGACATTGCCTGCAAGGTGGCGGAGGCG
GTAGAACGTCAACTGGCAGAACTGCCGCGCGCGGACACCGCCAGGCAGGC
CCTGAGCGCCAGTCGTCTGATTGTGACCAAAGATTTAGCGCAGTGCGTCG
CCATCTCTAATCAGTATGGGCCGGAACACTTAATTATCCAGACGCGCAAT
GCGCGCGATTTGGTGGATGCGATTACCAGCGCAGGCTCGGTATTTCTCGG
C



166

> Souche8--SUCA
CCTACTGCGGCCCGATTGGCGCTGAGTATATGCACATCACCAGCACCGAA
GAGAAACGCTGGATCCAACAGCGCATCGAATCCGGTCGTGCGGCCTTTAG
CGCTGACGAGAAAAAACGCTTCCTGAACGAACTGACCGCCGCTGAAGGGC
TGGAACGTTATCTGGGTGCCAAATTCCCGGGTGCGAAACGTTTCTCGCTC
GAGGGGGGAGATGCGCTGATACCCATGCTGAAAGAGATGGTTCGCCATGC
GGGTAACAGCGGCACTCGCGAAGTGGTGCTGGGGATGGCGCACCGCGGTC
GCCTGAACGTGCTGATCAACGTACTGGGTAAAAAACCGCAGGATCTGTTC
GACGAATTTGCCGGTAAGCATAAAGAACATCTGGGTACCGGCGACGTGAA
GTATCACATGGGCTTCTCGTCAGATATCGAAACCGAAGGCGGTCTGGTTC
ACCTGGCGCTGGCGTTTAACCCATCGCATCTGGAAATTGTGAGCCCGGTG
GTGATGGGCTCCGTGCGCGCCCGTCTGGACAGACTGGACGAACCGAGCAG
CAACAAAGTGTTGCCGATCACTATTCACGGCGACGCCGCGGTGACCGGCC
AGGGCGTGGTTCAGGAAACCCTGAACATGTCGAAAGCGCGCGGTTACGAA
GTGGGCGGTACGGTACGTATCGTTATCAACAACCAGGTGGGCTTCACCAC
CTCTAACCCACTGGATGCGCGTTCAACGCCTTACTGCACCGATATCGGTA
AAATGGTCCAGGCG

>Souche8-THRA
CTACCGTCGATATCGCGGAATCGACTCGCCGTATCGCCGCCAGCCAGATC
CCGGCCGATCACATGATCCTGATGGCGGGCTTTACCGCCGGTAATGAAAA
GGGTGAACTGGTGGTGCTGGGCCGTAATGGTTCCGACTATTCCGCCGCCG
TGCTGGCCGCCTGTTTACGCGCTGACTGCTGTGAAATCTGGACTGACGTC
GATGGCGTGTATACCTGTGACCCGCGCCAGGTGCCGGACGCCAGGCTGCT
GAAATCGATGTCCTACCAGGAAGCGATGGAACTCTCTTACTTCGGCGCCA
AAGTTCTTCACCCTCGCACCATTACGCCCATCGCCCAGTTCCAGATCCCC
TGTCTGATTAAAAATACCGGTAATCCGCAGGCGCCAGGAACGCTGATCGG
CGCGTCCAGCGACGATGATAACCTGCCGGTTAAAGGGATCTCTAACCTTA
ACAACATGGCGATGTTTAGCGTCTCCGGCCCGGGAATGAAAGGGATGATT
GGGATGGCGGCGCGTGTTTTCGCCGCCATGTCTCGCGCCGGGATCTCGGT
GGTGCTCATTACCCAGTCCTCCTCTGAGTACAGCATCAGCTTCTGTGTGC
CGCAGAGTGACTGCGCGCGTGCCCGCCGTGCGATGCAGGATGAGTTCTAT
CTGGAGCTGAAAGAGGGGCTGCTGGAGCCGCTGGCGGTTACGGAGCGGTT
GGCGATTATCTCTGTTGTCGGCGACGGTATGCGCACGCTACGCGGCATTT
CAGCGAAATTCT

> Souche1-PURE
GCGGTTCGCCCGCCTGGCGCAGCATTCGGCCCAGTTGTCCGTTGCCGAGA
ACGCAAACTTGCTTCATAGCGTCCCCCGCGGATCGGGATTTTCCAGTACT
TCATCGGTTTGCGCTTTGCGCCAGTCGGCAATGCGCTGATGCAGTTCCGC
GTCGTGTTGCGCCAGAATCTGCGCGGCGAGCAGGGCGGCGTTAGCGGCAC
CGGCTTTACCGATCGCCAGCGTACCCACCGGAATGCCGCGCGGCATCTGC
ACAATGGAGTAGAGGCTGTCCACGCCGCTTAGCGCAGCGCTTTGTACCGG
CACGCCGAGTACCGGGACCAGCGTTTTTGCCGCAATCATTCCCGGCAGGT
GCGCCGCGCCGCCCGCGCCGGCAATAATCACTTGATATCCGTTCTCTTCC
GCCGTTTCGGCGAAGCTGAACAGTTTATCGGGGGTGCGATGGGCGGAAAC
CACTTCTACATGGTGCGGGACATCCAGAATTTCAAAAATTTCGGCGGCGA
ATTGCATGGTAGCCCAGTCGCTTTTGGACCCCATCACGATGGCGACACGC
GCCGGATTATTGCGGGAAGACATGCGTCTTAAAACTCCTGTGGTGCGGGA
CACGCTG

>> Souche1-SUCA
CCCGATTGGCGCTGAGTATATGCACATCACCAGCACCGAAGAGAAACGCT
GGATCCAACAGCGCATCGAATCCGGTCGTGCGGCCTTTAGCGCTGACGAG
AAAAAACGCTTCCTGAACGAACTGACCGCCGCTGAAGGGCTGGAACGTTA
TCTGGGTGCCAAATTCCCGGGTGCGAAACGTTTCTCGCTCGAGGGGGGAG
ATGCGCTGATACCCATGCTGAAAGAGATGGTTCGCCATGCGGGTAACAGC
GGCACTCGCGAAGTGGTGCTGGGGATGGCGCACCGCGGTCGCCTGAACGT
GCTGATCAACGTACTGGGTAAAAAACCGCAGGATCTGTTCGACGAATTTG
CCGGTAAGCATAAAGAACATCTGGGTACCGGCGACGTGAAGTATCACATG
GGCTTCTCGTCAGATATCGAAACCGAAGGCGGTCTGGTTCACCTGGCGCT
GGCGTTTAACCCATCGCATCTGGAAATTGTGAGCCCGGTGGTGATGGGCT
CCGTGCGCGCCCGTCTGGACAGACTGGACGAACCGAGCAGCAACAAAGTG
TTGCCGATCACTATTCACGGCGACGCCGCGGTGACCGGCCAGGGCGTGGT
TCAGGAAACCCTGAACATGTCGAAAGCGCGCGGTTACGAAGTGGGCGGTA
CGGTACGTATCGTTATCAACAACCAGGTGGGCTTCACCACCTCTAACCCA
CTGGATGCGCGTTCAACGCCTTACTGCACCGATATCGGTAAAATGGTCCA
GGC

> Souche1-THRA
GGCGGTGGGCCATTACCTTGAATCTACCGTCGATATCGCGGAATCGACTC
GCCGTATCGCCGCCAGCCAGATCCCGGCCGATCACATGATCCTGATGGCG
GGCTTTACCGCCGGTAATGAAAAGGGTGAACTGGTGGTGCTGGGCCGTAA
TGGTTCCGACTATTCCGCCGCCGTGCTGGCCGCCTGTTTACGCGCTGACT
GCTGTGAAATCTGGACTGACGTCGATGGCGTGTATACCTGTGACCCGCGC
CAGGTGCCGGACGCCAGGCTGCTGAAATCGATGTCCTACCAGGAAGCGAT
GGAACTCTCTTACTTCGGCGCCAAAGTTCTTCACCCTCGCACCATTACGC
CCATCGCCCAGTTCCAGATCCCCTGTCTGATTAAAAATACCGGTAATCCG
CAGGCGCCAGGAACGCTGATCGGCGCGTCCAGCGACGATGATAACCTGCC
GGTTAAAGGGATCTCTAACCTTAACAACATGGCGATGTTTAGCGTCTCCG
GCCCGGGAATGAAAGGGATGATTGGGATGGCGGCGCGTGTTTTCGCCGCC
ATGTCTCGCGCCGGGATCTCGGTGGTGCTCATTACCCAGTCCTCCTCTGA
GTACAGCATCAGCTTCTGTGTGCCGCAGAGTGACTGCGCGCGTGCCCGCC
GTGCGATGCAGGATGAGTTCTATCTGGAGCTGAAAGAAGGGCTGCTGGAG
CCGCTGGCGGTTACGGAGCGGTTGGCGATTATCTCTGTTGTCGGCGACGG
TATGCGCACGCTACGCGGCATTTCAGCGAAATTCTTCGCCGCGCTGGCGC
GGGCT
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> Souche8-AROC
AGCGCCGCGAACCGGACCAGGTAAAAATTCTCTCCGGCGTGTTTGAAGGC
GTGACGACCGGCACCAGCATTGGCCTGCTGATTGAAAACACCGATCAGCG
CTCGCAGGACTACAGCGCGATTAAAGATGTTTTTCGTCCGGGACACGCGG
ATTACACCTATGAGCAGAAATACGGCCTGCGCGATTACCGTGGCGGTGGA
CGTTCTTCCGCGCGTGAAACCGCGATGCGCGTAGCGGCAGGGGCGATCGC
CAAGAAATACCTGGCGGAAAAGTTCGGCATCGAAATCCGCGGCTGCCTGA
CCCAGATGGGCGATATTCCGCTGGAGATTAAAGACTGGCGTCAGGTTGAG
CTTAATCCGTTCTTTTGTCCCGATGCGGACAAACTTGACGCGCTGGACGA
ACTGATGCGCGCGCTGAAAAAAGAGGGCGACTCCATCGGCGCGAAAGTGA
CGGTGATGGCGAGCGGCGTGCCGGCAGGGCTTGGCGAACCGGTTTTTGAC
CGACTGGATGCGGACATCGCCCATGCGCTGATGAGCATCAATGCGGTGAA
AGGCGTGGAGATCGGCGAAGGATTTAACGTGGTGGCGCTGCGCGGCAGCC
AGAATCGCGATGAAATCACGGCGCAGGGTTTTCAGAGCAACCACGCTGGC
GGCATCCTCGGTGGTATCAGTAGCGGGCAACACATTGTGGCGCATATGGC
GCTGAAACCTACCTCCAGCATTACCGTGCCGGGACGTACGATCAACCGGA
TGGGTGAAGAAGTCGAAATGATCA

> Souche8--DNAN
TCGAGAGGATTGCTGCGCGGGCAAACGCCTGCTTGAGGATATCGCAGCCC
GCTTCCAGATGTTTATCCGGATTCTTCGGCAGAACGCGACGGTAATCCGG
GAAGCGACCATCCACCAGCTTCGAGGTGAAGATAAAGTCGCCAACGTGCG
CGCGGATATTATTACTGCCGATCTGCACGCGCAGCGGGTTTTCACCGCCG
TCGAGCATACGCATCAGTTCAATCACGCCTTTACGCGGCACAATCACCGA
GTGGCTGGGTAAAGACGCTTCCAGCGGCATTGAGCACACCGCCAGGCGGT
GGCCGTCGGTCGCGACAGTGCGCAGTTCGCTACCTTCCGTTTCAAACAGC
ATACCGTTTAAGTAGTAGCGCACATCCTGATGAGCCATCGAAAACTGGGT
CGCTTCAATCAGGCGCTTCATCGTGGCCTGCGGCAGCGTAAATTCAACTT
CGCTTTGCCAGTCGTCAAGATTCGGGAAATCGGCGGCAGGCAGCGTAGAC
AGCGAGAAGCGGCTACGGCCAGAACGCACCAGCATCCGATCGCCTTCCAA
CTGAACGGCAATCTCCGCGCCCTCCGGCAGGCCGCGGCAGATATCAAAGA
ATTTCCGCGCCGGCACGGTAGTGGCGCCCGGCTCATGCGGCTGAGAAAGC
GTAACGCGCGCGACCATCTCCATTTCAAGATCGGTGCCGGTCAGAGAAAG
CGTACCGTCCGCTACCTGGAGGAGCAGGTTACCGAGAATCGGCAGCGTAG
GACGACCGCCCAGCGGGCCGCTGACCTGCTGAAGCGGTTTTAATAAATGT
TCACGTTCAA

> Souche8--HEMD
CGTCTGCGCGCACTGGGGCAGGTGGCCTGGAGTTTTCCACTGATTGAATT
TGTCGCCGGCCGGGAGCTACCCACCCTGGCCGACCGCCTGGCGACACTGA
CGGAAAACGATCTGGTTTTTGCCCTTTCACAGCACGCCGTCGCCTTTGCT
CACGCCCAGCTCCAGCGGGATGGCCGAAACTGGCCTGCGTCGCCGCGCTA
TTTCGCGATTGGCCGCACCACGGCGCTCGCCCTTCATACCGTTAGCGGGT
TCGATATTCGTTATCCATTGGATCGGGAAATCAGCGAAGCCTTGCTACAA
TTACCTGAATTACAAAATATTGCGGGCAAACGCGCGCTGATTTTGCGTGG
CAATGGCGGCCGCGAACTGCTGGGCGAAACCCTGACAGCTCGCGGAGCCG
AAGTCAGTTTTTGTGAATGTTATCAACGATGTGCGAAACATTACGATGGC
GCGGAAGAAGCGATGCGCTGGCATACTCGCGGCGTAACAACGCTTGTTGT
TACCAGCGGCGAGATGTTGCAACGGCTCTGGTCGCTGACTCCCGAGTGGT
ATCGTGAGCACTGGTTACTACGCTGTCGGCTATTGGTCGTCAGTGAACGT
CTGGCGCACCTCGCCCGGGAGCTGGGCTGGCAAG

> Souche8--HISD
CGCAGACGCTACCGCCTGTAGATGTGGAAACCCAGCCAGGCGTGCGTTGC
CAGCAGGTTACGCGTCCCGTCGCGTCTGTCGGTCTGTATATTCCCGGCGG
CTCGGCTCCGCTCTTCTCAACGGTGCTGATGCTGGCGACGCCGGCGCGTA
TTGCGGGATGTCAGAACGTGGTTCTGTGCTCGCCGCCGCCCATCGCTGAT
GAAATCCTCTATGCGGCGCAACTGTGTGGCGTGCAGGAAATCTTTAACGT
CGGCGGCGCGCAGGCGATTGCCGCTCTGGCCTTCGGCAGCGAGTCCGTAC
CGAAAGTGGATAAAATTTTTGGCCCCGGCAACGCCTTTGTAACCGAAGCC
AAACGTCAGGTCAGCCAACGCCTCGACGGCGCGGCTATCGATATGCCAGC
CGGGCCGTCTGAAGTACTGGTGATCGCCGACAGCGGCGCAACACCGGATT
TCGTCGCTTCTGACCTGCTCTCCCAGGCTGAGCACGGTCCGGATTCGCAG
GTGATTCTGCTGACGCCTGATGCTGACATTGCCTGCAAGGTGGCGGAGGC
GGTAGAACGTCAACTGGCAGAACTGCCGCGCGCGGACACCGCCAGGCAGG
CCCTGAGCGCCAGTCGTCTGATTGTGACCAAAGATTTAGCGCAGTGCGTC
GCCATCTCTAATCAGTATGGGCCGGAACACTTAATTATCCAGACGCGCAA
TGCGCGCGATTTGGTGGATGCGATTACCAGCGCAGGTTCGGTATTTCTCG
GCGAC

> Souche8--PURE
CAGCGTGTCCCGCACCACAGGAGTTTTAAGACGCATGTCTTCCCGCAATA
ATCCGGCGCGTGTCGCCATCGTGATGGGGTCCAAAAGCGACTGGGCTACC
ATGCAATTCGCCGCCGAAATTTTTGAAATTCTGGATGTCCCGCACCATGT
AGAAGTGGTTTCCGCCCATCGCACCCCCGATAAACTGTTCAGCTTCGCCG
AAACGGCGGAAGAGAACGGATATCAAGTGATTATTGCCGGCGCGGGCGGC
GCGGCGCACCTGCCGGGAATGATTGCGGCAAAAACGCTGGTCCCGGTACT
CGGCGTGCCGGTACAAAGCGCTGCGCTAAGCGGCGTGGATAGCCTCTACT
CCATTGTGCAGATGCCGCGCGGCATTCCGGTGGGTACGCTGGCGATCGGT
AAAGCCGGTGCCGCTAACGCCGCCCTGCTCGCCGCGCAGATTCTGGCGCA
ACACGACGCGGAACTGCATCAGCGCATTGCCGACTGGCGCAAAGCGCAAA
CCGATGAAGTACTGGAAAATCCCGATCCGCGGGGGACGCTATGAAGCAAG
TTTGCGTTCTCGGCAACGGACAACTGGGCCGAATGCTGCGCCAGGCGGGC
GAACCG
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Consensus MLVA

Souche3_se3
AGCAGCATACCAGCCGGGATAAGTGCCACATAACACAGTCGCTAAGCAACCTGTGCAAAC
GTGAACCCCACGCTGGCTCTCTTTGAAACAGAACGGGCATTTGATGGTATTGTTTTCCAT
ATTGGTTTCCTTAATTGGCTTTCCAGCCATTGCTGGTCTTAAAGAGATTCATTGCACCAT
CAGCAGGTTCATTCATTCCTTTAACACTGGCGAATGCCTTTTTGTCAATCCAGTTCGGAA
CGTCAACCAGCTTCCACGTATAAGACACACGAACTACTTTCTG
>souche4_se3
AGCAGCATACCAGCCGGGATAAGTGCCACATAACACAGTCGCTAAGCAACCTGTGCAAAC
GTGAACCCCACGCTGGCTCTCTTTGAAACAGAACGGGCATTTGATGGTATTGTTTTCCAT
ATTGGTTTCCTTAATTGGCTTTCCAGCCATTGCTGGTCTTAAAGAGATTCATTGCACCAT
CAGCAGGTTCATTCATTCCTTTAACACTGGCGAATGCCTTTTTGTCAATCCAGTTCGGAA
CGTCAACCAGCTTCCACGTATAAGACACACGAACTACTTTCTG
>souche5_se3
AGCAGCATACCAGCCGGGATAAGTGCCACATAACACAGTCGCTAAGCAACCTGTGCAAAC
GTGAACCCCACGCTGGCTCTCTTTGAAACAGAACGGGCATTTGATGGTATTGTTTTCCAT
ATTGGTTTCCTTAATTGGCTTTCCAGCCATTGCTGGTCTTAAAGAGATTCATTGCACCAT
CAGCAGGTTCATTCATTCCTTTAACACTGGCGAATGCCTTTTTGTCAATCCAGTTCGGAA
CGTCAACCAGCTTCCACGTATAAGACACACGAACTACTTTCTG
>souche8_Se3
AGCAGCATACCAGCCGGGATAAGTGCCACATAACACAGTCGCTAAGCAACCTGTGCAAAC
GTGAACCCCACGCTGGCTCTCTTTGAAACAGAACGGGCATTTGATGGTATTGTTTTCCAT
ATTGGTTTCCTTAATTGGCTTTCCAGCCATTGCTGGTCTTAAAGAGATTCATTGCACCAT
CAGCAGGTTCATTCATTCCTTTAACACTGGCGAATGCCTTTTTGTCAATCCAGTTCGGAA
CGTCAACCAGCTTCCACGTATAAGACACACGAACTACTTTCTG
>souche3_SENTR4
ACCAACACTCTATGAACCAATGGCAACGAGACCATCGACTAAATGMTTTGTTGGTAGTTG
GTAGTTGGTAGTTGGTAGTTGGTGTACCGGATATTCTGATAGCGAATAGTTGCCTGGTA
>1508AL_SENTR4F
-------------------------------------------TGATTTGTTGGTA----
---GTTGGTAGTTGGTAGTTGGTGTACCGGATATTCTGATAGCGAATAGTTGCCTGGTA
>souche5_SENTR4
ACCAACACTCTATGAACCAATGGCAACGAGACCATCGACTAAATGATTTGTTGGTAGTTG
GTAGTTGGTAGTTGGTAGTTGGTGTACCGGATATTCTGATAGCGAATAGTTGCCTGGTA
>VH_SENTR4
ACCAACACTCTATGAACCAATGGCAACGAGACCATCGACTAAATGATTTGTTGGTAGTTG
GTAGTTGGTAGTTGGTAGTTGGTGTACCGGATATTCTGATAGCGAATAGTTGCCTGGTA
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>souche3_sentr5
TTCTGAGCACCGCGTGCTGGATGTTCTGGCGGACATGGCGAGGCGAGCAGCAGTGGCTGG
CGGGAAACCACCATCACGACCATGACCATGACCATGACCATGACCA------TGACCATG
ACCATGACCATGACCATGACCATCATGGTCACATACATCCGGAAGGTGCAACGTCAAAAG
CGTATCAGGATGCCCATGAACGCGCCCATGCTGCC
>souche4_sentr5
TTCTGAGCACCGCGTGCTGGATGTTCTGGCGGACATGGCGAGGCGAGCAGCAGTGGCTGG
CGGGAAACCACCATCACGACCATGACCATGACCATGACCATGACCATGACCATGACCATG
ACCATGACCATGACCATGACCATCATGGTCACATACATCCGGAAGGTGCAACGTCAAAAG
CGTATCAGGATGCCCATGAACGCGCCCATGCTGCC
>souche5_sentr5
TTCTGAGCACCGCGTGCTGGATGTTCTGGCGGACATGGCGAGGCGAGCAGCAGTGGCTGG
CGGGAAACCACCATCACGACCATGACCATGACCATGACCATGACCATGACCATGACCATG
ACCATGACCATGACCATGACCATCATGGTCACATACATCCGGAAGGTGCAACGTCAAAAG
CGTATCAGGATGCCCATGAACGCGCCCATGCTGCC
>souche8_sentr5
TTCTGAGCACCGCGTGCTGGATGTTCTGGCGGACATGGCGAGGCGAGCAGCAGTGGCTGG
CGGGAAACCACCATCACGACCATGACCATGACCATGACCATGA------------CCATG
ACCATGACCATGACCATGACCATCATGGTCACATACATCCGGAAGGTGCAACGTCAAAAG
CGTATCAGGATGCCCATGAACGCGCCCATGCTGCC
>souche3_SENTR6R
GGAGGCGATAGACGCCTAATGCCATTCTGCACGAAGCGATGCTGCGAGAGCAAAATAAGA
AATAGCCAGAAGATGCCGGATGCCGGATGCCGGATGCCGGATGCCGGCTGCMCCTTCTGC
GGCCTAC
>souche4_sentr6
GGAGGCGATAGACGCCTAATGCCATTCTGCACGAAGCGATGCTGCGAGAGCAAAATAAGA
AATAGCCAGAAGATGCCGGATGCCGGATGCCGGATGCCGGATGCCGGCTGCGCCTTCTGC
GGCCTAC
>souche5_sentr6
GGAGGCGATAGACGCCTAATGCCATTCTGCACGAAGCGATGCTGCGAGAGCAAAATAAGA
AATAGCCAGAAGATGC----------------------------CGGCTGCGCCTTCTGC
GGCCTAC
> souche8_sentr6
GGAGGCGATAGACGCCTAATGCCATTCTGCACGAAGCGATGCTGCGAGAGCAAAATAAGA
AATAGCCAGAAGATGCCGGATGCCGGATGCCGGATGCCGGATGCCGGCTGCGCCTTCTGC
GGCCTAC
> souche3_SENTR7
GATCACCACGGTCACTTCTGGCGCAGCGAATATGGCGAATATGGCGAATATGGTCTGGCA
GCGCAAAAAACGCTGGTGGACAGTATCCGTAAAGAGGTGGCGCAAGAGGGGGGAAGCGTC
CTGTTGTTATCCGA
>souche4_SENTR7
GATCACCACGGTCACTTCTGGCGCAGCGAATATGGCGAATATGGCGAATATGGTCTGGCA
GCGCAAAAAACGCTGGTGGACAGTATCCGTAAAGAGGTGGCGCAAGAGGGGGGAAGCGTC
CTGTTGTTATCCGA
>souche5_SENTR7
GATCACCACGGTCACTTCTGGCGCAGCGAATATGGCGAATATGGCGAATATGGTCTGGCA
GCGCAAAAAACGCTGGTGGACAGTATCCGTAAAGAGGTGGCGCAAGAGGGGGGAAGCGTC
CTGTTGTTATCCGA
>souche8_SENTR7
GATCACCACGGTCACTTCTGGCGCAGCGAATATGGCGAATATGGCGAATATGGTCTGGCA
GCGCAAAAAACGCTGGTGGACAGTATCCGTAAAGAGGTGGCGCAAGAGGGGGGAAGCGTC
CTGTTGTTATCCGA
> souche1_sgtr1
---------------------------------GACCCTCTTACCCTCTTACCCTCTTAC
CCTCTTACCCTCTTACCCTCTTACCCTCTTACCCTCTTACCCTCTTTATGCCGCGATTCG
TCGGGTGGCGCTTGCGCCATCCGACAATGTGTTGATGAATGATGGACTACCCTGACAGAA
GTTCCTGTTCCACCTGTTGAAC
> souche2_sgtr1
TCGCCCGTTCGTTACTTTTACAGCGACAGTAGCGACCCTCTTACCCTCTTACCCTCTTAC
CCTCTTACCCTCTTACCCTCTTACCCTCTTACCCTCTTACCCTCTTTATGCCGCGATTCG
TCGGGTGGCGCTTGCGCCATCCGACAATGTGTTGATGAATGATGGACTACCCTGACAGAA
GTTCCTGTTCCACCTGTTGAAC
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> souche1_sgtr2
CTGAAGAAGCGGCAAAACTGGCGCAACAGCAGCWACAGGTCGAAGAAGCGGCGAAAGCGG
CGGCGGACGCGAAGAAAANAGCGGAGGCCGAAGCGGCGAAAGCGGCGGCGGACGCGAAGA
AGAAAGCGGAGGCCGAGGCGGCGAAAGCGGCGGCGGACGCGAAGAAGAAAGCGGAAGCCG
AGGCGGTAAAAGCGGCAGCGGACGCGAAGAAGAAAGCGGAAGCCGAAGCGGCGAAAGCGG
CGGCGGAGGCGAAGAAGAAAGCGGAAGCCGAAGCGGCGAAAGCGGCGGCGGAGGCGAAGA
AGAAAGCGGATGCCGAGGCGGCGAAAGCGGCGGCGGAGGCGAAGAAGAAAGCGGATGCCG
CGGCGGCGAAAGCAGCGGCGGAGGCGAAGAAGAAAGCGGATGCCGAGGCGGCGAAAGCGG
CGGCGGAGGCGAAGAAGAAAGCGGATGCCGCGGCGGCGAAAGCAGCGGCGGACGCTAAGA
AGAAAGCGGCTGCCGAAAAAGCGGCCGCCGCAGAAGGCGTCGACGA

>souche1_sgtr3
TCAGCCATCCATACCAAGACCAACACTCTATGAACCAATGGCAACGAGACCATCGACTAA
ATGATTTGTTGGTAGTTGGTAGTTGGTAGTTGGTAGTTGGTAGTTGGTAGTTGGTAGTTG
GTAGTTGGTAGTTGGTAGTTGGTAGTTGGTAGTTGGTAGTTGGTGTACCGGATATTCTGA
TAGCGAATAGTTGCCTGGTCTATCTTTTTCATTTCCGATATCTGCCCAA

> souche2_sgtr3
TCAGCCATCCATACCAAGACCAACACTCTATGAACCAATGGCAACGAGACCATCGACTAA
ATGATTTGTTGGTAGTTGGTAGTTGGTAGTTGGTAGTTGGTAGTTGGTAGT-------TG
GTAGTTGGTAGTTGGTAGTTGGTAGTTGGTAGTTGGTAGTTGGTGTACCGGATATTCTGA
TAGCGAATAGTTGCCTGGTCTATCTTTTTCATTTCCGATATCTGCCCAA

> souche1_sgtr4
TGTCATGCCCGAGTCAACGCCTGTTCAGCAACCTGTAGCGCCGCAGCCGCAGTATCAGCA
GCCGCAGCAACCGGTAGCGCCGCAGCCTCAGCCACAGTACCAGCAGCCGCAACAGCCGGT
AGCGCCGCAACCGCAGTATCAGCAGCCGCAGCAGCCGGTAGCGCCTCAGCCGCAGTATCA
GCAGCCGCAACAGCCGGTAGCGCCGCAGCCGCAGTATCAGCAGCCGCAGCAGCCGGTAGC
GCCGCAGCCGCAGTATCAACAGCCGCAACAGCCGGTAGCACCGCAGCCGCAGTATCAGCA
GCCGCAGCAGCCGGTAGCGCCGCAGCCACAGTATCAGCAGCCGCAACAGCCGACAGCGCC
GCAAGACAGCTTGATCCACCCGCTGTTGATGCGTAACGGCGACAGTCGTCCA

> souche2_sgtr4
TGTCATGCCCGAGTCAACGCCTGTTCAGCAACCTGTAGCGCCGCAGCCGCAGTATCAGCA
GCCGCAGCAACCGGTAGCGCCGCAGCCTCAGCCACAGTACCAGCAGCCGCAACAGCCGGT
AGCGCCGCAACCGCAGTATCAGCAGCCGCAGCAGCCGGTAGCGCCTCAGCCGCAGTATCA
GCAGCCGCAACAGCCGGTAGCGCCGCAGCCGCAGTATCAGCAGCCGCAGCAGCCGGTAGC
GCCGCAGCCGCAGTATCAACAGCCGCAACAGCCGGTAGCACCGCAGCCGCAGTATCAGCA
GCCGCAGCAGCCGGTAGCGCCGCAGCCACAGTATCAGCAGCCGCAACAGCCGACAGCGCC
GCAAGACAGCTTGATCCACCCGCTGTTGATGCGTAACGGCGACAGTCGTCCA



RÉSUMÉ

Les salmonelles sont l’une des premières causes de la contamination des aliments et par
conséquent une étiologie majeure de gastro-entérites humaines. L’évolution phénotypique,
moléculaire de cette bactérie n’a pas cessé, permettant à cette dernière de s’adapter aux
conditions de l’environnement, à la réponse de l’hôte et aux moyens de lutte. Afin de mieux
adapter les moyens de prévention ,de lutte et dans le but de surveiller ce pathogène, les
travaux entrepris dans le cadre de la thèse ont eu, en premier lieu, l’objectif d’apprécier la
variabilité et la diversité phénotypique de (37) salmonelles isolées à partir des aliments
(diversité antigénique, biochimique et sensibilité aux antibiotiques) et visualiser la variabilité
moléculaire, en utilisant des techniques diverses : Ribotypage, MLST (Multi-Locus
SequenceTyping) et MLVA (Multiple-Locus VNTR Analysis). Une seconde approche a été
également menée et consiste en une étude comparative avec (39) salmonelles d’origine
humaine responsables de gastroentérites isolées dans la même période. Les résultats obtenus
avec les isolats d’origine alimentaire ont montrés une diversité serotypique avec une
prédominance de Salmonella Enteritidis et biochimique minime accompagné d’une variabilité
dans la sensibilité aux antibiotiques (résistance à l’acide nalidixique et l’ofloxacine et des
phénotypes non sauvages vis-à-vis de la ciprofloxacine, trimethoprime /sulfamithoxazol, et
betalactamines observées avec certains serovars. Comparativement avec les serovars d’origine
humaine, une variété serotypique et une prédominance de la même espèce a été observée. Une
complexité et une hétérogénéité des caractéristiques biochimiques et des profils de sensibilités
aux antibiotiques plus avancés que celles des isolats alimentaires. Parmi les huit souches
analysées, le ribotypage a permis d’identifier et de classer nos souches au niveau de l’espèce
enterica et la sous espèce enterica pour sept souches sans pouvoir déterminer la sous espèce
d’une seul souche et le serotype pour l’ensemble des isolats. La technique (MLST) apparait
peut discriminante avec les sept marqueurs choisis entre les souches d’un même serotype. Elle
a permis toute fois de déterminer les sequencestypes et les complexes clonaux correspondants
a nos isolats, le (ST-78,CC-4) pour Salmonella Gallinarum, (ST-11,CC-4) pour Salmonella
Enteritidis et le (S-367,CC-37) pour Salmonella Cerro. Différents génotypes ont été visualisés
(six génotypes) par la technique (MLVA) confirmant son pouvoir discriminant plus élevé que
les autres techniques jusqu’au niveau intra-serotype. La variabilité génétique intra-serotype
reflète l’impact des facteurs environnementaux et la diversité probable des réservoirs (animal
et humain) et des sources de contamination.

Mots clés : Salmonelles, aliments, caractérisation phénotypique, CMI, caractérisation
moléculaire, Ripbotypage, MLST, MLVA.



Abstract

Salmonella bacteria are of the main causes of food contamination and therefore a major
etiology of human gastroenteritis. The phenotypic and molecular evolution of these bacteria
has not stopped, allowing to the latter to adapt to each step of pathogenesis, including:
environmental conditions, host response and control methods. Emergence of antibiotic-multi
resistant salmonella strains, which is often the cause of treatment failure that significantly
exacerbated the situation.With regard to this development, an arsenal of biological techniques
have been developed to study the phenotypic and molecular diversity of this bacterium in
order of support and monitor to better adapt the means of prevention and control.
The undertaken work as part, first the objective of assessing the phenotypic variability of
37Salmonella isolated from food (serotype diversity, biochemical characterization and
sensitivity to antibiotics) and visualize the molecular (genetic) variability using various
techniques: ADN16S sequencing, MLST (Multi-Locus SequenceTyping), MLVA(Multiple-
Locus VNTR Analysis) by identifying and exploring the genetic materials whose expression
is essential for metabolism and necessary for the adaptation of Salmonella to their
environment.
A second approach was also conducted. It consisted of a comparative study of 39 human-
origin Salmonella responsible for gastroenteritis during the same period. Results obtained
with food borne isolates revealed a serotype diversity with predominance of Salmonella
Enteritidis accompanied by biochemical variability in antibiotic susceptibility resistance to
nalidixic acid, ofloxacin and non-wild phenotypes to the ciprofloxacin,
trimethoprim/sulfamithoxazol and betalactamines observed with some serovars that reflect the
development of resistance mechanisms poorly expressed or silent. Compared with serovars of
human origin, a variety of serotype and predominance of the sames pecies was observed.
A complexity and heterogeneity of the biochemical characteristics and profiles of antibiotic
sensitivities more advanced than those of food-isolates. MLST technic seem to be little
discriminating between the seven selected markers between strains of the same serotype. For
its part, MLVA technique has confirmed high discriminating power between the Salmonella
until intra-serotype level. Different clones were visualized (06) genotypes were obtained from
(06) serotypes. The intra-serotype variability reflects the impact of environmental factors and
the diversity of reservoirs (animal or human) and sources of contamination.

Keywords: Salmonella, food, phenotypic characterization, CMI, molecular characterization
Ripboting, MLST, MLVA.
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ملخص
لالتھاب المعدة و الأمعاء عند التلوث الغذائي و بالنتیجة فھي من الأسباب الرئیسیةالسالمونیلا ھي واحدة من أھم مسببات

.الإنسان

المراحل المرضیة أن تتكیف مع في أي مرحلة من سمح لھاإن التطور المظھري و الجزیئي لھاتھ البكتریا لم یتوقف مما

.الظروف البیئة مع ردود فعل الحاضن و طرق المكافحة

مجموعة من التقنیات إن ظھور سلالات مقاومة للمضادات الحیویة و المسببة لفشل العلاجات فاقم الوضع مقابل ھذا

ضبط و تكییف طرق ،مراقبة،البیولوجیة طورت لدراسة التنوع المظھري و الجزیئي لھاتھ البكتریا من أجل مرافقة

من السالمونیلا المعزولة من ) 37(ھاتھ الدراسة كانت أول أھدافھا تقییم التنوع و الاختلاف المظھري لـ .المكافحة و الوقایة

المرافق لھا و ) الوراثي(و تبیین التنوع الجزیئي ).و الحساسیة للمضادات الحیویة،تنوع بیوكمیائي،تنوع مصلي( الأغذیة 

الرقم ،)MLST(،التعیین عن طریق التسلسل الجیني متعدد الأمكنة ADNr16Sتسلسل.ھذا باستخدام تقنیات مختلفة

راسة التعدد المظھري ھذه تمثل طرق جدیدة وحدیثة تسمح بد،)MLVA(المتعدد و المتغیر الجینى في عدة مواضع 

و لاالتمثیل الغذائي و التكیف البیئي للسلمونیوالتنوع الوراثي وھذا بالكشف و التعریف عن القاعدة الوراثیة التي تعبر على

المعدي والمعوي سالمونیلا معزولة من الإنسان مسؤولة عن الإلتھاب)39(بإجراء دراسة مقارنة مع قمناأخرىجھةمن

النتائج المتحصل علیھا من العینات المعزولة من الأغذیة وضحت تنوع النمط المصلي مع الفترة،إنجمعت في نفس 

Salmonellaغالبیة Enteretidisتنوع أیضا في النمط الغذائي مصحوب بتنوع الحساسیة للمضادات الحیویة المقاومة ،

l’acide(ل nalidixique(مع أنماط ظاھریة غیر فطریة مقابل ،(ofloxacine,ciprofloxacine),

trimethoprime /sulfamithoxazol, betalactaminesمما یعكس آلیات مطورة للمقاومة .مع بعض الأنماط المصلیة

غیر معبر عنھا بطریقة جیدة أوسامطة، مقارنة مع الأنماط المصلیة المعزولة من الإنسان لاحظنا تنوع مع غالبیة للنمط 

Salmonella.المصلي Enteretidis تعقید وتنوع في الأنماط الغذائیة ووضعیة مقاومة للمضادات الحیویة أكثر تقدما

.على غیرھا ذات المنشأ الغذائي

تحتتیبالتروentericaنوع تیبالتروالفئةسمحت بتحدیدADNr16Sتسلسلدراسةعینات المعزولةثمانیةبینمن

.السلالاتجمیعالنمط المصلي لواحدة ولسلالةالأخیرھذاتحدیدإمكانیةدونسلالاتسبعلentericaع النو

بتحدیدسمحتھذامع علامات مختارة من بین السلالات التابعة لنفس النمط المصلي7قلیلة التمیز مع)MLST(إن تقنیة 

,(ST-78,CC-4)لسلالاتالنسليالمجمعى وتسلسلالنوعال Salmonella Gallinarum (ST-11,CC-4)

Salmonella Enteritidis (S-367,CC-37), Salmonella Cerroمن جانبھا تقنیة ،)MLVA ( أثبتت قدرتھا على

التمییز بین السلالات المنتمیة لنفس النمط المصلي أین تم تحدید ستة سلالات تحصلنا علیھا من ستة أنماط مصلیة ، إن 

و مصادر العدوى ) حیوان وإنسان(نمط المصلي یعكس صدى العوامل البیئیة و تنوع الخزانات التنوع الوراثي داخل نفس ال

.

.السالمونیلا ، الأغذیة ، توصیف مظھري ، توصیف جزیئي : الكلمات المقتاحیة


