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Liste des abréviations

ADN : Acide désoxyribonucléique

ARN : Acide ribonucléique

BET : Bromure d’éthidium

CFU: Colony-Forming Unit

CHEF : Clamped Homogenous Electric Field
DDSV : Direction Départementale des Services Vaadres
HACCP: Hazard Analysis Critical Control Point
INVS: institute de veille sanitaire

PCR: Polymerase Chain Reaction

PFGE : Pulsed field Gel Electrophoresis

Pl : Phage Infected

RDNC : Routine Dilution No Conformity

ST : Salmonella Typhimurium

TIA: Toxi-infection alimentaire

TIAC : Toxi-infection Alimentaire Collective
UV: Ultra Violet

UE: Union Européenne
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Introduction

I ntroduction

La viande de volailles est la seconde productiomale en France aprés celle de
porcs avec 1 850 000 tonnes produites en 2009.r®lég crises de la derniere décennie et
une production oscillant au gré des négociatioriermationales, la consommation de la
viande de volaille a remplacé la viande de boeus$ dlassiette du consommateur. La part de
la volaille au sein de la consommation globale @ade a atteint 28% en 2009 (Pottier,
2010).

La production se contractualise de plus en plus peguler I'offre et la demande afin
d’optimiser le potentiel des élevages. L’avicultir@ncaise est sortie des basses-cours dans
les années 1960. Son essor s’est fait en cornélaec les avancées techniques et
scientifiques dans divers domaines. De plus l'aatiisation des procédés dans les couvoirs et
les abattoirs a apporté des gains dans la prodeéctivepuis 1998, I'’économie de la filiere est
affectée par les accords internationaux du GATThgsal Agreement on Tariffs and Trade ou
Accord général sur les tarifs douaniers et le cormna)e puis de I'organisation mondiale du
commerce (OMC), accords qui ont réduit, d’'une dag,capacités d’exportation en réduisant
les soutiens considérés comme des aides publiqué'sudre part ont ouvert les marchés
européens aux importations des pays tiers. Malgséprogres realisés par la profession
avicole francaise, celle-ci manque de perspectidass ses marchés, freinés par des

contraintes administratives en inadéquation aveédhté.

Suite a la libéralisation des échanges souhaita@timportation des marchandises en
provenance des pays tiers a hauteur de 5% de $wrwnation, il se trouve que la barre des
10% pour la volaille a été dépassée en quelqueseanentrainant une concurrence débridée
de viandes venues de « nulle part ». L'importatiea viandes de volailles provient de I'UE a
hauteur de 90% essentiellement de Belgique, de-BPaysdu Royaume Uni et d’Allemagne.
Or, il se pourrait que l'origine soit plus lointaircar ces partenaires Européens sont les
principaux importateurs des pays tiers. La concuwaestrangére est de plus en plus marquée,
et de ce fait, le marché francais rencontre déudlifes face a cette compétition accrue.

Les normes européennes sont parmi les plus draoteseau monde mais elles ne sont
pas appliquées de maniere identique dans tousiestiers autorisés a exporter vers 'UE. Le

probleme est d’autant plus préoccupant quant @liicue de prévention de lutte contre les
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salmonelles : en Europe, I'éradication est menédesulots positifs alors que dans les pays

tiers elle se résume le plus souvent au traiteqpa@ntles antibiotiques des lots contaminés.

La législation européenne concernant les additifstiljiotiques et autres produits
utilisés comme facteurs de croissance), dans laltation animale, est tres stricte. La
surveillance des agents zoonotiques s’est durcidl @es ans. Les résultats des difféerentes
enquétes de prévalence témoignent des efforts npendss filieres avicoles pour diminuer
I'incidence de salmonelles d’origine aviaire da@srlimplication dans les foyers de TIAC en
France. Cependant les produits avicoles restentespuncriminés dans les toxi-infections
alimentaires &almonellaet Campylobacteraussi bien dans les pays développés que dans les
pays en voie de développement. Ces deux bactémes lles seules responsables de plus de
90% des déclarations des toxi-infections alimeasaidans le monde. Malheureusement,
impact de ces bactéries sur les sujets immunachés;, les personnes agées et les malades

atteints du Sida prend une importance accrue.

Le portage de ces bactéries est souvent asymptpmathez les volailles et elles tendent a se
disperser dans I'environnement au cours des opégti’abattage. La réduction du risque
d’avoir des produits contaminés passe par une enedlmaitrise de ces bactéries pathogenes

tout au long de la chaine de production, de «uactoe a la fourchette ».

A la Réunion, Salmonella est présente dans les élevages avicoles depuis de
nombreuses années, malgré les efforts menés paprédsssionnels pour lutter contre
SalmonellaFace a cette réalité, une demande émanant deta fivicole a été effectuée afin
gu’'un travail épidémiologique de fond soit réal#ur apporter des éléments de réponses et

diminuer la présence d&almonellaen élevages.

La premiére partie de mon travail s'est attachééaiee un état des lieux sur
I'épidémiologie deSalmonellaet deCampylobactedans les élevages de poulets de chair a la

Réunion. Dans les parties suivantes seule |'étedgatimonellaa été investiguée.

La seconde partie a évalué le risque de contaramatirSalmonellaa I'abattoir et a
souligné la diversité de souches présentes tolargudu « process » d’abattage.

La troisieme partie quant a elle s’est attardééraahtrer 'impact dé&almonellasur
la santé publique en mettant en exer§u€yphimurium et en soulignant les dangers indgect

provoqueés paBalmonellgpar rapport a la résistance aux antibiotiques.
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Ces différents travaux ont été réalisés dans plusiboratoires. J'ai ainsi pu réaliser les
enquétes de terrain a la Réunion ; les travauxadééhologie au Cirad de la Bretagne a St
Denis ; les analyses de biologie moléculaire etétetypage a 'AFSSA de Ploufragan et les

analyses de résistance aux antibiotiques a 'AF8&Maisons-Alfort.

Ces travaux seront exposés sous forme d’articlamisoa publication ou ayant fait

I'objet de présentation sous forme de posters ebdé&rence lors de congrés internationaux.

Une synthése bibliographique présentera les caistcjées générales dgalmonella enterica
subsp.enterica et de Campylobacterspp., leur épidémiologie ainsi que I'importance de
Salmonellaen santé publique. Une breve description de lardil avicole réunionnaise
permettra, en outre, d’éclairer le lecteur surdesditions de production des poulets de chair

dans la zone Océan Indien.
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Synthése Bibliographique

1. Les Salmonelles

C’est en 1885 que Thbald Smith sous la direction du Dr. Daniel EImem&m pens¢

découvrir I'agent causal du choléra en travailkuntI'efficacité d’un vaccin bactérien chez

porc. Il s’agissait en fait d’'une nouvellepéce bactérienn€lribute, 1981, baptisée peu

apresSalmonella

Figure 1 : Salmonellg
(http://fr.academic.ru/dic.nsf/frwiki/827830)
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Figure 2 : Paroi d’'une bactérie Gramnégatif

(http://www.ecosociosystmes.fr/icellule_bacterienne.htm

1.1. Caractéristiquesgénérales

1.1.1. Morphologie

Les Salmonellaappartiennent la famille des entérobactéries, du geSalmonella
(Hofstad et al., 1992ke sont de bacilles droits a gram négatif (Figure fijesurant environ

pm de long sur 0.6-7 um de diametre, souvent mobiles, poussantesumilieux ordinaires

aéro-anaérobie@abir, 2010. La paroi de ces bactéries (Figureeg) caractérisée par un

peptidoglycane entouré d’'une membrane périplasmiguel’une membrane externe.

membrane externe est en contact direct avec leeumdixtérieur et porte une partie t

caractéristiques antigéniquds la bactérie. Elle est aussi impliquée dans eén@menes d

virulence. Cette membrane contient notamment leptyysaccharide (LPS) dont la régi
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hydrophyle, en contact avec le milieu extérieurrespond a la région antigénique « O ». Les
flagelles dont sont dotées la plupart des salmesiedaufS. Gallinarum, sont constitués d’'un
assemblage quaternaire de plusieurs milliers deesapune protéine unique, la « flagelline »,

et correspondent a la région antigénique « H ».

1.1.2. La taxonomie et les caractéeres biochimiques
1.1.2.1. Lataxonomie

Le genreSalmonellaétait initialement divisé en quatre sous-genrigns&aufmann,
basé sur des caractéres biochimiques (dulcitol,tosa¢ orthonitrophényl-a D

galactopyranoside, salicine, gélatine, malonatayiate et KCN) (Gledel, 1996).

Cependant, selon Le Minor et Kaufmann- White, lerg&almonellane comprendrait

gue deux especes.entericaet S bongori(Tindall et al., 2005).

Salmonellaenterica est ainsi divisée en 6 sous-espéces cogsumé ci-dessous :

Famille : Enterobacteriaceae
Genre: Salmonella
Espéce enterica
Sous espéceenterica

Sérotype(=sérovar) : Enteritidis, Hadar, Virchow, Infantis
Typhimurium...

Sous espécesalamae, arizonae, diarizonae, houtenae, indica

Espece: bongori

Salmonellaentericacomprend 2257 sérovars ®almonellabongori 22 sérovars pour
un total de 2579 sérovars pour les deux especdsrine sérovar (€galement appelé sérotype)
désigne une propriété antigénique permettant difdarune cellule (bactéries, RBC, etc.) ou
un virus par des méthodes sérologiques. Autremgntc'ést le nom donné a la variété
sérologique correspondant a une espece (bactéries.)vet la maniere de nommer les
subdivisions taxonomiques sur la base des carsiitgies de leurs antigenes ou protéines.

Les 6 sous-especes et le nombre de sérovars assoniadécrits ci-dessous :
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- S.enterica 2557
-S. entericasubspenterica 1531
-S. entericasubspsalamae 505
-S. entericasubsparizonae 99

-S. entericasubspdiarizonae 336

-S. entericasubsphoutenae 73
-S. entericasubspindica 13
- S.bongori: 22
- Total: 2579

Ainsi, avant que la taxonomie ne soit établie ses Bases scientifiques, les sous-
especes étaient des sous genres et les sérovaidarés comme des especes. On avait ainsi
les sous-genres IS(entericasubsp.entericg, Il (S entericasubsp.salamag, Il (ancien
genre Arizona ; subdivisé en llla,S. enterica subsp. arizonag et lllb, S enterica

subspdiarizonag, IV (S entericasubsp.houtenag V (S. bongot), et VI (S entericasubsp.
indica).

Certains noms indiquaient soit un syndrome Sxyphi), une parentéS paratyphiA,
B, C), un syndrome et une spécificité d'hdte danteklité a été confirmée dans certains cas
(S abortusovis S. abortus-equi alors que dans d'autres cas elle s'est avérgeéerS. typhi-
murium S. cholerae-suis Par la suite afin d’éviter des erreurs de cofmm@ngion, I'origine
géographique fut donnée aux noms des nouveauxas8r@iondon S panama S. tel-el-
kebir).

En 1968, il a été décidé au Congres Internatioralltrobiologie de Moscoulrit.J.
Syst. Bacterio] 1968, 18, 191-196), que les noms composeés se@sormais condensés en
noms simples§. typhimuriumS. choleraesujsS. telelkebiy. En pratique, pouf. enterica
subsp.enterica le nom de la sous-espece (sulmperica)peut ne pas étre mentionné parce
gue seuls les sérovars de la sous-espataricaont un nom. Les sérovars des autres sous-

espéeces dé&. entericaet ceux deS. bongorisont désignés uniquement par leur formule
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antigénique. On aura donc, par exempleentericasubsp entericasérovar Typhimurium, ou

S. entericasérovar Typhimurium, o8almonellaser. Typhimurium.

1.1.2.2. Les caractéres biochimiques

Les Salmonella réduisent les nitrates en nitrites, dégradent dgscides par
métabolisme fermentatif, utilisent le citrate coms®ile source de carbone, fermentent le

glucose mais pas le lactose ni le sucrose et pedudu gaz a partir du glucose (Tableau 1).

Tableau 1 : Caracteres biochimiques d’identificationrde Salmonella

Milieux Caracteres Salmonella non | Salmonellatyphiques
biochimiques typhigues
S. S.Paratyphi
Typhi
Milieu Hajna- | Glucose + +
Kligler +
Gaz + -
H2S + +
(faible)
Lactose +/- -
Milieu Urée-| Uréase - -
Indole -
Indole - -
Milieu glycérol Glycérol - -
Milieu LDC LDC + +

Cependant, de nombreuses souches sont gazoggmedwsent du H2S mais certains
sérovars ne produisent jamais de gaz tels que Eghullorum-gallinarum. Il en va de méme

pour ce qui concerne la production d’'H2S comme tiypha

Les Salmonellan’utilisent pas de lactose sauf pour Arizonae e souches atypiques

possedent certains enzymes, n'ont pas de bétatgsitderse sauf pour Arizonae. Elles n’ont
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pas non plus d'uréase, fermentent le mannitol, satdlase positive et la réaction au test a

I'oxydase est toujours négative (Hanes D., 2003).

Tableau 2 : Caracteres biochimiques des espéeces etis especes du geni®almonella Grimont and Weill, 2007)

Espéce S. enterica S.
bongori
Sous -espece enterica salamae arizolnae diarizormgenhe| indica
Caraceres
Dulcitol + + - - - d +
ONPG - - + + - d +
Malonate - + + + - - -
Gélatinase + + + + + -
Sorbitol + + + + + - +
Culture sur KCN . - - - + - +
L(+)-d-tartrate + - - - - - -
Galacturonate - + - + + + +
- + (%) + - + + + +
glutamyltransféra
se
B- glucuronidase a d - + - -
Mucate + + + - (70%) - + +
Salicine - - - - + B} a
Lactose - -1 - (75%)| + (75%) - d -
Lyse par le phage + + - + - + d
01

(*) : Typhimurium d, Dublin -

+:90% ou plus de résultats positifs

d : résultats diffémts suivant les sérovars

- : 90%phus de résultats négatifs
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1.1.3. Les caracteres antigéniques

Les antigénes « O » somatiques et « H » flageflaiomstituent la base de I'identification du

sérotype.

1.1.3.1. Les antigénes somatiques

L’antigéne somatique est constitué de polysaccbadd protéine et de phospholipide.
L’'antigéne O peut résister a des températures supéra 100°C pendant 2h et demi, a de
I'éthanol a 95% mais aussi a de l'acide dilué. ésuitat de cet antigéne et de son anticorps
associé est une forme granulaire. Les lipopolysaudbs (LPS) de la paroi bactérienne
représentent les antigenes « O » et constituemdd®®xine de la bactérie. Ainsi la perte de

cette région résulte en une perte de la virulence.

1.1.3.2. Les antigenes flagellaires

Les flagelles représentent les antigénes « H »oat sonstitués de protéines appelées
flagellines.

Cet antigéne est localisé sur le flagelle et legypal composant est une protéine. |l
peut étre facilement dégradé par de I'alcool, deidle et une température supérieure a 60°C.
Les flagelles représentent les antigénes « H »oat sonstitués de protéines appelées
flagellines. La majorité des sérovars élabore dgpgs de flagelles (antigene dit diphasique)
alors que certains n'en fabriqguent qu'un seul tyjpatigene dit monophasique). De
nombreusesSalmonellapossedent deux phases de l'antigene flagellaire dts nh existe
également des variant monophasiques et triphasijaggemiéere phase est nommée la phase
spécifique et la seconde, la non spécifique. Langree phase est indiquée par une lettre de

« a a z » Cependant de nouveaux antigenes H@ngébuverts et sont nommeées de la lettre

Ci aprés quelgues exemples de sérotypes monopkasiqunus a ce jour :
-SalmonellaDerby

-Salmonellaryphi

-SalmonelleEnteritidis

-SalmonellaDublin
-21-
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-SalmonellaParatyphi

1.1.3.3. Les antigenes Vi

C’est un antigene de surface, de nature polysaditpae, capsulaire et peuvent
masquer les antigénes O. Les antigenes d’envelopgapsulaires représentent les antigenes
« K ». Ces antigenes interviennent dans le phénentin phagocytose et dans l'activité
bactéricide des anticorps. De ce fait, la bactégigoourra pas agglutiner avec les antisérums
O. Le principal composant de I'antigene Vi est wilypaccharide. Ills ont peu d'intérét
diagnostique. LeSalmonellagui possedent un antigene Vi sont davantage pattesggue les
souches qui n’en possedent pas. Cet antigene Varaippdans les sérovars suivants

uniquement :
-Salmonellaryphi

-SalmonellaParatyphi

1.2. L’habitat et les facteurs de virulence

1.2.1. L’habitat

Les salmonelles sont des bactéries du tube digelstdf vertébrés. Elles sont
essentiellement répandues dans le milieu extéreeypartir des excrétas. Lorsque les
conditions de milieu sont favorables (températurehemidité) les salmonelles peuvent
survivre plusieurs mois dans I'environnement ( Rgd1972; Danyluk et al., 2008; Pedersen
et al., 2008). La sous-espeertericaest adaptée aux animaux a sang chaud dont 'homme.
Les autres sous-espéces sont quant a elles redoohéz des animaux a sang froid comme

les reptiles, les batraciens ou les tortues (Grirebal, 1994).

Dans de nombreux cas, les animaux sont considéréme des porteurs asymptomatiques.
Cependant, dans d’autres cas, certains d’entrgeuwxent présenter des signes cliniques plus

OuU moins séveres.

Les salmonelles sont ubiquitaires, non sporuléesyant étre isolées de nombreuses
niches écologiques et sont capables de résistirséeprs stress environnementaux. Ce sont

des germes meésophiles (température optimale desarme entre 35°C et 37°C), aéro-
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anaeérobies facultatives avec de faibles exigengksrales. Elles survivent a des pH variant
entre 4,1 et 9 avec un optimum entre 6,5 et 7,5qBet al., 1996). La croissance est possible
pour des activités de I'eau (aw) de 0,95. De de l@iviande et les produits carnés constituent
d’excellents milieux pour la croissance @&almonellaspp. Mais cette bactérie reste

relativement sensible a la chaleur méme si certsiress semblent pouvoir augmenter sa

thermo-résistance (Humphrey et al., 1997).

1.2.2. Les facteurs de virulence
1.2.2.1. Lareconnaissance du pathogéne

Les infections &almonellaempruntent généralement la voie digestive. Cheblais, les
salmonelles provoquent une maladie systémique gmagnée de symptdmes semblables a
ceux de la fievre typhoide chez 'homme, et ce petélamment de la voie d’infection.

Classiquement, la cinétique d’infection chez larsose caractérise par quatre phases :

la premiére phase se traduit par I'élimination depdes bactéries sériques. Durant la
semaine suivant l'infectionSalmonella se réplique activement au sein des cellules
phagocytaires. Cette phase précéde une phaseteawptaractérisée par la mise en place de
la reconnaissance de PAMP (pathogen-associateccataigoattern, des motifs moléculaires
spécifiques de certains pathogénes) par les celtldda lignée phagocytaire mononucléée. I
en résulte la production de nombreuses cytokingadt necrosis factor alpha, interleukines
1, 6 et 12, interféron gamma) et une infiltratioassive de monocytes et de polynucléaires
neutrophiles dans les sites inflammatoires. A latdg@gme phase de l'infection s'installe la
défense inflammatoire dite acquise, c’est-a-dirgafat intervenir les cellules T et B, ainsi que

les facteurs humoraux qui en découlent.

Par ailleurs, des analyses synoptiques offrentamoama complet des génes de virulence
de Salmonella lesquels, exprimés par les pathogénes invasits, donferent un mode de

résistance spécifique contre les mécanismes dasifenée (Gruenheid and Finlay, 2003).
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Figure 2 : Interactions hétepathogene lors de la reconnaissance Salmonellapar le systéme phagocytairt

(Salez and Malo, 2004).

L’activation non spécifique peSalmonellaest déclenchée par la fixation du LPS
CD14, en coopération avec la protéine TLR4 (-like receptor 4) et MD (Figure 2). Une
premiere voie fait intervenir deux protéinedaptatrices, MyD88 et TIRAI(Beutler et al.,
2003) capables de mobiliser la voie de signalisatiopeddante des protéines IRAK
TRAF6, TAB1 et TAK1, mais également des MAP kina@d&K, MAP kinase kinase) et ¢
la protéine p38. Cette cascade d’activationséculaires, notamment par le biais du comp
moléculaire NEMO/ IKKalpha/IKKbéta, induit la dégiation de lkappaB, la translocation
NFkappaB vers le noyau et l'activation d’AP1 menantactivation transcriptionnelle ¢
certains genes codant pour cytokines inflammatoires, telles que le TNFalphiall I'lL8,
I'IL6, I'lL12 ou encore MIPlalpha. Indépendammerm G@RAF6, le facteur de transcripti
C/EBPbéta (ou NFIL6) semble étre mobilisé lors 'detivation de cette voie (MyD88), p
une voie de gnalisation encore mal décrite, et permet notammanproduction ds
prostaglandine EZUematsu et al., 200. L'autre voie empruntée lors de I'activation
récepteur TLR4 fait intervenir une voie indépendatie MyD88 ou interviennent deux aut
protéines adaptatrices, TRAM et TR(Yamamoto et al., 2002)AP1: adaptor protein
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complex ; C/EBPbéta: CCAAT/enhancer-binding protebéta; CD14: cluster de
différenciation ; IFN : interféron ; IKK : inhibitoof kappaB kinase ; IL : interleukine ; IP10 :
interferon inducible protein 10 ; IRAK: interleukil receptor-associated kinase ; IRF3:
interferon regulatory factor 3; lkappaB : inhibbit@f nuclear factor kappaB; LPS:
lipopolysaccharide ; MIPlalpha : macrophage inflatory protein 1 alpha ; MKK : MAP
kinase kinase ; MyD88 : myeloid differentiation tac 88 ; NEMO : nuclear factor kappaB
essential modifier ; NFkappaB : nuclear factor k#ppTAB : transforming growth factor
béta-activated protein kinase-binding protein ; TAHKransforming growth factor-béta-
associated kinase ; TIRAP : Toll-interleukin 1 ngtoe domain-containing adapter protein ;
TLR : Toll like receptor ; TNFalpha : tumor necr®dactor alpha ; TRAF : tumor necrosis
factor receptor associated factor; TRAM: TRIFated adapter molecule; TRIF:

Toll/interleukin-1 receptor domain-containing adaptrotein inducing interferon béta.

1.2.2.2. Ladestruction du pathogéne

Pendant la phagocytose, des vésicules d’endocytadiculieres contenarfalmonella
(SCV, Salmonellacontaining vesicle) permettent aux pathogénes wwivse et de se
répliquer. La fusion de tels compartiments avecdedosomes est habituellement rapide
(quelgues minutes), mais, grace a la machineriatdi@ent deSalmonellala fusion avec les
endosomes tardifs s’effectue avec plusieurs hedeesetard (Brumell et al.,, 2002). Ces
endosomes contiennent de nombreuses enzymesiginkonotamment de la destruction des

composants microbiens (Jabado et al., 2000).

1.3. La recherche deSalmonella

1.3.1. Les méthodes de mise en évidence directes : balogig et sérotypage

Les méthodes de recherche Salmonellasont essentiellement qualitatives et elles
sont basées sur la détection d’'un petit nhombre algébies parmi une flore bactérienne
majoritaire. La détection dealmonellaest réalisée a partir d’échantillons de I'envirement
ou de prélevements d’origine alimentaire. En gdnéraatre phases sont nécessaires pour la

recherche deSalmonella spp. (Figure 3). Ces étapes sont le pré-enriahnisse
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I'enrichissement sélectif, I'isolement sélectif [étlentification. Cependant avec ce type de
méthodes, les résultats confirmés ne sont obteniai dout de 6 a 7 jours. Différentes
normes internationales (ISO) et nationales (AFN@R3tent selon la détection 8almonella
spp. dans les matieres fécales des animaux ethestilons environnementaux (NF EN ISO
6579/A1).

Les étapes de rechercheSkmonellasont les suivantes :
-Le pré-enrichissement

La recherche s’effectue généralement sur une giessai de 25 grammes de feces par
exemple. L’échantillon est ensuite dilué au dixieak@ns une solution d’eau peptonée

tamponnée. Apres homogénisation I'échantillon mstihé pendant 18h-24h a 37°C.
-L’enrichissement

Un volume variable du milieu de pré-enrichissemesitprélevé puis incorporé dans
les milieux sélectifs liquides, puis incubés pernda#éh a des températures différentes en
fonction du milieu. Ces milieux sont a base deatétonate (milieu de Muller Kauffmann), de
sélénite ou de vert de malachite additionné deratdode magnésium (milieu de Rappaport
Vassiliadis). La novobiocine y est ajoutée afinnd&iorer la sélectivité par inhibition des
Proteus spp. La supériorité du milieu RappaportsMaslis par rapport au milieu de Muller
Kauffmann a été mise en évidence pour certaineshgsuatypiques d&almonella(S
Gallinarum, S. Typhi, SParatyphi A) (Blivet et al., 1997). L'utilisatiode deux milieux
d’enrichissement augmenterait aussi la mise en eéeiel de salmonelles dans les
prélevements issus de I'environnement de volaiésogt et al., 2001). Le milieu modifié
semi-solide de Rappaport Vassiliadis (milieu MSRV¥galement démontré des propriétés
intéressantes avec une détection sensible desrsalles(Worcmanbarninka et al., 2001).

-L'isolement

A partir du milieu d’enrichissement et a l'aide d&ai6se, une quantité du milieu est
prélevée puis isolée sur des milieux sélectifs. @#gux sont ensuite incubés pendant 18 a
24h. Ces milieux contiennent des agents sélestifis piliaires, colorants...) et des agents de
différenciation des colonies : des sucres (xylesecharose, lactose), des indicateurs de pH

ainsi que des sels révélateurs de sulfure d’hyare@d?2S).

Par exemple, le milieu XLD est composé de désoxdgtbale sodium (0.25%) qui inhibe la

plupart des bactéries Gram positif. Son caractéférentiel est assuré par plusieurs
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ingrédients : le thiosulfate de sodium, des suiedactose, le xylose et le sucrose) et la
lysine. Lorsque les bactéries possedent I'enzynéeiigue, le thiosulfate de sodium est
réduit en sulfure d’hydrogene (gaz) qui réagit akescions ferriques du citrate ferrique, qui
produit un centre noir sur la colonie. Les bac&rigi ne possedent pas les enzymes
nécessaires a la dégradation des sucres de ce miieront dégrader soit la lysine, soit des
sources de carbone provenant de I'extrait de lsvira dégradation des sources de carbone
provenant de I'extrait de levures donnera des cetoimansparentes.

Le milieu de Rambach est basé sur deux caractaresigaux de Salmonellaspp.: la
formation d’acides a partir du propylene-glycol'absence dg-galactosidase. Sur ce milieu
de couleur rose, les colonies apparaissent rosmifus rouge foncé si elles sont ONPG-
hydrolase négatives. Pour certaines souches coarimenae et diarizonae (ONPG+) et
bongori les colonies sont de couleurs variable et atypi@kiuhn et al., 1994). Cette
information est importante lorsque les rechercheBestuent dans la filiere dinde ou ces
sous-especes sont souvent isolées. L'associatipludieurs milieux d’'isolement augmente la

sensibilité de détection ®almonella

Les colonies isolées et préesumées étreSisonellasont ensuite confirmées par des tests
biochimiques ou par des kits de vérification (rapide de Biorad, galerie API20E de

Biomérieux)
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X grammes de prise d’essai dans 9* Xg
Eau peptonnée tamponnée a température
ambiante
En général 25 g de prise d’essai ou autre
dilution au 1/16me

Incubation
18h+2h 4 3PC+1°C |\

0,1 ml de culture dans 1 ml de culture dans

10ml de RVS 10ml de MKTTn
Incubation 24h + 3h Incubation 24h + 3h
a41,5C £ 1°C a 37PC £ 1°C

. /

Isolement sur milieu XLD et autre gélose
chromogéene

Incubation
24h+3h a 3PC £ 1°C

Choix d’une colonie caractéristique par milieu
puis 4 colonies si la premiére est négative

l

Ré-isolement sur gélose nutritive

Incubation
24h+3h a3?PC+1°C

l

Confirmation Biochimique
puis confirmation sérologique

Figure 3 : Recherche desalmonella méthode horizontale

Les tests classiques utilisés pour I'identificatii@s salmonelles utiliserfifure 6) :

-le milieu urée-indole: il sert a la recherche de l'indole, produit diwetabolisme du
tryptophane. Ce milieu est aussi utilisé pour gheeche d’'une uréase bactérienne (uréase -,
indole -).
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-le milieu Kligler-Hajna: milieu d’identification utilisé pour les bactésiaitilisant le glucos
et contenant 1% de lactos®1 % de glucose, de I'hyposulfite de sodiumralige de phéno
Il est fondu et coulé moitié pente, moitié culoé milieu Kligler-Hajna permet la mise ¢
évidence de la fermentation du glucose, du catsinelidu lactose et de la production de
(sulfure d’hydrogéne).

-le test de 'ONPG(Orthonitrophény-Galactopyranoside) met en évidence I'activite

galactosidase. (3 galactosid-)

-le milieu Mannitol -Mobilité, gélose semsolide. Ce milieu sert a I'étude de la mobilité
bactéries et de la dégradation du mani

-le milieu de Simmonsc’est un milieu gélosé a base de citrate, conlegue pente en tub
coloré en vert par le bleu de bromothymol a pHul&eles bactéries capables d'utilise
citrate peuvent cultiver sur ce milieu en l'alcadent. Cette alcalinisatiore traduit par un

virage au bleu du milieu.

- le milieu Lysine il permet la mise en évidence de la lysine démaylase (Lysine +

Figure 4: Tests biochimiques aprés inoculation ¢
Salmonelle. De gauche a droite : test de Hajn&ligler,
citrate de Simmons, Mannitol Mobilité, Urée, ONPC

-ldentification : détermination du sérotype

Aprés confirmation biochimique, les souches isok®Y sérotypées suivant le sché
de Kauffmann-WhitgGrimont and Weill, 2007; Popoff and Le Minor, 19). Le sérotypage
est réalisé a partir d'umélange de sérums agglutinants polyvalents ¢ O » et anti « H ».
L’identification compléte est faite a I'aide de $érs monovalent
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Pour un apercu historique, la premiére publicatdum schéma de Kauffmann-White
(SalmonellaSubcommittee, 1934, J. Hyg. 34 :333-350) contefvisérovars. Au départ en
retraite de F. Kauffmann en 1964, le schéma conair&58 sérovars. L. Le Minor a publié
un supplément annuel dans les Annales de [InstRasteur devenues Research in
Microbiology. Au départ de L. Le Minor, il y avall267 sérovars et au départ de M.Y.
Popoff, 2555. L. Le Minor ayant décrit la majoritles sérovars actuels, le schéma des
formules antigéniques fut appelé (antérieureme@tliéma de Kauffmann-White ”) schéma

de White- Kauffmann-Le Minor.

1.3.2. Le dénombrement par la méthode du nombre le phisapte (NPP)

La méthode du nombre le plus probable est basédasuréthode statistique du
maximum de vraisemblance. Cette technique est gséiten temps et assez laborieuse a

mettre en place.

1.3.3. Les méthodes sérologiques

Le diagnostic indirect par voie sérologique estsiile que si la souche présente un
caractere invasif pour I'héte considéré. L'infeatipar voie orale engendre la production
d’anticorps, principalement des IgG pour certa@types tels qugalmonellaEnteritidis et
SalmonellaTyphimurium. Il est alors possible de détecter desicorps par une technique
d’agglutination ou de test Elisa indirect et pdtlisa par compétition de type sandwich. Le
mangue de spécificité des tests Elisa associasiepits sérotypes a été mis en cause en
réagissant par des réactions croisées avec d'artésobactéries. Les IgA bien que présents

dans la bile, ne sont pas utilisés en diagnosticr(Bv, 1994).
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1.3.4. La caractérisation deSalmonella par des méthodes complémentaires,

phénotypiques et génotypiques
1.3.4.1. Par caractérisation phénotypique

Les techniques phénotypiques étudient les progriékprimées par les bactéries et
permettent la caractérisation des isolats. Il exishtre autre, le sérotypage, le lysotypage, le

biotypage et le profil de résistance aux antimi@os.

La biotypie

La biotypie repose sur la mise en évidence de<iaes biochimiques différentiels
qui classeront les souches selon leur activité moditgue par I'utilisation de sucre et/ou leur
activité enzymatique. La biotypie peut étre utdisemme systéme d’alerte ou de surveillance
pour repérer une souche lorsque ce caracterelediiinel comme pour le cas de salmonelles
présentant une fermentation du lactose ou du sexs#aou ne produisant pas d'H2S,
caracteres qui sont inhabituels pour les salmandleur le sérotype Typhimurium, plusieurs
schémas de biotypie ont été proposés mais reséenufilisés en pratiqgue (Cordano et al.,
1971).

Cette technique, basée sur I'étude des caract@@sirbiques, a été développée, il y a trés

longtemps, pour permettre une discrimination elesesouches du sérovar Typhimurium

(Kristensenet al, 1937 cités par Alfredsoset al, 1972). Le pouvoir discriminant de la
technique est relatif au nombre de marqueurs dib@nainsi que de l'espéece. Six sous
especes ont ainsi été définies au sein de I'espgaknonella Malgré quelques
développements récents (Baggesen et al., 1996iptigpage n'a pas pu s'imposer comme une
méthode fiable et reproductible de discriminatianlintérieur des principaux sérovars de

Salmonella

La lysotypie

Cette technique est basée sur I'étude de la sétésidu de la résistance d’une souche
a une série de bactériophages sélectionnés. Deraormbystémes ont été élaborés visant a
étudier des souches appartenant a des sérotypeséréfi majeur soit par leur fréquence

d’isolement (Typhimurium, Enteritidis) soit par fgpathogénicité (Typhi). Selon le sérotype,
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le nombre de bactériophages utilisés ainsi queolabme de lysotypes différents identifiés
sont trés variablesSalmonella Typhimurium est trés polymorphe avec 211 lysotypes
différents ( Callow, 1959; Anderson et al., 1974brs que seulement 27 lysotypes différents
ont pu étre identifiés chealmonellaEnteritidis (Ward et al., 1987).

Ce systeme d’étude présente des limites :

-Des souches ne sont pas lysées par les phagésédence et sont donc considérés comme

non typables ;

-Des souches peuvent présenter des profils de dyféérents de ceux décrits et sont

enregistrées sous I'appellation RDNC (Routine olutNo Conformity)

-Des souches peuvent également étre infectéesadras phages et présenter des plages de
lyse en l'absence de toute application des suspemigphagiques de référence, et sont

enregistrées Pl (Phage Infected).

-Le profil de résistance aux antibiotiqgues

L’antibiotypie est davantage utilisée dans un bettichitement thérapeutique qu’en
épidémiologie. L'étude des caracteres de résistaloome la possibilité de suivre certains
clones deSalmonella C’est par exemple le cas po8almonellaTyphimurium, lysotype
DT104 qui présente généralement une multi-résistaassociée a cing antibiotiques :
ampicilline, chloramphenicol, streptomycine, suHaorides et tétracycline. Les
antibiogrammes peuvent suivre les recommandations G@ASFM (Comité de
I'Antibiogramme de la Société Francaise de Micrlgi®) ou du CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) (CLSI, 2008). Dansre étude nous avons choisi d'utiliser
celles du CLSI.

-Le sérotypage

Quelques étapes sont toutefois nécessaires avaotraencer le sérotypage, les principales

sont énumeérées ci-apres :
1-Vérifier que les souches en question ont biecdeacteres biochimiques caractéristiques de

Salmonella
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2-Verifier si la souche n’est pas auto agglutinalviecade I'eau physiologique. Si C’e
le cas, il faut s’arréter la et ne pas entrepretes analyses de sérotypage.

3- Sédectionnez un isolat pur confirmé étSalmonellaspp. d’aprés les tests biochimiqu
réalisés précedemment. Remettre cet isolat surgétmse nutritive et une fois inocule

incubez a 37°C+ ou +°C pendant 18h + ¢— 3 heures.
4- Commencer les étapes de réaction antigene (Salla}- anticorps (antiserum ¢ :
- Agglutination avec les antisérum: :

Le principe est de mélanger sur une plaque -cupules les antigenes somatiq
prélevés dans la gélose nutritipréalablement ensemenceée et de tester les antséha
présence de « granulestémoigne d’'une agglutination et donc d'une réemctpositive.
Généralement on observe une agglutination en na@r&sminutesFigureb).

Figure 5 : Exemple d’'agglutination avec un antisérum O

Au-deld, les antisérums sechent au contact de l'air et éssiltats ne sont plt

significatifs.
->Agglutination avec leantisérums | :

Salmonellapossede souvent deux phases dont une est magoritsin de déterminer |
sérotype,la technique de l'inversion de phase est nécesgmug mettre en évidence
seconde et réprimer la premiere. Pour méthode, on utiliséa gélose d Sven Gard, ou on
inocule la souche bactérienne en présence d’'umsé anti H». Apres migration, a 37°+ ¢
— 1°C pendant 18h + ou3-heures, on teste de nouveau les antisérums Hajqusouhaite

mettre en évidence.
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1.3.4.2. Par caractérisation génotypique

-La caractérisation de protéines : I'analyse d’'isazymes

Cette méthode repose sur la séparation de protéelesaires par électrophorese en
gel d’amidon ou d’acrylamide avec leur mise en émk par un substrat spécifique. Ce
polymorphisme est ensuite relié a des variatiol®ig@les dans leci des génes de structure
des différentes enzymes. Cette technique est atnégidcomme une méthode génotypique
indirecte, qui permet d’évaluer le niveau de diitérgénétique au sein d’'une population et les
degrés de parenté existants entre des isolatpogesations ou des espéeces bactériennes. Les
variations de la migration dépendent de la strectde la protéine. Les études sont
essentiellement portées sur les enzymes iso-fonale ou iso-enzymes pour lesquels une
mutation n’altére pas la fonction enzymatique m@aisvoque une variation de migration
électrophorétique. Cela permet de détecter de meaimdirecte une mutation dans le gene de
structure de I'enzyme qui n’altere pas sa fonctain a partir des résultats obtenus sur
différents enzymes iso fonctionnels, il est possitd calculer des distances génétiques entre
les souches (Selander et al., 1986). Pour une salmimée on obtient ainsi une combinaison
de variants pour I'ensemble des enzymes étudieslapptype électrophorétique ». Pour les

salmonelles, les estérases ont été particuliereétediees (Brisabois and Goullet, 1993).

-L’analyse des plasmides

Cette technique est basée sur la déterminatiorothbre et de la taille des plasmides.
Elle nécessite I'extraction de 'ADN plasmidiqué&psaré ensuite par €lectrophorése et révélé
par BET pour subdiviser les lysotypes de Typhinmariet Enteritidis (Threlfall et al., 2009a,;
Threlfall et al., 2009b). La stabilité des plasnsidgant variables et pouvant disparaitre au
cours de la conservation des souches, il a étértargode s’intéresser plutét a I'étude de
'ADN chromosomique : il s’agit principalement déarhplification génique par PCR
(polymerase chain reaction) et de la restrictionyeratique. Ces deux types de technique

peuvent étre combinés.
-La PCR

Les techniques de PCR sont, en général, simplegtaeren ceuvre et permettent

d’avoir des résultats rapidement.
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Ces techniques permettent d’amplifier des séqued@d3N cibles. Quelque soit le genre
bactérien, certaines amorces universelles somgags pour I'amplification. Ainsi un élément
répétitif hautement conservé appelé « EnterobattBepetitive Intergenic Consensus »
(ERIC) a été utilisé de facon universelle car lesijions d’ERIC sur le chromosome varient

selon les espéces et les souches (Hulton et 8l1)19

Au sein d’'un sérotype donné, la technique RAPD rdeen Amplification of Polymorphic
DNA » est une méthode de typage tres utilisée, ssitemt le choix d’'une amorce d'une
dizaine de nucléotides et s’hybridant a plusiemdr@ts du génome ; cette méthode s’avere
étre discriminante (Hilton et al., 1996) mais laroaluctibilité ainsi que la répétabilité de la
méthode demeurent cependant médiocres, ce quiteméaméthode peu fiable a utiliser pour

faire un suivi des souches a long terme.

-La PCR en temps réel

La PCR en temps réel, également utilisée pourtiectién deSalmonellaa pour cible
différents genes commievA (Hong et al., 2003himA (Chen et al., 2000¥imA (Jothikumar
et al., 2003)jagA (Liming and Bhagwat, 2004xgfA (Doran et al., 1993kefA(Cortez et al.,
2006) and the 16S rRNA (Lin et al., 2004).

La PCR en temps réel offre de nombreux avantagdsrares de rapidité, de colts
(Malorny et al., 2008) et a largement été utilisée Salmonellapour générer des données
guantitatives (Guy et al., 2006; Seo et al., 2006).

-Les techniques basées sur la restriction d’enzgmBEA « Restriction Enzyme Analysis » :

la PEGE et le ribotypage

Les deux techniques basées sur la restriction ietaqi principalement utilisées sont
le ribotypage et la Pulsed Field Gel ElecrophoréRIGE). Ces méthodes consistent a couper
’ADN extrait et purifié avec une enzyme de regiao, permettant I'obtention d’'un certain
nombre de fragments qui seront séparés par éléorepe en champs pulsés puis dévoilés

aux UV aprés une révélation au BET.

Le ribotypage par hybridation de Southern Blot ¢stesa transférer des fragments
d’ADN séparés sur une membrane de nylon et a neuéle partie de ces fragments a l'aide
d’'une sonde spécifique. La sonde la plus fréquemmdisée est celle codant pour les ARN
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ribosomaux 16S et 23S EBcherichia coli.Cette sonde universelle permet de révéler les
profils de restriction des génes codant pour leNAosomaux. Bien que fastidieuse, la
méthode est utilisée avec un pouvoir discriminags tvariable et dépend du sérotype.
Certains ribotypes ne peuvent pas étre attribuds serotype donné (Selander et al., 1990).
Un « Riboprinter », systeme de ribotypage autordaiis été développé pour diminuer le
temps des manipulations ainsi que de standardaségchnique (De Cesare and Manfreda,
2002). Par la suite l'utilisation des sondes sjdwéfs d’'une séquence donnée du génome,
1S200, élément d’ADN mobile srement spécifiqueS#monella a été pratiquée pour les
sérotypes Enteritidis, Heidelberg, Typhimurium, DupbJava, Paratyphi B et pour d’autres
sérotypes. Ces travaux de caractérisation avee tamthnique est connue sous le noms de
« |IS-typie » ( Stanley et al., 1991; Ezquerra gtl#193; Stanley et al., 1993).

L’électrophorése en champs pulsés ou PFGE est wnake plus récente. Les
analyses geénétiques ont pour principe l'extracttSADN et permettent de révéler le
polymorphisme de la séquence d’ADN. On utilise eélesymes de restriction, avec des sites
de reconnaissances de 6 bases. Ainsi, pour un gébantérien de 4. 1Dpaires de bases,

1 000 fragments sont obtenus. Du fait du grand merdb fragments, I'électrophorese simple
est souvent difficile et des modifications de tegbes ont du étre adoptées, telles que la
macrorestriction ou I'analyse du polymorphisme elgniction par des enzymes, avec des sites
de coupure a faible fréquence. Les enzymes utiliséat Xbal, BInl ou $el (Murase et al.,
1995).

Grace a un pulseur, deux champs électriques diff@reont appliqués, pendant des temps
définis, permettant aux molécules d’ADN de se ergr du fait de la différence de direction
du courant orientée par les champs électriquesmifjeation de ces fragments est connue sous

le nom d’électrophorése dite CHEF (Clamped Homogstitiectric Field).

La robustesse et le pouvoir discriminant de la wathsont diminués lorsque moins de

fragments sont visualisés.
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2. L’épidémiologie deSalmonellaen élevage avicole de poulets de chair

2.1. Les sérotypes ubiquistes

Les sérotypes ubiquistes peuvent infecter un lapgetre d’hote différent et le portage
asymptomatique est la régle chez la volaille ménaes infections entrainant des pertes sont
observées chez le poussin. Le pouvoir pathogendiféstent selon le sérotype bien que le
processus infectieux soit davantage dépendant deditons propres a I'héte (age des

oiseaux, dose ingérée) que du type de souchesdiRady 2001).

2.2. Les sérotypes propres aux poulets de chair de I'edpeGallus gallus

SalmonellaPullorum etSalmonellaGallinarum sont a I'origine de manifestations &gu
et septicémiques qui affectent principalement lal@ola dinde, mais aussi d’autres espéces
telles que les calilles, les canards ou les pintéslessaprasad, 2000%almonellaPullorum et
SalmonellaGallinarum sont tres similaires, appartenant awge D du schéma de Kauffman
White (antigenes somatiques 1,9 et 12) et présentms similarités génétiques et
biochimiques (Shivaprashad, 1997). Les deux sésonarposseédent pas de flagelles et leur
croissance est lente sur des milieux de culturepemativement aux autres sérovars (Ribeiro
et al., 2009). La pullorose attribuéesalmonellaPullorum affecte les animaux a n’importe

guel age mais les taux de mortalité sont plus éleléz les jeunes.

Les infections &almonellaGallinarumpeuvent évoluer en forme sub-aigué ou sur-aigué,
associant des signes digestifs importants (diarjdudee, verte, profuse), une déshydratation
intense et pouvant entrainer entre 40% et 93% deatité (Hall et al., 1949).

2.3. L’épidémiologie deSalmonelladans la filiere des poulets de chair

2.3.1. En élevage

Les difféerentes voies d’entrées dgalmonellaen élevages sont multiples. Les

principales sont schématisées ci dessous (Figure 6)
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Batiments Personnel
Rongeurs, insectes, [ Elevage ] -— Eau, aliment
oiseaux

it
LA,
Personnel \f'\;\f
(_/ Roues. bas
de caisses
[ Couvoir ] [ Transport ] [ Abattoir ]

Materiel CEufs
incubation. Reproducteurs Personnel Matériel
eclosion et tri (importations) abattage

Figure 6 : Voies d’entrée deSalmonellz en élevages (I.Henry, document personnel)

2.3.1.1. Les surces et modes de transmission en éle

-La transmission verticale

La transmission verticale est importante dans daé@hination diSalmonelli chez les
poules pondeusedl a été démontré I'importance de la dissémimatie Salmonellaau sein
des pouletpour certains sérotypes comme pSalmonellaEnteritidis. Les ovaires ainsi
les oviductes des poules pondeuses sont un sieggumie colonisation diSalmonella

Enteritidis ou la transmission verticale aux ceufst @etver(Butaye et al., 200.

Dailleurs, dans les années 1!, I'émergence de la transmission verticale des saud®a
SalmonellaEnteritidis dans les evages de poulets de chetrde pondeuses furent la ca
d’'une augmentation du nombre des infections hunsaére Europe, Amérique du Nord

d’autres parties du mondelumphrey and Lannin2009).
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-La transmission horizontale

De nombreux schémas du cycle épidémiologique oéit pgbposés par plusieurs
auteurs (Bairdparker, 1990; Bohm, 1993; Wray andvi€&a 1997) et les voies de

contaminations restent nombreuses (Nayak et @4)20

L’épidémiologie deSalmonellaen aviculture implique la présence de nombreux
réservoirs ainsi que des contaminations par l'emviement et une excrétion fécale
importante. La transmission horizontale peut sefainsi via la litiere contaminée, les feces,
laliment, I'eau, la poussiere, les insectes, lipgment, les poussins malades et via les

rongeurs également ( Poppe, 2000; Meerburg andtiqjl2007).

Les salmonelles résidentes résistent aux procelsnettoyage et de désinfection en
ayant trouvé des niches écologiques favorablessalesonelles résidentes contribuent ainsi a
l'infection du lot de volailles suivant dans le in@&nt d’élevage (Baggesen et al., 1992;
Namata et al., 2009). Les travaux de Lahellec et(1#886), menés sur 180 élevages de
volailles, ont montré que 18.9% des élevages peuvditre contaminés apres les opérations
de nettoyage et de désinfection d’ou I'importaneel’'dsage de techniques de nettoyage et
désinfection adaptées (Angen et al., 1996; Cardigtlal., 2004a). Ces salmonelles peuvent
étre ensuite véhiculées par des vecteurs telsepumsectes et les rongeurs (Meerburg BG,
2006; Meerburg and Kijlstra, 2007).

L’aliment peut également étre une voie de contatiwnadu bétail en amont de la
filiere et poser également un risque de contananaiour ’homme (Crump et al., 2002). De
nombreuses études ont montré un lien entre la womédion de I'aliment avec les infections,
avec des sérovars identiques retrouvés chez l@stpgBoyer et al., 1962; Davies et al.,
2001b; Jones et al., 1991), la dinde (Danguy deid®et al., 2010; Nayak et al., 2003), les
porcs (Osterberg et al., 2006) et les vaches (Baeieal., 2003). L’aliment peut étre
également contaminé apres sa fabrication lors desgmrkage par les déjections d’animaux

sauvages tels que les blaireaux et les rongeussg®and Hinton, 2000).

L'eau est rarement considérée comme un vecteuname de Salmonellamais
constitue un milieu potentiel pour sa survie etradtiplication dans les abreuvoirs souillés
par des matieres fécales ou par des matieres ahime= (Francart et al., 1993) et peut étre
aussi une voie de contamination des élevages (Kehdé, 1996). Les infections induites par
'eau dans les pays développés mais aussi en Asigjue a la rareté de I'eau potable et la
dépendance des populations vis-a-vis des ressonateelles pour leur besoin quotidien en

- 30-



Synthése bibliographique

eau (Moganedi et al., 2007). Le ruissellement pawat les champs ajouté aux effluents
d’élevages non traités proche des civilisationstrdmunent a la multiplication d&almonella
dans les ressources naturelles d’eau (Moganetli @087 ; Jenkins et al., 2008). La présence
de Salmonelladans I'eau potable présente un risque pour laégauiblique méme si la dose
infectieuse peut étre faible de I'ordre de 15-16GECobbold et al., 2006; Seo et al., 2006).

D’autres animaux sont également des vecteurs owélesules pour la dissémination
de Salmonelladans I'environnement tels que les oiseaux sauvdPewies and Wray, 1996;
Gaukler et al., 2009; Lister, 1990; Sousa et 81102 ou les ténébrions.

Les ténébrionsAlphitobius diaperinus de la famille des arthropodes, prennent place
dans les litieres de volailles. Il est écrit que Tesectes sont mis en cause pour les nuisances
gu’ils causent dans les élevages et notammentesomatériel d’isolation ainsi que pour leur
réle dans la transmission d’'un certain nombre digggpathogenes qu’ils transportent comme
les bactéries Salmonella(Bairdparker, 1990; Leffer et al., 2010; Rochelet 2009; Watson
et al., 2000) etCampylobacter(Bates et al., 2004) mais aussi des virus (Goodavid
Waltman, 1996), des champignons, des protozoakliedher et al., 2007). Les premieres
publications révélant I'infestation des élevagesa@es par les ténébrions datent des années
1950 (Gould and Moses, 1951). Leur introductionsdies systemes de production serait
apparue via l'aliment contaminé (O'Connor, 1987)iletse seraient vite répandus par
'épandage de litiere comme fertilisant (Le Tord®hytoma 1979). Il a été démontré la
présence d&almonellaTyphimurium chez les adultes et les larvealghitobius diaperinus
(De las Casas et al., 196%almonellapeut étre isolée dans les féces des ténébriorssléan
28 jours suivant I'exposition d'une durée de 24Haasource contaminée (McAllister et al.,
1994).

Ainsi, plusieurs sérotypes comn& Heidelberg,S. Worthington,S. Saint Paul .S,
Typhimurium etS. Indiana ont été isolés des insectes adultes {Hateal., 1970; Skov et al.,
2004).

Enfin, ’lhomme joue un réle au moins en tant quetewr passif dans la transmission des
Salmonelles (Salvat, 1997b).
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2.3.1.2. La prévalence de Salmonella en élevage

Les sérovars de la sous-espénderica représentent plus de 99.5% des souches
isolées. Les sérotypes majeurs identifiés en Frdans le secteur santé et production animale

sont représentés dans le Tableau 3 ci apres

La présence des salmonelles n’épargne aucun pais spient industrialisés ou en
voie de développement. Il existe des variationsdaccurrence des sérotypesSiaimonella
dans différents pays a des temps différents (Muhaanet al., 2010).

Ce comportement a été attribué a la compétitiomohienne (Nogrady et al., 2003). En effet
leur présence est répandue dans le monde enpeueént étre augmentées avec les échanges

commerciaux (Uyttendaele et al., 1998).

Outre les impacts qu’elles peuvent induire en spotdique, leur présence peut étre un frein

aux échanges commerciaux entre les pays.

De nombreuses études relatives a quantifier lagbeéee deSalmonelladans les
€levages avicoles ont ainsi été menées mais @lagurent difficilement comparables du fait
de la variété des techniques utilisées pour lactiétedes bactéries ainsi que de la diversité
des sérotypes pris en compte pour les analyséstisiats.
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Tableau 3 : Sérotypes isolés en 2005 dans le sect®anté et productions animales en France (Moury Fet al., 2006)

Sérotypes Bovin Volaille Porc Au:[res Total
especes
Typhimurium 137 1604 26 30 1797
Senftenberg 0 1441 0 0 1441
Indiana 2 1203 1 2 1208
Kottbus 2 883 1 0 886
Montevideo 74 632 0 4 710
Enteritidis 15 615 0 16 646
Saintpaul Q 320 0 0 320
Infantis 9 223 1 1 234
Hadar 3 210 3 1 217
Virchow 0 175 0 0 175
Agona 5 117 0 1 123
Derby 1 101 7 6 115
Tennessee D 102 0 1 103
Mbandaka 35 64 2 0 101
Napoli 2 93 0 2 97
ég:giys/pes 118 908 49 146 1221
Total 403 8 691 90 210 9 394

En France, en 1999, Roseal (1999) ont estimé que 69.8% des 86 bandes étudiée
en Bretagne étaient infectées Sailmonella entericaubspenterica ;en revanche les récents
travaux menés en France par Le Bouaatiml (2010) ont démontré une prévalence chez les
poulets de chair de 8.6% + 1.5%. Dans d’autres,paysime en région centrale d’Arabie
Saoudite (KSA), la prévalence est de 4.87% (Saaal.eR007), 10.7% au Royaume Uni
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(Snow et al., 2008), autour de 3% en Lituanie (Ris<t al., 2006), et environ de 34.7% dans

I'ouest du Japon (Murakami et al., 2001).

Cependant I'évolution de la contamination des Weksi par salmonelles est en
diminution dans les pays qui ont appliqué la diveceuropéenne 92/117. Le dernier rapport
de PEfsa 2010 indique des taux de prévalencelassircarcasses allant de 0% pour le
Danemark, I'Estonie, la Finlande et le Luxembouwggu'a 85.7% pour la Hongrie. En
France, la prévalence sur les carcasses a étééeséint.6%. Ces résultats doivent tout de

méme étre pris avec précaution car les méthodebabéillonnages sont différentes.

Les sérovars identifiés varient selon leur loc#ligaou selon le temps mais beaucoup
sont ubiquistes. Par exem@almonellaVirchow a été identifié aux Pays Bas (van Assklt e
al., 2009), en Espagne (Marin and Lainez, 2009)isea®| (Lublin and Sela, 2008), dans le
nord de I'Inde (Yadav et al., 2008) et en Coréar(kit al., 2007). D’autres sérotypes comme
SalmonellaWeltevreden a été identifié en Thailande (Paduhgiod Kaneene, 2006) et au
Vietnam (Vo et al., 2006). D’autres sérotypes sgalement en pleine émergence consne
Blockley décrit pour la premiere fois aux Etats-&Jmin 1955SalmonellaBlockley a été
reporté en Europe en 1976 mais de nombreux rappamsignent de I'émergence de ce
sérovar dans les années 1990. En revanche, entromeale ce sérotype a été identifié en
Asie (Limawongpranee et al., 1999) ou les auteurs demontré son association avec
'environnement du béatiment d’élevage de poulets ci@irs. En Malaisie, Salmonella
Blockley est également largement répandu a trdegrays (Rusul et al., 1996) et fut identifié
dans l'est de I'Asie (Wilson and Whitehead, 2006).

2.3.1.3. Les mesures de limitation de la contamination

Les mesures mises en place a I'élevage visentuaredle niveau de contamination de

portage de&salmonellgpar les animaux.

En amont, la mesure de lutte essentielle demeune @Boprophylaxie sanitaire développée,
notamment en France, dans l'application des arréte28 octobre 1998 et de la charte

sanitaire afférente.

Ces mesures reposent sur des méthodes d’assaiergsdes €levages par I'abattage
systémique des troupeaux reproducteurs contamfimedelimiter la contamination verticale

des filieres (Poirier et al., 2008; Wegener et 2003). Les mesures prises au niveau des
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troupeaux de production peuvent concerner le clentté la contamination des aliments par

traitement a I'acide par exemple ou bien par lacwation (Denagamage et al., 2007), mais

aussi assorti a un prix indexé sur le niveau desaooinations des troupeaux (Wegener et al.,

2003). Des actions en aval de la filiere doiverg également étre prises en compte comme la
diminution du stress au niveau du transport afévidér 'émission dé&salmonellague ce soit

pour les filieres porcines ou avicoles (Mitcheltdtettlewell, 1994; Rostagno et al., 2005).

2.3.1.4. Les bases réglementaires

Ci-apres la liste des reglements mis en place tdezolailles reproductrices, les poules

pondeuses et les poulets de chair.
- Volailles reproductrices

* Réglement (CE) n° 2160/2003 du Parlement européeiu Conseil du 17 novembre 2003
sur le contréle des salmonelles et d'autres agaydeotiques spécifiques présents dans la
chaine alimentaire.

* Reglement (CE) n° 1003/2005 de la Commission @yudh 2005 portant application du

(0]
reglement (CE) n2160/2003 du Parlement européen et du Conseil equiceoncerne la
fixation d’'un objectif communautaire de réductiom ld prévalence de certains sérotypes de

salmonelles dans les cheptels reproducteurssdius gallus et portant modification du
(0]

reglement (CE) n t2160/2003.

* Reglement (CE) n° 1091/2005 de la Commission 2yulllet 2005 mettant en ceuvre le

(0]
reglement (CE) n2160/2003 en ce qui concerne les exigences comrtaireaurelatives a
I'utilisation de méthodes de contrble spécifiquasslle cadre des programmes nationaux de

contrble des salmonelles.

- Poules pondeuses

* Réglement (CE) n° 2160/2003 du Parlement européeiu Conseil du 17 novembre 2003
sur le contréle des salmonelles et d'autres agaydeotiques spécifiques présents dans la

chaine alimentaire.
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* Reglement (CE) n° 1091/2005 de la Commission Zyulllet 2005 mettant en ceuvre le

(0]
reglement (CE) n2160/2003 en ce qui concerne les exigences comrtairesurelatives a
I'utilisation de méthodes de contrble spécifiquasglle cadre des programmes nationaux de

contrble des salmonelles.

* Reglement (CE) n° 1168/2006 de la Commissiongmbrapplication du Reglement (CE) n°
2160/2003 en ce qui concerne la fixation d'un dfiffedmmunautaire de réduction de la
prévalence de certains sérotypes de salmonelles ldancheptels reproducteurs @eallus

S
gallus et portant modification des Reglements (CE)1803/2005 et 2160/2003 (non encore
publié)

- Poulet de chair

En ce qui concerne la filiere chair, les nouveatrétds mis en place définissent les
modalités du plan de lutte des salmonelles avialass les troupeaux de I'espece Gallus

gallus en filiere chair.

Depuis le § janvier 2009, la recherche des infectionsSalmonella Enteritidis et
SalmonellaTyphimurium doit étre réalisée par I'éleveur dasélevages dont la capacité est
supérieure a 250 poulets de chair. Des prélevendentientes (2 paires de chaussettes ou une
paire de chaussette et une chiffonnette) doiveet réialisés dans le batiment respectant un

délai de 3 semaines avant abattage.

Pour l'instant, les textes concernant les salmeselhez les volailles sont les arrétés du 26
février 2008: ils ne concernent que les reprodust&allus gallus(filiere ponte et chair), les
poulettes futures pondeuses et les pondeuses. Buides concerne, lorsqu'une salmonelle
visée par le plan de lutt& (Typhimurium par exemple) est retrouvée lors désepements
de fientes/poussieres a I'élevage, une recherchsali@monelles est effectuée dans les muscles
et si cette recherche est positive alors la viagtesoumise a un traitement assainissant. Ce
systeme avait été mis en place entre autres paed'apattage des poules de réforme pose
généralement probleme, et on craignait que ledalratrefusent encore plus facilement les
poules de réforme issues de troupeaux positifscd&mui concerne le poulet de chair, la
réglementation est mise en place depuis’lgatvier 2009, conformément au réglement (CE)
646/2007. A priori, la recherche a coeur n’est g atoire.

Voici ce qui est prévu en termes d'abattage ewatt@igation de la viande:
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Les dispositions a prendre en cas de confirmatiofedtion dans les troupeaux de poulets de

chair sont les suivantes d’aprés les articlespres:
Article 17

1-Les lots d’animaux issus de troupeaux d’animalacgs sous APDI ne sont adressés a

I'abattoir qu'avec l'autorisation du DDSV d’implatton de I'abattoir.

2- Le vétérinaire, présent lors de I'abattage disslats, s’assure :

a. Que les animaux sont abattus en fin de chaingu@ucune opération d’abattage ne soit
reprise sans que les locaux et la chaine n'aieitt I'fabjet d’'un nettoyage et d'une
désinfection ;

b. Que les animaux ont fait I'objet d’'un contrénforcé a réception en vue de s’assurer de

'absence de signes cliniques.

c. Que la cadence d’abattage est adaptée a I'gbatiaiénique des animaux, en particulier a

I'étape d’éviscération des animaux. Au besoira ildit ralentir.

d. Que les caisses et les camions ont fait |'oiffjgh nettoyage et d’une désinfection corrects

avant de quitter I'enceinte de I'abattoir.

Sans préjudice des résultats de l'inspection samitas carcasses sont revétues de la marque

d'identification communautaire.

3- La fabrication de viandes séparées mécaniqueetela préparations de viandes a partir de
ces carcasses obtenues est interdite. En outhensides conditions énumérées au point 2 ci-
dessus n'est pas remplie, les viandes sont destiaéesubir un traitement thermique

assainissant au regard des salmonelles.

4- Les visceres digestifs, foie inclus, des caesske volailles issues d'un troupeau confirmé
infecté sont déclarés impropres a la consommationaine et destinés aux sous-produits de
catégorie2.

Pour résumer des mesures de grande ampleur ddiigtes poules pondeuse, poulet
de chair et porcine ont été mises en place afidirdiger le risque de transmission de

salmonelles et dont le colt se répercute sur ledaiproduction et donc sur la compétitivité
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des filieres (Wegener et al., 2003). Pour un paysmoe la France, pays d'élevage et de
productions animales, les enjeux économigques etnmrgiaux ne sont pas sans
conséguences avec I'image des filieres, les dotdisades exportations et le colt des mesures

préventives.

2.3.2. Les moyens de lutte contre les salmonelles toukbag des maillons de la
chaine de production

Les salmonelles sont rencontrées tout au long dedine alimentaire, de la « fourche
a la fourchette ». Nombreux sont les pays qui asten place des moyens de lutte (Gillespie
and Elson, 2005; Wegener et al., 2003).

2.3.2.1. En élevage

L’application de stratégies de réduction des aggrathogénes au niveau des
exploitations agricoles est considérée comme ure pfemiéres étapes nécessaire pour

réduire la présence d’agents pathogénes d’oridimeataire dans les ceufs et la viande.

En amont, des mesures doivent étre prises au nideauélevages reproducteurs
puisqu'ils peuvent intervenir dans la diffusion ke contamination. L'éradication d8.
Enteritidis etS. Typhimurium peut ainsi passer par I'éliminatiamepet simple des parquets
de reproducteurs contaminés par ces sérotypede®honnes pratiques d’hygiene, de bio-
sécurité ainsi que les mesures d’approche de tyediP, sont autant de mesures a utiliser
conjointement pour limiter la présence 8almonellaen élevages. Les autres mesures de
prévention et de contréle sanitaire sont la vadmna I'exclusion compétitive, les acides

organiques et les traitements d’inactivation denggpathogenes.
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2.3.2.2. A l'abattoir et dans les ateliers de transformation

A ce niveau le systeme HACCP et I'application denrmo pratiques d’hygiéne
permettent de détecter et de maitriser les contioims (Edel, 1994). Du fait de
I'éviscération des carcasses, le risque de conttomyvia les contaminants digestifs libérés
lors de cette étape est relativement fréquent. b#rize de cette étape est essentielle mais
rare sont ceux qui mettent des dispositifs paigcsilen place, du fait de I'effet contraignant
gue cela peut entrainer (Wong et al., 2002). Leomdenination des carcasses en fin de
«process» d’abattage est également réalisée conmrietats-Unis mais reste pour le moment

interdit sur le territoire Européen.

2.3.3. A l'abattoir
2.3.3.1. Les voies de contamination a I'abattoir
- Durant le transport

Les containers et les caisses de transports sentatgeurs pour les organismes qui sont
transférés des excréments des volailles via lemgduaux autres volailles (Shackelford,
1988). La remise en cause d'un nettoyage et d'@mntection inefficace des caisses de
transport a déja été démontrée lors de précédéntdes (Mead et al., 1994; Jacobs-Reitsma
and Bolder, 1998). Ainsi, I'étude de Corry et &Corry et al., 2002) a démontré une faible
évidence entre la contamination des volailles stc@sses de transport dites « sales ». Les
sérovars identifiés apres le nettoyage et la dédlioih étaient généralement différents de
ceux identifiés chez les lots de volailles ayast téhnsportés dans ces mémes caisses. Cette
différence peut s’expliquer par la contaminatiors dmisses apres le déchargement des
volailles lors de leur trempage pour leur nett@yag par la présence de matieres fécales

résiduelles sur les caisses infectées par degdmisportés antérieurement.

Le transport a I'abattoir est également connu pewtress qu’il peut provoquer chez les
volailles (Burkholder et al., 2008). De nombreuxeauns ont rapportés que le stress entrainait
une perturbation des fonctions intestinales, pduganinuer la résistance de l'animal et
augmenter la diffusion des bactéries intestindiddder, 1995; Scherer et al., 2008). Les lots
ainsi porteurs seraient davantage sujets a excrieer salmonelles ainsi que les
campylobacters (Mitchell and Kettlewell, 1994; Meitd1995; Rigby and Pettit, 1979). Slader

et al., (2002) a souligné que durant le transpddahattoir la prévalence des oiseaux positifs
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augmentait du fait de la ntamination fécale des oiseaux via la peau et liawgs d’autres
oiseaux contaminés. L'excrétion fécdurant le transport facilite les contaminationssges
entre les carcasses durankpgocess, augmentant ainsi la contamination des produitsux
(McCrea et al., 2006)_es auteuront suggér@u’une faible prévalence a I'élege et durant
le transport était une stratégie importi pour diminuer le risque de contamination

produits alimentaires.

Durantl'abattage, plusieurs étappeuvent étre également des voieccontamination.

-L’eau du bac d’échaudage

Cette étapeconstitue un point essentiel de la contaminatiarisée (Reiter et al.,
2007).L’origine de la contamination est multi|: elle peut étre due a un mauvais nettoy
et désinfection du bac, a la contamination parplesnes des volailles lors de leur pass
dans le bac, mais également du a l'excrétion deses libérées lors du relachem:

sphinctérien (Lah&c and Meurier, 197.

-La plumaison

A cette étape dgprocess, les doigts plumeurs (Figure 7) pemt étre également
nid de contamination croisée avec Irésence de contamination fécale ou les bactéfies
gue ks salmonelles sont transfél des carcassg€ason et al.,, 1999; Mead et al., 19
Mulder et al., 1978).

Figure 7 : Doigts plumeurs, abattoir COE (l.Henry, 2008)
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Cette contamination peut s’expliqupar un mauvais nettoyacet désinfection des
doigts plumeurs qui sont difficiles a nettoyer dit fle leur matiére en caoutchouc ainsi
de leur structure munige nombreuses anfractuosités peuvent se loger les bactéries.
doigts plumeursdu fait de leur action de rotati, entrainent un transfert de contaminat
des plumes chargées de miomganismes vers les follicules plumeux. Au courselte étap:
suivant I'échaudage, la carcassubit un refroidissement progressif du fait derbaage pa
'eau de ringcage des plumeuses. Au cours de ceidefsement, les follicules plumeux dila

se referment et piegent ainsi les bacté(Thomas and Mc Meekin, 1980)

L’échaudage suivie de la plumaison sont ddes étapes les plus contaminantes
«process» d’abattagies volaille. Aprés ces deux étapes, 70% a 90% des carcassemf
étre contaminées en considérant que cette contAamnast proportionnelle a

contamination du poulet viva(Salvat et al., 1993).

- L’éviscération
L’éviscération automatiqr (Figure 8) entraine parfois une rupture des intes

lorsque lamachine est mal réglée impliqu alors une augmentation de contaminatior

Salmonellasur les carcasses.

Figure 8 : Eviscéreuse, abattoir COE (l.Henry, 2008)
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-Le refroidissement

A cette étape, le refroidissement aurait un effgtibiteur sur la présence
salmonelles. D’apres les travaux de Mikolajc et al., (2001)le taux de contamination d

poulets avant refroidissement est de 44 de 20% apres.

-Le calibrage, le bridage et le conditionneme! (Figure 9

Lors de ces étapes, les carcasses peuvent éteergnées via les surfac du matériel.
La présence de biofilms qui s’y développent égatgrest une source de contamination f
la viande(Joseph et al., 2001; Salvat and Fravalo, z. Salmonellalyphimurium a ainsi ét

retrouvéedans des abattoirs malgrs opérations de nettoyage etdéisinfection

Figure 9 : Tables de bridage, abattoir COE (I.Henry, 2008)

L’adhésion et la persistance S Typhimurium sur le sol, les murs, I'équipemen
les autres surfaces ont déja eté démontrées pkeBand Bloomfielc((2000 qui ont montré
une modification de la membrane externe de la bactén réponse aux conditio

environnementales et ensuite au développemenbfibris.

2.3.3.2. La prévéelence de Salmonella a I'abattoir

Dans I'Union Européenne, 15.7% des carcasses sont conesrpatSalmonellaavec
une variation selon les pays variant de 0% a 26168 un état membre avec une prévale
de 85.6% avecS. Infantis identifié comme sérovemajoritaire. La prévalence de
contamination pa®. Enteritidis et paS Typhimurium est de 3.6%. Par ailleuS. Infantis et
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S Enteritidis sont les deux sérovars les plus fe@dgiisolés sur les carcasses de volailles. En

France la prévalence @&almonellasur les carcasses de volaille est de 7.6% (EF3A8)20

3. Salmonella,un impact majeur en santé publique

3.1. Les infections aSalmonella

Les salmonelles peuvent étre responsables chezantteo soit d’infection typho
paratyphiques qui sont des septicémies connues lsonsm de fievre typhoide soit d’'un
groupe d’infections dont la forme qui se manifesteune gastro entérite plus ou moins aigué

qui peut voir apparaitre certaines complications.

SalmonellaTyphi, Paratyphi A, Paratyphi B, Paratyphi C aigae SalmonellaSendai sont
étroitement adaptés a I'homme (Kingsley and Baur2igd0).

Les autres sérovars qualifiés d’ubiquistes sontiqups dans les TIA.

Depuis les années 1990, I'accroissement des infectiues au sérotype Enteritidis peut étre
attribué a la dissémination de cet organisme dansidnde au sein de l'industrie avicole
(Rodrigue et al., 1990).

3.1.1. La prévalence humaine

A I'heure actuelle, de nombreux pays recensentcdassde salmonelloses chez les
humains. Ainsi, en 2004, d'apres I'Autorité Europée de Sécurité des Aliments (EFSA),
192 703 cas humains ont été rapportés dans I'uaionpéenne. Pour cette méme année, en
France il y a eu 6 352 cas dont 2 064 liés auvsér&nteritidis, 1 666 causés par
Typhimurium et 2 622 par d’autres sérovars (EFSA, 2006). Lesvaés Enteritidis et
Typhimurium sont les sérovars les plus incrimirgsponsables des infections humaines. Des
données similaires sont également retrouvées dangres pays, mais la plupart sous-
estiment 'ampleur du probleme puisque de nombrasxne sont pas reportés. En France les
3 sérotypes responsables de 70 % des infectiongiham étaient dans les années 2000,
respectivementSalmonellaEnteritidis (33%) Salmonellalyphimurium (32%) eSalmonella
Hadar (6%) (Bouvet and Grimont, 200En 2008, en Franc®. Typhimurium, S. Enteritidis,
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and S. 1,4,[5],12:i:- étaient les serotypes les gphequemment isolés chez 'homme avec

respectivement 46%, 19% et 4% (communication peedter— Institut Pasteur, France).

En France, lesSalmonelladites ubiquistes responsables des toxi-infectialn®entaires
représentent 96% des souches d&almonella isolées chez  I'homme

(http://lwww.pasteur.fr/sante/clre/cadrecnr/salmainmenractualites.html

3.1.2. La pathogénicité

La virulence ainsi que la pathogénicité de la seuritgérée va jouer de maniéere
différente sur la contamination et selon la sefigdde la personne (Bollaerts et al., 2008). Le
sérotype concerné aura également des effets difé(dones et al.,, 2008; Shimoni et al.,
1999; Weinberger et al., 2004). Le mode de consdiomampliquera également un effet
dose réeponse différent selon l'aliment ingéré.stl @ors plus probable qu'une mayonnaise a
base d'ceufs crus sera plus contaminant qu’'une eiaud aurait mijotée (Bollaerts et al.,
2008).

3.1.3. Les produits avicoles responsables de toxi-infesti@imentaires collectives

La viande de volaille a longtemps été et reste sm@rce de transmission et de
contamination chez 'homme (Davies et al., 2001tagng et al., 2002; Toyofuku, 2008; Van
Schothorst and Notermans, 1980) du fait des nomsbeetacons de cuisiner la viande ainsi
gue les risques fréquents de contamination croséer d’autres aliments contaminés
(Cardinale et al., 2005).

3.1.4. Les symptdbmes chez I'hnomme

Chez 'homme, la salmonellose est caractériséaipardiarrhée, de la fievre a 39°C-
40°C, des douleurs abdominales, des vomissemesdésmeaiux de téte, des nausées et une

fatigue générale (Neto et al., 2010). Le tempsadiibation varie de 8h a 72h, avec une durée
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moyenne de 24h et la durée des symptdbmes peuveet doe semaine. Chez les sujets

immunodéprimés, les jeunes enfants et les pers@ygées, I'infection peut étre fatale (FAO).

3.1.5. Les diagnostics, les traitements et la prophylaxie

Chez 'hnomme, seule une coproculture permet d'étaibl véritable diagnostic. Cette
coproculture, comprend une phase d’'isolement puoésidentification précise de la bactérie
complétée par un antibiogramme. Selon I'état duepgt une antibiothérapie précise est

préconiseée.

3.1.6. Salmonellaet antibio résistance

Salmonellaacquiert la résistance aux antibiotiques par destions chromosomiques
et au travers de mécanismes de transduction, dsfdranation et de conjugaison (Okolo,
1986). Ces différents mécanismes impliquent lesfexh de génes de résistance par I'ADN
plasmidique comme les facteurs R ou plasmide dsta@ése, par conjugaison de plasmide ou

d’éléements chromosomiques (Vidon et al., 1978; éagmd Hahn, 1999).

Salmonellasubsp. est caractérisée par une sensibilité atddité des antibiotiques
actifs sur les entérobactéries. Cependant, au chutemps, on constate que de nombreuses
souches sont devenues résistantes :

La résistance che®almonelladans les échantillons d’environnement, de volailldautres
espéces animales et chez 'homme est probablementad’utilisation de médicaments dans
'alimentation (Gast et al., 1988), I'injection digbiotiques chez les poussins (Ekperigin et al.,
1983), le traitement des autres especes animaseei(fet al., 1989), et de 'homme avec des
antibiotiques (Holmberg et al., 1984) .

Les souches d&almonellad’origine aviaire sont souvent résistantes a teatgcline
(Poppe et al., 1995), a l'oxytétracycline (Sharmale 1996), a la pénicilline (Rahman et al.,
2009), aux aminoglycosides (Parveen et al., 2007aua fluoroquinolones (Herikstad et al.,
1997).
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SalmonellaHadar a été décrit comme un des sérotypes leggdistants (Wybo et al.,
2004). Depuis quelques années, les soucheSattaonellaTyphimurium DT 104, souche
considérée comme historique et pionniére concetiantibiorésistance a été isolée dans des
environnements humains et animaux présentant sbuwencaractere de résistance aux
antibiotiques suivants : 'ampicilline, le chlorah@micol, la streptomycine, les sulfamides et
les tétracyclines. DT104 a été décrite dans le€esri960 au Pays de Galles (Anderson,
1968). Le premier réservoir de cette souche adé&tétiiieé étre les bovins (Wall et al., 1995).
Depuis 1993 cette souche serait également prédateirthez les volailles, les ovins et les
porcins. Son émergence est également observéepllmmsurs pays européens (Fisher et al.,
1997; Gatto et al., 2006), en Angleterre et au pagySGalle (Threlfall et al., 1997). Des
épidémies ont également été reportées aux Etatsdbhmiz le bétail (Besser et al., 1997) et
chez 'homme (Glynn et al., 1998). Aux Etats-Umaspkemier cas reporté chez I’'homme date
de 1985 et son ampleur fur observée dans les an®8€s(Glynn et al., 1998). Au Royaume
Uni, DT104 fut isolé pour la premiére fois en 1984partir d’'isolats en provenance de
mouettes et de perroquet (Humphrey, 20@BImonellaHadar présente également un fort
taux de résistance a I'acide nalidixique (quino)dieuil et al., 2000; Szych et al., 2001).

Les souches non sensibles a une pression de sglegiaient sensibles aux antibiotiques.
L'usage intempestif de médicaments en médecineinaie augmente chez les animaux

l'acquisition de résistance @almonellavis-a-vis des antibiotiques.

3.2. Les enjeux sanitaires
3.2.1. Les Toxi-infections alimentaires collectives
3.2.1.1. En France

Entre 2006 et 2008, 3 127 foyers de Tiac ont étéad&s en France, impliquant 33 404
malades, 2 302 hospitalisations et 15 déces. Lee@aimonellaa été a l'origine de 47% des

foyers pour lesquels un agent étiologique a étéirooé (
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Tableau 4).S Typhimurium était le sérotype prédominant. Da®%@les cas, les foyers de
Tiac sont survenus en restauration collective. Blucatte période, on a assisté au quasi

doublement du nombre de déclarations de Tiac.

Cette augmentation est essentiellement due aud&st mesures mises en place
permettant aux différents services de faciliterr leléclaration. Cependant le nombre
d’hospitalisations reste assez stable, et le systdensurveillance permet actuellement de
repérer les foyers dans lesquels les malades pe@g@les signes séveres.
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Tableau 4 : Foyers, cas et décés déclarés aux seegicanitaires entre 2006 et 2008

Agent causal

Foyers déclarés aux Ddass ou DDSV

Agents confirmés Foyers Cas Décée
N % N % N
Salmonelladont 388 46.8 2742 29.8 1
Enteritidis 114] 294 o17| 334 0
Typhimurium 156 40.02 874 31.9 0
égiget)s/;eésr(i)%pé?:rminés 14 3.6 159 >8 1
104 26.8 792 28.9 0
Clostridium perfringens 58 7.0 1540 16.7 0
Shigella spp. 13 1.6 66 0.7 0
Campylobacter spp. 27 3.3 247 2.7 0
Staphylococcus aureus 1833 16.0 1401 15.2 3
Bacillus cereus 37 4.5 688 7.5 0
Histamine 58 7.0 330 3.6 0
Virus 61 7.4 1492 16.2 0
Autres pathogenes 54 6.5 696 7.6 0
Total confirmés 829 26.5 9202 27.5 4
Agents suspectes
Salmonella 102 8.8 836 6.9 1
Clostridium perfringens 10y 9.2 2143 17.7 1
Shigella spp. K 0.3 17 0.1 0
Campylobacter spp. 172 0.4 21 0.2 0
Staphylococcus aureus 117 37.9 3835 31.7 3
Bacillus cereus 109 14.9 1907 15.8 1
Histamine 103 10.1 580 4.8 0
Virus 1157 9.4 1852 15.3 0
Autres pathogenes 1141 8.9 900 7.4 1
Total agents suspectés 3127 37.0 12091 36.2 7
Agent inconnu 36.5 12111 36.3 4
Total 100 33404 100 15
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3.2.1.2. Ala Réunion

Vingt neuf maladies figurent sur la liste des medac déclaration obligatoire dont les
toxi-infections alimentaires collectives qui doivé&tre signalées par tout biologiste médecin,
responsable de service hospitalier ou de laboeapwivés et/ou publics. Tout foyer de TIAC
doit ainsi faire I'objet d’un signalement et d’'unetification, quels que soient les résultats des
enquétes épidémiologiques et environnementalesonypds en l'absence de résultat. La
notification doit étre faite lorsqu’au moins deuascsimilaires d’'une symptomatologie, en

générale gastro-intestinale, dont la cause peair@pportée a une origine alimentaire.

Entre 1996 et 2005, 72 foyers de Tiac ont été désla la Réunion. Un seul déces
connu a été signalé en 1999 suit8amonellaTyphimurium. Le repas consommé dans le
cadre familial en est responsable pour 47.2% des2€a4% des cas concernent un restaurant

et 12.5% des cas sont attribués aux cantines sewlai

Les staphyloccoques ont été responsables pour yiEgsidGalmonelladans 16 des
foyers, Clostridium perfringens dans 10 des foyEngstamine dans 9 des foyers, Bacillus
aureus dans 3 des foyers, les coliformes danslB ees foyers sont attribués a des agents

causals non identifiés.

La distribution du nombre de foyers par catégotadirdent causal de Tiac entre 1996
et 2005 était attribué aux poissons et fruits de (b foyers), viande (10 foyers), volaille (8
foyers) (ceuf et ovoproduits (7 foyers), lait et qurib laitier (4 foyers), autres aliments (15

foyers) et de sources inconnues (15).

3.2.2. Salmonellaun probléme majeur persistant

Quelque soit les pays concernés par les toxi-iltiestalimentaires, des millions de
cas sont estimés (Flint et al., 2005). Des moyensitte et des mesures de gestion ont été mis
en place ainsi que des mesures classiques d’hydigamsteurisation, réfrigération) couplées a
des plans de lutte intégrés et la mise en placta daéthode HACCP (Hazard Analysis

Critical Control Point) chez les professionneldalsphere agro-alimentaire.

Au 21°™siecle, de nombreux éléments tendent cependaoiider la croissance de
ces infections (DuPont, 2007; Sofos, 2008). Les esode production actuels ainsi que la
globalisation des approvisionnements a grande lckehdent a favoriser I'expansion des
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contaminations par large diffusion. Les changemelaiiss les habitudes culinaires par la
consommation de produits crus ou peu cuits ainsilguwonsommation hors foyers favorisent
également les risques d’infection a Salmonellesgs@and Angulo, 2006). De méme que la
circulation des aliments et des personnes favdriBexposition des consommateurs a des
nouveaux pathogenes exotiques. Les populationsgaieiaugmentent quant a elle du fait
d'une espérance de vie prolongée et de l'efficad#é soins. Ainsi les personnes agées
fragilisées et immunodépressives (atteintes de Hbnt partie des populations a risque
susceptibles de contracter plus rapidement dedrifedtions alimentaires. La persistance des
TIA est donc non seulement due a la globalisaties @changes mais aussi aux changements
de nos pratiques d'ou la stricte nécessité de Blevdes tendances des pathogenes

responsables actuellement sur le marché.

Dans les pays industrialiséSalmonellaet Campylobactersont en téte des listes
concernant les pathogenes responsables de TIAo8alla est la deuxiéme cause bactérienne
de gastroentérites apr€ampylobacteien Europe et aux Etats-Unis (Mead et al., 1998). S
le territoire américairsalmonellaest au premier rang concernant les déces relgidar 1.4
millions de cas, 15 000 hospitalisations et 40@®dé&eraient la cause 8almonellaVoetsch
et al., 2004). En Europe 150 000 cas confirmésiesdraléclarés (anonymous 2009). Au
Royaume Uni, salmonelle est I8™cause de gastro-entérites aigiies et se placeeaniepr
rang en terme de déces relatifs (Flint et al., 2005

Cependant, une baisse significative de I'incidedes salmonelloses humaines a pu
étre observée a |'échelle européenne depuis phssiannées. Malgré ce constat, les
salmonelloses restent bien une des principalesasasnd’origine bactérienne dont la voie
majoritaire de contamination est la voie alimemaiEn 2006, 160 649 cas confirmés,
principalement associés a Enteritidis et Typhinmriont été recensés chez 'homme a
'échelle européenne (EFSA 2007). En France, aditténution coincide avec la mise en
place de mesures de lutte en élevage de volaileisi¢r 2004). Selon les données nationales
de 2006, salmonelle a été identifice dans 42% dger$ de Toxi-infections alimentaire
collectives (TIAC) pour lesquels I'agent pathogenéel et bien été confirmé. Malgré une
baisse de 33% des cas entre 1997 et 2001, le nodebfeyers déclarés associés a ce
pathogene est stable de 1998 a 2005 avec envirdsdpar an. Une Iégere augmentation a
cependant été constatée en 2006 avec 799 maladie2l®hospitalisations et 2 déces, reliés
aux contaminations par des salmonelles non typhkigdieurdan et Vaillant 2008). Il est en
revanche important de noter que les cas confirmgespondent a des malades ayant consulté
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un meédecin pour une gastro-entérite auxquels prégerit une recherche de salmonelles dont
les résultats positifs ont été enregistrés dansel'des bases de données ayant servi a
I'estimation faite par 'INVS. Nous sommes donc slarette configuration actuelle, qu’a la
pointe émergée de liceberg faisant probablemeatagus-estimation importante du nombre
réel de cas correspondants. Les taux d’hospitaisat de déces observes dans les différents
pays engendrent des conséquences a court et long & n’est pas sans effet sur I'économie
du pays (Helms et al., 2006). Dans les années 189&almonelloses d’origine alimentaire
représentaient par an de 30 500 a 42 000 infectioosmentées a I'origine de 5 700 a 10 200
hospitalisations pouvant entrainer de 90 a 540g@¢aillant V.,et De Valk 2004).

En France, on a rapporté que le nombre d'hospitaiss du fait des maladies
infectieuses transmises par les aliments est cameptie 10.200 et 17.800 par an (Vaillant et
al., 2005). Les produits crus a base de volailldesviande restent la source principale des

salmonelles dans beaucoup de pays (Bansel e0@b).2

Le potentiel de contamination microbienne dépendadeondition des animaux avant
'abattage, des pratiques d'abattage, des mesuses pour la manipulation et I'entreposage

ultérieurs (Jackson et al., 1997).

3.3. Les enjeux économiques et les moyens de surveillanois en place en

France

3.3.1. Les enjeux économiques

Du fait des nombreuses hospitalisations causéeSgdaronellde colt pour la collectivité
est important Il a été estimé que pour un cas beoseellose hospitalisé aux Etats-Unis, la
dépense est évaluée a 18 000 dollars (Trevejo, 2C4l3). Du fait de la place importante que
prend la salmonellose en santé publique, le systinseirveillance mis en place est justifié de
méme que les mesures de prévention et de contdteatl long des maillons de la chaine
alimentaire. Le ministere de I'agriculture et dé’che a eu pour objectif prioritaire de mener
un vaste programme d’action visant a ce que lesilled soient particulierement concernées

par la prévention de la contamination Satmonelladans les ceufs, et la viande de volaille.
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3.3.2. Les moyens de surveillance mis en place en France

En France, la surveillance des salmonelloses repmsge plusieurs systémes
complémentaires : le Centre National de RéférereeSaimonellaet Shigella (CNRSS),
Institut Pasteur, Paris qui recoit pour sérotypéege souches d&almonella isolées par
environ un tiers des laboratoires hospitaliers retép d’analyses et de biologie médicale
(LABM). L'analyse des tendances annuelles et mdlesyaégionales et départementales et
I'élaboration de seuils d’alerte permet de détedésr augmentations anormales du nombre de

souches pour un sérotype donné.

Les TIAC doivent étre obligatoirement déclarées direction Départementale des
Affaires Sanitaires et Sociales (DDASS) ou aux ises/vétérinaires départementaux (DSV),

qui sont chargés de leur investigation.

La surveillance vétérinaire, a laquelle particip@@0 laboratoires, qui transmettent des
souches isolées chez les animaux, dans des aliraedEns I'environnement. Ces souches
sont étudiées au Laboratoire Central d’'Hygiene Afitaire (Agence Francaise de Sécurité
des Aliments (AFSSA), Maisons-Alfort).

En France en 2000, 12 883 souche&dknonellad’origine humaine ont été enregistrées
au CNRSS. Parmi ces souches, les sérotypes Hifitergt Typhimurium représentent
respectivement 36% et 29% des isolements. Dep@8, 18 nombre d’'isolements humains de
tous les sérotypes dealéonella (Enteriditis, Typhimurium, Virchow, Hadar) a dinuié
(INVS BEH n°12/2001) .
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4. Campylobactespp. et campylobactériose humaine

4.1. Généralités

Campylobacterest la bactérie principale responsable des gadéoes aux Etats- Unis,
(Altekruseet al, 1999) , au Royaume-Uni (Anon, 2003), et danselkte du monde et en

particulier dans les pays développés (Bates., 2004 ; Charletet al, 2003).

Le genre Campylobactercomprend une douzaine d’espéces parmi lesqueltes sont
responsables de pathologies humain€sampylobacter jejuni Campylobacter coli et
Campylobacter fetugAinsi, lesCampylobactethermotolérants (T min=30°C, T opt = 42°C,
T max = 48°C) commeCampylobacter jejunisont responsables de toxi-infections

alimentaires chez ’lhomme (Allos B., 2001).

4.2. Bactériologie et taxonomie

Le genre Campylobacterdéfini en 1963 regroupe des bactéries a Gram négatifs,
microaérophiles, incurvées et leur mobilité en ferahe vrille est 'une des principales
caractéristiques pour leur reconnaissance. De p@lss possedent un flagelle unique et
polaire relativement étroit (0,2-0,5 um) et fontrtigade la branche des Protéobactéries
(Vandammeet al.,1991).

4.3. Habitat et réservoir

Les Campylobactersont des commensaux du tube digestif des mammiféet
eventuellement génitaux chez les bovins pour cetaiespéces d€ampylobacter fetus
responsables d'avortements) et des oiseaux. Lede glans I'environnement est limitée et ils

sont sensibles a I'air, a la sécheresse et a lawha

Les volailles constituent le réservoir majeur d@mpylobacterqui sont des hotes

réguliers du tube digestif et notamment des patégsinales tels que le caecum et l'iléum.
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Les rats et les oiseaux sont aussi impliqués piward@s vecteurs déampylobacte(Chuma
et al, 2000).

4.4. Transmission

Chez 'homme, la principale source des infectionS€ampylobacterest I'ingestion
d’aliments contaminés et en particulier celle desides crues ou peu cuites et principalement
la viande de volaille (Kapperuét al, 1993). Les viandes de volaille ainsi que la
consommation de produits avicoles, de viandes @tksmanque d’hygiéne dans les cuisines
sont souvent responsables de ces infections (Gdedi, et al, 2003 ; Mattick K.,et al,
2003). Au niveau de [l'abattoir, la dissémination de germe est fréquente et liee

essentiellement a des contaminations croisees lestoarcasses (Zrelli S., 2003).

Les sources vectrices @ampylobactesont donc diversifiées, bien que la viande de ilela

crue ainsi que le lait restent les principales seside contamination.

Chez l'animal, la transmission verticale semble psabable (Van de Giesse al,
1996) mais il existe de nombreuses voies horizestalinfection parCampylobacterdes
élevages de volailles comme la litiere souillés,riengeurs, les insectes (Bagtsal, 2004 ;
Templetonet al,2006), les oiseaux (Hanninen M.L., 2004), lesremix domestiques (Javid
M., Ahmed S., 2002), et la terre présente aux abdedces élevages (Rivoal K., 2000).

Bien que de nombreuses interrogations sur les méthade transmission de
Campylobacterau sein des élevages sont encore mal définiest @tial, 2003), il demeure
'hypothése que les matieres fécales de ces aninsum une source importante de
transmission d€ampylobacteet crée donc un risque supplémentaire pour laacaination

des carcasses.
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4.5. Symptdmes chez ’'homme

Chez I'homme, les infections intestinales sont mamnées de diarrhées banales,
liées a une contamination digestive qui sont retrées avecCampylobacterjejuni et
accessoirementoli. Les aliments en cause sont essentiellement ksdes de volailles
(jejuni) et accessoirement de porolf). Les Campylobactersont tres certainement l'un des
premiers, sinon le premier responsable des diasriidas le monde. Dans de rares cas
l'infection a C.jejuni peut provoquer un syndrome grave : le syndrome didaih-Barre
(Tamet al, 2003).

4.6. Diagnostic, traitement et prophylaxie

La recherche d€ampylobacterse fait par coproculture. Il n’existe pas de émaient
spécifigue mais pour les cas les plus séveresdisrhents utilisés sont des antibiotiques tels
gue I'érythromycine ou les fluoroquinolones afindiminuer la durée des symptémes.

Cependant, lors de la cuisson de la viande leetrant a la chaleur (60°C pendant 0,2-0,3

minutes) détruit aussi bien I8almonellague lesCampylobactefLake R., 2007).

4.7. Sensibilité aux antibiotiques

Campylobacter jejunet Campylobacter colsont sensibles a de nombreuses familles
d’antibiotiques. Cependant une résistance peutagmeise face aux macrolides, aminosides,
tétracyclines et quinolonekiigberget al, 2001)

4.8. Principaux caracteres biochimiques des Campylobaate

LesCampylobactepossedent une oxydase et n’utilisent aucun sucrgneosource de

carbone, réduisent les nitrates en nitrites et catalases négatives.
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5. La filiere avicole Réunionnaise

5.1. La filiere avicole réunionnaise dans I'industrie et’économie locale

En 2010, la Réunion compte 802 993 habitants ()nstegénére le pouvoir d’achat le

plus élevé de la zone océan indien. L'économieiotunaise est caractérisée par :
-un secteur primaire dominé par la culture de fmneaa sucre

-un secteur secondaire dont la principale valeouteg est issue de I'industrie agro-
alimentaire.

La filiere avicole représente un des fleurons ollistrie agroalimentaire avec plus de
30 000 tonnes de volailles produites en 2009. idlecouvre cependant que 27% du marché
des volailles brutes de I'lle et 13% du marché pexluits €laborés, ce qui démontre un

potentiel de croissance non négligeable.

La consommation moyenne de volaille par habitahtagsour de 40kg/hab/an. La
filiere doit faire face aux importations massives groduits importés congelés a un prix
inférieur a celui du marché local. Les colts deitabon sont aussi plus élevés sur I'lle avec
des économies d’échelles quasi inexistantes. Aiosr faire face a cette réalité économique
la filiére se différencie par la valorisation de ggoduits de qualité et par son savoir faire. La
filiere diversifie son offre en frais, en adéquatavec les godts culinaires des réunionnais. Le
poulet blanc est I'espéce la plus consommée. Lessaaspéeces (poulet jaune, cou nu noir,

dinde, canard, pintade, coq et lapin) sont consagsrpiis occasionnellement.

Le principal réseau de distribution est la GMS (8@%ovolume), puis le réseau CHR (11%),

les collectivités (8%) et enfin les importateureggistes.

5.2. L’'organisation de la filiere avicole

5.2.1. L'historique de la filiere avicole Réunionnaise

La filiere organisée est une industrie datant desas soixante. Ci-apres quelques périodes

clés dans I'’évoluton de la filiere avicole :
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-De 1960-1990

Avant 1960 la production de volailles a la Réunidine le visage de la traditionnelle
basse-cour, permettant aux habitants d’assurerng&me une partie de leur alimentation.
C’est ensuite en 1960 que des premiéres ébauchesopératives et de Sociétés d’'Intérét
Collectif Agricole (SICA) se créent (exemple : céagtive laitiere SICA-LAIT).

En 1962, la création de FERMEX par la famille Isautouvre la voie d'une
production moderne avec couvoir, batiment d’élevagesine d’aliments. Rapidement, un
petit nombre d’aviculteurs décide de s’unir au s#une premiére coopérative avicole, la
COOPEL.

En 1970, est créé le syndicat des producteurs pieslat entre 1972 et 1982 trois
nouvelles structures apparaissent : la Sociétéovide Bourbon (SAB) a la Possession, le
Couvoir Bourbon Reuni (CBR) du Tampon et le Couvale [I'Entre Deux.
En mai 1981, la Coopérative des Producteurs denkage la Réunion (CPLR) est créée avec
14 adhérents.

L’union réunionnaise des Coopératives Agricoles Q@ROPA), fournisseur d’aliment
pour bétaill de Iile, regroupant les savoirs fairde plusieurs coopératives
d’approvisionnement est créé en 1982 suivie en J284a création de la Ferme Avicole du
25°™Km (FA 25), société d’exploitation avicole qui pigt de la volaille ainsi que quelques

produits élaborés de volaille.

Alors que les activités de 'TURCOOPA deviennentefifves, la premiére retombée
économique de cette union est la baisse du pritalilment de 30%. Trés vite, la qualité de

I'aliment s’améliore et des éleveurs se lancent.

En octobre 1984, la Société Coopérative Agricole éeiculteurs de la Réunion
(SCAAR) est créée avec 18 Adhérents Fondateurbaltage des volailles produites par cette
coopérative se fait dans I'ancien abattoir bovirBdent-André, mais les conditions d’hygiene
insuffisantes vont entrainer une réflexion sur émstruction d’'un abattoir aux normes
européennes.

Il faut donc attendre 1986 pour avoir les prémidasie professionnalisation de la filiere

lapin avec la construction d’'un abattoir a Sairgrfel. En 1988, le Couvoir de 'Entre- Deux
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est repris par la filiale Sica Silo de 'URCOOPAoup créer SICA SILO Couvoir.
Sous I'impulsion de 'URCOOPA et de la SCAAR, unsdier est soumis aux collectivités
locales et a la Communauté Economique EuropéenBE)(Bour la mise en place un nouvel
abattoir d'une capacité de 4.000 tonnes. La baissprix du poussin est alors observée en

1989 avec l'intégration du couvoir de I'Entre DeaukUrcoopa.

-De 1990 a 1993

C’est en 1990 que la société Créte d’or Entremstecréée. Ainsi, entre 1991 et 1993
de nombreux changements s’opérent avec des fustaess transferts d’actifs simplifiant le
mouvement coopératif. En 1991, avec la construdmfiabattoir GRAND MATIN a Grand
llet a notamment pour ambition d’avoir un impacsitibdans le développement du cirque de
Salazie. Créte d’'Or Entreprise rachéte ensuitadéens de la FA 25 et augmente la capacité
d’abattage de l'usine (de 4.000 a 6.000 tonnesapar Sur linitiative de 'TURCOOPA, la

société d’accouvage Couvée d'Or est créee.

Le Syndicat Réunionnais des Eleveurs de VolailRES) est également créé. C'est
en juillet que débute le fonctionnement de I'albiat@réte d'Or Entreprise a 'Etang-Salé et
transfert des actifs SCAAR, FA 25 a Créte D’Or retseptembre I'absorption de SICA SILO
Couvoir par Couvée D’Or est effectuée. Au méme nmmiple groupement des éleveurs de

grand llet (GEGI) section volailles est créé.

En février 1993, est racheté par la SAB des ad&f<CBR (couvoir concurrent de Couveée
d’'Or) et de la SAT (élevage de reproducteur), efalable a leur absorption. En effet, en

septembre, c’est I'absorption de CBR par la SAB.

La filiere avicole, en pleine maturité, voit seff@ients maillons se spécialiser au cours de

deux grandes périodes.

De 1994 a 1998, la filiere va encore se développaccroitre ses volumes de fagcon continue,

pour répondre a des objectifs de satisfaction giaéine des besoins du marche.

-De 1994 a 2006

En avril 1994, création de I'’Association Reéuniorseailnterprofessionnelle de la
Volaille (ARIV) et en janvier 1995 la SAB est abkée par Couvée dOr.
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Les activités de I'abattoir de Créte d’Or Entreprssagrandissent en 1998 et ses activités se
diversifient avec la création d’'une charcuterieusttielle de 1.000 m2 et un doublement des

capacités de froid négatif.

En aolt 1999, la SCA OVOCOOP est créée afin deaigaloles ceufs des producteurs
en vue de leur transformation ovo produiite deuxieme période, ou, aprés un recul de la
production (entre 98 et 99), la filiere s’inscriars une politique qualitative et de

spécialisation effective de ses maillons.

En septembre 2001, I'abattoir de Grand Matin davlanSociété d’exploitation de
Grand Matin Abattoir (SEGMA) et les abattoirs deterd’Or Entreprise et de la SEGMA se
rapprochent.

Deux mois apres, la société AVICOM est créée paumraercialiser les produits des deux

abattoirs.

En janvier 2002, c’est le début de la commerciibsacommune des deux abattoirs et
le transfert de I'équipe commerciale de Créte dEdhtreprise et SEGMA a AVICOM.
Le GEGI devient le Groupement des Eleveurs de Wfedatle 'Est (GEVE).

En juillet 2004 la commercialisation des ovoprogffabriqués chez OVOCOOP) est
confiée & AVICOM.

En 2005 on assiste a I'intégration des éleveurs du SRE¥emu de la SCAAR et un

an apres en 2006, la SCAAR devient Avi-pole Réunion

L’industrie avicole Réunionnaise moderne ne s'@stcddéveloppée que depuis une
vingtaine d’année. La plupart des exploitationssg&icialisée dans la production de poulets
de chair, d’autres dans la production d’'ceufs, ndgsitres exploitations sont réservées a
I'élevage d’especes multiples couplant le porcaevdlaille dans des batiments proches les

uns des autres.

Trois types de béatiments existent : le type « Galor» (Figure 12) généralement
constitué d’extracteurs d’air dynamique positiontedéralement ainsi que par des volets de
ventilation, le type « Louisiane » (Figure 13) gs@ant a lui constitué par des grillages de

chaque co6té latéraux ainsi que par des extractéairs ainsi que le type « Péi » (Figure 14 et
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Figure 15) ou la veilation y est plutét naturelle et le batiment g&eément créé sur la ba
d’anciens séchoirs a tabac.

Figure 10 : Batiment de type «Colorado » (I.Henry, 2008) Figure 11: Batiment de type« Louisiane » (I.Henry, 2008)

Figure 13 : Batiment de type «Péi», vue d’extérieur Figure 12: Batiment de type < Péi », vue d’intérieur
(I.Henry, 2008) (I.Henry, 2008)

5.2.2. En amont: la statiord’accouvage Couvée d’Or et la coopérative -pdle
Réunion

La SAS Couvée d'Or est une entreprise d’accouvageraentiére employant ul
guarantaine de personnes. Les reproducteurs s@attiés a 1 jour de chez Hubbard (si
social situé a Quintin danes Cétes d’Armoi; ces derniers sont ensuite élevés dans les
d’élevages pendant 20 semaines puis transféréteswites de reproduction. Les ceuf
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couver (OAC) sont collectés chaque jour et incubé@ss deux couvoirs de capacité
équivalente (400 000 OAC).

Chaque année 12 millions d’OAC sont produits, 70 &@0 000 reproducteurs sont importés
et 8.5 millions de poussins sont commercialisé®o 38s poussins vendus sur I'lle sont
commercialisés par Couvée d’'Or. Les 2 % restantipnment soit d’OAC soit de poussins

issus de métropole. La croissance du marché larsgsager une progression constante pour

les 10 prochaines années.

L’organigramme de la filiere avicole est schématis&pres (Figure 16).

Couvée
d’or

3

AVIPOLE

|

v i !

OVOCOOP ‘ Créte d'or ‘ SEGMA

GMS
Collectiwités
CHE

Diivers

Figure 14 : Organigramme de la filiere avicole

5.2.3. En aval : l'abattoir et les ateliers de transfolioraCréte d’Or Entreprise
5.2.3.1. Abattage réalisé en 2009 par Créte d’Or Entrepes&egma

Le Tableau 5 ci-apres résume les caractéristigaasrgles des abattages réalisés par Créte
d’Or entreprise et par Segma en 2009. Segma abbahthge les espéces secondaires que les
poulets blancs.
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Tableau 5 : Abattage réalisé par Créte d’Or et Segman 2009, en fonctions des espéces (données persbes)

Créte d'Or Segma
Espece Nombre Volume (kg) mcF:;(laisvif AgsaltTt];;sn Espece Nombre Volume (kg) mg;)tleisvif Agsazzgs "
abattus ka) (fours) abattus ) (jours)
Poulet 757 Blanc 5 649 450 9955 115 1,762 45,2 Poulet 757 Blanc 87 612 158 494 1,809 46,2
Poulet Jaune 19 334 37182 1,923 59,5 Poulet Jaune 287 311 560 132 1,950 59,8
Dinde Male+Femelle 110 017 829 651 7,541 87,5 Dinde Male+Femelle 6 20 3,333 78,0
Dinde Fermiére 1236 5034 4,073 152,9 Dinde Fermiére / / / /
Pintade / / / / Pintade 120 367 232 919 1,935 82,7
Canard Barbarie / / / / Canard Barbarie 36 813 170 280 4,626 89,1
Canette Barbarie 5936 13 701 2,308 60,6 Canette Barbarie 22 244 54 497 2,450 61,1
CNN 30 51 1,700 72,3 CNN 111 449 260 770 2,340 88,0
Coq 8 35 4,375 97,0 Coq 22 694 85 059 3,748 94,1
Poule Pondeuse Spor / / / / Poule Pondeuse Spor 287 256 548 422 1,909 3315
Baby Dinde 778 2140 2,751 50,4 Baby Dinde 19 641 56 156 2,859 51,4
Poularde 1528 4536 2,969 131,8 Poularde / / / /
Chapon 4573 20 486 4,480 157,8 Chapon 144 637 4,424 148,0
Oie 1727 9230 5,345 162,0 Oie / / / /
Cimendef 370 1050 2,838 112,0 Cimendef 53 793 133712 2,486 109,0
Poules/Cog Couvée 62 210 141 629 2,277 334,3
Total Créte d'Or 5794987 [10878 211 [otal SEGMA 1111 540 2 402 727 / /

5.2.3.2. Marché de la volaille de 2005 a 2009

Le marché de la volaille de 2005 a 2009 a la R#uast résumé dans le Tableau 6 ci apres.

Tableau 6 : Le marché de la volaille Réunionnais de0®5 a 2009 (données personnelles)

Marché de la volaille a la 2005 2006 2007 2008 2009
Réunion en kg (%)

AVICOM 6999217 7011609,5 7386136 7260264  7436384,8
(Hors charcuterie et préparatior (27) (26,7) (27,6) (26,6) 8(25,4)
Importation 13923249 14790855 14720857 15273858 16892589
(Hors préparation) (54) (56,3) (55) (55,9) (57,6)
Filiére inorganisée

(Approche par les 4960276,3 4480393,2 4641241,88 4796773,46 4981797,1
OAC et poussins) 2 (19) 3(17) (17,4) (17,6) 7(17)
Total 25882 74z 26 282 858 26 748 235 27 330895 29310771

En 2009, la filiere inorganisée représentait 17% p#et du marché, Avicom

représentait 25% et I'importation 58%.
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5.2.3.3. Volume de vente par type de produits toutes espémef®ndues d

2006 a 2009

Le Tableau tésume les principales caracttiques de volume de vente par type de proc

et par espéces.

Tableau 7: Volume de vente par type de produits et par espes de 2009 a 2009 (données personne

Volume de vente par type 2006 2007 200¢ 2009
de produit (kg)

Congelé 1987 555,8¢ 2095579,8¢ 21892821 207475191
Frais 6 329 818,9¢ 6632562,9: 6416902,7 6 458478,86
Charcuterie 1 233 42¢ 1373 66! 1 386 47. 1380 101
Découpe 2 359 261 2 402 55( 2 273 66! 2 287 484
Entier 4116 21C 4 293 37t 4 280 73 4248 737

La Figure 15schématise la répartition des volumes en foncties especes pour I'ann

2009.

baby dinde

cimendef

canette barbarie poulet cou nu noir
0,3% i 1,4%  pintade
2,0% .
chapon canard barbarie
poulerepro 2.0%
0,1% .

0,1% poule pondeuse
2,5%

dinde fermiére lapin

0,0%

poularde
0,0%

pouletblanc
75,9%

Figure 15: Répartition des volumes par especes en 2009 (d@&&s personnelle:
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Epidémiologie analytique de Salmonella subsp. enterica et de

Campylobacter spp. dansles élevages de poulets de chair a la Réunion.

I nvestigation des sour ces infectieuses de Salmonella subsp. enterica dela

production a la transformation.

Figure 16 : Coq (I.Henry, 2007)
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I ntroduction

Salmonellafait partie des agents zoonotiques majeurs donnhddrise répond a des
objectifs de santé publique. La salmonellose egiréamiere zoonose d’origine alimentaire
faisant I'objet d’'une approche communautaire irdégguant a sa surveillance harmonisée et
sa maitrise dans les filieres avicoles et porciAese titre, la Salmonellose est une zoonose
emblématique. Du fait de 'augmentation des échsuggere les pays de I'Europe, la France
grand producteur de denrées alimentaires d'origimienale doit faire face a la concurrence.
Celle-ci est d’autant plus importante a la Réurgan elle doit faire face, en plus aux fortes
importations de produits avicoles congelés en pramee de métropole. Dans ce contexte de
libres échanges économiques, les questions d'aldreanté publique prennent toute leur
importance et constituent des arguments scienéifiquajeurs pour certains pays en tant que
mesure de sauvegarde. Les salmonelles sont ae centes préoccupations. En France, dans
la filiere avicole, un programme de lutte a été s place afin de diminuer le nombre

d’infections chez les humains.

L’aviculture moderne occupe une place de choix dansoduction animale : le cycle de
production est relativement court, le produit eshe en protéines et le prix de vente reste
abordable pour un consommateur moyen. Malgré legrammes de prophylaxie sanitaire et
médicale mis en place par la coopérative d’élevelarsprésence de salmonelles et de
campylobacters constitue une menace pour les conatenrs et un frein pour le
développement de la filiere avec le reflet d’'uneuwase image. L’organisation et la
hiérarchisation de la production représentent y@dunité non négligeable en matiére de
gestion puisqu’il est désormais possible d’'agiraemont de la filiere pour en diminuer les

contaminations en aval.

L’amélioration de la qualité des produits finauxstigés a la consommation humaine ne
peut se faire que si la maitrise du systeme glaealproduction, de «la fourche a la
fourchette », est assurée. Pour ce faire, une bomai&ise doit avoir lieu aux différents
maillons, depuis les élevages reproducteurs, lesairs, les élevages de poulets de chair en

passant par les points d’abattage et les point®chenercialisation.
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En I'absence de connaissances sur le sujet dammé&Océan Indien, il nous a semplé
important de définir dans un contexte insulair@ital, les traits épidémiologiques majeurs|de
Salmonella,et de Campylobacterau niveau élevage, qui permettent a ces bactéees

diffuser dans l'intégralité de la filiere.

La filiere avicole a la Réunion et notamment I'élge de poulets de chair, reste un
modele en terme d’organisation et de professiosmai Elle constitue une source importante
de revenus sur I'lle et assure le maintien d’'un Im@mconséquent d’emplois. Mais pour
survivre dans un tel marché international, touraés\la concurrence, les élevages locaux se
doivent de garantir lI'innocuité de leurs produitsus peine d’étre « dévorés » par les

importations de la métropole.

Ainsi, face a cette augmentation, Créte d’Or Emisep unité d’abattage et de
transformation, se trouve dans la nécessité denifodr ses consommateurs des produits
irréprochables sur un plan sanitaire, c'est-a-digpourvus de la présence de bactéries
entéropathogeneSalmonellaest Campylobacterresponsables de toxi-infections alimentaires.
Au-dela des qualités sanitaires, I'enjeu économidgiéentreprise et donc de I'avenir de ses

employes, en dépendent.

A la Réunion, aucune étude épidémiologique préciaecté conduite afin de mener
une lutte efficace pour diminuer la prévalenceSdémonellaau sein des élevages de poulets
de chair. Le développement de telles études s’agjmurd’hui nécessaire afin de mettre en
exergue les facteurs majeurs d’infection et deamoimation des volailles, pour protéger ainsi

I'intérét de tous, a la fois de la filiere, desv&ars et des consommateurs.

L’objectif général est d’améliorer la qualité saim¢ des poulets de chair sur I'lle de(la

Réunion par une meilleure maitrise des risques.

Les objectifs spécifiques, consistent a : (i) identles risques majeurs d’infection au
niveau des élevages par les germes entéropathog&adsmonella et Campylobactd(ri)
évaluer la contamination et la diversité des sésdaSalmonellgorésents a I'abattoir et (iii)
identifier l'origine des sources infectieuses 8&almonellaet estimer limpact sur le

consommateur.
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Cette étude a permis d’identifier les risques nrajeliinfection et de contamination
aux différents maillons de la filiére et ainsi dmsolider les mesures de maitrise au niveau de

ces points critiques.

Nous avons donc évalué les taux de prévalencelomselles et de campylobacters
circulant en élevages de poulets de chair afinai® fun état des lieux a la Réunion. En
paralléle, I'identification des facteurs de risqlimtroduction et d’infection paBalmonellaet
de Campylobactedans les élevages avicoles est apparue fondamedal en assurer une

meilleure maitrise des risques.

Dans un second temps, il nous semblait importamstoher le potentiel de
contamination paBalmonellaa I'abattoir et souligner I'impact sur la santéligue avec un
focus tout particulier sUsalmonellalyphimurium.

Une premiere partie du travail a consisté a medtreévidence et a quantifier les
facteurs de risque d’introduction et de contamoratieSalmonellaet deCampylobactedans
les élevages de poulets de chair.

La deuxieme partie de I'étude est centrée surdagaminations d&almonellatout au

long du «process» d’abattage.

Enfin, la troisieme partie s’est attardée a dénmurisr diversité des sources infectieuses de
Salmonellaet son impact potentiel sur la santé publique.
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1. Epidémiologie analytique deSalmonella entericasubsp. enterica et de
Campylobactespp. dans les élevages de poulets de chair

1.1. En production primaire a I'étape élevage

Salmonellaet de Campylobactercontaminent frequemment les élevages de poulets de
chair comme en témoignent les nombreuses étudeSameéntravers le monde dans les pays
développés ainsi que dans les pays en voie de appahent (Carraminangt al, 1997;
Boonmaret al, 1998; Crillyet al, 2001; Cardinaleet al, 2004b; Arsenaulet al, 2007;
Capitaet al, 2007;).

Dans la zone Océan Indien, quelques rares invéstigasurSalmonellachez la volaille
ont été menées en Afrique du Sud (Mare et al., 2080 Nierop et al., 2005), a I'lle Maurice

(Khoodoo et al., 2002), mais aucune investigatiawait eu pour terrain d’étude la Réunion.

Les systemes de production moderne sont semblablesux développés en France
métropolitaine. L’aviculture moderne réunionnaisessdéveloppée il y a une soixantaine
d’années. Le premier élevage avicole a la Réunate des années 50. Cependant, le systéme
de production ne peut pas étre comparé avec cella thétropole et des pays européens. Le
climat tropical, le contexte socio-économique dturel sont autant de parametres spécifiques

qui influencent le développement de la producties dblailles locales.

Les volailles sont élevées de facon industriellerpa filiere organisée, représentant une part

de 25% du marché de la volaille.
Il existe trois grands types de structure de batitme

-le type « Louisiane » avec une ventilation statigaturelle et/ou dynamique avec une entrée

d’air des deux coOtés ;

-le type « Colorado » dont la particularité estniiée d’air via un c6té du batiment et

I'extraction de 'autre ;

-le type « Péi », généralement construit sur legldtions d’anciens séchoirs a tabac ou a
partir d’agglos en béton. Pour ce type de struclargentilation est essentiellement naturelle

avec la rare présence de ventilateurs pour cerdéensre eux.
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Pour I'aliment, les matiéres premiéres sont immatéssentiellement d’Argentine, de
France métropolitaine et de I'lle Maurice et soméwete transformées par les usines locales,
chez Urcoopa et Proval- Sanders. L'aliment poumilek est principalement constitué de
mais, de soja, de son de blé et de son de rizaharg alimentaire s’étalent du V12 pour
'aliment naissance de démarrage jusqu’au V33 fialiment retrait, administré a partir du
40°™ jour d’élevage. Entre les jours 20 et 40 de crsiss, 'aliment croissance (V22) ainsi

que l'aliment finition (V32) est administré.

En élevage, le matériel pour lalimentation est poseé d'assiettes avec chaines
automatiques, ou des trémies a chaine manuelle atfomatique. Le matériel pour I'ab est
composé de pipettes ou d’abreuvoirs ; les pipsties cependant le mode majoritaire dans les

élevages.

La litiere est constituée principalement de copedeikois deCryptomeriacultivé sur

I'lle. Quelques élevages utilisent également daawés pour la litiere.

Les poussins d’un jour proviennent du couvoir o#%38: la production est vendue sur
I'lle. Le reste provient soit d'ceufs a couver (OAGHit de poussins en provenance de
meétropole. Chaque année 12 millions d’'OAC sont pitsdet 70 000 a 80 000 reproducteurs

sont importés a un jour de chez Hubbard (siegaksitué a Quintin, Cétes d’Armor).

L’épidémiologie deSalmonellaa été étudiée dans de nombreux pays, de méme que
I'étude des facteurs de risque d’introductiorS@émonelladans les élevages avicoles mais ce
type d’étude reste rare dans les pays tropicausefault et al., 2007; Cardinale et al., 2004a;
Huneau-Salaln et al., 2009; Marin et al., 2009; aAtaret al., 2009; S. Le Bouquin, 2010).

L'unité d’observation est la bande (en élevage)eolot (de carcasses). Celle-ci est déclarée
infectée vis-a-vis d&almonellaet deCampylobactersi au moins un prélévement de fientes
s’avere positif. Cette variable est dichotomiqu#ectée ou non infectée. Toutes les variables
sont catégoriques. Le nombre de catégories paablarest limité de facon a ce que chaque
catégorie représente au moins 10% de la totalibéiteE les relations bilatérales entre les
variables seront vérifiees (Khi2). Pour les relasiobilatérales montrant une association
statistique forte et une plausibilité biologiqueuke une variable (la plus importante) sera
conservée. Par exemple, la variable "chaussuresfigpés” peut étre associée avec la
variable "tenue spécifique" et seule la variabntie spécifique" doit étre conservée pour la

suite des analyses.
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Une procédure en deux étapes a été utilisée paalueyvlassociation entre les
variables explicatives et le statut “infection pgdalmonelld de la bande. La régression
logistique sera utilisée selon la méthode décrde lHosmer and Lemeshow (2000). En
premier lieu, une analyse univariée sera realisag pettre en évidence linfection par
Salmonellaavec chacune des variables explicatives. Seulfaétsurs associés (Pearsgh
test, p<0.25) avec l'infection p&almonellaseront inclus dans le modele pour une analyse
multivariée. La deuxieme étape sera donc une réigresogistique multiple. La contribution
de chaque facteur sera testée via la méthode dummaxde vraisemblance par une étape pas
a pas. Dans le méme temps, les modéles les plygesirseront comparés au modéle complet
par le critere d’Akaike (Akaike, 1974). Cette prduée sera poursuivie automatiguement
jusqu’a obtenir un modéle ne regroupant que leedias majeurs significatifs a p<0.10. Les
odds ratios seront convertis en risques relatilsnsla méthode proposée par Beaudeau et
Fourichon (1998).

Selon Toma et al., (1996) le facteur de risqued&dini comme « tout facteur associé a
laugmentation de la probabilité d’apparition ou d&veloppement d’'un phénomene
pathologique ». Cependant, une association stpiestne signifie pas obligatoirement une
relation causale entre le facteur et la maladies aateurs font part de trois conditions

logiques afin de parler de facteurs de risque :
- I'antériorité du facteur sur I'effet ;

- la force de l'association entre le facteur effée: la relation causale est d’autant plus

probable que I'association est forte ;

- 'absence de tiers facteurs perturbant I'intetqién et le facteur mesuré, connu sous le nom

de facteurs de confusions.

Aucune étude épidémiologique portant sur les best@ntéro-pathogenes en question
n'ayant été menée, nous avons donc décidé dansremigr temps de déterminer la
prévalence de&almonellaet deCampylobacterdans les élevages de poulets de chair puis
d’identifier les risques majeurs d’infection gaalmonellaet Campylobactedans ces mémes

élevages.

L’évaluation de linfection des volailles p&almonellaet de Campylobactera ainsi été

réalisée dans 65 élevages de poulets de chair I'ptude surSalmonellaet dans 50 élevages
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pour I'étude portant suCampylobacter Cependant, du fait des conditions météorologiques
non favorables a la circulation routiére, tellese da présence de fortes pluies en saison
cyclonique, 5 élevages ont été exclus de l'anatis@révalence et de facteurs de risque de
transmission d&almonellaétant donné que les 3 visites prévues par expita’ont pu étre

menées dans leur intégralité.

Les résultats de cette étude ont fait l'objet deuxdegublications soumises dans
« Epidemiology and Infection »po@almonellaet dans « Preventive Veterinary Medicine »

pour Campylobacter

Un poster a également été présenté lors de I'lB&r(lational Symposium Salmonella and
Salmonellosis) organisé a St Malo du 28 au 3020ih0.

Henry 1., Reichardt J.F., Lalande F., Chemaly M., Grdinale E. 2010. Epidemiological
analysis ofSalmonella entericaubspentericafrom chicken broiler flocks in Reunion Island
(Indian Ocean). In 13S Proceedings, St Malo, 2§4892010. 281-282.

1.1.1. Résumé et conclusions de la publication 1 : préxaest facteurs de risque de
transmission d&almonellaentericasubsp.entericadans les élevages de poulets
de chair a la Réunion.

L'objectif de ce travail était d’évaluer I'assocéa@t des pratigues d’élevages et de
biosécurité avec l'infection paBalmonellades lots de poulets de chair a la Réunion. 65
élevages ont fait I'objet de I'étude de mai 200@waier 2009. Des échantillons de fientes ont
été collectés et un questionnaire a été soumiekaweurs. 22% des lots sont contaminés par
Salmonellaen fin de période d’élevage avec pour sérovarsurajeentifies S. Virchow, S

Blockley, S Livingstone eS Typhimurium.

Cing facteurs associés a un risque d’infection§smonellaont été identifiés : la proximité
des champs de canne a sucre (OR=7.92 ; [1.10 5]90l€ statut positif efsalmonelladu lot

précédent (OR=6.89; [1.30; 36.45]), I'age desnhémts de volailles (OR=5.36; [1.20;
29.52]) et I'administration d’antibiotiques chezs lpoussins d’'un jour (OR=4.90; [1.10;
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30.95]). En revanche, un facteur protecteur a étérthiné, I'efficacité des opérations de
nettoyage et de désinfection du batiment et desdabodiminue » le risque d’infection par
SalmonellgdOR=0.05 ; [0.01 ; 0.79]).

Cette partie de l'étude a permis de mettre eneénd les facteurs de risque majeurs
d’introduction deSalmonelladans les élevages de poulets de chair a la Réudentains des
facteurs de risque avaient déja été démontrés dampsécédentes études menées en Europe,
aux Etats Unis et également en Afrigue mais cestgiaverent étre spécifiques aux conditions

locales comme la proximité des champs de cannera auvec les batiments d’élevages.

1.1.2. Publication 1 : Prevalence and risk factor for #preading ofSalmonella
entericasubspentericainfection in broiler chickens flocks in Reunioralisd
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Prevalence and risk factos for the spreading ofSalmonella enteric subsp.
entericainfection in broiler chickens flocks in Reunion Ishnd

Figure 17: Batiment d’élevage de poulets de chair (I.Henry2008
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Prevalence and risk factor for the spreadin§ainonella entericaubspentericainfection

in broiler chickens flocks in Reunion Island
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Abstract

An epidemiological study was conducted to estintlageprevalence ddalmonellainfections
and to assess the association of managerial practigeneral hygiene anSalmonella
infection in Reunionese broiler flocks. Sixty basilfarms were investigated from May 2007
to February 2009. Samples of fresh droppings weléeated and a questionnaire was
submitted to the farmers. 22% of the flocks werkeated by Salmonella mainly with
Virchow, Blockley, Livingstone and Typhimurium sgers. Proximity to sugar cane fields
(OR=7.92; [1.10; 90.05])salmonellastatus of the previous flock (OR=6.89; [1.30;36)45]
age of poultry houses (OR=5.36; [1.20;29.52]) adohiaistration of antibiotic drugs to one
day-old chicks (OR=4.90; [1.10;30.95]) increasect thisk of Salmonella infection.
Nevertheless, the use of thorough cleaning andfdistion procedures (OR=0.05; [0.01;0.79)

decreased the risk.

Keywords :Salmonellarisk factors, prevalence, broiler flocks, Reunisiand

Introduction

Salmonellas a Gram negative bacterium in the Enterobactea@d¢amily. The infection with
Salmonellaserovars has been a public health concern for maays. Non typhoidal
Salmonellaenterica is recognized as one of the most comnamteba that infects animals
and may be transmitted to humans via contaminated. fFood-borneSalmonellacauses
diarrheal illness all around the world (1). Eacharyean estimated 1.4 million cases of
salmonellosis occur among humans in the UnitedeStéR). The incubation period of
salmonellosis in humans ranges from 6 to 48 houads @dinical symptoms include fever,
nausea, headache and abdominal pain. In pou@monelladoes not cause discernible
illness usually; therefore, infected animals maytra@smittingSalmonellathrough the food
production chain and pose a threat to the consu8amonellaare found throughout the
world and have been isolated from a variety of veittd domestic mammals, birds, reptiles
and their environment (3, 4). Furthermore, as lasghe environment is suitab®almonella

will continue to multiply (5).
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There are currently 2579 serovarsSaiimonella(6); only a small number of these have been
associated with human infection. Thus, m&ajmonellaserotypes common in food animals
do not figure to any significant extent in humafeation (7).SalmonellaTyphimurium is one

of the most common serovars isolated from humansnals and food in Europe and the
United States (8, 9). In Franc®almonellaentericasubspentericaserovar Typhimurium,§
Typhimurium),S Enteritidis, and 1,4,[5],12:i:- were those most frequently isothbe 2008

in humans with 46%, 19% and 4 % of clinical isefatrespectively (personal communication

- Pasteur Institute, France).

Reunion is a French island in the south-west Indd@ean, between Madagascar (700 km)
and Mauritius (300 km). Reunion Island has a trapicimate, and possesses immense
biological diversity. It is also a European temtavith modern infrastructures and services
for professional activities. Pig and poultry protio is one of the main activities in Reunion
Island. So, meat and poultry products have to lpdddd from contamination to avoid public

health risks to consumers and economic problemRéamnion’s poultry companies.

The first commercial chicken farm in Reunion Islamds constructed 60 years ago and the
main slaughterhouse was built in the 1990s. Thédtrydoouses are open on one or both sides
with artificial or dynamic ventilation. Various kils of poultry houses exist but most of all are
industrial with dynamic ventilation (called “Cola@@’ or “Louisiane”) and some others are
locally made (called “pei” built from old reconved tobacco drying sheds). The basic
feeding stuffs are imported from Argentina, Franaed Mauritius. Parents belong to the
Hubbard strain and they are imported from contialeRtance. The most commonly used
materials for litter are wood shavings. Each ye2rniillion hatching eggs are produced,
around 75 000 breeders are imported and 8.5 mitllunks are sold on the island. Ninety
eight % of chicks are produced locally and the o&#é came from hatching eggs or from
day-old chicks from continental France. Typicataiaations are against Newcastle disease

and Gumboro disease.

Although some Salmonellosis impact on human hdwdthalready been identified in Reunion
Island (10), the acute human salmonellosis preealeemains unclear. In Reunion Island,
except some hygienic controls carried out in farbys veterinary services, no animal
epidemiological study has been undertaken yet. Rlesiess, poultry producers consider
Salmonellato be a major problem for broiler production. hdustrialized countries, broiler

farms have often been identified as a primary kewtpfor contamination oSalmonellaof
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retail poultry products (11, 12). So, measuresdorelasesalmonellainclude Salmonellafree
feed and water, effective cleaning and disinfegtiapplying all-in all-out procedures,
appropriate biosecurity measures as control ofnmsd@ 3, 15).

Thus, our objectives were (i) to ass&amonellaprevalence in broiler chicken flocks in
Reunion Island and to detect predominant seroy@r$o identify risk factors foiSalmonella

infection associated with presenceSaiimonella entericaubsp enterica.

Material and methods
Sample collection

The study was carried out from May 2007 to Febri099 and involved 65 broiler farms
randomly selected among 110 poultry farms (figuye Reunion’s poultry meat industry
produced around 10000 tons in 2009, which repredgesmh average of 5 800 000 birds with a
typical weight per chicken of 1.762kg. Broilersreeslaughtered at around 45 days old. The
industry aims to increase production by 3% per .y&ar reach this objective, the whole
poultry production industry has improved its effiecy in procedures and costs. At the
present time, chicken meat production is locallpstoned (66% local production and 33%
imported frozen from France). Contamination of kbit with Salmonellais a public health
and an economic problem particularly because theniRe island population consumes a lot
of chicken (more than 35 kg/cap/yr) and also e@@94d chicken sausages.

For our statistical analysis, only 60 broiler farmere considered (figure 1) because among
our selection, 2 farmers refused to participatinéostudy and because of cyclonic conditions,
3 more had been excluded. Only one poultry housesttadied in each farm. The address of
broiler farms and the day of placing chicks wereegi by the poultry industry. The aim of

study was explained to the farmers before any.visit

Data collection

Each farm was visited three times. The first wigiis made before slaughtering at 43 days old

to define the previous flock’'Salmonellastatus. The second visit was made just 48 hours

before the placement of chicks to assess the @fiigi of cleaning and disinfection

procedures. The third visit occurred at the endeafing period of the study flock between

day 43 and day 45 days. Data were collected froquestionnaire administered to each
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farmer addressing poultry house characteristicg,alié chicks placing, management of dead
birds, control of rodents and other domestic arsmahtering practices, farm staff, cleaning
and disinfection. This questionnaire was alwaysvstibd by the same person and it was pre-
tested in a preliminary study. The final questiarmavas closed-ended questions. Only the

manager was interviewed.

At the first and the third visits, 4 pooled sampbédive fresh droppings were collected and
we also used one sterile pairs of gauze socks liSrdia Forét-Fouesnant, France) inside the
poultry house. The socks consisted of an elastiordube pulled over the investigator’'s over
boots .This number of samples should detect arctidieflock with a within flock prevalence
>5% with P<0.05, given that the sensitivity of teet is 100% (16). At the second visit, only
1 pair of gauze socks was used on the floor inpingdtry house. Fresh droppings and the
soiled pair of socks were placed in a sterile pdstg using a sterile glove and transported to

the laboratory within 4—6 h after sampling.

Isolation procedure and identification

The samples were analysed individuaBalmonellastrains were isolated by standard culture
method according to the norm ISO 6579. &dlmonellasolates were serotyped according to
the Kauffmann-White scheme (17) and using slideluiggtion test with Salmonella
polyvalent O and H antisera according to the Diagjnd?asteur, Paris, France.

Statistical analysis

The flock was the unit of observation. A flock wagected byS. entericasubsp entericaif at
least one of the samples (among the 4 pools ol fdesppings and the pair of gauze socks)
from the poultry house collected at the end of ingaperiod tested positive. Thus, the

outcome variable was dichotomous (infected versusinfected).

All variables were categorical with a number ofeggtries per variable limited Each category
exhibited a frequency >10%. All bivariate relatibms between explanatory variables were
checked x2). For bilateral relationships evidencing strongtistical association and

biological plausibility, the one most related te thutcome variable was chosen. For example,

the variable “specific shoes” was strongly assedatith the variable “specific clothes” and
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only “specific shoes” has been kept for furtherlgsia because it was the more related to

Salmonellastatus.

Statistical procedure

To assess the relationship between explanatorpblas andSalmonellastatus of the flock,
two stage procedures were used. In the first steyivariable analysis was performed to
relateSalmonellainfection of the flock to each variable. Theseiatalles were selected from a
preliminary step aimed at lowering the chance oftaming results affected by
multicollinearity in the dataset (18). Factors a$asi®d (Pearsory2 test, P<0.25) with
Salmonellainfection of the flock were entered into a full d@ on R software for
multivariable analysis (table2). The second steguohed a multiple logistic regression.
Logistic regression was used according to the noetlescribed by Hosmer and Lemeshow
(2000). Contribution of each factor to the modebweasted with a likelihood-ratig® through

a stepwise procedure (backward and forward).Go@dokft of the final model was assessed
using Pearsorny2, Deviance and the Hosmer—Lemeshow tests (1%ractions were not

tested (because of the small sample size).

Results
Prevalence

In our study, 13 (22%) out of 60 chicken broilexcks were infected bgalmonellaenterica
subsp.entericaat the end of the rearing period. The main sesigEntified weres. Virchow
(38%), thenS Blockley andS Livingstone (15%) ands Typhimurium,S Hadar andS

Senftenberg (8%). Salmonellainfection of the flock was associated with tBalmonella

status of the previous flock and to thalmonellastatus of day-old chicks (Table 2).

Risk Factors

The risk of broiler flock infection wittSalmonellawas increased when sugar canes fields
were close to the poultry house (OR=7.92; [1.1;9]),0when the previous flock was also
infected bySalmonella(OR=6.89; [1.3;36.45]), when the poultry house wéder than 15
years (OR=5.36; [1.2;29.52]), when antibiotic drugere administrated to day-old chicks
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(OR=4.9; [1.1;30.95]). Nevertheless, the risk fdalmonellainfection decreased when
sanitary measures such as cleaning and disinfegionedures were applied efficiently
(OR=0.05; [0.01;0.79)(table 3).

Discussion

This is the first time that a longitudinal epidetogical survey has been undertaken in the
Indian Ocean area. This study was conducted upenreéhuest of the poultry industry.
Nevertheless, in tropical countrie§almonella serotypes in poultry have also been
investigated in Malaysia (20), in Japan (21), ididn(22), and in Taiwan (23). In Reunion
Island, only one outbreak &almonellaWeltevreden was investigated in 2008 after a chse

food poisoning, but reservoirs remained unknowr).(10

The willingness of farmers to cooperate duringlitespan of the flock might well have led to
a selection bias. But, both the data collectiom (he questionnaire ar@hlmonellasampling)
and the 21-month duration of this study, which wagied out by only one trained person,
could have helped to improve the accuracy of tlsilte Nevertheless, the proportion of
Salmonellainfected flocks should be interpreted with cautiantually, even if our poultry

farms were randomly selected, the sensitivity efritethod was not clearly known.

In our study, 22% of the broiler flocks were infstttwith Salmonellaat the end of the rearing
period. This result is in conforms with 23.7% prewnee generally observed in European
Union (24). Nevertheless prevalence Sdlmonellaspp. in broiler flocks is higher than in
continental France. In developed countries, thergtemce ofSalmonellain broiler flocks
varies from country to country: 8.6% * 1.5% in Fgan(Personal communication from
Pasteur Institute, France); 4.87% in the centrglore of the kingdom of Saudi Arabia,
(25),10,7% in United Kingdom (26), 3% in Lithuariy) and 34.7% in western Japan (28).

In Reunion Island, the most preval&almonellaserovars among broilers wesd/irchow, S.
Blockley, S Livingstone,S. Typhimurium andS. WeltevredenSalmonellaVirchow has also
been frequently identified in poultry in the Netla@ds (29), in Spain (30), in Israél (31), in
Northern India (32) and Korea (33almonellaWeltevreden was also identified in Thailand
(34) and Vietnam (355. Blockley was first described in the USA in 195®lavas also found

in Europe around the same time. Prevalenc® Bfockley was reported in Europe as early as
1976 but most reports published stated the serewearged in the early 1990s. In tropical
countries SalmonellaBlockley was also identified in Asia (36) wherenids associated with

poultry house environment (from floor litter, walldrinking water, waste water, dust, and
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soil). In MalaysiaS. Blockley appears to be widely spread throughbatdountry (37). The
prevalence of this serotype in broiler flocks wasilar to our results. In Malaysigs.
Blockley was also one of the four most common sar®isolated in broilers (37). In Reunion
Island, it may be possible that the emergence oBISckley could be associated with
imported poultry products from South East Asia (38)r SalmonellaLivingstone, the
prevalence of 15% is in accordance with a surveygiethout in the central region of Saudi
Arabia (25).

Five main risk factors foBalmonellainfection of the flock at the end of the rearingripd
were identified from our study. Most of them haweeb reported in the literature (39) but
some are related to the specific conditions of Rwurnsland as the proximity of poultry
houses with sugar cane fields. The first risk faadentified was the presence of sugar cane
fields next to poultry houses. As demonstrated BeMurg and Kijlstra (2007), rodents are
often implicated in the infection of poultry. Indeeodents have been recognized as a vehicle
for Salmonella(4, 33). In Reunion Island, rodents are a real |prabbecause most of the
territory is covered with sugarcane fields, whicbvpde a natural habitat for rodents, and are

usually very close to poultry farms (40, 41).

The Salmonellastatus of the previous flock was the second miak factor identified. The
presence of resider@almonellainside poultry houses contributed to infectiontioé next
flock. This observation is in agreement with thesaiptive findings of Namata (42) and
confirmed the results of Baggesen et al. (43) wépnrted theSalmonellacontamination of
the previous flock to be a major risk factor foe tfollowing one. As Lahellec et al. (44)
indicated, if a broiler flock is infected by enterica, the bacteria can persist if the cleganin
and disinfection procedures are not adequate (Bfjortant is whether the type of houses

allows for satisfactory cleaning (Angen et al., 69

The third risk identified was the age of the paultiouse, particularly when the building is
more than 15 years old. This observation could dreetated with the presence of porous
walls built with concrete, particularly in poulttyouses built from old reconverted tobacco
drying sheds. This structure could contribute t® persistence dbalmonellabecause these

walls are difficult to clean and because crevicesld constitute recesses full of faeces
contributing to development of bacteria. This factmwuld be linked to the inadequate

cleaning and disinfection procedures of poultry desuand their surroundings, possibly
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leading to the persistence $almonellain the house environment, as already demonstrated

previously in other studies (13, 45).

The fourth factor was the administration of antilWodrugs to one day-old chicks.
Prophylactic use of antibiotic drugs against strasd mortality during the first day of life
might reduce the number of colonized and shed bact@6). And because of less

competition,Salmonellamay find an easy way to colonize broiler’s intess.

Thorough cleaning and disinfection of poultry hoase surroundings decreased the risk for a
flock to beSalmonellanfected. Cleaning is an essential stage for theoxal of organic and
inorganic debris from a surface which might suppoitro-organisms and provide insulation

that reduces the efficiency

of disinfecting procedures (43). In Reunion islatids stage is not always respected and is
particularly difficult in the poultry houses thaeve built with old materials. Alternatively, the
contamination of the flock could be external (egntamination of the surroundings during
the removal of the birds and manure) and that ig fahmers should pay attention at a good
maintenance of surroundings. As Lahellec and Céfis) showed, when cleaning and
disinfection was carried out ineffectively, carryen of infection was the predominant risk

factor in broiler production.

The results of this study indicate that poultryaipotential vector foGalmonellain Reunion
Island. Five risk factors foalmonellacontamination of the flock were identified. Sonfe o
them have been described in the literature butetivegre some very specific to Reunion
island. Information about major risk factors totbekled is necessary to formulate effective
preventive and control strategies and this couldelaehed by collaboration between poultry
companies, microbiologists and epidemiologists. rédwer, this study has provided a lot of
information to controlSalmonella infectionin chicken broiler flocks in Réunion and

recommendations for farmers.
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Figure 1: Reunion Island with the location of 60@ikar farms (may 2007 to February 2009)

Table 1: Definition of explanatory variables inchatin analysis oBalmonellacontamination
and percentage of flocks for each level of thealdes (60 flocks: may 2007- February
2009).)

Definition of variables Level Percentage (%)
Slaughtering season Summer 17.0

Autumn 13.5

Winter 39.0

Spring 30.5
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Number of broilers into <7700 47.5

poultry house >7 700 505
Access to the farm Fence around the farm 42.4
No fence 57.6

Poultry Houses

- Names of poultry housés  “Louisiane” and “Colorado” 81.3
“Péi” 18.7
- Other poultry houses within Yes 47.4
a
>00m No 52.6
- Cemented access around the{es 542
housé
No 45.8
o Static 30.5
- Type of ventilation
Dynamic 69.5
. . =1 25.4
- Number of broiler houses in
the farm =2 74.6
- Age of Poultry hous& <15yrs 57.6
>15yrs 42.4
- Sugar cane fields nearby ~ Y€S 1.2
No 28.8
- Number of silos =1 23.7
>2 76.3
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- Equipment lending Yes
No

-unloading area nearBy Yes
No

- Changing room divided into Yes

two areas (dirty and clean

No
areas)
- Working washbasin in the Yes
changing room (water, soap

No
and towel)
Conditions of chick placing
- bird density at day 1 <18
(chicks/m2y* > 18

- :ilr;tlblotlc treatment at day Yes

No
Yes
- Control of one day old
: No
chicks
Dead bird storage Frozen

Not Frozen

Control of Rodents (bait§)  Yes
No

Presence of litter-beetles in  Yes

the poultry house No

15.2

84.8

27.1

72.9

41.0

59.0

42.4

57.6

62.7

37.3

59.3

40.67

18.6

81.4

89.8

10.2

96.0

4.0

69.5

30.5



Non commercial or Yes 17.0

ornamental poultry on the

No
farm
Presence of feral birds in the Yes 24.0
poultry house No 76.0
Other animals in the farm Yes 56.0
(sheep, cattle, dogs, cats) No 44.0
Feeding and watering
practices
- Origin of drinking-water  Public 84.7
Other (well, bore-hole) 15.3
- Treatment of water ves 89.8
No 10.2
Drinkers 83.0
- Type of drinkers
Others (pan...) 17.0
- Poultry feeders Automatic 86.4
Manual 13.6
- Poultry feeder cleaness Yes 69.5
No 30.5
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Manure Disposal In the farm

Outside from the farm

Flock characteristics

- Antibiotic treatment Yes
during rearing
No
Farm Staff
- Family poultry house staff ves
No
Yes
- Specific clothes
No
Yes
- ific sh
Specific shoes No
Litter Yes
- Humid litter No
Yes
- Litter addition during the
No
rearing time
Yes
- Use of disinfectant at one
No

day old
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8.5

91.5

59.3

40.7

52.5

47.5

59.0

41.0

76.0

24.0

42.4

57.6

47.4

52.6

33.8

66.2



Use of disinfectant during

the rearing period

Cleaning and Disinfection

Cleaning and Disinfection of

Cleaning surroundings

Use of detergent for

cleaning

Disinfection (including
water system under high
pressure)

2" Disinfection

poultry house surroundings

Silo fumigation

Yes

No

Yes

No

Yes

No

Yes

No

Yes

No

Yes

No

Yes

No

45.8

54.2

52.6

47.4

35.6

64.4

27.1

72.9

88.1

11.9

94

83

17

a : Variable retained after univariate analysrstfe logistic model
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Table 2:Salmonellainfection of poultry flocks at the end of the regr period according t&almonellainfection of the previous flock and

according the post disinfection procedures (60kipdlay 2007 — February 2009, Reunion island)

Salmonella infection at the end of the rearing period (number of flocks)

Salmonella Serotype S.Agona S.Arizonae S.Blockley S.Hadar S.Livingstone OMC S.Saint  S.Senftenberg S.Typhimurium S.Virchow S .Weltevreden Négatif
infection HMC LW Paul
S. Agona 1
S. Arizonae
S .Blockley 1 1
S .Hadar 2
S .Livingstone 1 1
S .Montevideo
Previous flock OMC HMC LW 1
S .Saint Paul 1
S .Senftenberg 1
S . Typhimurium 1 1
S. Virchow 3
S .Weltewreden
Négatif 1 1 1 2 2 2 3 50
Total 0 1 2 1 3 0 1 1 3 5 3 61
S. Agona
S. Arizonae
S .Blockley
S .Hadar 1

S .Livingstone
Post disinfection S -Montevideo
after cleaning and OMC HMC LW
disinfection S .Saint Paul
S .Senftenberg

S . Typhimurium 1

S. Virchow 4

S .Weltewreden

Négatif 1 2 1 3 1 1 1 3 1 3 55
Total 0 1 2 1 3 1 1 1 3 5 3 61

The empty cells mean no poultry flocks infectedSaymonella



Table 3: Final logistic regression model for rigictors forSalmonellainfection of broiler
flocks in Reunion Island (60 flocks: may 2007, Retry 2009).

Variables Study flocks S+ (%) Logistic regression modé&l

OR 90% CI (ORY
Proximity of sugar
cane fields
Yes (<500m) 26.2 7.92 1.10 — 90.05
No (>500m) 11.8 1 -

Salmonella status of
previous flock

S+ 53.3 6.89 1.30 — 36.45
S- 114 1 -

Age of poultry house

>15 years 32 5.36 12 —29.52
<15 years 14.7 1 -

Use of antibiotic
drugs at day one

Yes 31.4 4.90 1.10 -30.95
No 8.3 1 -

Cleaning and

disinfection of

poultry house and
close surroundings

Yes 19.6 0.05 0.001-0.79

No 66.6 1 -

#Salmonellanfected flocks at the end of the rearing period
®Intercept = -2.711, Null deviance = 62.23, AIC=53.Klodel df =5 P<0.001)
¢ Salmonellastatus &+: Salmonellanfected;S: Salmonelldree)

40OR significant also at P<0.05 (likelihood-ratid test)
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INTRODUCTION

Poultry production is one of the main
activities in Reunion Island. So meat and
poultry products have to be shielded from
contamination to avoid public health risks
to consumers and financial problems for
the poultry company. Reunion’s poultry
meat industry produced around 10 tons in
2009, which represented an average of
5800 000 birds with a typical weight per
1.762kg.
slaughtered at around 45 days old. At the

chicken of Broilers were
present time, chicken is locally consumed
(66% local production and 33% imported

frozen).

Contamination of chicken witBalmonella
is a public health and an economic problem
Island

particularly because Reunion

population consumes a lot of chicken

(more than 40 kg per person per year) and
also eats 100% chicken sausages.

Although, some Salmonellosis impact on
human health has already been identified
in Reunion Island, the acute salmonellosis

prevalence remains unclear.

Thus, our objectives were (i) to define
Salmonellgprevalence in broiler flocks and
(i) to define specific practices associated

with presence ofalmonella.

METHODS AND MATERIALS

The study was carried out from May 2007
to February 2009 and involved 60 broiler
farms randomly selected among those
affiliated with Production Company in

Reunion Island. Only one poultry house

was studied in each farm. The location and
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the day of placing chicks were given by the

poultry company.

A total of 720 samples were collected:

litter, faeces, swabs on wall and
equipment, changing room, surroundings
and beetles. Each chicken farm was visited
three times. The first visit was made before
slaughtering at 43 days old to define the
previous flock’'s Salmonella status. The
second visit was made just 48 hours before
the settle of chicks to assess the efficiency
of cleaning and disinfection procedures.
The third visit occurred at the end of
rearing period of the study. Data were
collected from a guestionnaire
administered to each farmer concerning
poultry house characteristics, practices and
treatment on day-old chicks, management
of dead birds, control of rodents and other
domestic animals, watering practices, farm

staff.

The flock was the unit of observation. A
flock was infected byS. entericasubsp.

enterica ifat least one pooled sample taken
from the poultry house collected at the end
of rearing period tested positive. Thus, the
variable dichotomous

outcome was

(infected versus non-infected).
Statistical procedure

To

explanatory variables andSalmonella

assess the relationship between

status of the flock, two stage procedures

-107-

were used. Factors associated (Peayon
test, P<0.25) with salmonella infection of
the flock were input a full model on R
software for multivariable analysis. The
second step included a logistic multiple
regression model (1). Contribution of each
factor to the model was tested with a
likelihood-ratio y2 through a stepwise

procedure.

RESULTS

In our study, 22% of chicken broiler flocks
were infected bysalmonellaat the end of
the rearing period (Table 1). The main
serovar identified was. Virchow (38%),
then S
Livingstone (15%) an&. Typhimurium,S.
Hadar andS. Senftenberg (8%). The major
risk factors are described in Table 1.

DISCUSSION

In our study, 22% of the broiler flocks
were infected wittSalmonella.This result

is in conforms with 23.7% prevalence
generally observed in European Union.
Prevalence ofSalmonellaspp. in broiler
flocks is higher than in continental France.
In developed countries, the prevalence of
Salmonellain broiler flocks varies from
country to country: 8.6% + 1.5% in France
(Personal communication); most of risk

factors identified in this study have been



reported in the literature (2) but some are

specific and related to conditions in

Reunion Island.

The first risk factor identified was the
presence of sugar cane and plant fields
next to poultry houses. Rodents are a
legitimate problem because most of the
territory is covered with sugarcane fields,
natural habitats of rodents that can be very
close to poultry farms (3). Rodents have
been recognized as a vehicleSa#imonella
and are often implicated in the infection of

poultry (4).

The Salmonellastatus of the previous flock

identified is in agreement with the
descriptive findings of Namata (5). The
age of the poultry house (> 15 years old,
often built with tobacconist drier) was
often correlated with presence of porous
walls that could contribute to the
persistence ofSalmonella because these

walls are difficult to clean and because
crevices could constitute recesses full of
faeces contributing to development of
bacteria. The administration of antibiotic
drugs to one day-old chicks often used as
prophylactic drugs against stress and
mortality during the first day of life might

reduce the number of colonized and shed

bacteria (6).
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The results of this study indicate that
poultry is a potential vector f@almonella

in Reunion Island.
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TABLES AND FIGURES

Table 1: Prevalence &almonellaisolated

at the end of the rearing period

Logistic
regression

Variables model
OR 90% CI

Proximity of production tc

sugar cane and banana 7,92 1.1, 90.05
Salmonella status (

previous flock 6,89 1.3, 36.45
Age of poultry house (mor 1.2,

than 15 years) 5,36 29.52

Use of antibiotics at Dayl 4,9 1.1, 30,95
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Epidémiologie analytique

1.1.3. Résumé et conclusion de la publication 2 : préwaeet facteurs de risque
d’introduction deCampylobacteispp. dans les élevages de poulets de chair a la

Réunion

L’étude portant sur la prévalence et l'identificatides facteurs de risque d’infection
de Campylobactedans les élevages de poulets de chair a étééealis mai 2007 a février
2009 dans 50 élevages. L'objectif de ce travailit éti® déterminer la prévalence de
Campylobacterdans les productions de poulets de chair et deidéfs pratiques a risque
associées a l'infection p&ampylobacterPendant les visites, des échantillons de fieoites
été prélevés. La détection @ampylobacterdans les prélevements a été réalisée selon la
norme ISO 10272. L'identification est basée sumlarphologie des colonies par examen
microscopique et par des tests biochimiques. Ldirooation génétique a été réalisée par
PCR multiplex. La prévalence deampylobacterest de 54% avec pour espéce majeure :
Campylobactercoli (30%). Campylobacteijejuni a été détecté dans 17% des isolats et les
infections mixtesCampylobacter coli Campylobacter jejunieprésentaient 7% des isolats.

Le risque d’infection paCampylobactermaugmente lorsqu’il y a plus de 2 batiments
d’élevage sur I'exploitation (OR=11.20; [1.05;.0@]), lorsqu’il N’y a pas de détergents
utilisés pour le nettoyage (OR=13.1; [2.10 ; 7®.3Bn revanche, le risque diminue lorsque
les exploitations sont séparées d’'une distancerigupé a 500m (OR=0.27 ; [0.10 ; 0.80]), et
lorsque I'éleveur pulvérise un désinfectant surgeslets au cours de la période d’élevage
(OR=0.15;[0.10; 0.75]).

La prévalence détectée dans les lots de pouleisfégeure a celle reportée en France
en 2007 (80.2%). A I'opposé d’autres étud€ampylobacter colest davantage détectée que
Campylobacter jejuninais la faible prévalence des especes mixtesnemi@juation avec des
études menées précédemment. Le non usage de bprategues de nettoyage et de
désinfection dont I'absence de [utilisation d'urétergent augmente le risque majeur
d’infection parCampylobacterEn effet, les mauvaises pratiques d’hygiéne awvaiéja été

identifiées comme pratique a risque.

1.1.4. Publication 2: Prevalence and Risk factorsGampylobactespp. in chicken
broiler flocks on Reunion Island (Indian Ocean).
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Prevalence and Risk factors foilCampylobactespp. in chicken broiler
flocks on Reunion Island (Indian Ocear

Figure 18 : Poulets de chair (I.Henry, 2008)
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Abstract

Our objectives were to determir@ampylobacterprevalence in broiler chicken flocks in
Reunion Island and to define specific practiceo@ased with presence @ampylobacter
spp Infection in Reunionese broiler flocks. Fifty bmmilflocks were studied in Reunion Island
from May 2007 to February 2009. A questionnaire s@smitted to the farmers and samples
of fresh droppings were collected to assess thek’BoCampylobacterstatus. Fifty four
percent of the flocks were infected @ampylobacterspp 30 % were infected witlc. coli
and 17% with C. jejuni; only 7% were infected byttbgpecies at the same time. Several
poultry houses in the farm (OR=11.2 [1.05-92]) alehning without any detergent (OR=13.1
[2.1-78.3]) increased the risk of Campylobactereation. A distance higher than 500m
between broiler farms (OR=0.27 [0.1-0.8]) and uBdisinfectant during the rearing period
decreased this risk of infection (OR=0.15 [0.1-)).75
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Introduction

Thermophilic Campylobacterspecies are recognized as being the most commateriah
cause of gastroenteritis in the world. It is predantly C. Jejuni andC. Coli which cause
acute bacterial food-borne gastroenteritis (World ealtin Organisation:

www.who.int/mediacentre/factshept8loore et al., 2005). As an exampl@ampylobacter

remains a leading cause of acute bacterial esténitihe USA, with an estimated 2.4 million
cases annually (Mead et al., 1998ampylobacteis an emerging public health problem for
both developed and developing countries (Prasal.et2001) but campylobacteriosis
incidence remains unknown in Reunion Island. Thestmimnportant post infectious
manifestation is Guillain-Barré syndrome (Smith93p Generally, the most severe cases are
induced byC. jejuni and Guillain-Barré syndrome occurrs iner 000C. jejuni infections
(Leonard et al., 2004) but the risk of severe itéecdevelopping may be 40 times higher for
subjects who are HIV positive (Sorvillo et al., 199In 2007 a total of 200 507 confirmed
cases of Campylobacteriosis were reported from @bEean countries corresponding to an
incidence of 45.2 cases per 100 000 inhabitantmap@bacteriosis also has a significant
economic impact when taking into account loss ofkivmg hours and health care costs
(Roberts et al., 2003).

Poultry is regarded as one of the most importasgrirs forCampylobacteland represents

a very important vehicle for the transmissionG#mpylobacteto humans by contaminated
food, particularly through the consumption of ramuadercooked products (Humphrey et al.,
2007). As various studies have sho@ampylobactehas infected broiler chickens in poultry
farms (Stern et al., 2001) and in retail storesa(Zht al., 2001); but this bacteria has also been
isolated from domestic animals, including cattleine and sheep (Diker et al., 2000).

Poultry become contaminated @ampylobactespp. particularly through faeces, foodstuffs,
litter and also aerosol (JacobsReitsma, 1997)stint& colonization in broiler chicks is rarely
detected before the age of 7 days. Once coloncedks remain asymptomatic carriers until
they reach slaughter age. Nevertheless, the epadtegyi of Campylobacterin broiler
production is still, not fully understood (Humpiiret al., 2007) and the importance of
vertical transmission from parents to their offagriis unclear (Callicott et al., 2006).
Horizontal transmission is, at this time, believede responsible for flock colonization (Bull
et al., 2006).
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Reunion Island has been producing industrial pputir 60 years and is one of the main
industries on the island. Poultry status is paldidy important because it is the most eaten
meat in the island and in the Indian Ocean and usecd00% chicken sausages (meat and

skin) are often prepared.

Thus, our objectives were to determ{ampylobacteprevalence in broiler chicken flocks in
Reunion Island and to define specific practice®aased withCampylobactespp infection

in Reunionese broiler flocks;

Materials and methods
Study sample

Our study was undertaken from May 2007 to Febr@@89 and involved 50 broiler chickens
flocks in Reunion Island (Indian Ocean) randomlgsdm. Only one broiler flock was studied
on each farm. The location and the day of placihggks were provided by the poultry
industry. The aim of the study was explained toftimmers by phone. In our selection, only 2
farmers refused to participate in the study anabse of climatic cyclonic conditions, 3 more

poultry farms were excluded from the study.

The first industrial chicken farm on Reunion Islands created 60 years ago and the main
slaughter house was built in the 1990’s. The pypuibuses are open sided with artificial or
dynamic ventilation. Various kind of poultry housedst but most are industrial “Colorado”
or “Louisiane” types along with some locally madeukes called “pei” built from old
tobacconist drying shedShe basic foodstuffs are imported from Argentikaance, and
Mauritius. Parents belong to the Hubbard strain #rey are imported from continental
France. Each year 12 million hatching eggs are ymed, around 75 000 breeders are
imported and 8.5 million chicks are sold on thensl.,98% of chicks are locally produced
and the remaining 2% come from hatching eggs anfday old chicks from continental
France. The typical prophylactics consist of vaatons against Newcastle and Gumboro
diseases.

Data collection
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Each chicken farm was visited once at the end efrdaring period. The visit was done
between 43 and 45 days of age (before slaughtetmglefine the flock’sCampylobacter

status.

Twenty pooled samples of five fresh droppings wieken to assess ti@ampylobactestatus

of the flock. The droppings were taken accordingatsystematic walking pattern in the
poultry house (Refregier-Petton et al., 2001). Fré®ppings were placed in a sterile plastic
bag using a sterile glove and transported to ther&tory within 4-énh after sampling.

Data were collected from a questionnaire submibeelach farmer concerning poultry house
characteristics, practices and treatment of dayebldks, management of dead birds, control
of rodents and other domestic animals, wateringctmes, farm staff, cleaning and

disinfection. This questionnaire was always suladitby the same person and it was pre-
tested in a preliminary study. The questionnaimesied of closed-ended questions. Only the

manager was interviewed.

Isolation procedure and identification

In all our analysesCampylobacterculture was carried out in a micro-aerophilic aspizere
(7% 02, 10% CO2, 83% N2) at a temperature of 4Z&nr(pygen, Oxoid).

The protocol used is based on (Denis et al., 2084mples were added to 90 ml of Preston
broth (Oxoid, france) with preston antibiotic sugaplent and incubated for 24h. Streaking on
Virion plates and on Karmali plates (Karmali et. 2886) was performed after 24h of

enrichment steps. After 48h of incubation on adates, suspected colonies were isolated on

blood agar plates for purification (Merck).

DNA extraction and polymerase chain reaction (PCR)

Identification of every isolate was confirmed by ®@sing SYBR Green Jumpstart (Sigma)
with specific primers: Col 2 and Col 3 for Campydater coli. For Campylobacter jejuni,
mapl and map?2 were used (Denis et al., 2001).
Each PCR tube contained SYBR green (ADD MIX) (12mu>l), primer (1<mu>| for each)
and H20 (8<mu>l). DNA amplification was carried anta thermocycler Biorad using an
initial denaturation step at 94°C for 2 min follavby 35 cycles. Cycling conditions were as
follows: denaturation 95°C for 15 s, annealing 58€C1min; extension 72°C for 1 min.

-115-



Statistical analysis

The flock was the unit of observation; it was cdesed infected bampylobactewhen one
or more samples taken at the end of the rearingpgevas positive. Thus our outcome

variable was dichotomous (infected versus non teféc

All variables were categorical with a number of eggiries per variable limited. All
frequencies of categories were > 10%. Statisticallysis for the association between the
independent variables was performed by using tiztekt

To assess the association between explanatoryblegiandCampylobacterstatus of the
flock, two stage procedures was used. The firgd stansisted of performing a univariate
analysis to test the association betwdemmpylobacterinfection and each independent
variable. Variables associated (Peargdrest, P<0.25) witlCampylobacteinfection of the
flock were entered into a full model (R softwardibrary MASS) for multivariate analysis
(table 1). This second step included a logistic tivaliate regression model. Logistic
regression was used based on the method descyb@gtbbmer and Lemeshow, 2000). 90%
ClI of the OR estimates were used. Contributionaahefactor to the model was tested with a
likelihood-ratio 2 through a stepwise procedure. Goodness-of-fithef final model was
assessed using PearganDeviance and the Hosmer—Lemeshow tests. Interectivere not

tested (because of the small sample size).

Results

54 % [41% - 67%] of the 50 flocks were tested pesitor Campylobacteiat the end of the
rearing period (Table 2); 30% [18% - 42%] were atéel withCampylobactercoli and 17%
[7% - 27%] with C. jejuni; only 7% [1% - 13%] werefected by both species at the same

time.

The risk of broiler flock infection wittCampylobacter(Table 3)was increased when there
were more than 2 poultry houses in the farm (OR211lwhen cleaning was done without
using detergent (OR=13.1). Nevertheless, the riskroiler infection with Campylobacter
decreased when the distance from other poultrydamas more than 500 meters (0.27) and

when disinfectant was used during the rearing pgi@R=0.15).
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Discussion

The required willingness of farmers to cooperatanguthe lifespan of the flock might have

led to a selection bias. The use of questionndoesollection of baseline data could also
introduce bias, but most questions were objectiveé elosed. For subjective questions, a
detailed description for each of the categories wesvided. Moreover, data collection

exclusively by two trained workers throughout theds’s duration should have contributed to
the precision of the results. For these reasores,ptioportion ofCampylobacterinfected

flocks should be interpreted with caution.

In our study we used conventional bacteriologicahdard (AFNOR, 1996) and real time
PCR detection which is one of the more sensitivcesgpecific method (Denis et al., 2001).

We recoveredCampylobactefrom 54% of the flocks. The value obtained is cetgsit with
previous data (Humphrey et al., 1993; Nielsen ¢tl&97; Atanassova et al., 1998). Range of
detection in the European member states were bet@eand 100% for detection in the
intestines (EFSA 2010). Nevertheless, prevalencerailer chicken flocks was lower than
results reported in France in 2007 (80.2%) (EFSA20In recent studies throughout the
European UnionCampylobacterwere detected in 71.2% of the intestines of theildar
slaughter group and on 77% of the carcasses. liuttmation is available from tropical
countries or islands but our results were consiskgin those from Nigeria (Adekeye et al.,
1989) or from Senegal (Cardinale et al., 2004) whimermophilic Campylobacter were
isolated from 52.7% and 63% of the broiler floc&spectively.

In contrast with other studies (Reich et al., 20R8dirkiene et al., 2008f.coli was more
prevalent tharC. jejuni in broiler flocks (30% versus 17%). C. ici generally found in
swine (Altekruse, 1998); but even if some farmerfeunion island reared broilers and pigs
in the same time, no statistical association waghlighted by our statistical analysis.
However, this finding should be compared to Camipgtder isolated from humans in
Reunion Island; but this information is still nataglable as well as from the other countries in
Indian Ocean. Nevertheledswer rates (8%) of flocks infected with bo@ampylobacter
species have been reported in previous studies @Web et al., 2008). In contrast with Jose
et al. (2010) in Europe, no clear seasonal peagaofpylobacteriosis has been detected in

Reunion Island as elsewhere in the tropics (ARG¥)1).
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Two variables related to hygienic practices weggni§icant in our model. Moreover, the
confidence limits on the OR estimates were quitgdagiven the small sample size, therefore
some caution is needed in interpreting these iesulsing a detergent for cleaning was
associated with a decreased risk for a flock tcChenpylobacteiinfected. Cleaning is an
essential stage for the removal of organic andgawoic debris from a surface which might
support micro-organisms and provide insulation tiealuces the efficiency of disinfecting
procedures. But, some poultry producers in Reumstaemd did not perform any thorough
cleaning and had the impression of maintaininglsteonditions simply because disinfectants
were used, when only a sanitized condition couldableieved at best. When cleaning and
disinfection was carried out ineffectively, carryen of infection was the predominant risk
factor in broiler production (Lahellec and Colir98b).

The use of disinfectant during the rearing perioakvassociated with a decreased risk of
contamination byCampylobacterin the broiler house. Disinfection of the drinkimgter is
particularly important because surface water iswknao be a potential reservoir for
Campylobacter(Kapperud et al., 1993; Altekruse et al., 1994gAlet al., 2007) and many
farmers also used well water in Reunion island,ciwhs also considered as a means of
Campylobactercolonization (Pearson et al., 1993; Morris andihed95; Lind et al., 1996)
have already confirmed mai@§ampylobacteinfections resulting from water ingestion. This
disinfection procedure must be applied thoroughytropical countries such as Reunion
Island because the conditions (high temperatur€ 38ferage) are ideal f@ampylobacter
maintenance and multiplication This risk factor wedien underestimated due to the presence

of viable non culturable or stressed forms of thetéria as Newell et al. (2001) explained.

We showed thaCampylobacteinfection was increased on farms with more thdordler
houses as described in other studies (Refregi¢oPet al., 2001). Several houses on the
same site probably led to an increased risiCampylobacterintroduction into the houses
from the environment. As Jacobs-Reitsma has exgdai€ampylobacteris generally
transmitted to broilers horizontally from the emviment; Studer et al., (1999) confirmed
68% of the ground samples near houses were cordagediroyCampylobacter Wild birds
and traditional poultry might contaminate the surmding soil (Genigeorgis et al., 1986).
Rodents in particular are known to Gampylobactewvehicles (Annanh-Prah and Janc, 1988)
and because most of Reunion Island is covered suigiar cane fields that are natural habitats
of rodents, rats are regularly found nearby. MegylB®G, (2006) have shown that rodents
may be carriers a€ampylobacteand transfer this pathogen to animal stocks orligyrpe
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number of bacteria in the farm environment. Anotingothesis for Campylobacter spread is
that

insects, such as flies can act as vectors andntrar@ampylobacter into broiler houses
(Hansson et al., 2010).

Distance (more than 500m) between poultry houses agaociated with a decreased risk of
Campylobacterinfection. This information highlighted the roléat could be played by
insects, wild birds and rodents. Airborne transioissmay also play a role in spreading
Campylobacter (Bull et al., 2006; Waldenstrom et al., 2007). &s example, Rosef and
Kapperud, (1983) isolate@ampylobactefrom more than 50% of a total of 146 houseflies
captured in the surroundings of a poultry productiarm. Bull et al. (2006) argued that
transmission oCampylobactewia the air may be also important for spreadirgy dhganism
between broiler flocks, a€ampylobacterwas detected in the air exiting broiler sheds.
Chinivasagam et al., (2009) explained that airbatispersal might be a possible means of
transmission from one house to adjacent houseseciedly when the soiled litter is taken out
and the floor brushed mechanically.

This investigation put emphasis on the importaniceeducing Campylobacteiinfection in
broilers in order to reduce contamination of thecasses, which in turn would lessen the
infection risk to consumers. Actually, digestiventants are likely to contef@ampylobacter
which could spread to other carcasses during «pseteg (Arsenault et al., 2007). The
presence ofCampylobacterin poultry could be reduced by good hygiene andbhandry
practices, but even if some risk factors have didaeen described in the literature many
practices are specific to the conditions in Reunigland. It is now necessary to inform
farmers of the measures to be taken urgently tdg&ampylobacteefficiently.
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Table 1: Definition of explanatory variables inchtd in analysis of Campylobacter

contamination and percentage of flocks for eackllet/the variables (50 flocks)

Definition of variables Level Percentage (%)
Slaughtering seasén Summer 15

Autumn 17

Winter 33

Spring 35
Access to the farrh Fence around the farm 56

No fence 44

Poultry Houses

- Concrete floof Yes 56

No 44
- Other poultry houses withiryes 48

a

500m No 52
- Cemented access around t%s 56
house

No 44
- Type of ventilatior?

Static 36

Dynamic 64
- Number of broiler houses in

=1 25
the farm®

>2 75
- Age of Poultry house

<15 yrs 50

>15 yrs 50
- Sugar cane fields nearby ~ y

Yes 68
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- Number of silos =1
>2

- Equipment lending Yes
No

- Changing room divided into
two areas (dirty and cleag}es

areas)
No

- Working washbasin in the
changing room (water, soap
and towel) Yes

No

Conditions of chick placing

- bird density at day 118

(chicks/m2y* - 18

- antibiotic treatment at daX(es

1
No

- Control of one day old chicks
Yes

No

Management of dead birds  Kept in the farm

Eliminated

Dead bird storage Frozen

Not Frozen

Control of Rodents (baits) Yes

No
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32

23

77

15

85

37

63

40

60

62

38

64

36

20

80

93

87

13

89

11



Presence of litter-beetles in thées

poultry house No

Non commercial or ornamentates

poultry on the farm No

Presence of feral birds in thgées

poultry house No

Other animals in the farnYes

(sheep, cattle, dogs, cats) No

Feeding and watering practices

Origin of drinking-watet  Public

Private (well, bore-hole)

Treatment of water Yes
No
Type of drinkers Drinkers

Others (pan...)
Drinker maintenande Frequent

No frequent

Poultry feeders Automatic
Manual
Poultry feederFrequent

maintenanceé No frequent

Manure Disposdl In the farm

Outside from the farm
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65

35

21

79

29

71

52

48

85

91

79

55

45

85

15

71

29

10

90



Flock characteristics

- Antibiotic treatment durin¢Yes

rearing NoO

Farm Staff

Specific poultry house staﬂYeS

Specific clothes

No
Yes
- Specific shoe$
No
Yes
- Cleanness of clothes and
No
shoes
. Yes
Litter
No
- Humid litter?
) . ) Yes
- Litter addition during the
rearing time® No
Disinfection Yes

- Use of disinfectant at oneNO
day old®

- Use of disinfectant during thg gg

rearing period
No

Yes

No

Cleaning and Disinfection
- Empty period < 15 days  Yes

No

10

90

35

65

52

48

73

27

61

39

43

57

48

52

39

61

48

52

50

50
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- Cleaning indoors Yes 93

No 7
- Use of detergent foiYes 66
cleaning® NG 34
- Disinfection (including
Yes 77
water system)
- 2" Disinfection No 33
Yes 89
- Cleaning and DisinfectiorNO 11
of poultry house
surrounding$
Yes 48
No 52
- Silo fumigation
Yes 66
No 34

a : Variable retained after univariate analysistfarlogistic model

Table 2: Percentage of flocks contaminated Wi#mpylobactespp. at the end of the rearing
period (50 flocks, Reunion Island, 2009)

Campylobacter Status and relative species % okgloc
C. jejuni only 17
C. coli only 30
C. jejuni and C. coli 7
Negative 46
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Table 3: Final logistic regression model for rigikctiors forCampylobacteicontamination of

broiler flocks in Reunion Island (50 flocks)

Variables

% of Campylobactef OR® 90% CI?(OR)
+ flocks®

Number of poultry
houses in the same

farm

—1 22 1

%2 88 11.2 1.05-92
Other Poultry farms

<500 m 58 1 0.1-0.8
$500 m 42 0.27

Use of detergent for

cleaning

ves 58 1

No

42 13.1 21-78.3

Use of disinfectant
during the rearing

period

Yes

No 44 0.15 0.1-0.75
66

a : Intercept = 3.29 model deviance = 66.2, AIC7-15model df. = 4 (p<0.001)
b : Campylobacter contaminated flocks at the entt@fearing period
c: Odds Ratio

d: Confidence Interval
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Epidémiologie analytique

1.2. Discussion de la premiere partie

Bien que la production de volailles soit identicale modéle métropolitain et a plus
grande échelle au modeéle européen, la filiere éviB&unionnaise tend a se développer sur
une démarche productiviste tout en s’adaptant aegte climatique, socio-économique et

culturel des Réunionnais.

A 'heure actuelle, la production Réunionnaise é@gond pas a 100% a la demande
locale mais elle cherche a augmenter sa part dehénar hauteur de 3% par an ainsi que
conquérir des marchés extérieurs tels que les Biatises Unis pour I'exportation de ses

produits locaux comme la charcuterie fabriquéese loe 100% de viande de volailles.

Salmonellaet Campylobactesont les premiers germes impliqués dans les Tlagsd
le monde, dans les pays industrialisés et en dgpetoent d’ou la nécessité de vigilance des
professionnels et des pouvoirs publics, d’autanis pjue la réglementation va vers une

obtention de produits sains quels que soient lggenmoutilisés par les professionnels.

1.2.1. De la méthodologie

La méthodologie utilisée pour la mise en évidenee fdcteurs de risque a rassemblé
les méthodes de référence de I'épidémiologie aiqalgttout en les adaptant au contexte local
pour la récolte des données nécessaires a I'andéysisque ; I'objectif étant d’identifier les
facteurs de risque majeurs de transmissiorSdkenonelladans les élevages de poulets de
chair afin de mettre en place un ensemble de meqmenettant de mieux les maitriser en

amont de la filiere.

La méthode d’enquéte utilisée a été de type lodmial. Le type d’enquétes rétrospectives
cas/témoins permettant de mettre en évidence tdsuig de risque sur des échantillons de
taille modérée (Toma et al., 1996) n’a pas pu étitesé dans notre étude car aucune donnée

pré existante sur le sujet n'avait été collectgmeavant.

Le choix de l'unité épidémiologique d’'une bandeneh de la sélection de quelques
individus épars au stade de I'élevage a permisadgangr une meilleure représentativité ainsi
gu'une meilleure qualité de linformation relativee la contamination paSalmonellaet

Campylobacter
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La collecte de données ainsi que la récolte ddevyadents par une seule et méme
personne ont contribué a une meilleure homogén@sérésultats fondés tant sur la qualité
gue sur la fiabilité des données récoltées.

En ce qui concerne la représentativité de notramdlonnage, cette derniere peut étre
discutée. Un réel tirage aléatoire pour la séladties élevages en fin de période d’élevage n'a
pas pu étre réalisé du fait que nous avions beboltaccord des éleveurs pour mener I'étude.
De ce fait un Iéger biais a pu étre introduit bigie tres peu d’éleveurs sollicités aient refusé.

Notre échantillonnage est cependant représentati ¢roduction locale car toutes les zones
géographiques de I'lle ou se trouvaient des exiloits, ont été prises en considération ; il
est de méme représentatif dans le temps puisqueld'és’est étalée sur plus de deux ans et a
permis de prendre en compte l'effet « saisons »aulfait été également intéressant de
geéolocaliser les exploitations investiguées pour g0 une difféerence d’altitude entre les
élevages des hauts et ceux des bas n’influencaitlgpgorésence d&almonellaet de

Campylobacter

1.2.2. De la détermination des facteurs de risque

La détermination des facteurs de risque a permisnddre en évidence ceux qui
étaient communs avec les pays ou l'aviculture esteldppée et d'autres propres aux

conditions locales d’élevage.

Pour les facteurs de risque communs il s’agit jpedement des bonnes pratiques d’hygiene
comprenant un nettoyage et une désinfection pedotsnafin de diminuer la persistance des
Salmonellarésidentes en élevage. Les travaux de Lahelle.e{1986) et Angen et al.,
(1996) avaient également démontré que la bacténggit survivre a des procédures de
nettoyage et de désinfection non adéquates. Lastsrse deSalmonellacontribue ainsi a la
contamination des lots suivants comme cela a pud&ja démontré par Namata et al., (2009)

qui confirmait les travaux antérieurs réalisésBaggesen et al., (1992).

Ces contaminations révélent des failles dans laéourité des élevages concerneés.
Différentes actions ont déja été entreprises estdarront, pour les mois a venir, la priorité

dans le suivi technigue et sanitaire des élevearsélioration des barriéres sanitaires en
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élevage, informations et implications des partasaiactions de formation et actions sur le

terrain en matiére de dératisation.

La qualité de ces bonnes pratiques prend touténspartance a la Réunion. Certains
éleveurs utilisent uniquement du détergent, d’auselement des deésinfectants, peu utilisent
les deux et quelques uns font parfois un cocktidiférents produits pensant pouvoir en
améliorer leur efficacité. Durant les enquétes,snpaous sommes rendus compte également
gue de nombreux éleveurs ne connaissaient pasriedas produits qu’ils utilisaient ainsi que
les doses administrées. Ces constatations sotgrfieat en adéquation avec une réalité, qui
est lillettrisme largement présent sur l'ile eti guouve que seuls les éleveurs dotés d’'une

technicité certaine peuvent gérer efficacementdaptoitation.

Divers types de matériels peuvent également infleeta qualité du nettoyage et de la
désinfection. Certains €leveurs ont recours auxom®na mousses, dautres a des
pulvérisateurs et d’autres a des thermo-nébulisatélusage de la thermonébulisation serait
plus efficace car ce sont de fines particules aquit sléposées lors de I'application des
produits.

Durant la période d’élevage de nombreuses voiegrdes peuvent expliquer la présence de

Salmonellaet deCampylobacterchez les poulets de chair.

Le probléeme majeur a la Réunion, comme dans de reurlpays tropicaux (Taylor,
1972) est celui de la présence de rongeurs (r@atsiss musaraignes) dont les populations ne
cessent d’'augmenter. Chaque année, lors de ladpé&i®la coupe de cannes a sucre s’étalant
du mois de juin a décembre, les rats tendent &glkaackr de leur habitat naturel, les champs
de canne, vers les exploitations pour chercherad®olrriture. Les rongeurs sont reconnus
étre des vecteurs dgalmonellaet de Campylobacter(Meerburg, 2006; Meerburg and
Kijlstra, 2007) et représentent un risque non mgeglble de transmission &almonellaet de
Campylobactedans les élevages avicoles ainsi que de leursmisips dans I'environnement
a travers leurs déjections. La Réunion compte envir rats par habitant (4 fois plus qu’en
métropole), d’ou I'importance de la pression iniease exercée par ces petits mammiferes. Il
convient donc de s’interroger sur la lutte contes Irongeurs dans le département et
d’entreprendre une action commune entre les différacteurs concernés pour mieux cerner

les attentes et les contraintes de chacun dareslattt.

D’autres vecteurs d8almonellgprésents sur l'ile, tels que les Iézarllggma agamg
ou des margouillats, noms créoles donnés a degémbaux, auraient pu faire I'objet de nos
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investigations afin d’évaluer si la présence de reggiles présentaient un facteur de risque
important pour la transmission dgalmonellacomme précédemment démontré au Niger
(Otokunefor et al., 2003).

En tant que vecteur actif, 'lhomme contribue éga&lema la diffusion de ces
pathogenes entre les différents batiments de sploitation. Ce risque peut étre d’autant plus
important si I'éleveur ne se change pas, ou neepart chaussures ou sur-chaussures
spécifiques lors de son entrée dans chacun dediesents d’élevage. A la Réunion, certains
éleveurs possedent des élevages mixtes de pattesvetailles d’ou I'importance de respecter
ces bonnes pratiques afin de diminuer la circutaties pathogenes a la fois intra especes

mais aussi inter especes.

Concernant les vecteurs passifs de transmissiaesibactéries dans I'environnement,
les effluents d’élevage ainsi que I'épandage cbuaémt a leur propagation. Le fumier qui sert
€galement en tant qu’engrais pour les cultures icteees peut également étre une voie de

propagation d&almonella

Les veéhicules constituent quant a eux des vectm@saniques potentiels favorisant la
contamination des abords du batiment quand cesederftamion d’aliment, de livraison de
poussins, d’enlevement) ne respectent pas les egesg@ sécurité sanitaire qui consistent a

effectuer une désinfection des bas de caissesretids avant leur entrée sur le site.

De plus lors de I'enlevement des poulets les trasteentrant dans les batiments peuvent
€galement contribuer a la propagation @&malmonella et de Campylobacter dans
'environnement. Ces camions interviennent dansiléeement d’animaux provenant de
plusieurs batiments et ne sont pas nettoyés ehague exploitation bien que le nettoyage et
la désinfection des batiments effectués a postetémrait permettre leur élimination.

Les poussins peuvent étre également des vecte@alamnellabien que ces derniers

subissent des contrbles au niveau du couvoir.

L’eau et I'aliment avaient déja été mis en causesdie précédentes études mais les
recherches n'ont pas été menées car les sérotgsesi@s sont en général exotiques et
différents de ceux retrouvés sur les animaux aevVaje. Il serait donc intéressant de
poursuivre la recherche dgalmonellaet de Campylobacterdans les vecteurs et véhicules

cités precédemment et n’ayant pas fait, pour le emdobjet de nos recherches.
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L’absence de rigueur parfois observée sur le terrabtamment les mesures de
biosécurité insuffisantes comme 'absence de vétgrapécifiques au batiment, I'absence de
bottes ou de surchaussures, I'absence de pédillavemn fonctionnalité ou le non usage des
centrales de désinfection a I'entrée du batimemtiribue a la diffusion d€almonellaet de

Campylobacter

Les résultats obtenus, dans cette premiere paetimgitent de mieux comprendre
I'épidémiologie deSalmonellaet de Campylobacterdans les élevages de poulets de chair
dans un contexte particulier. La lutte contre castdries doit donc se faire en amont de la
filiere mais elle doit également inclure une dérharintégrée tout au long de la chaine de
production. Tous les acteurs de la filiere doivepinc s’'impliquer dans la lutte contre
Salmonellaet Campylobacter Il nous a donc semblé important de poursuivréudié a
'abattoir sur les lots précédemment étudiés ewagje ; ceci dans le but d’évaluer les
contaminations croisées a l'abattoir ainsi que élind la distribution deSalmonellatout au

long du «process» d’abattage et sur les carcassesulets de chair.
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2. Investigation épidémiologique deSalmonellaa I'abattoir

Depuis la mécanisation de l'abattoir, certainegedaclés ont été reconnues comme

responsables dans la contamination des carcasses.

Les premieres étapes (accrochage, électronarcoke stignée) n’interférent pas dans la
recrudescence d’'un danger microbiologique lors’algattage des volailles (Salvat, 1997a).

En revanche, les étapes suivantes sont responsbtestaminations croisées entre les lots.

-L’échaudage est le siege de contaminations croisées. L’origieela contamination est
multiple suite a un mauvais nettoyage et désirdactles bacs, ou a la contamination du
plumage des animaux, ou la contamination par lestds libérées lors du relachement
sphinctérien dd a la mort. Lors de précédents travaenés par Salvat et al. (1993), 61% des
eaux d'échaudage en abattoir de poulets s'étaieftéas positives eSalmonella Cette
contamination est d'autant plus importante a prendn considération que c’est par
l'intermédiaire du film liquidien déposé a la suréades carcasses que les bactéries se fixent a
la peau. Les bactéries sont capturées dans lesufef plumeux dilatés et pieégées a l'intérieur
du follicule lors du refroidissement de la carcasdes deviennent ainsi inaccessibles a tout

traitement de décontamination.

-La plumaison est également le siege de contaminations croidaefait de la pression
exercée par les doigts plumeurs sur les carcassesmfribue ainsi au piégeage bactérien par
un transfert de la contamination des plumes vesdd#icules plumeux. Au cours de cette
étape, les carcasses se refroidissent du faindesage de la carcasse par I'eau de rincage des
plumeuses. C’est ce refroidissement qui entrainéefdmeture des follicules plumeux et

contribue au piégeage des bactéries.

La contamination peut étre également le résuliama mauvaise opération de nettoyage et de
désinfection des doigts plumeurs en caoutchoucsdd¢énombreuses anfractuosités et sur

lesquels les biofilms tendent a se former.

L’étape de plumaison contribue d’'une part a undaramation des carcasses mais également

a un piégeage des bactéries sur les carcasses.

-L’éviscération auparavant décrite comme l'une des étapes lesqoinaminantes s’'avére

aujourd’hui étre mieux maitrisée mais représeni@tos un risque dans la contamination des
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carcasses. En effet, I'éviscération automatique patrainer une rupture de l'intestin si les

machines sont mal réglées ou défectueuses.

A la Réunion, I'abattoir datant d’'une vingtaine mh&e est mécanisé. L’ampérage de
I'électronarcose est de 53mA et la température ao diéchaudage de 54.8°C avec une

vitesse d’accrochage de 3 800 volailles par heure.

Notre recherche a I'abattoir a été effectuée sulof&lde poulets de chair qui avaient
fait précédemment I'objet de I'étude sur la prémateet les facteurs de risque de transmission
de Salmonellaen élevage. Le but de ces travaux était de détermia prévalence de
Salmonellatout au long de la chaine, de comparer les séestgpculants présents a I'abattoir
avec ceux précédemment trouvés en élevage et d&vai I'abattoir contribuait a la
propagation desSalmonella ou si I'élevage restait I'étape clé de contamoratipar

Salmonella

Les résultats de ce travail ont été soumis dansumal « International Journal of Food

Microbiology ».

2.1.1. Résumé et conclusion de la publicationSalmonella entericgubsp.enterica
isolé de carcasses et de I'environnement d’abadtgirune fle tropicale (lle de la
Réunion, Océan Indien) : prévalence, caractérisagi@nétique et sensibilité aux

antibiotiques »

Entre octobre 2007 et janvier 2009, 71 lots de gisubnt été investigués a I'abattoir.
Les échantillons ont été collectés sur des pouwigtmnts, sur les carcasses et également dans

I'environnement de I'abattoir.

A l'abattoir, Salmonellaspp. a été isolée dans 40 lots sur les 71(pE467]). Les sérovars
prédominants ont été Blockley (31%), TyphimuriumBeancaster (14%), Hadar (10%), S.I
4,12 :i:- et Virchow (8%).S Livingstone,S Saint Paul,S SenftenbergS Llandoff, S
Infantis et S Indiana ont été définis comme sérotypes minoesai En fin de période

d’élevage, 27% de ces mémes lots avaient été jgssisds pourSalmonellaspp.

Sur 497 échantillons d’environnement collect&glmonellaa été isolée sur 124 échantillons,

soit dans 25% des cas.
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Dans la plupart des cas, il n'y a pas de relatimnedes profils génétiques obtenus par PFGE
et les profils de résistance aux antibiotiques. plapart des isolats sont sensibles aux

antibiotiques testés excepté p&Hadar, qui montre de hauts profils de résistance.

Cette partie de I'étude a souligné que linfectmimaire deSalmonellaétait I'élevage mais

gue les étapes en aval de la production pouvareplifeer la contamination paBalmonella

2.1.2. Publication 3:Salmonellaentericasubsp.entericafrom chicken carcasses and
environment at slaughter in a tropical island (Renn Indian Ocean): prevalence,

genetic characterization and antibiotic suscefitybil
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environment at slaughter in a tropical island (Reuton - Indian Ocean):

prevalence, genetic characterization and antibiotisusceptibility

0

Figure 19 : Chaine d'abattage a COE (I.Henry, 2008)
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Abstract

Salmonellacontamination of 71 chicken broiler flocks wasestigated at the slaughterhouse
in Reunion Island between October 2007 and Jar2@09. Samples were collected from live

broiler chickens and chicken carcasses as welleaslaughterhouse environment.

Salmonellaspp. could be isolated from 40 of 71 (52&-67]) broiler-chicken flocks at

slaughter. The most prominent serovars were Blgck3d%), Typhimurium and Brancaster
(14%), Hadar (10%), Sl4,12:i and Virchow (8%) antvihgstone, St Paul, Seftenberg,
Llandoff, Infantis and Indiana. At the farm, 27%tbg broiler-chicken flocks tested positive

for Salmonellaspp.

Salmonellaspp. could be isolated from 124 of 497 environraesamples (25%). In most
cases, there were no relationship between PFGErpathd antibiotic resistance pattern. The
predominanSalmonellaserovars were susceptible to most of the testebi@inc drugs but S.

Hadar exhibited high levels of resistance

This study highlighted the primary source S&lmonellawas the farm of origin and
downstream stages in processing could not remedybub amplify this Salmonella

contamination

1. Introduction

Salmonellais a leading cause of bacterial food-borne diseastbreaks in developed
countries (White et al., 1997) and is also a pulblgalth concern in tropical countries
(Medeiros et al., 2001; Sow et al., 200Balmonellausually causes an intestinal infection in
humans, accompanied by diarrhoea and fever then tdsts for a week or more.

People of all ages are affected, but in the veryngo the elderly or in people whose immune
systems are deficient, infection can spread tdbtbedstream or the meningeal linings of the

brain leading to severe or occasionally fatal 8egTauxe, 1996). The most-commonly
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incriminated foods in outbreaks of human salmos&la@are those of animal origin (D'Aoust,
1989). Most of these infections have been attrithtideconsumption of poultry meat and eggs
(Thong et al., 2002; Van Schothorst et al., 198®)addition toSalmonellaEnteritidis and
SalmonellaTyphimurium, many other serovars have been adsocmith food poisoning

incidents from contaminated poultry meat (Daviealgt2001).

Reunion Island is a French island of the Indian @d¢detween Madagascar (700 km) and
Mauritius (300 km). Chicken meat production is 08000 t a year (in 2009) but it is also
the first source of animal protein (40kg/inh/yr)damapproximately 25% of chicken is
consumed in the form of «process»ed meat prodisgaséges particularly). Foodborne
poisoning outbreaks due 8almonellaare regularly reported in la Reunion (D'ortenziale
2008) in which poultry meat seems to be involved.

To prevent chicken carcass contamination, it isargnt to controlSalmonellainfection
along the food production chain (Mochizuki et 41992). In fact, poultry become infected
with Salmonelladuring hatching and rearing operations (Smith,1)9With infected birds,
the organisms tend to concentrate in the gastsiingd tract from where they may be
excreted and spread rapidly to the other birds. piublem of cross-contamination may
continue during «process»ing in the slaughterhouBesause various attempts with very
limited success have been made to reduce the immdefSalmonella sppin farm animals,
the abattoir level is considered a key point intoalhng Salmonella spp(van_Schothorst et
al., 1985).

In Reunion Island, no data are available about grevalence of broiler chickens with
Salmonellaat slaughter. The aim of the study was to showdik&ibution ofSalmonellain
chicken carcasses and the environment in slaughieehand to compare their genetic and

antibiotic susceptibility profiles to highlight amptential cross-contamination.

2. Materials and methods

Experiments were carried out in the only chickeaughterhouse located in the south of the
island. The slaughterhouse received around 6 000W0Oiler chickens per year with a
middleweight per chicken of 1.762 kilogram. Brodexere slaughtered around 45 days-old.

The average linespeed was approximately 3 000 sswsa per hour. The slaughter
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«process»es from bleeding to veterinary inspectowk place on one line. Scalding took

place by a complete immersion of the chicken iark tcontaining water of 54.8°C.

2.1 Sample collection

Samples were collected from live broiler chickemsl ahicken carcasses as well as the
slaughterhouse environment. A total of 71 broilaicken flocks, randomly chosen, were
studied between October 2007 and January 2009.00servation unit was the flock at

slaughter.

For each flock, at the farm, 5 pooled samples & fresh droppings were collected; this
number of samples should detect an infected floitk & prevalence >5% with P<0.05, given
that the sensitivity of the test is 100% (Martirak, 1987).

At the slaughterhouse, 50 intestines, 60 neck skims 5 carcass rinses (each carcass was
rinsed in a sterile 3.500 ml stomacher plastic W& 400 ml of chilled buffered peptone

water) were taken from 115 chickens randomly chosen

Environmental samples were collected during thegiering «process» of each flock as

follows:

-Transport crates : 20 transport crates were rahdochosen and swabbed with one sterile

swab (Sodibox, La Forét-Fouesnant, France),

-Scalding : samples of 25 ml of water were colldatgth sterile pipettes and put into sterile

jars

-Defeathering : rubber fingers (upper part of thachine) were swabbed before and after

defeathering of the flock
-Evisceration: a surface of 1000 cm2 was swabbed.
-Trussing: the table was swabbed before and dfesfidck.

Seven environmental samples were collected for #ack.

2.2 Isolation procedure

From the intestine contents, 125g (pool of 5 imes) were mixed into a stomacher bag;

neck skins were also pooled by five. All the ote@mples were analyzed individually.
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Samples were analyzed f@almonellaaccording to 1SO-6579 standard. Samples were
homogenized in 1:10 sample/broth ratio in a Masticavith 150 ml of buffered peptone
water (Oxoid, France) for pre-enrichment. Afterubation for 18+2 h at 37°C, 0.1 ml was
transferred to 10ml of selective Rappaport- Vaagdis broth (Oxoid) and incubated for 24h to
42°C. 1ml of pre-enrichment broth was inoculated@ml of Muller Kauffmann tetrathionate
broth and incubated for 24h to 37°C.

A loopful of broth culture was streaked on Xylosgsine Desoxycholate (Oxoid), Hektoen
enteric agar (Oxoid) an8almonellaShigella(Oxoid).

Colonies with typicalSalmonellacharacteristics were identified with biochemicakays
including glucose fermentation, lactose oxidatigaz and H2S production (Kligler-Hajna
medium), lack of galactosidase (ONPG test) andemess of decarboxylase.

A maximum of five presumptive positive coloniesrfroeach sample was examined. For
serotyping and statistical analysis, one isolatedgh sample was serotyped. Confirmation of
biochemical characteristics was confirmed by cupwkRapid one (Oxoid). Albalmonella

isolates were serotyped according to the Kauffmatmite scheme (Popoff et al., 2001) using
slide agglutination test witlfSalmonellapolyvalent O and H antisera according to the

diagnostic Pasteur, Paris, France.

2.3 Antimicrobial susceptibility testing

Antimicrobial susceptibility was tested by the didkfusion method following the CLSI
guidelines (Clinical and Laboratory Standards togt, 2008)

The isolates were tested for their susceptibiliy ampicilin (A; 10 pg), amoxycilin —
clavulanic acid (AMC;20/10 ug), cefotaxime (CTX;30y), chloramphenicol (C;30 pg),
cephalothin (CF;30 ug), ceftazidime (CAZ;30 ug)trioooxazole (SXT;1.25/23.75 ug),
sulfonamides — NCCLS (Su;300 pg), gentamicin (Gmpdd), streptomycin (S;10 ug),
kanamycine (K;30 ug), tetracyclin (T;30 pg), cohist(Cs;10ug), nalidixic acid (Na;30 ug),
ofloxacin ( Ofx;5 pug) and enrofloxacin (Enr; 5 pdgscherichiacoli (ATCC25922) was used

as control strain.

- 144-



2.4 Molecular typing: RFLP/PFGE

The following harmonized protocol was used for theidy as described previously

(Kerouanton et al., 2007). After overnight growth BCA or nutrient broth, cells were

harvested by centrifugation and re-suspended ipesisson buffer. The final cell density for

plug preparation was 1.3-1.6 at 600nm. Proteinaswas added to the cell suspension
followed by mixing lyses of cell suspension 1:1wbeakem gold Agarose. The resultant
plugs were washed at least twice in distilled watet four times in TE buffer.

Enzymatic digestion

The genetic typing was carried out by RFLP-PFGE&Nét protocol (Ribot et al., 2006) and
total DNA was digested with one restriction enzyki®l (Roche Applied Science), and the
obtained fragments were separated in 1% agaroskéBegold Agarose,) gels using the
CHEF-DR-IIl system (Biorad Laboratories, USA).

2.5 Electrophoresis

Electrophoresis was carried out with 0.5X TBE bu#fie6 V/cm and 14 °C. The running time
was 20h and the pulse ramp time was 2.2—-633bnonellaenterica serovar Braenderup

H9812 was used as a molecular size marker.

Gels were visualized on an UV transilluminator gibtographs were captured by a digital
imaging system (Video gel doc system, Bio rad)gRrant restrictions patterns were analysed
by Bionumerics software (Applied Maths, Sint MarteBelgium), performed using UPGMA
(unweighted pair-group method with an arithmeticamjeand a dice similarity coefficient
(Nei et al., 1979) with a tolerance index of 5 %pasition tolerance setting of 1% and
optimization setting of 1% which generating dendang. Fragments smaller than 30 kb were
disregarded according to the PulseNet guidelinestmdardization (Tenover et al., 1995).

Discrimination power

Discrimination power was calculated by determiniihg Simpson discrimination indices (D)
according to (Hunter, 1990). These values reptabenprobability that two distinct isolates

will be ranged into different typing groups.
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3. Results

Salmonellaspp. could be isolated from 40 of 71 (52&-67]) broiler-chicken flocks at
slaughter. The most prominent serovars were Blgc{@&%), Typhimurium and Brancaster
(14%), Hadar (10%), Sl4,12:i and Virchow (8%) antvihgstone, St Paul, Seftenberg,
Llandoff, Infantis and Indiana. 22 flocks exhibitedveral serovars at the same time (up to
five different serovars at the end of slaughterirocess»). Within flockSalmonella
detection was different according the way of sampli34 flocks were detected positive for

Salmonellaby rinsing carcasses, 18 by neck skins and 1htegtines (Chi2: p<0.05).

At the farm, 27% of the broiler-chicken flocks &tpositive forSalmonellaspp. The most
prevalent serovars isolated were Typhimurium, Blegk Virchow and Livinsgtone (19%
each) then Hadar, Seftenberg (9%) and Agona (5%Yeral Salmonellaserovars were

recovered in four farms.

Salmonellaspp. could be isolated from 124 of 497 environraesamples (25%5almonella

was recovered from 15% of transport crates sampiE%, of scalding water samples, 28% of
defeathering fingers swabs (before the flock), 4df@6lefeathering fingers swabs (after the
flock), 20% of evisceration machine swabs, 20% 25/ of trussing table swabs (before and

after the flock respectively).

Strains belonging to the four most commonly isaat®. enterica serovars (Blockley,
Typhimurium, Brancaster and Hadar) were furtherratigrized by Xal-macrorestriction.
For S. Blockley, the PFGE of bal-digested DNA from 77 isolates gave stable and
reproducible patterns consisting of 14-18 fragmekite obtained 4 patterns with bl
enzyme. Pattern B2 was the predominant genotypeuatiog for 95% of the strains
(figurel). For S. Typhimurium (50 isolates) and , 3, (15 isolates), macrorestriction with
Xbal yielded 8 patterns consisting of 14 -18 fragmé€Rigure 2). B54 was the predominant
profile with 35% of the strains. The dendrogramvebd three clusters with 82, 86 and 85%
similarity respectively; the first cluster (23% tbie isolates) comprised 2 profiles from seven
chicken strains and eight environmental strains; gdbcond one (31%) 3 profiles from nine
chicken strains and eleven environmental strairts the third one (46%) from 17 chicken
strains and 13 environmental strai®almonellaS|4,12:i was integrated within the analysis
because it exhibited the same genetic profiles @YBB69). For S. Brancaster (17 isolates),
macrorestriction with Xbal yielded 2 different gatis consisting of 16 fragments (Figure 3)
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with an overall similarity of 97%, from 14 chickestrains and three environmental strains.
For S. Hadar (26 isolates), macrorestriction exédthree different patterns consisting of 14-
15 fragments with a similarity of 92% (Figure 49rm 9 chicken strains and 17 environmental

strains.

All the isolates ofSalmonellaBlockley were susceptible to the antibiotic drigsted (Table

1). Twenty isolates (44%) of S. Typhimurium wersistant to Streptomycin and Tetracyclin
and seven (14%) to Ampicillin whereas 100% of thel32:i isolates were resistant to the
same antibiotic drugs. The main resistance pafter8. Typhimurium was SSuT accounting
for 22 isolates (44%) and ASSuT for S. 4,12:1 actimg for 10 isolates (66%). Most of the
S. Brancaster isolates remained susceptible taeited antibiotics except Streptomycin. S.
Hadar isolates exhibited 100% of resistance agadtsgptomycin and Tetracyclin, 54%
against Cephalotin and 81% against Nalidixic aaid &nrofloxacin. The most common
resistance pattern was a seven-resistance proifecfEnrNaST accounting for 46% of the

isolates (Table 2).

The comparison between tl@almonellastatus of chicken carcasses with Balmonella

status of live broiler chickens and abattoir enviment samples showed that 35% of the
slaughtered flocks remained negative when thesgs steere also negative. Among the
positive slaughtered flocks, 28% exhibited the satran than the one present in live broiler

chickens and 72% with one in abattoir environmé&iab(e 3).

4. Discussion

Because many factors could interact wlmonelladetection (Jorgensen et al., 2002), we
chose to use different ways of sampling: intestimesk skins and carcass rinses. Generally,
intestinal contents have been reported to provigebest sensitivity (Arsenault et al., 2007)
but some other studies have shoBalmonellawas more frequently isolated from samples
containing chicken skin (Jorgensen et al., 2008) our study,Salmonellawas detected

preferentially in carcass rinses evers@lmonellaare firmly attached to the chicken skin and
are not easy to dislodged by rinsing (Lillard, 198But carcass rinses were analysed
individually and use of pooled samples (for intess and neck skin) might have lead to a

reduction in culture sensitivity (Achen et al., 899

56% of the broiler-chicken flocks at slaughter ¢dspositive forSalmonellaspp. These rates

of contamination are far higher than the ones inope (15.6%) and particularly in France
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(7.4%) (Efsa, 2010). These differences are direellgted to the climatic conditions since in
Reunion Island, temperature and humidity are alwagh along the year and the production
systems are different too (open-sided poultry heusepical feeding raw materials...). The
distribution ofSalmonellaserovars was also different from the distribufioiurope wheré.
Infantis andS. Enteritidis were the most prominent ones (EFS®,@. S. Typhimurium and

S Hadar have also been recovered in Europe whene dre among the top ten serotypes
associated with broiler-chicken. The presenceSoffyphimurium in poultry (live broiler
chickens as well as chicken carcasses) is of ceraite importance from the standpoint of
public health (Sarwari et al., 2001) and partidylamn Reunion island where it is the most
frequent serovar incriminated in food poisoningofi®nzio et al., 2008). The high level of S.
Typhimurium contamination could be attributed te #8pecific conditions in Reunion Island;
most of the island is covered by sugarcane ficldg are natural habitats of rodents and
rodents are known to be vehicles of S. Typhimur{iveerburg et al., 2007). Because most of
poultry houses are open-sided, rats can come io&e contact with broilers and transfer
these bacteria. The atypic&almonellaenterical 4,[5],12:i:- emerged few years ago in
Reunion Island and because of the close genetitiarship, it is certainly a monophasic
isolate of S. Typhimurium (Switt et al., 2009. Blockley andS. Brancaster were not
detected in Europe in the latest studies (EFSAQROioweverS.Blockley is among the five
most frequently isolated serotypes from both aviamd human sources in Japan
(Limawongpranee et al., 1999), Malaysia (Arumugaswaet al., 1995), and Thailand
(Sasipreeyajan et al., 1996). The high degree efadvsimilarity (>90% of similarity) from
PFGE suggested that the strains originated fromgiesclone and this clone could have been
introduced in the island few years ago by importhiegne avian products from Thailarfl.
Brancaster is also one of the predominant seravaReunion Island; information on the
epidemiology ofSalmonellaBrancaster is rather limited. Beli et al., (20€d)nd this serovar

in chicken-meat samples in Albania and Cardinalalgt (2004) in Senegal. It was also
isolated in the Toscana region of Italy (Fontiraketl993; Pacini et al. 1994), and in the USA
from human cases. Data from the Danish Veterinagpokatory of the Ministry of
Agriculture, Food and Fisheries showed tBatmonellaBrancaster was occasionally isolated
from both pig and cattle herds and from meat, aafpgdrom beef and pork, and also from
turkey meat (Baggesen et al. 1999). In Reuniomdkl&s. Brancaster is the second most
important Salmonellaserovar recovered from poultry but its human ienock remains

unknown.
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This study highlighted the primary source Salmonellawas the farm of origin and
downstream stages in «process»ing could not remtedyut amplify this Salmonella
contamination. Poultry slaughter is a multi-stagperation and because of cross-
contamination theéSalmonellaincidence of carcasses often exceeds that oftiofe live
birds (Humprey et al., 1988). Defeathering fingesere the most contaminated step in the
slaughtering «process» with 36% positive sampldse Surface of the fingers becomes
roughened with increasing use allowing bacteri@dmnise crevices on the surface and to
multiply overnight if not disinfected properly; theduring next defeathering, bacteria are
transferred from the rubber fingers to the carcagbtisgrove et al., 1997). Twenty per cent
of evisceration machine samples were positive; téssilt confirmed the need for thorough
feed withdrawal before slaughtering in accordandah willard et al. (1984) who recovered a
significantly higherSalmonellaincidence from fully eviscerated carcasses thamfnon-
eviscerated carcasses because of reduced oppgprfanitross-contamination. Because of
only one scalding tank in this slaughtering «preeesscalding water remained a cross-
contamination step; Cason et al. (2000) have shbatrSalmonellacontamination was only
reduced after the third tank. Trampel et al. (20&lainedSalmonellacould survive in scald
water because of likely protection by faecal péaticfeathers or even by carcass temperature
which does not reach the temperature of scaldingmtself. Our study highlighted also the
need of effective crate cleaning procedure as 16%ease transport crates wesalmonella
positive. Rigby et al. (1981) had already showrt fworly-washed crates were an important
source ofSalmonella Another problem in Reunion was the risk of crosatamination during
transport from the farms to the slaughterhouseesbroiler-chicken flocks were mixed into

the same truck.

The predominanBalmonellaserovars were susceptible to most of the testgdiatic drugs

but S. Hadar exhibited high levels of resistance.d&scribed in England (Threlfall et al.
1997) and France (Breuil et al. 2000), S. Hadarrgetein Reunion island as particularly
resistant to Na (81%) and this resistance was akswciated with reduced efficacy of
fluoroquinolones, such as enrofloxacin (81% algacording to Malorny et al. (1999), the
development of quinolone-resistant strains in hwnamd animals is related to the
introduction of these antibiotics in veterinary no&we. This worldwide overuse of
antimicrobials has created enormous pressure fors#iection of antimicrobial resistance
among bacterial pathogens (WHO, 2000); this explhiwhy the same pulsotype (B37) did
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not exhibit the same antibiotic resistance profitech is directly related to the use of drugs at
the farm level (Usera et al., 2000). In Reunidarld, quinolones were introduced in poultry
production in 1996 in order to treat respiratoryl amestinal diseases but they are forbidden
now since 2006. As everywhere else in Europe, mtitts may only be used therapeutically

and prophylactically (Anon 2003c).

The comparison between tBalmonellaserovars (and their pulsotypes) isolated fromkamc
carcasses and those from live broilers confirmed hoiler-chickens are infected primarily at
the farm. Horizontal transmission on the farm dgrihe rearing period could occur because
of numerous factors: inadequate cleaning and disfitn of broiler rearing houses leading to
contamination of the following flock, a poor levef hygiene and contamination of feed
(White et al. 1997. In our study, in most case®4R8nce a specific strain had infected the
birds, it seemed to persist till the end of theughdering «process». These results are in
contradiction with these of Lahellec and Colin (@P8&ho said the serotypes present in
broiler houses did not persist after «process»irtgley were working only on serotypes; but
the results are in accordance with Kim et al. (30@fong the «process»ing line, generally,
many serovars could contaminate the chicken cagsasgen if the initial contamination with
farm-origin Salmonellastrain remained. In our study, most of the chickeoks at slaughter
(30%) became infected after leaving the farm. Quoitation of Salmonellanegative flocks
occurred either during transport with contaminateates or during «process»ing when the
plant was contaminated. Again, the strains isolatedchicken carcasses at the end of
«process»ing were identical phenotypically (serpaad genotypically (pulsotype) with those
isolated on transport crates or in the slaughtegpiagt. Contrary to results from studies in the
80s (Lahellec and Colin, 1985; Higgins et al., 198t considered the very first stages of
production (parent flocks, hatchery) most involvedSalmonellainfection, there is a clear
decrease of their relative importance whereas bota transmission ofSalmonellato
broilers during rearing and to broiler carcasseshin slaughterhouse seem to be the main
determinative factors today (Heyndrickx et al., 200Improved hygiene management during
transport of broilers and in slaughterhouses cgnifggantly reduce the risk ocdalmonella

contamination of poultry meat and then the riskoofd poisoning in Reunion Island.
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Table 1: Percentage of antimicrobial resistancetierfour serovars isolated in poultry and

abattoir environment (Reunion island, 2007 — 20@%, isolates)

Ampicillin

(A)

Amoxicillin
— clavulanic
Acid (AMC)

Chloramphen
icol (C)

Ceftazidim
(CAZ)

Cephalotin
(Cf)

Colistine
(CS)

Cefotaxim
(CTX)

Enrofloxacin
(ENR)

Gentamicin
(GM)

S. S. S. S. S.
Blockley Typhimurium 4,12 Brancaster Hadar (n=26)
= =17
(N=77) (n=50) (n=15) (n=17)
Chick En Chick Envt Chick Envt Chick En Chick Envt
en vt en en en vt en
17(3) 20(4 100(7) 100( 80(8) 62(10
) 8) )
70(7) 37(6)
70(7)  44(7)
70(7) 88(14
)
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Kanamycin
(K)
Nalidixic
Acid (NA)

Ofloxacin
(OFX)

Streptomycin

(S)

Sulfonamid
(Su)

Cotrimoxazol
(SXT)

Tetracyclin

(M)

1(7)

10(1)

70(7)

26(13) 79(1 100(7) 100( 65(11) 6(1 100(1

9)

4(1)

29(17) 63(1 100(7) 100( 6(1)

5)

8)

8)

)

0)

100(1
0)

19(3)

88(14

)

100(1
6)

100(1
6)
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Table 2: Antimicrobial resistance pattern and PR@akiern for S. Blockley, S. Typhimurium,
S 4,12: 1, S. Brancaster and S. Hadar isolatesrii®e Island, 2007-2009, 185 isolates).

Salmonella Serovars  Broiler chicken Environment
PFGE Antibiotic susceptibility PFGE Antibiotic susceptibility
Pattern pattern Pattern pattern

S. Blockley (n=77) B1 (2)

B2 (48) B2 (25)
B4 (1) B3 (1)
S. Typhimurium B50(2) ASSuT(1) B50(4)
(n=50)
B54(15) SSuT(15) B54(8) SSuT(7)
B60(1)
B62(5) B62(3) SuT(1)
B73(1) ASSUT(1) B73(3) ASSUT(3)
B74(1) ASSuUT(1)
B77(2) T(2) B77(5) T(5)
S. 4,12:i:- (n=15) B69(1) ASSuT(1) B69(3) ASSUT(3)
B73(6) ASSuUT(6) B73(5) ANaSSuT(1)
ASSuT(4)
S. Brancaster (n=17) B5(14) S(10) B5(2) S(2)
T(1)
B6(1)
S. Hadar (n=26) B37(7) AAmMcCfEnrNaST(4) B37(13) AAmMcCfEnrNaST(8)
AAmMcCfNaST(1) AAmMcCfNaST(1)
EnrNaST(1) EnrNaST(4)
ST(1)
B39(2) AKST(1)
S(1)
B40(2) AKST(1) B40(2) AKST(2)
ST(1)
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Table 3: Salmonella status of the chicken flocthatend of slaughtering «process» according

to Salmonella status of live broiler chicken flockad environmental samples from the
abattoir (Reunion island, 2007-2009, 71 flocks)

Negative | Positive Flocks contaminated with
Flocks
One serovar Several serovars
Negative 25(35%)% 11(15%) 15(21%)
Positive 6 (8%) 7(10%) 7(10%)
Identical 6(8%) 5(7%)
Serovar +
Live Broiler Pulsotype
chickens Identical
Serovar +
different
Pulsotype
Different 1(1%) 2(3%)
Serovars
Negative 24(34%) | 2(3%)
Positive 7(8%) 15(21%) 23(32%)
Identical 11(15%) 18(25%)
Serovar(s) +
Pulsotype(s)
Environment
Identical
Serovar +
different
Pulsotype
Different 8(11%) 10(14%)
Serovar(s)

*number of flocks (percentage)
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Epidémiologie de Salmonella a I'abattoir

2.2. Discussion de la deuxieme partie

2.2.1. De la méthodologie

Nous avons choisi différentes méthodes d’échantibge car de nombreux facteurs
peuvent intervenir dans la détection S@monella(Jorgensen et al., 2002). La prévalence
constatée sur les lavages de carcasses, les peatbudou sur les intestins varie selon les
études. Généralement la détection dans les indestirait davantage sensible (Arsenault et al.,
2007), mais dans d’autres études il s’agirait demug de cou (Jorgensen et al., 2002). Dans
les travaux de Jorgensen et al., (2002) la prévaldpatectée sur les lavages de carcasses était
significativement plus faible que celle obtenuelssrpeaux de cou. ; ces différences pouvant
s’expliquer par le fait que les bactéries soiemmfament attachées a la peau des poulets
(Lillard, 1988) et qui ne seraient pas facilemeétadhables lors du rincage des carcasses ;
cependant d’autres facteurs comme la présenceodss fbactériennes connexes pourraient

également y jouer un réle.

Le pool des échantillons des peaux de cou ainsigsentestins a sirement di contribuer a

une diminution de la sensibilité pour la détecti@Balmonella/Achen et al., 1998).

2.2.2. Des résultats

Si 'on compare nos résultats avec ceux obtenus tmmapport de I'Efsa (EFSA,
2010), les prévalences sur les carcasses (56%)sapgtieures a celles établies en Europe
(15.6%) et en France (7.4%). Ces difféerences soobgblement liées aux différences de
climat; il serait donc intéressant de pouvoir ectér les données météorologiques
(hygrométrie, température, vitesse des vents...) eetled corréler avec la présence de

Salmonellaafin de voir si ces variables pourraient influer ks présence dgealmonella

De méme, les sérotypes majeurs different de ceagraés en Europe. A l'inverse de
S Enteritidis et deS Infantis qui figurent en téte des listes en Esrof Blockley,
STyphimurium, SBrancastelSHadar,S. 1,4,[5]12 :i :- sont les sérotypes majeurs idedi
circulant a I'abattoir. De 1996 a 2005, selon [aASS, sur les 16 TIAC duesZalmonella
(72 foyers de TIAC au total), 4 TIAC étaient proueégs paiSalmonellaTyphimurium. En
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Epidémiologie de Salmonella a I'abattoir

plus de ce sérova& | 4,[5],12 :i :- est en pleine émergence sueldou I'importance de

mettre en place des mesures afin de limiter leopayation.

S Blockley, rarement détecté en Europe, est untygggofréquemment identifié en
Asie, chez la volaille mais également chez l'éttenhin (Limawongpranee et al., 1999;
Sasipreeyajan et al., 1996). De ces constatataires,la vue des résultats obtenus par PFGE
gui montre une faible diversité génétique, nougpespns que ce sérotype a été introduit il y a
peu de temps a la Réunion par I'importation de pitsdssus de pays asiatique.

Sur la chaine d’abattage, certains matériels séanedtre plus difficiles a nettoyer que
d’autres du fait de leur structure et de leur cositpmn tels que les doigts plumeurs composeés
en caoutchouc qui constituent des niches écologidaechoix pour les bactéries. De ce fait, il
n'est pas surprenant que ce soit I'étape la plisaroinée (36% des échantillons positifs). |l
est nécessaire que le nettoyage et la désinfeatioette étape soient appliqués de maniére
rigoureuse afin d’éviter la multiplication deSalmonellaa cet endroit. En revanche, le
protocole utilisé a I'abattoir pour le nettoyage igoureux et est réalisé en 7 étapes qui sont

les suivantes :

1-Pré-nettoyage haute pression

2-Passage alcalin chloré a 3% au canon a mouss$ergnactice Hypochlorite de sodium)
3-Temps de contact minimum de 20 minutes

4-Ringage basse pression

5-Passage au désinfectant a 1% au canon a mousser@mactive Aldéhyde glutarique
50.5¢/l ; chlorure d’Alkyl Diméthyl ; Benzyl Ammouaim 50.5g/1)

6-Temps de contact minimum de 30 minutes
7-Ringage basse pression

Les contaminations croisées durant le «processsrgient cependant étre diminuées
avec l'utilisation de plusieurs bacs d’échaudadg glace d’'un seul bac comme actuellement
utilisé. Cason et al., (2001) ont démontré une wlitidn deSalmonellaapres le passage dans
un troisieme bac d'échaudage. Toutes les strucnegsermettent cependant pas d’'installer
plusieurs bacs d’échaudage, car cela représentedird’investissement supplémentaire pour

I'abattoir.
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Les contaminations peuvent également provenir deses de transport ; elles sont
nettoyées automatiquement et replacées directesnehes camions. Cependant, il arrive que
des fientes y restent accrochées et contribuent doia persistance d&almonellasur les
caisses de transport qui rentreront a nouveau ten®levages. Actuellement un autre
probleme de contamination réside durant le tramsges animaux car différents lots de
plusieurs élevages sont mélangés sur le méme cabi@n que les lots positifs soient

récupéres en dernier afin de limiter le risque al@amination.

Globalement, les risques de contaminations au univa I'abattoir se situent aux
mémes endroits que dans les abattoirs européens lmailistribution des sérovars est

différente et peut influencer sur le mode de gedtio risque.

Au vu de ces constatations il est important de wir@i la prévalence dgalmonellaau
cours du « process » et in fine au sein des prodinis. A la Réunion, la consommation de
volaille est trés importante avec plus de 40 kglrah de nombreux produits de charcuterie a
base de volaille sont élaborés dont les saucissassmt incorporées non seulement la viande
mais aussi la peau, siege majeurSdémonellapour leurs fabrications. Les analyses portant
sur ce type de produits ont fait I'objet de nosestgations mais cette piste serait nécessaire
d’étre approfondie du point de vue quantitatif afifévaluer I'impact possible sur le

consommateur.

Dans la continuité de cette remarque, il seraitedgent intéressant d’approfondir nos
recherches dans la restauration a la Réunion paeitulier chez les vendeurs de barquettes
en bords de route afin de connaitre avec davamkageécisions les conditions de préparation

et de cuisson et estimer le risque pour le consdeuna

La résistance aux antibiotiques observée est fdid@ que des phénomenes de résistance
inquiétants soient décelés pdairHadar, notamment pour les quinolones ; la résistahez
lanimal et 'lhomme a été corrélée avec lintrodant de ces antibiotiques en meédecine
vétérinaire. A la Réunion l'usage des quinolondsirgsrdit depuis 2006 et les antibiotiques
sont utilisés a des fins thérapeutiques et progligiaes uniquement et non plus comme
facteurs de croissance. Contrairement a ce qui at@idémontré dans les études des années
80 qui énoncaient que les étapes en amont de dugion étaient responsables de l'infection
par Salmonella il s’avere que les étapes en aval contribueraiegalement a leur
dissémination. L’amélioration des pratiques d’hygiérestent nécessaires et primordiales
dans la lutte contr&almonellaen filiere avicole afin de diminuer le risque dmtamination
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des aliments destinés a la consommation humainephtt sur la santé publique et la
diversité des sources infectieuses almonellafait I'objet de notre dernier chapitre détaillé

ci aprés.
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Diversité et impact sur la santé publique

3. Diversité des sources infectieuses p&@almonellaet impact sur la santé

publique

3.1. Diversité des sources infectieuses

L’épidémiologie deSalmonellas’avére complexe et l'origine des sources infests
souvent multiple. Bien que de nombreuses mesurssgni étre mises en place lors de la
transformation pour limiter les contaminations roliennes, la majorité des cas de toxi-
infections alimentaires reste lie&salmonellaet CampylobacterSalmonellaTyphimurium et
SalmonellaEnteritidis, sont responsables, a elles seuleda droitié des TIAC en France
(Bouvet and Grimont, 2001). A la deuxiéme moitié XX°*™ siécle, deux phénoménes
majeurs sont apparus, celui de 'augmentation miestions aSalmonellaEnteritidis liée a la
consommation de produits a base d'ceufs et celul’algmentation de résistance aux
antibiotiques pourSalmonellaTyphimurium. En France, leSalmonelladites ubiquistes
responsables des toxi-infections alimentaires,ésprtent 96% des souches Skmonella

isolées chez '’homme.

La meilleure prévention est la réduction de la aonhation des denrées alimentaires
d’origine animale par une meilleure maitrise dedeues étapes en amont, depuis le contréle
des matieres premiéres alimentaires pour les ledaien passant par toutes les étapes de
production; ainsi la maitrise des risques en anstauere étre un enjeu économique et de

santé publique primordial.

La réglementation actuelle en plus des sérovarseriidis et Typhimurium prend en
compte 3 autres sérovars, Hadar, Virchow et Indatitiva s’en dire que la plupart des gens
sont sensibles a la présenceSEmonellaquelque soit le sérovar si le nombre de bactéries

par gramme est suffisamment important (EFSA, 2010).

A la Réunion, tres peu d’informations sont disptesbsur les TIAC et les déclarations
sont sous-estimées. Malgré ce constat, et parmiddekarations effectives§. Typhimurium
serait la cause la plus importante ; d’autres s#soent par ailleurs été investigués contne
Weltevreden (D'ortenzio et al., 2008).
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Dans notre étude, nous avons cherché a mettre idanée la proximité des souches
animales et humaines pour voir si les souchesiftiad a partir de la volaille pouvaient étre
responsables de TIA chez ’lhomme.

De plus, nous avons tenté de mettre en évidenceplid@somenes de résistance aux
antibiotiques dans les sérovars majeurs ident#fésd’évaluer si le niveau de résistance des
salmonelles chez la volaille pouvait, a plus ou madiong terme, étre un danger pour le

consommateur.

Les résultats de cette partie de I'étude ont falijét d'une soumission dans « Applied

and Environmental Microbiology »

3.1.1. Résumé et conclusion de la publication 4: eétudedéépologique de
Salmonella entericasubsp. enterica serovars Hadar, Blockley, Virchow et
Weltevreden isolés de poulets, d’hommes et d’enviemment par PFGE et par
sensibilité aux antibiotiques a I'ile de la Réun{@téan Indien) »

S Blockley, S Virchow, S Hadar,S. Weltevreden sont les principaux sérovars isolés
chez les poulets blancs a la Réunion. Le but de getrtie de I'étude était d’'investiguer
I'épidémiologie de ces sérovars isolés de sourféahtes par deux techniques : d’'une part
la PFGE et d’autre part par des tests de senéilailik antibiotiques dans le but d’évaluer le

potentiel infectieux de la viande de volaille ptbhomme.

Entre octobre 2007 et janvier 2009, 228 souchegt@ntollectées et identifiées : 37%
(84 souches) étaient d€sBlockley, 33% (75 souches) d&sVirchow, 16% (38 souches) des
S Hadar et 14% (31 souches) @&¥Veltevreden. La majorité des souches (51%) praesn
de volailles, 38% d’environnement de fermes et aftair, et 12% de patients locaux atteints

de diarrhée causée gdalmonella

D’apreés les résultats d’analyses obtenues par PE@Efils distincts ont été obtenus p&ir
Blockley, 12 profils pourS. Virchow etS Weltevreden et 5 profils pous Hadar. Des
résistances a différents antibiotiques ont étérobss essentiellement porVirchow (13%
des isolats) et pol® Hadar (82%).
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Diversité et impact sur la santé publique

La similarité observée entre les profils de soudmesaines et de volailles souligne une
possibilité de transmission dSalmonellaentre la volaille et 'lhomme via la viande

contaminée.

Cette étude a souligné que des efforts entre I#érafits acteurs de la filiere étaient

nécessaires pour diminuer l'incidenceSimonellachez ’lhomme.

3.1.2. Publication 4 : Epidemiological study &almonella entericgubsp.enterica
serovars Hadar, Blockley, Virchow and Weltevreden from beoilchickens,
humans and environment using pulsed field gel elpbbresis (PFGE) and

antimicrobial susceptibility in Reunion Island (lad Ocean).
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Epidemiological study ofSalmonella entericesubsp.entericaserovarsHadar, Blockley,
Virchow and Weltevreden from broiler chickens, humans andenvironment using pulsec
field gel electrophoresis (PFGE) and antimicrobiakusceptibility in Reunion Island

(Indian Ocean).

] ===} ]

Figure 20: Gel obtenu de la PFGE aprés révélation aux UV (l.Enry, 2009
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Epidemiological study of Salmonella enterica subsp. enterica serovars Hadar, Blockley, Virchow and
Weltevreden from broiler chickens, humans and environment using pulsed field gel electrophoresis

(PFGE) and antimicrobial susceptibility in Reunion Island (Indian Ocean).
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Short title

Epidemiology of the main Salmonella serovars in Reunion Island

Key words

Salmonella, Broiler chickens, humans, PFGE, Reunion Island, antibiotic susceptibility

Abstract

Salmonella enterica serovars Blockley (S. Blockley), Virchow, Hadar and Weltevreden are the main
Salmonella serovars isolated from poultry in Reunion Island, a French territory in the Indian Ocean.
Salmonella Typhimurium is also a predominant Salmonella serovar but it has been presented in
another article. The aim of this study was to investigate the epidemiology of these Salmonella serovars
from broiler chickens, humans and environment by using pulsed field gel electrophoresis (PFGE) and
antibiotic susceptibility and to assess the significance of broiler chicken meat as a source of human

infection.

A total of 228 strains were collected between October 2007 and January 2009. Fifty percent (117
strains) were isolated from broilers, 38% (85 strains) were isolated from environment, 12% from local
patients with sporadic diarrhea (26 strains). Thirty seven % (84 strains) were S. Blockley, 33% (75

strains) S. Virchow, 16% (38 strains) S. Hadar, and 14% (31 strains) S. Weltevreden.

The PFGE of Xbal digested chromosomal DNA gave 4 distinct profiles for S. Blockley, 12 for S.
Virchow and S. Weltevreden, 5 for S. Hadar. Multi-drug resistance (more than two antibiotic drugs)

was encountered for S. Virchow (13% of the isolates) and S. Hadar (82%).

The sharing of similar PFGE profiles among isolates from humans and poultry provided indirect
evidence of Salmonella transmission from contaminated broiler meat. However, most of the

Salmonella isolates remained drug sensitive.

Efforts are needed to reduce Salmonella incidence from poultry meat intended to human consumption.
This study has also highlighted the need for continuous surveillance to monitor antimicrobial

resistance in bacteria associated with animals and humans.
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Introduction

Salmonella spp. is a member of the enterobacteriaceae family. They are gram negative, facultative
anaerobes and inhabit the intestinal tract of animals (12) and may be recovered from a variety of
hosts: poultry, swine, small mammals, humans and environment (14, 16, 17, 22, 31, 43 ). There are

currently 2579 serovars of Salmonella (10).

Salmonellosis is a food-borne disease of primary concern in developed as well as developing
countries; salmonellosis has been the second most frequently reported human zoonotic disease for
many years in the European Union. In 2008, Salmonella was the most common causative agent
accounting for 1,888 outbreaks in the EU (8). Each year, an estimated 1.4 million cases of
salmonellosis occur among humans in the United States (21). Chicken meat and products were
reported to be the most frequent cause of infections, followed by eggs and egg products, bakery

products, pig and meat products (9).

Moreover, although most infections are self limited, antibiotic treatment is essential for severe illness.
Resistance to antibiotic drugs is of utmost importance to public health and control of antimicrobial

resistance is necessary to limit the transfer of resistant Salmonella from animals to human.

Reunion is a French Island in the Indian Ocean (figure 1) where poultry production is one of the main
activities. In Reunion Island, vectors as rodents also pose a serious sanitary risk as vehicles of several
diseases to human and domestic animals such as salmonellosis (17, 23, 27). Actually, contamination
of chicken with Salmonella is a public health and an economic problem particularly because the
Reunion island population consumes a lot of chicken (more than 35 kg/cap/yr) and also eats 100%
chicken sausages made up of chicken skin and meat. Little information on prevalence and antibiotic
susceptibilities of Salmonella spp. in Reunion Island is available; no animal epidemiological study has

been undertaken yet.

Then, the aim of our study was to investigate the epidemiology of Salmonella serovars from broiler
chickens, humans and environment by using pulsed field gel electrophoresis (PFGE) and antibiotic

susceptibility and to assess the significance of broiler chicken meat as a source of human infection.
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Materials and methods
Bacterial strains

Four Salmonella serovars (Blockley, Virchow, Hadar and Weltevreden), the most commonly
associated with poultry in Reunion island, were used for PFGE and antibiotic-susceptibility analysis. A
total of 228 isolates were included in this study: 26 were isolated from Reunionese patients with
sporadic diarrhoea (1 S. Blockley, 7 S. Virchow, 8 S. Hadar and 10 S. Weltevreden), 117 from broiler
chickens (54 S. Blockley, 41 S. Virchow, 12 S. Hadar and 10 S. Weltevreden) and 85 from
environment (29 S. Blockley, 27 S. Virchow, 18 S. Hadar and 11 S. Weltevreden). The poultry isolates
all came from live broiler chickens (faeces and litter) and from carcasses. The environment isolates
came from farm environment (changing room, wall and equipment, surroundings, litter beetles
(tenebrionidae), trucks (wheels) and rodents, from abattoir environment (transport crates, at
defeathering, on trussing table, at the evisceration step, from scalding water, from utensils and cutting
table) and also from some feral birds (Puffinus lherminieri bailloni). Four strains from ducks were
provided by the local veterinary laboratory. And 2 isolates from chicken sausages were also added to
our study. For humans, the strains were provided from one hospital (GHSR Reunion — 10 strains),
private laboratories (4 strains) and from Pasteur Institute (Paris, France — 12 strains) which hosts the
French National Reference Centre for Salmonella. S. Typhimurium was also isolated and its

epidemiology has been described in another submitted paper.

Microbiological methods

Salmonella strains were isolated by standard culture method according to the NF U47-100:2007
(French Normalisation Association) as previously described (34). All Salmonella isolates were
serotyped according to the Kauffmann-White scheme (10) and using slide agglutination test using

Salmonella polyvalent O and H antisera (Bio rad).

Genotypic characterization: RFLP/PFGE

DNA extraction
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The genetic diversity of all clinical Salmonella isolates was assessed by PFGE of genomic DNA
digested with Xbal (Roche, Mannheim, Germany), as described previously (15). The running
conditions and the molecular size marker were as described in the standardized PulseNet protocol
(13). BioNumerics 4.0 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium) was used for image
normalization and construction of similarity matrices. Bands were assigned manually. Clustering was
carried out by the unweighted pair-group method with arithmetic averages (UPGMA) based on the
Dice similarity index, using a 1% optimization parameter and 1% band-position tolerance. Each profile

that differed by one or more extra bands > 30 kb in size was assigned a type (e.g., type X10).

Electrophoresis

Electrophoresis was carried out with 0.5X TBE buffer at 6 V/cm and 14 . The running time was 20h
and the pulse ramp time was 2.2—63.8 s. Salmonella enterica serovar Braenderup H9812 was used as

a molecular size marker.

Gels were visualized on an UV transilluminator and photographs were captured by a digital imaging
system (Video gel doc system, Bio rad). Fragment restrictions patterns were analysed by Bionumerics
software (Applied Maths, Sint Marteen, Belgium), performed using UPGMA (unweighted pair-group
method with an arithmetic mean) and a dice similarity coefficient (25) with a tolerance index of 5 %, a
position tolerance setting of 1% and optimization setting of 1% which generating dendrogram.
Fragments smaller than 30 kb were disregarded according to the PulseNet guidelines for

standardization (36).

Discrimination power

Discrimination power was calculated by determining the Simpson discrimination indices (D) according
to Hunter (13). These values represent the probability that two distinct isolates will be ranged into

different typing groups.
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Antimicrobial susceptibility testing

Antimicrobial susceptibility was performed using the disk diffusion method following the Clinical and
Laboratory Standards Institute guidelines (CLSI guidelines (32). The isolates were tested for their
susceptibility with the following antimicrobial agents: ampicillin (A; 10 pg), amoxicilin —clavulanic acid
(AMC;20/10 pg), cefotaxime (CTX;30 pg), chloramphenicol (C;30 pg), cephalothin (CF;30 ug),
ceftazidime (CAZ;30 pg), cotrimoxazole (SXT;1.25/23.75 ug), sulfonamides — NCCLS (Su;300 ug),
gentamicin (Gm;10 ug), streptomycin (S;10 ug), kanamycin (K;30 ug), tetracycline (T;30 ug), colistine
(Cs;10p0), nalidixic acid (Na;30 pg), ofloxacin (Ofx;5 pg) and enrofloxacin (Enr; 5 pg). Escherichia coli

(ATCC25922) was used as control strain.

Results
PFGE typing

S.Blockley. The PFGE of Xbal digested DNA from 84 isolates gave 4 stable and reproducible patterns
consisting of 14-18 fragments. Pattern B4 was the predominant genotype accounting for 95% of the
strains. The genetic relatedness of the PFGE profile, as demonstrated by the dendrogram (figure 2)
showed one cluster with 54(64%) strains from broiler chickens, 27(32%) strains from abattoir
environment, one from farm environment, one from human, and one from duck. The discriminatory

ability (D-value) was 0.09 for the entire panel.

S.Virchow. Macrorestriction with Xbal yielded 12 patterns consisting of 17-18 fragments. The
predominant genotype was B26 accounting for 87% of the strains. The dendrogram showed 2 clusters
(figure 3). The first exhibited 96.8% of similarity and the second 94.9%. The first cluster comprised 3
profiles (B34, B35, B36) from 4 broiler isolates, 2 from farm environment and one from abattoir
environment. The second cluster consisted of 7 profiles (B26, B27, B28, B29, B30, B31, B32) from 37
broiler strains, 8 from farm environment strains, 14 from abattoir environment, 1 wild bird strain and 7

human strains. The discriminatory ability (D-value) was 0.43 for the entire panel.

S. Hadar. Digestion with Xbal demonstrated 5 patterns consisting of 14-16 fragments. The Xbal
dendrogram (figure 4) showed only one cluster with 91.6% of similarity. The discriminatory ability (D-

value) was 0.38 for the entire panel. This cluster accounted 12(31%) broiler strains, 13(34%) abattoir
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environment, 3(8%) from farm environment, 1(3%) from duck, 1(3%) from sausage and 7(18%) from

human strains.

Salmonella Weltevreden. The PFGE of Xbal digested DNA from 31 isolates gave 12 patterns (figure 5)
consisting of 13-17 fragments with one main cluster accounting for 71% of the strains (84% similarity).

The discriminatory ability (D-value) was 0.45 for the entire panel.

Antibiotic resistance patterns

Salmonella Blockley: all the isolates were susceptible to the antibiotic drugs tested.

Salmonella Virchow: a total of 69 strains (92%) were resistant to nalidixic acid, 10 strains were
resistant (13%) to tetracyclin, 6 strains (8%) to chloramphenicol, 7 (9%) to cotrimoxazole; 5 (7%) to
sulfonamides and 2 strains (3%) were resistant to kanamycine. The most common resistance profile
for S. Virchow was a single resistance to nalidixic acid. It was observed in 34 isolates from broilers, 3
from humans and 23 from environment. One multi-resistant profile to chloramphenicol, nalidixic acid,
sulfonamide, cotrimoxazole, tetracyclin was recovered from 3 isolates from broilers and 2 from

environment. The other resistance profiles are shown in table 1.

Salmonella Hadar: A total of 30 strains (80%) were resistant to tetracycline, 28 (74%) to streptomycin,
26 (68%) to nalidixic acid, 23 (60%) to ampicilin, 5 (13%) to kanamycin and 3 (8%) to cephalotin. The
main antimicrobial resistance profile for S. Hadar was Na, S, T detected in 2 broilers strains, 5 abattoir
environment strains, one strain from duck, one from sausage and 2 from humans (table 2). The
second most recovered profile was A, Na, S, T observed in 7 broilers strains and 3 environment
strains. Three isolates, 1 from broilers and 2 from environment, exhibited the A, Cf, Na, S, T profile.

S. Weltevreden: Only one human strain (3%) was found to be resistant to tetracycline.

Resistance to antibiotic drugs is summarized in table 3.

Discussion

The PFGE has been widely recommended for differentiation of Salmonella (Threlfall et al. 1994)
because of its discriminatory power and successful application in previous epidemiological
investigations (30, 40, 44). Use of PFGE with endonuclease Xbal has been recognized as a sensitive

means for fingerprinting several Salmonella serovars (18, 19, 42).
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The main pulsotype (B2) accounting for 94% of all S. Blockley isolates has been recovered on isolates
from broilers, farm and abattoir environment and humans. Nevertheless, only 5% different broilers
houses were positive to S. Blockley and most of the strains identified came from the abattoir
environment. These results underlined the potential cross contamination between broiler flocks at the
abattoir where Salmonella seems to persist. This persistence could be explained by inadequate
cleaning and disinfection procedures resulting in development of biofilms (2). S. Blockley has been
identified from humans, suggesting a possible infection due to the ingestion of contaminated chicken.
The high degree of overall similarity (>90% of similarity) suggested that the strains originated from a
single clone. The assumption is that as the time passes and organisms spread, divergence may occur.
S. Blockley may have been introduced few years ago on the island by importation of avian products
from Thailand. In this country, S. Blockley was the main serovar identified from poultry and
environment (26). In Reunion island, all S. Blockley isolates remained sensitive to antibiotic drugs
probably because of no selection pressure at the farm (use of antibiotic is under control since 2006);
these observations are different from those from Greece where Politi et al., (28) showed that S.
Blockley harbored a TEM-52 gene-carrying plasmid as it is also one of the five most frequent
serotypes among non typhoid Salmonella isolated from humans (35) and a prominent serotype among

poultry isolates.

The human and poultry isolates showed a common PFGE pattern for S. Virchow. The same common
pattern (B26) was also isolated from farm and abattoir environment; most of the strains circulating in
Reunion island were probably derived from a single clone, as the isolates belonged to two main
clusters and had limited genetic diversity (87% similarity). These observations showed that S. Virchow
was widely disseminated throughout the broiler production. In a pyramidal organisation like the broiler
production, several explanations could be proposed for such dissemination. As S. Virchow was often
isolated from one-day-old chicks coming from the only hatchery in Reunion Island (data unpublished),
direct spreading from the hatchery is possible. And contaminated hatcheries are known to be a major
risk for Salmonella infection in broilers (6). But the broiler chickens could also have been infected from
the environment; actually, many vehicles could introduce S. Virchow into poultry houses. In
accordance with Davies and Wray (7), one way could be wild birds since S. Virchow was recovered

from Tropical Shearwater (Puffinus lherminieri bailloni) in our study. These birds are regularly met in
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some poultry houses where they can enter because the house is open-sided or because the wire
netting has been damaged. In addition to high rates of resistance to multiple antibiotics, this serovar
displayed notable rates of nalidixic acid resistance (about 92%). This rate of quinolone resistance was
by far higher than the rates reported for Salmonella serovar Virchow generally in Europe (38) but
close to what has been observed in Belgium (3, 33) also showed that this kind of S. Virchow
phenotype could be associated with reduced susceptibility to ciprofloxacin. However, all the tested

isolates were susceptible to enrofloxacin or ofloxacin according to the CLSI criteria.

The high degree of similarity found among isolates from poultry indicates a close genetic relationship
between avian strains of S. Hadar and those isolated from humans and environment. Most of the
isolates shared the same PFGE pattern, B37. However, these strains showed different antibiotic-
resistant patterns within the B37 profile, most being resistant to Na,S,T but some also to A and Cf.
This variability could be explained by genetic changes, linked, for example, to the selective pressure of
drugs used at farm level (41) during the 80s and 90s. As described in England (39) and France (4) S.
Hadar emerged in Reunion as particularly resistant to Na (68%) and this resistance is often associated
with reduced efficacy of fluoroquinolones, such as ciprofloxacin; but no high resistance against
enrofloxacin or ofloxacin has been highlighted in our study. According to Malorny et al., (20), the
development of quinolone-resistant strains in humans and animals is related to the introduction of
these antibiotics in veterinary medicine. In Reunion Island, quinolones were introduced in poultry
production in 1996 in order to treat respiratory and intestinal diseases but they are forbidden now
since 2006. The presence of S. Hadar in raw chicken sausages confirmed that they could be vehicles

for transmitting Salmonella through consumption as already demonstrated by Murmann et al., (24).

The human and poultry isolates showed very close similarity for S. Weltevreden. This serovar was the
one of the most isolated from humans in Thailand during the years 1993-2002 (1) and from Malaysia
between 1983 and 1992 (45). This serovar was also responsible for an outbreak of gastroenteritis
involving 26 guests of a wedding dinner that occurred in August 2007 in Reunion Island (5). In the
case control study, these authors showed that the most relevant food exposure was the chicken eaten

by 88% of the cases and 58% of the controls. Usually, S. Weltevreden is associated with seafood
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mainly in USA (11) and Asian countries (29) or fruits and vegetables (37) but Padungtod and Kaneene

(26) also confirmed that this serovar was the most frequently isolated from chickens in Thailand.

Even allowing for some genomic diversity within each serovar, this study strongly indicates a close
relationship between isolates of serovars Blockley, Virchow, Hadar and Weltevreden from humans and
those from broiler-chicken meat products and environment. However, unlike European continental
countries, the serovar prevalence in poultry is not similar to that of humans, suggesting that poultry
meat is not the only source of Salmonella human infections. In fact, collective foodborne poisoning is
subject to mandatory disease natifications, but between 1996 and 2005, only 72 food-borne outbreaks
have been notified. Among these outbreaks, 16 (22.2%) were due to Salmonella (Typhimurium=4;
Enteritidis=1; unknown species=11) (D'Ortenzio and Renault 2007). These data are certainly
incomplete because of the recognized under-reporting of such events in Reunion. For a better
knowledge of Salmonella epidemiology on the island and in the South-West Indian Ocean, it is
necessary to increase awareness among physicians for rapid notifications of food-borne outbreaks
and to improve collaboration between epidemiologists, clinicians, microbiologists and veterinarians for
future outbreak investigations. Even though most of the Salmonella isolates were susceptible to
antibiotics, this study has also highlighted the importance of continuous surveillance to monitor

antimicrobial resistance in bacteria associated with animals and humans.
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Figure 1:Location of Reunion Island : a French island

located in the Indian Ocean, east of Madagascar,

about 200 kilometers south west of Mauritius
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Table 1 Antimicrobial resistance and PFGE patterns for isolates of S. Virchow (Reunion Island, 2007-

2009, 75 isolates).

Salmonella Virchow

Source n PFGE pattern Resistance profile (n)

(n, number of strains)

31 B26 Na (31)
2 B28 Na (2)
2 B29 C, K, Na, Su, Sxt, T (2)
Broilers (41) 1 B31
1 B32 Na (1)
3 B34 C, Na,T (2); C, Na, Sxt, T (1)
1 B36 C, Na, Su, Sxt, T (2)
3 B26 Na (3)
Human (7)
4 B29
5 B26 Na(5)
2 B28 Na(2)
Farm Environment (10) 1 B32 Na(1)
1 B34 C, Na, Su, Sxt, T(1)
1 B35 C, Na, Su, Sxt, T(1)
14 B26 Na(14)
Abattoir environment (15) 1 B34 Na, Sxt, T(1)
Wild bird 1 B30 Na (1)
Duck 1 B33 T()
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Table 2 Antimicrobial resistance and PFGE patterns for isolates of S. Hadar (Reunion Island, 2007-

2009, 38 isolates).

Salmonella Hadar

Source n PFGE pattern Resistance type (n)

(n, number of strains)

A, Na, S, T(7)
10 B37 Na,S, T (2)
Broilers (12) A, Cf,Na, S, T (1)
A K, S T(1)
2 B40
S, T(1)
5 B37 A (1)
Human (8)
2 B38 Na,S, T (1)
1 B41 Na,S,T (1)
A,Na,S (1)
Farm Environment (3) 3 B37 A,Na,S,T (1)
A,Cf,Na,S,T (1)
Na,S, T (5)
A,Na,S,T (2)
9 B37
A, Na,S (1)
Abattoir environment (13)
A, Cf,Na, S, T (1)
2 B39 A K, S T(2
2 B40 A K, S T(2
Sausage (1) 1 B37 Na,S,T (1)
Duck (1) 1 B37 Na,S, T (1)

Blank in R pattern shows absence of resistance
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Table 3: Percentage of antimicrobial resistance for the four serovars isolated in poultry, humans and

environment (Reunion Island, 2007 — 2009, 228 isolates)

S. Virchow S. Hadar S.
(n=75) (n=38) Weltevreden
(n=31)
Broilers Humans  Environment  Broilers Humans  Environment  Human (31)
(41) @) 27 (12) ®) (18)
Ampicillin 11(92%) 1(12%) 11(61%)
Amoxicillin —
clavulanic Acid
Chloramphenicol 4 (10%) 2(7%)
Ceftazidime
Cephalotin 1(8%) 2(11%)
Colistine
Cefotaxime
Enrofloxacin
Gentamicin
Kanamycin 2(5%) 1(8%) 4(22%)
Nalidixic acid 40(98%) 3(43%)  26(96%) 10(83%)  2(25%)  14(78%)
Ofloxacin
Streptomycin 8(67%) 2(25%)  18(100%)
Sulfonamid 3(7%) 2(7%)
Cotrimoxazole 4(10%) 3(11%)
Tetracycline 6(15%) 4(15%) 12(100%) 2(25%)  16(89%) 1(3%)
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Figure 2 Dendrogram showing the cluster analysis of the different PFGE Xbal pattern from 85 isolates
of serovar Blockley generated by bionumerics software using the UPGMA method (Reunion island,

2007 — 2009)
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Figure 3 Dendrogram showing the cluster analysis of the different Xbal-PFGE patterns from 77

isolates of S. Virchow (Reunion Island, 2007 — 2009).
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Figure 4 Dendrogram showing the cluster analysis of the different Xbal-PFGE patterns from 37

isolates of S.Hadar (Reunion island, 2007 — 2009)
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Diversité et impact sur la santé publique

3.2. Impact sur la santé publique

En 2008, en Franc8. Typhimurium,S. Enteritidis, andS. 1,4, [5] ,12: i:- étaient les
serotypes les plus frequemment isolés chez I'horawex respectivement 46%,19% et 4%

(communication personnelle — Institut Pasteur, €gan

S Typhimurium sous sa forme monophasig8e 1,4, [5] ,12: i:-) émerge en Europe mais
également a la Réunion avec des phénomenes déamésisaux antibiotiques. Suite a ce
constat, il nous a semblé important de faire umtpgarticulier suiS. Typhimuirum etS. 1,4,

[5],12: i:- dans la continuité de I'article précétle

Les résultats de cette partie furent exposés lersahgrés internationnaux en complément

d’'une publication soumise a « Foodborne Pathoged®ésease »

Un poster a été présenté lors de I'I3S (Internalio®ymposium Salmonella and
Salmonellosis) organisé a St Malo du 28 au 3020ih0.

Henry 1., Chemaly M., Granier S., Courtillon C., Lalande F., Salvat G., Cardinale E
2010. Epidemiological diversity dbalmonellaenterica serovars from different sources in
Reunion Island (Indian Ocean): focus & Typhimurium andS1,4,[5],12::- . In I3S
Proceedings, St Malo, 28-30 juin 2010. p283-284.

Les travaux ont également été présentés a Bangksklé la 13" conférence Internationale
de I'AITVM sur « Globalization of Tropical Animaliseases and Public Health Concerns »
organisé du 23 au 26 Aout 2010.

Henry I., Reichardt J., Granier S., Salvat G., Cardnale E. 2010. Epidemiological
investigation of Salmonella entericasubsp. enterica all along the food chain poultry
production in tropical area of the Reunion islald.13TH Association of Institutions For
Tropical Veterinary Medicine Conference 2010. BasigkAugust 2010.
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Diversité et impact sur la santé publique

3.2.1. Résumé et conclusion de la publication 5: caraafdn génétique et
phénotypique de Salmonella enterica serovars Typtimm et 1,4, [5] ,12: i:-
émergeant a la Reéunion (Océan Indien): comparad@olats de poulets,

d’homme et d’environnement »

Salmonella entericgprovoque de nombreuses toxi-infections alimentattass le
monde et représente un probleme économique noigeagle. A la Réunion la population est
grande consommatrice de viande de volailles (pkis3%kg par habitant et par an) et de
charcuterie, fabriquée a base de viande et de pgaiusont incorporées dans la préparation.
Le but de cette étude est d’investiguer I'épidépua@ de S. Typhimurium et deS
1,4,[5],12:i:- isolés de poulets, dhommes et denVironnement par électrophorése en
champs pulsés (PFGE) et par des antibiogrammegd@imluer si la viande de poulets est

une source potentielle d’infection chez 'lhomme.

Un total de 157 souches & Typhimurium et 19 souches & 1,4,[5],12:i:- ont été
isolées et collectées de sources différentes ¢pmuhommes et environnement) d’octobre
2007 a Janvier 2009. Apres digestion par I'enzymeedtrictionXbal, 30 profils distincts ont
été obtenus. Un profil majeur, comprenant 32% dekais (B54), a été caractérisé incluant
des souches de différentes origines : poulets,remvement, autres especes (canard, porcs,
rats) ainsi que chez ’lhomme, soulignant ainsi pogsible colonisation dealmonellatout au

long de la chaine alimentaire.

Les tests de sensibilité aux antibiotiques ont méomes résistances a lI'ampicilline, la
streptomycine, les sulfonamides et la tétracycline.

La similarité observée entre les profils PFGE dasode différentes origines et notamment
entre les poulets et ’'homme soulignent une posditainsmission d&almonellavia de la

viande contaminée.

3.2.2. Publication 5 : Genetic and phenotypic charactéonaof Salmonella enterica
serovars Typhimurium and 1,4,[5],12:i:-, emergirgjn¥onellas in Reunion island
(Indian Ocean): comparison of isolates from broteickens, humans and the

environment
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Epidemiology of Salmonella Typhimurium and S.1,4,[5],12:i:- in Reunion Island

Key words

Salmonella, Broiler chickens, humans, PFGE, Reunion Island, antibiotic susceptibility

Abstract

Salmonella enterica ssp. enterica is a leading cause of bacterial food-borne disease outbreaks
worldwide and is also an economic burden particularly in Reunion Island because its population

consumes large amounts of chicken and cooks 100% chicken sausages (35 kg/cap/yr).

Aims: The aim of this study was to investigate the epidemiology of Salmonella Typhimurium and
Salmonella 1,4,[5],12:i:- from broiler chickens, humans and the environment by using pulsed field gel
electrophoresis (PFGE) and antibiotic susceptibility and to assess the significance of broiler chicken

meat as a source of human infection.

Methods and results: A total of 157 Salmonella Typhimurium and 19 S.1,4,[5],12:i:- were collected
and isolated from broiler chickens, humans and the environment between October 2007 and January
2009. The PFGE of Xbal digested chromosomal DNA gave 30 distinct profiles for Salmonella
Typhimurium and S.1, 4, [5], 12: i: - . Salmonella Typhimurium was characterized by a main pulsotype
(B54) and accounted for 32% of all isolates. This pulsotype included isolates from all investigated
sources i.e. broiler chickens, environment, other animal species (ducks, pigs and rodents) as well as
humans, suggesting that it had already colonized every step of the food chain. Antibiotic susceptibility
tests showed that most isolates were resistant to ampicillin, streptomycin, sulfonamides and

tetracyclin.

Conclusions: The similarity of PFGE profiles of isolates from various sources and particularly from
poultry and humans underlined possible transmission of Salmonella from contaminated broiler meat,

but most of the isolates remained drug-sensitive.

Significance and impact of study: Efforts are needed to eliminate Salmonella from poultry meat
destined for human consumption. This study has also shown the importance of monitoring

antimicrobial resistance in bacteria associated with animals and humans.

Introduction

Salmonella is a leading cause of bacterial food-borne disease outbreaks in temperate countries (56)

and is also a public health concern in tropical countries (27, 44).

The most commonly implicated foods in outbreaks of human salmonellosis are those of animal origin

(13). Most of these infections have been attributed to the consumption of poultry meat and eggs (49).
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Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium is one of the most common serovars
isolated from humans, animals and food in Europe and the United States (15, 26). In France,
Salmonella Typhimurium, S. Enteritidis, and S. 1,4,[5],12:i:- were the serovars most frequently isolated
in 2008 at 46%, 19% and 4% of clinical isolates, respectively. Furthermore, during the last decade
Salmonella 1, 4, [5], 12: i: - has emerged around the world (46), and this isolate could be a

monophasic isolate of serotype Typhimurium.

Salmonella causes diverse disease syndromes ranging from asymptomatic colonization to severe
intestinal illness (34). Antimicrobial therapy may be needed; fluoroquinolones and B-lactams are the
antibiotic drugs of choice. Nevertheless, global outbreaks of multidrug-resistant Salmonella have been
reported, particularly for S. Typhimurium. Resistance to fluoroquinolones and extended spectrum
cephalosporins is still growing in the European Union, Africa (5) and Asia, for example in Japan where
a high level of fluoroquinolone-resistant isolates was first identified in 2000 (30). Resistance is of
utmost importance to worldwide public health, and controlling antimicrobial resistance is important to
limit the transfer of resistant Salmonella from animals to humans.

Salmonella from poultry have been studied all over the world but no epidemiological study had
previously been undertaken in Reunion Island. This island is located in the Indian Ocean, east of
Madagascar and west of Mauritius. Reunion is an administrative region of France. Chicken meat
production is locally consumed (providing 66% of chicken consumption, with 33% from frozen chicken
imported from France). Contamination of chicken with Salmonella is both a public health and an
economic concern especially since the population of Reunion Island consumes a large amount of

chicken (35 kg per capita per year) and cooks 100% chicken sausages.

The aim of this study was to investigate the molecular epidemiology of S. Typhimurium and S.
1,4,[5],12:i:- from broiler chickens, humans and the environment using pulsed field gel electrophoresis
(PFGE) and antibiotic susceptibility and to assess the significance of broiler chicken meat as a source

of human infection in Reunion Island.

Materials and methods
Sample collection

Between October 2007 and January 2009, a total of 157 Salmonella enterica serovar Typhimurium
and 19 Salmonella 1,4,[5],12:i:- isolates were collected and isolated on Reunion Island from broiler
chickens, poultry farms, slaughterhouses, other animals (pigs, ducks, turkeys and rodents) and
humans (Table 1).

The poultry isolates (83 isolates) all came from live broiler chickens (faeces and litter) and from
carcasses. The environment isolates (46 isolates) came from farm environment (changing room, wall
and equipment, poultry house surroundings, litter beetles (tenebrionidae), trucks (wheels) and

rodents), from abattoir environment (transport crates, scalding water, defeathering and evisceration
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stages, trussing and cutting tables, utensils and from sausages) and from other animals (ducks,

turkeys, geese...).

Isolates from pigs (46 isolates) were acquired from a previous study (7) and some isolates from ducks

and turkeys were obtained from the local veterinary laboratory.

For humans, isolates (33 isolates) were received from the GHSR Reunion hospitals, private

laboratories and from the Pasteur Institute in Paris, France.

Microbiological methods

Salmonella strains were isolated by the standard culture method in accordance with NF U47-100:2007
(French Standards Association) as previously described (45). All Salmonella isolates were serotyped
according to the Kauffmann-White scheme (36) and the slide agglutination test using Salmonella

polyvalent O and H antisera in accordance with the Diagnostic Pasteur.

Molecular typing: RFLP/PFGE
DNA extraction

The following harmonized protocol was used for the study as described previously (21). After
overnight growth on PCA or nutrient broth, cells were harvested by centrifugation and re-suspended in
suspension buffer. The final cell density for plug preparation was 1.3-1.6 at 600nm. Proteinase K was
added to the cell suspension followed by mixing lysis of cell suspension 1:1 with SeaKem Gold

Agarose. The resultant plugs were washed at least twice in distilled water and four times in TE buffer.
Enzymatic digestion

The genetic typing was carried out using the RFLP-PFGE PulseNet protocol (40) and total DNA was
digested with one restriction enzyme Xbal (Roche Applied Science). The obtained fragments were
separated in 1% agarose (SeaKem Gold Agarose) gels using the CHEF-DR-Ill system (Bio-Rad
Laboratories, USA).

Electrophoresis

Electrophoresis was carried out with 0.5X TBE buffer at 6 V/cm and 14<C. The running time was 20
hours and the pulse ramp time was 2.2-63.8 s. Salmonella enterica serovar Braenderup H9812 was

used as a molecular weight marker.

Gels were visualized on a UV transilluminator and photographs were captured using a digital imaging
system (Video gel doc system, Bio-Rad). Fragment restriction patterns were analysed by BioNumerics
software (Applied Maths, Sint Marteen, Belgium), performed using UPGMA (unweighted pair-group
method with an arithmetic mean) and a Dice similarity coefficient (31) with a tolerance index of 5%, a

position tolerance setting of 1% and an optimization setting of 1% generating a dendrogram.
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Fragments smaller than 30 kb were disregarded in accordance with the PulseNet guidelines for

standardization (48).

Discrimination power

Discrimination power was calculated by determining the Simpson discrimination indices (D) as per
Hunter (19). These values represent the probability that two distinct isolates will be ranged into

different typing groups.

Antimicrobial susceptibility testing

Antimicrobial susceptibility was tested by the disk diffusion method following the CLSI guidelines
(Clinical and Laboratory Standards Institute, 2008).

The isolates were tested for their susceptibility to ampicilin (A; 10 ug), amoxicillin—clavulanic acid
(AMC; 20/10 pug), cefotaxime (CTX; 30 ug), chloramphenicol (C; 30 ug), cephalothin (CF; 30 ug),
ceftazidime (CAZ; 30 ug), cotrimoxazole (SXT;1.25/23.75 ug pug), sulfonamides — NCCLS (Su; 300
Hg), gentamicin (Gm; 10 pg), streptomycin (S; 10 pg), kanamycine (K; 30 pg), tetracycline (T; 30 ug),
colistine (Cs; 10 ug), nalidixic acid (Na; 30 pg), ofloxacine (Ofx; 5 ug) and enrofloxacine (Enr; 5 pg).

Escherichia coli (ATCC25922) was used as control strain.

Results
PFGE and genetic diversity

The genotyping of 157 isolates of Salmonella Typhimurium and 19 isolates of S. 1,4,[5],12:i:- was
carried out by PFGE using Xbal as macrorestriction enzyme. Digestion of DNA revealed 30 profiles
(B49 to B78) (Fig. 2). The discriminatory ability (D value) of the method was 0.86 for the entire panel.
Analysis by BioNumerics software showed an overall similarity of 75% with stable patterns consisting

of 14-18 fragments.

The genetic relatedness of the PFGE profiles for Salmonella Typhimurium and S. 1,4,[5],12:i:- showed
5 clusters (Fig. 1) but S. 1,4,[5],12:i:- was only found in clusters 4 and 5: the first cluster (17.3% of the
isolates) consisted of 6 profiles (B49, B50, B51, B52, B53 and B59): 12 isolates from chicken, 4 from
the slaughterhouse (2 from scalding water, 1 from the defeathering stage and 1 from transport crates),
8 from other animals (2 turkeys, 6 ducks), 5 from humans and 2 from sausages. The second cluster
(35.7%) consisted of 5 profiles (B54, B55, B56, B57 and B58) from 24 chicken isolates, 11 from broiler
farms and slaughterhouses (outdoor area, changing rooms, walls and equipment, transport crates,
scalding water, evisceration and cutting table); 14 from other animals (rodent, turkey, wild bird and
duck isolates) and 15 from humans; the third cluster (12.8% of the isolates) comprised 3 profiles (B62,
B63 and B64): 11 from chickens, 5 from farm and abattoir environment (changing rooms, transport

crates, defeathering and evisceration stages), 4 from other animals (pigs, turkeys and guinea fowl)
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and 3 from humans; the fourth cluster (7.8% of the isolates) comprised 4 profiles (B69, B70, B71 and
B72): 1 from chicken, 3 from farm and abattoir environment (outdoor area and cutting table), 3 from
other animals (pigs and turkey) and 2 from humans for S. Typhimurium; for S. 1,4,[5],12:i:-, the fourth
cluster comprised 1 isolate from chicken, 1 human and 3 isolates from the slaughterhouse
environment (defeathering stage and trussing table). Finally, the fifth cluster (10.6% of the isolates)
comprised 2 profiles (B73 and B74): 2 isolates from chickens, 4 from the slaughterhouse environment
(defeathering and evisceration stages, trussing and cutting tables) and 1 from sausages for S.
Typhimurium; 6 chicken isolates and 6 isolates from the abattoir environment (transport crates,

defeathering stage, cutting and trussing tables) were found for S. 1,4,[5],12:i:-.

Antibiotic resistance patterns

Salmonella Typhimurium. Among a total of 157 Salmonella Typhimurium isolates, 9 (5.5%) were
resistant to A, 28 (17.4%) to S, 32 (19.9%) to Su, 4 (2.5%) to SXT and 37 (22.3%) to T. The same
results were observed for isolates from the environment or humans (Table 2). Only 1 isolate from

other animals exhibited a resistance against Na.

Salmonella 1,4,[5],12:i:-. Out of 19 isolates, 19 (100%) were resistantto A, S, Suand T.

Antibiotic resistance associated with PFGE pattern

The main resistance pattern associated with most of the pulsotypes (B50, B69, B70, B71, B73, B74,
B75 and B76) is A,S,Su,T. We also found two other resistance patterns: A,Su,SXT,T (B62 and B63)
and S,Su,T (B54 and B55). Three isolates from pig and human origin yielded the typical DT104
multidrug resistant pattern A,C,S,Su,T (Table 3).

Discussion

In Reunion Island, S. Typhimurium is the most prominent serovar in broiler chickens, just as in other
parts of the world (2, 53, 58). It appeared that S. Typhimurium was able to infect many hosts, including
monogastric species, poultry (chicken, duck, turkey, guinea fowl, geese) and pigs, but also small
mammals such as rodents (9, 29). The atypical Salmonella enterica | 4,[5],12:i:- emerged a few years
ago in Reunion Island and because of the close genetic relationship, it is certainly a monophasic
isolate of S. Typhimurium (46). Many studies have already explained the relationships between

serovars S.1,4,[5],12:i:- and Typhimurium through the presence of IS200 by DNA microarray (4, 16).

We opted for the method of choice for typing Salmonella; pulsed field gel electrophoresis (PFGE)
remains the gold standard for Salmonella genotyping. Its discriminatory power is good and this
method has proved to be highly useful in outbreak situations and has been widely used for Salmonella
fingerprinting (41, 51, 59). Use of PFGE with endonuclease Xbal has been recognized as a precise

means for fingerprinting Salmonella serovars (24), particularly for S. Typhimurium (12).
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The strong similarity found between isolates from broiler chickens, humans and the environment
indicated a close genetic relationship between avian serovars Typhimurium and | 4, 12:i:- compared to
that of isolates from other sources. Previous studies on clonal relationships of S. Typhimurium from
humans and various other sources showed that isolates of this serovar were clustered into a group
with similarity of more than 70%. This observation was in agreement with our findings (75.1%
similarity). In spite of their close genetic relationship, it was possible to divide the majority of the
isolates into five clusters. The first two and the last two clusters were closely related; this suggested,
at least, the introduction of two or three different clones that could have been brought in via imports of
foodstuffs, parent stocks, hatching eggs or one-day-old chicks from France or from south-east Asia (1,
57) in the 1980s.

The main pulsotype (B54) accounted for 29% of all the isolates; it comprised isolates from many
sources such as poultry houses, the slaughterhouse, other animal species (ducks, turkeys, pigs or
rodents) and humans, suggesting that this pulsotype had already colonized every step of the food
chain (38). This pulsotype also showed a close genetic relationship between the isolates from broilers
and those from rodents. As demonstrated by Meerburg and Kijlstra (29), rodents are often implicated
in the infection of poultry. Indeed, rodents have been recognized as a vehicle for Salmonella (22, 28).
In Reunion Island, rodents are a real problem because most of the territory is covered with sugarcane

fields, which provide a natural habitat for rodents, and are usually very close to poultry farms (35, 47).

The same pulsotypes of Salmonella have been recovered from different animal species; in a tropical
island like Reunion where all farms (pig and poultry) are concentrated in a small area, exchange of
organic material and pathogens between these farms via trucks, employees and technical staff is
always possible. Moreover, many farmers rear pigs and broilers at the same time on the same site (7).
A cycle of transmission between these different species could have been instigated and this could

explain the close genetic relationship between these Salmonella isolates (39).

Most of the chicken isolates (2"", 4™ and 5" clusters) had the same genotype pattern as the
environmental isolates from the outdoor areas of poultry farms; this suggested Salmonella
Typhimurium isolates could persist in the environment even after cleaning and disinfection (25). This
persistence could be explained by failures in decontamination procedures (8); as an example, poultry
manure is often kept outside, with or without protection, to be used as fertilizer for nearby market
gardening. But these isolates could also be re-introduced into the poultry farm via different routes,
such as rodents, or even rainwater; Chao et al. (10) had already demonstrated that Salmonella could
be disseminated in the soil as a result of substantial rainfall, frequent in tropical climates such as that

of Reunion Island.

The same pulsotypes were found in chickens, poultry houses and the slaughterhouse, confirming that

the slaughterhouse had been contaminated by infected chickens (6, 37).

The same S. Typhimurium PFGE patterns (B54, B62, B64 and B69) observed for poultry and human

isolates underlined a possible contamination of humans by chicken as previously described by
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Nogrady et al. (32). The presence of S. Typhimurium in broiler chickens is of considerable importance
from the standpoint of public health (42) and particularly in Reunion Island where it is the most
frequent serovar incriminated in food poisoning (14). Most of these isolates exhibited the same genetic
pattern but showed differences in susceptibility to antibiotic drugs. This variability could be explained
by genetic changes; mutation or horizontal transfer, linked for example to the selective pressure of

drugs at the farm (52).

Multidrug resistance was generally observed in Salmonella Typhimurium (3) but in this study, only
three isolates - one from human and two from pigs - exhibited the specific profile ACSSuT. This profile
matched the phage type DT104 but it was not the prominent profile in our study. Salmonella
Typhimurium DT104 has spread in various countries (17, 33, 54) and it could also be present in
Reunion Island. Nevertheless, this resistance profile was not found in chicken isolates; this could be

explained by different practices in the poultry and pig industries.

Most Salmonella Typhimurium and Salmonella 1,4,[5],12:i:- isolates were susceptible to all the tested
antibiotic drugs in contrast to results observed in mainland France (14). But they also showed
resistance to ampicilin, streptomycin, sulfonamides and tetracycline as previously identified (55, 60).
These antibiotic drugs have been the most commonly used antibiotic drugs in animal production in
Reunion Island and this explained the frequent occurrence of resistance to these antimicrobial agents
(11, 50); only one S. Typhimurium isolate was resistant to nalidixic acid whereas this resistance has
been observed frequently in the USA (43), in Japan (20) and in South-East Asia (18).

Analyses using serotyping and more specifically macrorestriction profiling by PFGE with Xbal showed
that no clonal relationship existed between PFGE and antibiotic resistance profiles. The antimicrobial
resistance characteristics could have been acquired by selective pressure of drugs or by horizontal
transfer (23). It is therefore necessary to investigate veterinary practices to understand the differences

between the pig and poultry industries.

This study strongly indicates a close genetic relationship between S. Typhimurium and S.1,4,[5],12:i:-
isolates from humans and broiler chickens. But poultry meat is not the only source of human
Salmonella infections however, since the same profiles have been recovered from other animals. And
even if the resistance of Salmonella to antibiotic drugs remains low, it also highlights the need for
continuous surveillance to monitor antimicrobial resistance in bacteria associated with animals and

humans.
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Table 1: Type of samples and PFGE pattern of Salmonella Typhimurium and Salmonella S.I 4,12:i:-

collected from broiler chickens, farms and the slaughterhouse, from other animals, humans and from

some foodstuffs (Reunion Island, 2007-2009, 176 isolates)

Type of samples Number of PFGE pattern (number of each isolates)
isolates
strains (% of
total isolate)

Faeces and litter 33 (19) B50(8);B52(4);B54(12);B59(1);B61(1);B63(1);B64(1);B70(1);B75(1);B77(3)

Broiler chicken Broiler chicken Neck skin 3@ BS4(3)
Caeca 5(3) B54(2);B62(1);B73(1)
Carcasses 19 (11) B54(5);B62(4);B69(1);B73(6);B74(1);B77(2)
Wall and equipment 2 (1) B55(1);B67(1)
Farm Changing room 3(2) B54(1);B62(2)
environment  gyrroundings 2 (1) B58(1);B69(1)
Transport crates 3(2) B50(2);B62(1);B73(1)
Scalding water 3(2) B50(2);B51(1)
Before defeathering 7 (4) B60(1);B62(2);B69(1);B73(2);B77(1)
Environment After defeathering 4 (2) B50(1);B54(1);B69(1);B73(1)
Abattoir Before trussing table3 (2) B73(1);B77(2)
environment  After trussing table 6 (3) B54(2);B69(1);B73(2);B77(1)
Evisceration 6 (3) B54(4);B73(1);B77(1)
Cutting plan 5(3) B54(1);B72(2);B73(2)
Utensils 1(1) B77(1)
Sausages 1(1) B73(1)
pork 11 (6) B54(4);B61(2);B64(2);B69(1);B72(1)
duck 10 (6) B51(5);B52(1);B54(1);B56(3)
Other animals coq 4@ B54(4)
turkey 5(3) B54(3);B62(1);B71(1)
guinea fowl 3(2) B49(1);B53(1);B62(1)
goose 1(1) B61(1)
Rodent 1(1) B54(1)
Human Human 33 (19) B49(1);B50(1);B53(3);B54(13);B56(1);B57(1);B61(2);B62(2);B64(1);B65(1);B66(1);

B68(2);869(1);B71(2);B78(1)
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Table 2 Antimicrobial resistance for 157 Salmonella Typhimurium and 19 S.1,4,[5],12:i:- isolates from

chickens, the environment, other animals and humans (October 2007 — January 2009, Reunion

Island).

Origin

Broiler chicken

Farm and abattoir
environment

Other animals

Human

S. S.1.4,5],

Typhimu 12:k-
rium

S.Typhim S
urium .1,4,[5],
12:i:-

S.Typhim
urium

S.1,4,[5],
12:i:-

S.Typhim S
urium .1,4,[5],
12:i:-

Ampicilin
(Am)
Amoxicilin-
clavulanic
acid
(AMC)

Chloramph
enicol (C)
Ceftazidim
e (CAZ)
Cephalotin
(ChH
Colistine
(CS)
Enrofloxac
ine (ENR)
Gentamici
n (GM)
Kanamyci
n (K)
Nalidixic
acid (Na)
Ofloxacin
(OFX)
Streptomy
cin (S)
Sulfonami
d (Su)

Cotrimoxa
zole (SXT)

Tetracyclin

M

9(5.6) 6(33.3)

1(0.6)

28(17.4 6(33.3)

32(19.9 6(33.3)

4(2.5)

37(22.3  6(33.3)
)

7(4.3) 9(50)

1(0.6)
17(10.5)  9(50)
18(11.2)  9(50)
1(0.6)

23(14.3)  9(50)

6(3.7) 1(5.5)

1(0.6)

1(0.6)
159.3)  1(5.5)
18(11.2)  1(5.5)
2(1.2)

19(11.8)  1(5.5)

4(2.5) 1(5.5)

3(1.9)

16(10) 1(5.5)

18(11.2)  1(5.5)
3(1.9)

19(11.8)  1(5.5)

(): numbers in parentheses represent percentage of resistant isolates for Typhimurium and

1,4,[5],12:i:- respectively
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Table 3: PFGE and antibiotic susceptibility patterns of Salmonella Typhimurium and Salmonella
S.1,4,[5],12:i:- collected from broiler chickens, from farm and abattoir environment, from other animals,
and humans (Reunion Island, 2007-2009, 176 isolates)
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Number of strains

PFGE Pattern associated (%) R type Origin
Broiler Chicken Human Farm environment Abattoir environment Other animals
S. S. S. S. S. S. S. S. S. S.

1,4,[5],12:i:- Typhimurium 1,4,[5],12:i:- Typhimurium 1,4,[5],12:i:- Typhimurium 1,4,[5],12:i:- Typhimurium 1,4,[5],12:i:- Typhimurium
B49 2(1.1) 1 1
B50 13(7.4) 6 1 6
B50 1(0.6) AS,Su,T 1
B51 5(2.8) 5
B52 5(2.8) 4 1
B53 4(2.3) 3 1
B54 4(2.3) 1 1 2
B54 1(0.6) Na,S,Su,T 1
B54 52(29.5) S,Su,T 20 12 7 13
B55 2(1.1) s,su,T 1 1
B56 1(0.6) 1
B56 1(0.6) A,Su,Sxt,T 1
B56 1(0.6) Na, T 1
B57 1(0.6) 1
B58 1(0.6) s,su,T 1
B59 1(0.6) 1
B60 1(0.6) 1
B61 1(0.6) 1
B61 4(2.3) T 1 3
B62 13(7.4) 7 1 2 2 1
B62 6(3.4) A,Su,Sxt, T 3 1 1 1
B63 1(0.6) A,Su,Sxt,T 1
B64 3(1.7) A,C,S,Su,T 1 2
B65 1(0.6) 1
B66 1(0.6) C,Su,Sxt,T 1
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B67 1(0.6)

B68S 2(1.1) 2
B69 7(4) AS,SuT 1
B70 1(0.6) AS,SuT

B71 3(1.7) AS,SuT 1
B72 2(1.1) s,suT

B72 1(0.6) AS,Su

B73 18(10.2) AS,SuT

B74 1(0.6) AS,SuT

B75 1(0.6) AS,SuT

B76 1(0.6) AS,SuT

B77 11(6.3) T

B78 1(0.6) 1
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INTRODUCTION

The first chicken industrial farm on Reunion
Island has been created 60 years ago and the
slaughter house in 1990’s. The poultry houses
are open sided with artificial or dynamic
ventilation. Various kind of poultry houses
exist. The basic foodstuffs are imported from
Argentina, France, and Mauritius. Parents are
imported from France and day-old-chicks are
produced locally with a marketing of 8.5
million per year. Contamination of chicken
with Salmonellais a public health and is an
economic problem particularly because
Reunion Island population eats a lot of
chicken (more than 40 kg per person and per
year) and cooks 100% chicken sausages. This
study aims to investigate the diversity of
Salmonella enterica Typhimurium and
S1,4,[5],12::- in 40 human strains, in 125
chicken strains and 162 strains isolated from
farms and slaughterhouse’s environment by
using pulsed field gel electrophoresis (PFGE)

and antibiotic susceptibility phenotype in
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order to determine potential infectious

sources.

METHODS AND MATERIALS

Between October 2007 and January 2009, a
total of 161 Salmonella entericaserovar
Typhimurium and 18Salmonellal 4,12:i:-
strains were isolated from broiler farms,
environment, slaughterhouse, other animals
(pigs,

humans. On broiler farms, samples were

ducks, turkeys, and rodents) and
collected from 60 flocks at the end of the
rearing period (faeces, litter, changing room,
At

slaughterhouse, samples were collected all

wall and equipment, outdoors).
along the «process» for 71 flocks, from the
transport crates, before defeathering, after
defeathering, before clamping plan, after
clamping plan, at the evisceration steps, from
scalding water, from caeca, neck skin and
carcasses; at the cutting plan on utensils and
working plan, and from sausages. Samples

from pigs were collected from previous



course and samples from poultry other than

chicken were collected from the local

veterinary laboratory. For humans, isolates

were collected from hospital (GHSR
Reunion), private laboratories and from
Pasteur Institute (Paris, France). The

following harmonized protocol for PFGE was
used for the study as described previously (1).
Antimicrobial susceptibility was tested by the
disk diffusion method following the CLSI
guidelines (Clinical and Laboratory Standards
Institute, 2008)

RESULTS

The genotyping of 161 isolates $almonella
Typhimurium and 18 of S
1,4,[5],12:i:- was carried out by PFGE using

isolates

Xbal as macrorestriction enzyme. Digestion
The

analysis by Bionumerics software showed an

of DNA demonstrated 30 profiles.

overall similarity of 75% with stable patterns

consisting of 14-18 fragments. The observed
similarities (Dice coefficient and UPGMA

method) were considerable for 10 patterns
with more than 90% similarity. In contrast, 10
Xbal patterns showed less than 80% of
similarity (75.1%). The genetic relatedness of
the PFGE

Typhimurium

for Salmonella
S1,4,[5],12:i:5
demonstrated by the dendrogram, showed 5

profiles

and

clusters butS. 1,4,[5],12:i:- was only found
in clusters 4 and 5. Among a total of 161
isolates of Salmonella Typhimurium, 9
(5.5%) were resistant to ampicillin (A), 28
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(17.4%) to streptomycin (S), 32(19.9%) to
sulfonamides (Su), 4(2.5%) to cotrimoxazole
(Sxt) and 37(22.3%) to tetracycline (Te). Out
of 18 isolates of S. 1,4,[5],12:i:- , 1 (5%) was
resistant to A, S, Su and T and 100% of

isolates were susceptible to A,
chloramphenicol, ceftazidime, colistine,
cefotaxime,  enrofloxacine, gentamicin,

kanamycin, ofloxacine and SXT. The same
pattern of resistance was observed for S, Su
and Te, both forSalmonella Typhimurium
and S.l 4,12:i-. The main resistance pattern
associated with most of the pulsotypes is
A,S,Su,T. We also found two other resistance
patterns: A,Su,SXT,T and S,Su,T. Three
isolates from pig and human origin yielded
the typical
ACSSuT.

multidrug resistant pattern

DISCUSSION

S Typhimurium is able to infect many hosts,

including monogastric  species, poultry
(chicken, duck, turkey, guinea fowl, goose)
and pigs, but also small mammals as rodents
(2). We opted for the method of choice for
typing Salmonella Use of PFGE with
endonucleasXbal has been recognized as a
sensitive means for fingerprintirgalmonella

3) forS

Typhimurium.

serovars and particularly

In our study, different PFGE patterns have
been established for
1,4,[5],12::-

many other sources within a window of

Typhimurium and

serovars from chicken and



75.1% of similarity. In spite of this close
relationship, it was possible to divide the
isolates into five clusters with 2 main ones.
These clusters showed around 90% of

similarity. This high level of similarity
suggested, at least, the introduction of two
different clones that could have come from
importation of feedstuff, parents stocks,
hatching eggs or one-day old chicks from
France or from South East Asia. The main
pulsotype counted for 33% of all isolates; it
shared isolates from many sources as poultry
house, slaughterhouse, other animal species
(poultry, pigs,

humans suggesting that this pulsotype had

rodents), environment and

already colonized all steps of the food chain.
The same pulsotypes &almonellahad been

recovered from different animal species; we
are in a tropical island where all the farms
(pigs, poultry farms...) are concentrated on a
small surface and exchanges of organic
material and pathogens are always possible
between all these farms. In Reunion Island
this atypical S1,4,[5],12:i;- emerged few

years ago and it is certainly a monophasic
Multidrug

isolate of S. Typhimurium.

resistance was generally observed in
Salmonella Typhimurium (4) but in this

study, only three isolates, one from human
and two from pigs presented the specific
profile ACSSuT. This profile matched with

phage type DT104 one but, it was not the
dominant profile in our study. Most of the
Island  showed

isolates from Reunion
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resistance to A, S, Su and Te as shown
previously demonstrated. Analyses using
serotyping and more specifically
macrorestriction profiling by PFGE with
Xbal showed that no clonal relationship
PFGE and antibiotic

resistance profiles. Furthermore, diversity but

existed between

proximity of S Typhimurium andSl. 4, 5,
12: i: - was observed suggesting importation
of this serovar into Reunion Island. So
SalmonellaTyphimurium andsl. 4, 5, 12:i: -
colonized Reunion Island and widespread in
many hosts and vehicles. Thus, many sources
of infection of S Typhimurium exist and it is
not always possible to determine specific

ways of transmission.
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Introduction

Reunion Island is a French island in the

south-west Indian Ocean, between

Madagascar (700 km) and Mauritius (300

km). Reunion Island has a tropical climate,

and possesses immense biological diversity.

It is also a European territory with modern
infrastructures and services for professional

activities.

Pig and poultry production is one of the
main activities in Reunion Island as in
European countries where the main animal
is pork (48.7%) followed by
poultry (23.6%). So, meat and poultry
to be shielded

product
products have from
contamination to avoid public health risks
to consumers and financial problems for
Reunion’s poultry companiesThe first

industrial chicken farm on Reunion Island
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was constructed 60 years ago and the main

slaughter house was built in the 1990s.

Reunion’s poultry meat industry produced
around 10 tons in 2009, which represented
an average of 5 800 000 birds with a typical
weight per chicken of 1.762kg. Broilers

were slaughtered at around 45 days old.
The industry aims to increase production by
3% per year. To attain this objective, the
whole poultry production industry has

improved its efficiency in procedures and
costs. At the present time, chicken meat
production is locally consumed (66% local
production and 33% imported frozen from
France). Contamination of chicken with

Salmonella is a public health and an

economic problem particularly because the
Reunion island population consumes a lot
of chicken (more than 35 kg per person per

year) and also eats 100% chicken sausages.



In  Reunion Island, except some

bacteriological controls carried out in
farms, no epidemiological study has yet
been undertaken. Nevertheless, poultry
producers considelfSalmonellato be a
major problem for broiler production. This
study aims (i) to define Salmonella
prevalence on broiler flocks at the farm and
at the slaughterhouse, (ii) to identify risk
factors of broiler infection, (iii) to identify
any cross contamination from the farm to

the slaughterhouse.

Materials and Methods
Sample collection

The study was carried out from May 2007
to February 2009 and involved 60 broiler
farms randomly selected among those
affiliated with Production Company in

Reunion Island. The location and the day
of placing chicks were given by the poultry

company.
Data collection

A total of around 1,800 samples were
collected. Each chicken farm was visited
three times. The first visit was made before
slaughtering at 43 days old to define the
previous flock’s Salmonella status. The

second visit was made just 48 hours before
the settle of chicks to assess the efficiency
of cleaning and disinfection procedures.
The third visit occurred at the end of the
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rearing period of the study flock between
day 43 and day 45 before slaughtering. On
broiler farms, samples were collected from
60 flocks at the end of the rearing period
(faeces, litter, changing room, wall and
equipment, outdoors). Data were collected
from a questionnaire administered to each
farmer  concerning poultry  house

characteristics, practices and treatment on
day-old chicks, management of dead birds,
control of rodents and other domestic
animals, watering practices, farm staff,
This

guestionnaire was always submitted by the

cleaning and disinfection.
same person and it was pre-tested in a
preliminary study. The final questionnaire
was closed-ended guestions. At
slaughterhouse, samples were collected all
along the «process», from the transport
crates, before defeathering, after
defeathering, before clamping plan, after
clamping plan, at the evisceration steps,
from scalding water, from caeca, neck skin
and carcasses; at the cutting plan on utensils
and working plan, and from sausages.
Samples from pigs, from poultry and other
chicken were also collected from previous
course. For humans, isolates were collected
from hospital (GHSR Reunion), private
laboratories and from Pasteur Institute

(Paris, France).

Statistical analysis



The flock was the unit of observation. A
flock was infected byS. entericasubsp.
entericaif at least one pooled sample taken
from the poultry house collected at the end
of the rearing period tested positive. Thus,
the outcome variable was dichotomous
(infected versus non-infected). All variables
of
All

frequencies of categories were > 10%. To

were categorical with a number

categories per variable limited.
assess the relationship between explanatory
variables andalmonellastatus of the flock,
two stage procedures were used. Factors
associated (Pearsgr? test, P<0.25) with
Salmonella infection of the flock were input

a full model on R software for multivariable
included a
).

Contribution of each factor to the model

analysis. The second step

logistic multiple regression model
was tested with a likelihood-ratig2

through a stepwise procedure.

Pulsed field gel electrophoresis (PFGE),

Multiple loci variable number tandem

repeats and antimicrobial susceptibility

The following harmonized protocol for
PFGE was used for the study as described
by Kerouanton (2). The method of MLVA
Lindstedt  (3).

Antimicrobial susceptibility was tested by

was according to
the disk diffusion method following the
CLSI guidelines (Clinical and Laboratory

Standards Institute, 2008)
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Results

In our study, 22% of chicken broiler flocks
were infected by Salmonella enterica
subsp.enterica at the end of the rearing
period. The main serovar identified was
Virchow (38%), thenS. Blockley andS
Livingstone (15%) an&. Typhimurium,S
Hadar andS. Senftenberg (8%). At the
68% of batches were

positive to Salmonella enterica subsp.

slaughterhouse,

enterica The main risk factors identified at
the end of the rearing period are described
in table 1.

The genotyping of isolates showed a
similarity with stable patterns. For example,
the observed
10

patterns with more than 90% similarity

for S Typhimurium,

similarities were considerable for

between isolates from chicken, poultry,
environment and humans (figure 1). The
main resistances were observed for
ampicilin, streptomycine, sulfonamides and
tetracycline. The main resistance pattern

was A, S, Su, T, A,Su,SXT, T and S,Su, T.



Table 1 Risk factors identified at the end of
the rearing period

Variables Logistic
regression
model
OR 90% CI

Proximity of productionto 7.92 1.1,

sugar cane 90.05

Salmonella status of 6.89 1.3,

previous flock 36.45

Age of poultry houseb5.36 1.2,

(more than 15 29.52

Years)

Use of antibiotics at Dayl 4.9 1.1,

30.95

Thorough Cleaning and

disinfection

of poultry house and 0.001,

surroundings 0,050.79
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Figure 1 Dendrogram showing the cluster

analysis of PFGE Xbal patterns of
SalmonellalTyphimurium generated by
bionumerics software using the UPGMA

method

Discussion

In our study, 22% of the broiler flocks were
infected with Salmonella.This result is in

conforms to 23.7% prevalence generally
observed in European Union. Most of risk
factors identified in this study have been
reported in the literature (4) but some are
to conditions in

specific and related

Reunion Island.

The original risk factor identified was the
presence of sugar cane and plant fields next
to poultry houses. Rodents are a legitimate
problem because most of the territory is

covered with sugarcane fields, natural



habitats of rodents that can be very close to

poultry farms. Rodents have been
recognized as a vehicle &almonellaand
are often implicated in the infection of
poultry (5). The age of the poultry house (>
15 years old, often built with tobacconist
drier) was often correlated with presence of
porous walls that could contribute to the
persistence ofSalmonella because these
walls are difficult to clean and because
crevices could constitute recesses full of
faeces contributing to development of
bacteria. The administration of antibiotic
drugs to one day-old chicks often used as
prophylactic drugs against stress and
mortality during the first day of life might
reduce the number of colonized and shed

bacteria (6).

The common PFGE pattern (B54, B62, B64
and B69) observed witls. Typhimurium

for poultry and human isolates underlines a
possible contamination of humans with
chicken as previously described by
Nogrady et al. (7). The MLVA retained the

high co-clustering with PFGE typing.

Furthermore, strong similarity was
observed between isolates among clusters
from chicken, environment, pig and human
isolates. Homology found from humans,
chicken and pigs’ isolates highlighted a
possible human contamination by infected
chicken or pork. Cross contamination was

also underlined at the slaughterhouse and
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positive flocks detected at the farms have

been recovered at the slaughterhouse.
Analyses using serotyping and more
specifically macrorestriction profiling by
PFGE with Xbal showed that no clonal
relationship existed between PFGE and
The

characteristics

antibiotic  resistance  profiles.

antimicrobial  resistance
could have been acquired by selective
pressure of drugs or by horizontal transfer.
So it is necessary to investigate pig
production to understand differences of
veterinary practices with poultry industry.
Furthermore, diversity but proximity &

4,5,12:i:-

observed suggesting importation of this

Typhimurium and SI. was
serovar into Reunion Island. Salmonella
Typhimurium andSl. 4,5,12:i:- colonized
Reunion Island and widespread in many
hosts and vectors. Thus, many sources of
infection of S’ Typhimurium exist and it is
not always possible to determine specific

ways of transmission.

Most of Salmonella isolates were
susceptible to all the tested antibiotic drugs
by contrast with results observed in
continental France. Most of the isolates
from Reunion Island showed resistance to
ampicilin, streptomycin, sulfonamides and
tetracycline as shown previously
demonstrated (8). These antibiotics have
been the most commonly used antibiotics

for animal production which explained the



frequent occurrence of resistance for these

antimicrobial agents (9).

The results of this study indicate that
poultry is a potential vector f@almonella

in Reunion Island.
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Diversité et impact sur la santé publique

3.2.3. Discussion de la troisieme partie

La plupart des études souligne que la viande dailled est la cause de nombreuses
TIA avec pour agents identifiés principau8almonellaet Campylobacte(Mataragas et al.,
2008; Suzuki and Yamamoto, 2009; Thorns, 2000; Tidyg 2008). Deux types de dangers
peuvent avoir un impact sur 'homme : les dangerects c'est-a-dire les symptdomes
occasionés directement par l'ingestion Sl@monellaet indirects c'est-a-dire I'effet a plus
long terme de I'échange de matériels génétiquese eles souches « animales » et

« humaines » et I'accroissement des phénoménessgance aux antibiotiques.

Malgré une forte présomption de sous déclaratiaas ahs de TIA a la Réunion et
notamment en milieu familial, I'impact, chez lesneommateurs, n’est pas négligeable,
preuve en est les échos médiatiques récurrents ldanguotidiens de I'le. Il serait donc
intéressant de veérifier I'impact réel et la partitable deSalmonelladans I'ensemble des
TIA, notamment en prenant en compte la structunatle la population réunionnaise ; en
effet, il est reconnu que les « zoreils » (métrivginls) se rendent plus facilement au
laboratoire pour y effectuer des analyses quer@sles, les mahorais ou les malgaches, n’y

allant que dans les cas graves.

Dans cette partie de I'étude nous avons gardé I&EPEEomme méthode de
différenciation deSalmonellabien gu'il soit intéressant de comparer par igesnos résultats
avec d’autres techniques comme la MLVA, ou un cageldes VNTR avec de 'HRM. Mais
la PFGE est toujours considérée comme la technagueéférence pour discriminer les
souches au sein d’'un méme sérovar. Dans un preéemgrs nous avons trouvé utile de faire
'analyse sur les sérotypes majeurs puis dans eongeemps de faire un focus particulier sur
S Typhimurium etSl, 4, [5] ,12 : i :-.

La PFGE, avec l'utilisation de b4l comme enzyme de restriction, est reconnue
comme technique discriminante pour de nombreuxveeso(Fedorka-Cray et al., 1999;
Hakanen et al., 2005; Liebana et al., 2002; Sowvalet 2000; Valdezate et al., 2000).
Cependant la PFGE, bien qu'étant la méthode « Gtdehdard » pouBSalmonella,est une
méthode colteuse, dont les résultats ne peuventépascomparés entre les différents

laboratoires d’ou I'intérét d’avoir recours a d'aad techniques.

- 219-



Diversité et impact sur la santé publique

S Blockley, un de nos sérovars majeurs identifeggpartient essentiellement a un
cluster qui, a lui seul, comprend 94% des souchemt le fort pourcentage de similarité
souligne le fait que les souches proviennent d’eal £lone. Cependant, il aurait été
intéressant, pour ce sérotype, de faire les armlgeePFGE avec une deuxieme enzyme de
restriction afin de voir si I'on avait une meilleudiscrimination. Cette constatation nous fait
penser qu'il est possible que ce soit un sérotypevellement installé a la Réunion et qu'il a
pu étre importé de pays asiatiques comme la Trdglaou ce sérovar a été fréquemment isolé
chez la volaille mais également dans I'environneam@asipreeyajan et al., 1996). En
revanche, la proximité génétique entre les sounbasous permet pas de dire dans quel sens
se produit la contamination entre les différentagees. Son installation récente sur l'ile peut
étre également confirmée par le fait que la tdtaties souches soit sensibles aux 16
antibiotiques que nous avons testés. En effeiji$ation des antibiotiques est sous contrble
depuis 2006 ce qui fait qu’il n’y a plus ou « preslus » de pression de sélection dans les
élevages. Ce sérotype a été retrouvé a partirldtgssde poulets, d’isolats d’environnement de
fermes et d’abattoir mais également chez I'hommependant la majorité des souches
proviennent d’environnement d’abattoirs dans lequeelsérotype semble s’étre installé et
persister. Le fait qu’il ait été également retrowtez 'homme souligne une éventuelle

infection par I'ingestion de poulets contaminés.

S Virchow a également été retrouvé tout au longladehaine de la production
avicole, et la similarité génétique intra sérovat €galement importante (87%). Sa
dissémination peut s’expliquer par une multiplicite sources différentes dont une
contamination via le couvoir, mais également v déseaux sauvages. Il n’est pas rare de
voir survoler a proximité des exploitations deseaisx migrateurs mais également de
nombreuses especes d’oiseaux marins pour la plepaémiques de la Réunion, dont les
puffins de Baillons dans lesquels nous avons ifiérgi Virchow. Peu de prélevements ont pu
étre collectés sur ces especes mais il seraitesgént de voir si d'autres especes d’'oiseaux
tels que les Pailles en Queue, les Martins TriséssCardinals ou les Zosterops ne seraient
pas également des porteursS#monella En effet, certaines especes d’oiseaux présentes o
€galement pu étre introduites portant avec ellesodweaux sérovars @&almonellaLa piste

d’investigation sur la « faune sauvage » seraitdot@ressante a approfondir.
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Les antibiotiques sont largement utilisés dans tnae. Du fait de leur utilisation
intempestive, la pression de sélection qui en ré®dt la principale cause de 'augmentation
des résistances bactériennes. En médecine vétérilea antibiotiques sont administrés a des
fins prophylactiques ou thérapeutiques. Les donngas les quantités d’antibiotiques
administrés a la Réunion ne sont pas disponibless m@a France, en 2008 le tonnage
d’antibiotiques vendu s’élevait a 1191 tonnes awee diminution de 12 % par rapport a
2007.

En France, comme pour les années précédentes,e gizatilles d’antibiotiques
(Tetracyclines, Sulfamides, Pénicilines, Macrol)Jdesprésentent plus de 80% du tonnage
d’antibiotiques vendus. Les tétracyclines reprém@nta elles seules la moitié du total des
ventes. Les céphalosporines et les fluoroquinolaepsésentent des tonnages relativement

faibles.

En exprimant les données en poids vif traité, uamparaison peut étre faite entre les
principales filieres de production (bovins, ports/@laille). Par exemple, lorsque les ventes
d’antibiotiques sont exprimées en masse de madiétree (Wacti), les élevages de bovins et
de volailles apparaissent comme les plus gros comsteurs de fluoroquinolones ; mais la
répartition précise d’antibiotiques, par especelditile a estimer car un méme médicament

peut étre destiné a plusieurs espéces.

L’augmentation des résistances a longtemps étérégndEntre 1950 et 1990, de
nouveaux antibiotiques ont été développés maisuadihui, ’'homme se fait rattraper par les
microbes. Plus la résistance est élevée et plyseastrit de nouveux antibiotiques favorisant
I'’émergence de nouvelles résistances. C'est amsil'gn s’inscrit dans une sorte de spirale
infernale de la résistance, d'ou lI'extréme impoctarde limiter la propagation de cette
résistance notamment en limitant la consommati@ntdiotiques chez les professionnels
meédicaux et vétérinaires, les éleveurs, les ageord...D’autant que de nouveaux

antibiotiques ne sont pas préts d’apparaitre somaehé !

La surconsommation d’antibiotiques en Europe etsdin Monde, utilisés a but
thérapeutique mais également utilisés parfois cofiatteurs de croissance dans les élevages

sont responsables de cette résistance actuell@mesiatée.

Dans les élevages, les antibiotiques ont tout dabo réle de médicament vétérinaire.
Par ailleurs, certains antibiotiques ont été égalgnutilisés comme additifs alimentaires

zootechniques.
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Mais l'utilisation d’antibiotiques dans I'élevagest pas une garantie de qualité. Au contraire,
ils sont souvent utilisés pour pallier a une hygieh des pratiques d'élevage déficientes. Les
bactéries résistantes ainsi présentes dans lemnesrgdes animaux, sont directement
transmissibles aux hommmes. Avec la perte d'effi€ades solutions thérapeutiques, les
fabricants de médicaments et les vétérinaires,rmigté pour que I'on utilise de nouveaux
antibiotiques a usage humain (comme les fluorodaimes dans les élevages de poulets aux
Etats-Unis et au Canada) pour traiter les maladiéssanimaux. L'efficacité des antibiotiques
servant a traiter les maladies humaines s'en esvde amoindrie, et des résistances sont
apparues chez I'hnomme. Le débat sur l'utilisaties dntibiotiques dans les élevages a été
lancé notamment lorsque des entérocoques sont weveésistants a un glycopeptide, la
vancomycine. En effet, a titre d’exemple, au Darménesn 1994, 24 kg de vancomycine ont
été prescrits en médecine humaine, alors que 24k@0fle son homologue pour I'animal,
'avoparcine, furent utilisés dans la méme annés. Sage favorisait la résistance a un
médicament pourtant développé pour faire face actébies résistantes, et souvent utilisé
comme arme de la derniere chance dans les hépiepuis janvier 2006, I'UE a donc

décideé d’interdire I'utilisation de la plupart dastibiotiques dans I'alimentation animale.

Les dangers pour la santé, liés a l'augmentatianrésistances dans les élevages
intensifs, ont été mis en évidence deés la fin de®es 60 (rapport du Comité Swan-UK), et
dénoncés par 'OMS, des 1977. La Commission Européa déja interdit l'utilisation d'un
certain nombre d'antibiotiqgues comme facteurs aessance chez les animaux. Certaines
substances cependant sont toujours autorisées,oigentl faire I'objet d'une action
communautaire, dans le cadre de la stratégie glolokl lutte contre la résistance

antimicrobienne.

Salmonellaet Campylobacterfont partie des causes les plus courantes de realadi
d’origine alimentaire et on signale actuellemen¢ wésistance accrue de ces deux bactéries

aux antibactériens.

Des flambées dé&almonellanon typhoidiques multirésistantes sont apparue€w@ope

comme aux Etats-Unis. La plupart des cassdkmonellas’accompagnant d’'une diarrhée ne
nécessitent pas de traitements antibiotiques, rcéeluraitement peut prolonger I'excrétion de
cet organisme. Néanmoins, on rencontre aussi umdgnambre d’épisodes de pathologies

invasives impliquant cette bactérie : infectionssédminées dans la circulation sanguine et/ou
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signes de réactions systémiques avec fievre, wgiditc.). Dans un tel cas, un traitement
antibiotique s’impose et les antibiotiques actusdat les plus efficaces sont les
fluoroquinolones et les céphalosporines de troisig@nération. La résistance des souches
pose donc des problemes lorsque celles-ci sontiquges dans ces infections. C’est tout
particulierement le cas pour les enfants chez kEsqles fluoroquinolones sont contre-
indiquées en raison du risque de lésions des Htions et les céphalosporines de"3
génération constituent souvent le seul traitemiictee disponible.

Les fait récents concernant la résistance aux a@mbiviens des agents pathogenes
transmis par les aliments sont sources de préottonpa Il s’agit d’'une résistance
transférable de faible niveau aux fluoroquinolordsz lesEnterobacteriaceaeet de
I'émergence dans le monde entier, d’isolementSaknonellaémanant d’étres humains et

d’animaux, des bétalactamases a spectre élargi.

L’endiguement de la résistance aux antimicrobiésslltant des usages non humains de ces
médicaments est une activité multisectorielle, iquaAnt toutes les parties concernées par
I'utilisation des antimicrobiens en dehors de ladew@ne humaine. La collaboration entre les

organisations internationales et entre toutesdesgs prenantes pertinentes, est essentielle.
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Conclusions et perspectives

Ces travaux de recherche ont permis d’établir, dansremier temps, un état des lieux
sur la prévalence dgalmonellaa la Réunion, travaux initiés suite a une volorgdadfiliere

locale cherchant a diminuer leur taux de préval@mcélevages avicoles.

Les méthodes d’enquétes de type longitudinal quss m@ons utilisées, ont permis de
mieux comprendre I'épidémiologie de cette bacté@ieprenant en considération I'ensemble

des facteurs de risque dans leur globalité, contiparaent aux études cas-témoins.

Nous avons tenté d’aborder cette étude par unatigetion sur toute la chaine visant
a embrasser la filiere dans sa globalité, fidela aision de I'Union Européenne dans ce
domaine et contrairement a I'approche des Etats-UWpii se concentre uniquement sur
I'extrémité de la chaine en insistant sur la « déammination » des carcasses avec des produits

chlorés.

Les prémices des travaux portant @ampylobacteont été réalisés en parallele de la
recherche susalmonellaafin d’avoir un apercu de la prévalence de cedtgdrie responsable
également de TIAC. La recherche slampylobactenécessiterait par ailleurs de plus larges
investigations tant sur la discrimination des ses|geces présentes que sur les caracteres de
résistance aux antibiotiques. Les analyses de Pp@Eant surCampylobacteront été
réalisées mais ont été volontairement non pubti@aes ce manuscrit car il nous a semblé peu
informatif de les inclure sans avoir pu approforiés recherches notamment en comparant les
souches animales avec les isolats cliniques hum@ampylobactem’étant pas recherché
systématiqguement a la Réunion dans le cas de ééesrbhez I'hnomme. La poursuite de
I'étude surCampylobacterest d’autant plus importante que ce germe resteocaur des
discussions de I'Union Européenne, de nombreux rexmaiggérant de l'inclure dans la

réglementation.

De méme, il va de soit qu’il faille compléter I'éel sur Salmonellatant sur
l'investigation de terrain pour la déterminatiorsdaitres sources potentielles Sdmonella
gue sur lI'apport de procédés techniques plus rédetd que la MLVA, VNTR ou le HRM
(high resolution melting) (Omiccioli et al., 2009)e but étant de rechercher la méthode la
plus discriminante intra-sérovar pour pouvoir idieet avec davantage de précisions, les

sources infectieuses principales.
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Salmonellane s’arrétant pas a la volaille, une autre étuchélasre est actuellement
réalisée dans la filiere porcine pour faire fada aglementation qui va étre mise en place
dans les années prochaines d’ici 2012-2013. litségalement intéressant de poursuivre ce
type d’études dans les autres filieres, que cecbeit les petits ruminants ou chez les bovins

car aucune information n’est également disponibtdessujet.

Ce type d’études est intéressant a mener dansniaxte comme celui de I'lle de la
Réuion ou le climat tropical et l'insularité son¢uk paramétres importants a prendre en
compte. Les températures élevées, le taux d’hygrgreinsi que la concentration d’élevages
sur des surfaces agricoles disponibles relativerdénaites sont autant de paramétres qui

favorisent la dissémination de ces bactéries patinegydans I'environnement.

Méme si comme tout autre travail, il reste toujodes questions en suspens, notre
étude a pu apporter des réponses concretes a alderpes concrets ; et dans le contexte
économique difficle qui est le notre, 'amélioratiale la qualité sanitaire des denrées
alimentaires reste une des voies pour assurerrémmpié des filieres locales et consolider le

tissu social et culturel.
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Questionnaires::

CIRAD
Pole Kappa (Qualité des produits agricoles et alintegres)
MRST 100 Rte Riviére des Pluies 97490 Ste Clotilde
Tél: 02 62 92 24 47
Fax: 02 62 92 24 31

FICHE D’ENQUETE 1/ Décontamination
Numeéro de bande:
Code Eleveur : ...c.oovvevevieieiiannn, ZonpigAre @ .....oeevennn. Date: / /07

Effectif de la bande :

Nettoyage Désinfection :

* Nettoyage du batiment et des abords Oui Non

- Surfaces Nettoyées : Sol Plafond Murs

- Méthode de nettoyage : Brossage Kartcher Autre......... Eau Utilisée :
Détergent : Oui Non Lequel :

- Abords : Propres Sales

* Nettoyage du Matériel Oui Non Méthode : Brossage Ringcage TrempageeAut

* Premiere Désinfection :
Désinfection Batiment : Oui Non Produits Utilisés............ Méthode :.................

Dates : Quantité d’eau : Quantité de désinféctan Durée : ...

Dates : Quantité d’eau : Quantité de désinféctan Durée .............
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Désinfection Matériel : Oui Non Produits Utilisés............ Méthode :.....c............

Dates : Quantité d’eau : Quantité de désinféctan Durée : ....

Désinfection des silos : oui non  Méthode :

Désinfection des circuits d’eau : oui non  Méthode

* Vide Sanitaire: Oui Non Durée : ................. Dates :

» Deuxieme Désinfection Oui Non  Produits Utilisés :............ Surfaces : ......cccoeiinns
Dates : Quantité : durée :

» Utilisation de Virkon en début de bande oui non

» Utilisation de Virkon en cours de bande oui non aquel age:
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CIRAD

Pble Kappa (Qualité des produits agricoles et alittagres)

MRST 100 Rte Riviere des Pluies 97490 Ste Clotilde
Tél: 02 62 92 24 47

Fax: 02 62 92 24 31

FICHE D’ENQUETE 2/ Fin de Bande

Numeéro de bande:

Code Eleveur : ..

........................ ZONBIGAIE © ..ovvvveveen Date: [/ /07

Effectif de la bande :

- Exploitation :

(tomates,...) :

fermée (Présence d’'une délimitation physique) ouverte
Acces bétonné : oui non

Nombre de poulaillers dans I'exploitation : 1 2 >2

Type de batiment : poulailler industriel poli&i« pei » Age :
Proximité d’autres poulaillers (autres fermes) 08B > 500 m
Existence d’'une rampe bétonnée pour le chargenoem non

Prét de matériel entre exploitations : oui  non atuxe (tracteurs..) :

Production végétale concommittente : oui non tuNa

- Poulailler : nature du sol : ciment terre autre

Axes principaux du batiment/vents : perpendicelai  paralléle autre

Présence d’'une aire de déchargement pour lesitatroui non

Aire de déchargement proche de I'entrée du plberdaoui non

(sinon, préciser autre cas
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Nature de I'aire de déchargement : bétonnée quteeiser)

Fumier face a I'entrée du poulailler : oui  non

- Animaux :

* Poussins: Tenue spécifique pour le livreur (hwaussures et combinaison)

Contrdle de laboratoire des poussins : oui non
Situation sanitaire : Salmonellat+ Salmonella
Densité a J1:

Traitement antibiotigue a 1 jour: oui  non  QueliAiotique :

* Pratique de la bande unique :

- Dans le batiment : oui non

- Dans l'exploitation : oui non
» Pratique de la bande multiple : oui non de I'élevagxte : oui non
 Situation sanitaire de la bande précédeSamonellat+ Salmonella
* Programme de prophylaxie médicale oui non

(Appliqué sous la responsabilité d’'un vétérinaire
Utilisation d’antibiotiques : oui non raison: age des volailles :

» Gestion des cadavres : Elevage Evacuation Indindra Consommation Autre .....
Utilisation d’'un container avant élimination : ounon

Container : >20m du poulailler < 20m du poulailler

Stockage des morts : congelé non congelé

- Lutte contre les vecteurs contaminants :

* Présence de rongeurs : Oui non contrble :
» Disposition des appats ou piéges : intérieur/exbeéri intérieur uniqguement
» Présence d’autres volailles dans la ferme : oui ndsi oui, type :................ )

* Présence d’animaux domestiques : oui non lesquels

» Etanchéité du batiment face aux oiseaux sauvagesoui non

» Présence de ténébrions: oui  non de mouches : ouion
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- Litiere :

* Type de Litiere Copeauxde bois Origine : autre (préciser)
* Quantité de copeaux/ m2 :

 Litiere humide par endroits : oui non

» Fréquence d’ajout ou de renouvellement :

- Eau de boisson :

» Eau utilisée : Réseau public Eau de puits/forage Eau de captage
» Veérification de la potabilité (si eau de puits/fged : oui non
» Traitement de I'eau : oui non  produit utilisé : oséd : fréquence :
» Abreuvoirs utilisés : type : Surélevés:  OuNon
matiere : métallique plastique
Souillés propres Fréquence du nettoyage :

Nombre de lignes de pipettes :

Nombre de plagons :

- Aliment :
» Aliment utilisé : Proval Urcoopa
* Matériel utilisé : mangeoires trémies Autre :
Souillés propres Fréquence du nettoyage :
Quantité :
*  Nombre de silos :
- Fumier :
» Devenir du fumier : Elevage Evacuation  Fosse utre:
(hors poulailler)
» Contrat avec le maraichage : oui fisinon)
- Personnel :
» Type de personnel : Propriétaire Propr. et cohjoin Propr. et employeés
* Propriétaire de cannes a sucre: oui  non
» Changement de tenue du personnel : oui non deshas : oui  non
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Fréquence d’entrée dans le poulailler £8: >3 et<4 >4
Visite fréquente d’autres éleveurs : oui  non
Affectation unique a un poulailler : oui  non

Port de vétements spécifiques / batiment : oui  non
Port de chaussures spécifiques / batiment : oui n no
Etat des vétements et de chaussures : Sale Propre
Sas

- Existence d’'unsas:oui non spécifique au ptialai  commun a plusieurs

poulaillers

- Séparation du sas en deux parties propre et salg  non

- Présence d’'un lavabo fonctionnel (eau, savorjetég) : oui  non

- Présence de vétements supplémentaires pour tesuwréventuels : oui non

Interventions particulieres pendant la bande : Qui Quand ?: Pourquoi ?:
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CRETE D'OR ENTREPRISE

2

Epidemiological analysis of Sa/monella enterica subsp. enterica from
chicken broiler flocks in Reunion Island (Indian Ocean)
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Salmonellall

All over the world Salmonella causes human diseases and animal salmonellosis. Salmonellosis is one of the major causes of diarrhea in the
westernworld. Sa/monellain poultry have been studied many times but no epidemiological study has been undertaken in Reunion Island.
Reservoirs of non-typhoid Salmonellain this island remain unknown as well.

ReunionIsland is located in the Indian Ocean, east of Madagascar and west of Mauritius. Poultry production is one of the main activity with
a production of 10 tons in 2009. So meat and poultry products have to be shielded from contamination to avoid public health risks to
consumers and financial problems for the poultry company. Chicken meat production is locally consumed (66 % of locally production and 33%
of imported frozen from France). Contamination of chicken with Sa/monellais a public health and economic problem particularly because
Reunion island populations eat a lot of chicken (~ 40 kg by people and by year) and cook 100% chicken sausages.

The original study aim is to determine the Salmonella enterica subsp. enterica prevalence in 60 chicken broiler flocks and to identify

specific practices iated with p of /a. For that purpose, more than 1800 samples have been analyzed from the rearing
period to the slaughterhouse including the time of decontamination.

Materials and Methods

- Sampling

Post-
GlockiN-L & Disinfection Flock « N »

D-43 D-1 D-43
P -Ground -Litter
j":z’:::s -Wall and -Faeces
equipment -Wall and
-Changing room equipment
-Environment -Changing room
-Environment
Salmonellastatus > Sy, ~Litter beetle

-Effectiveness of cleaning and

disinfection? Survey
-Resident Salmonella? -Prevalence Salmonella?
-Vectors?
Results

+ Prevalence Post -disinfection /"« Prevalence at the end of the rearing period flock « N »
Many sources of

infection are possible

Positive sample among

positive flocks: " Positive sample among

Positive farms (N=60) positive flocks:

Positive farms (N=60) Ground : 32%

=
37 % 6Ground + litter :59%

l Sas: 23%

Wall & equipment : 36%

32% > Sasi16%
Wall & equipment : 21%

Poultry house (N=60) Environment : 58%

L. Resident Salmonella

Broilers flocks (N=60) Environment : 50%

Proximity of sugar canes Salmonella positive status
and banana production of previous flock

OR:79 / OR=6.89
[11, 90.05] [13,36.45]

Salmonella enterica
subsp. enterica

?R;g.qas ] \ OR:=5.4
[1:1,
I OR=0.05 2 2952]

[0.01079] Age of poultry
house > 15 years

Antibiotics D-1
Thorough Cleaning and
disinfection of poultry house
and surroundings

Discussion

+ 22% of the broiler flocks were infected with Sa/monella. Result is in conform with 23.7% prevalence generally observed in European Union. Prevalence of Salmonella spp. in broiler flocks is higher than in
continental France.

* Most of risk factors identified in this study have been reported in the literature (1) but some are specific and related to conditions in Reunion Island.

The original risk factor identified was the presence of sugar cane and plant fields next to poultry houses. Rodents are a legitimate problem because most of the territory is covered with sugarcane fields,
natural habitats of rodents, recognized as a vehicle of Salmonella (2), that can be very close to poultry farms (3).

The age of the poultry house (> 15 years old, often built with tobacconist drier) was often correlated with presence of porous walls that could contribute to the persistence of Sa/morella. The administration
of antibiotic drugs to one day-old chicks often used as prophylactic drugs against stress and mortality during the first day of life might reduce the number of colonized and shed bacteria (6).

+The results of this study indicate that poultry is a potential vector for Salmonellain Reunion Island so this work is necessary to provide measures to struggle against Salmonella.

References
(1) Rose et al, 1999. Preventive Veterinary Medicine. 39 : 265

(2) Meerburg et ol 2006. Applied and Envirenmental Microbiolegy. 72:960
(3)Poscal et al. 2004. Revue Ecol (Terre Vie). 59 : 283

Acknowled : We acknowledge the tect of Avi-pdle Réunion, the farmers, Créte d'Or Enterprise for contribution to this study and thanks to AfssaPloufragan

- 255-



Annexes

9

@ CRYOI
arsse

b - CRETE D'OR ENTREPRISE

Vol Pél

Epidemiological diversity of Salmonella enterica serovars from broiler chicken flocks and
human in Reunion Island (Indian Ocean) : focus on S. Typhimurium and 5.1,4,[5],12:i:-
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Reunion Tsland

Reunion Tsland is @ french island located inthe
Tndian Ocean, east of

Kilometers south west of Mauritius

Introduction

Salmonella causes human diseases and sal llosis in animals worldwide. Sal llosis is one of the major causes
of diarrhea in the northern world. Salmonella in poultry have been studied many times but no epidemiological
study has been undertaken in Reunion Island. Reservoirs of non-typhoid Salmonella in this island remain unknown
as well.

Reunion Island is located in the Indian Ocean, east of Madagascar and west of Mauritius. Reunion Island is a
region of France. Chicken meat production is locally consumed (66% of locally production and 33% of imported
frozen from France). Contamination of chicken with Sa/monella is a public health and economic problem
particularly because Reunion island populations eat a lot of chicken (40 kg by person and by year) and chicken
sausages.

This study aims to investigate the diversity of 5. enterica Typhimurium and 51,4,[5],12:i:- in human strains, in
chicken strains and strains isolated from farms and slaughterhouse’s environment by using pulsed field gel
electrophoresis (PFGE) and antibiotic susceptibility in order to determine potential infectious sources.

ainPouliry farms located on Reunion
Tslond (around 05 poultry farms belonging
o poultry industry)

[Materials and Methods]

Strains : 161 S. Typhimurium and 18 5.1,4,[5),12:i:- strains were considered :

- 139 strains from farm's environment (surrounding, wall and equipment, floor, changing room) from slaughterhouse’s environment (transport crates, before and after defeathering, before and after
clamping plan, evisceration steps, scalding water, intestines, neck skin, rinse carcasses, at the cutting plan, on utensils and from sausages), from broilers and other poultry, pigs and rodents were isolated
and analyzed.
- 40 isolates
PFGE typing
The genetic typing was carried out by RFLP-PFGE after Xbdl restriction (1). The Sa/monella Braenderup H9812 strain was used as molecular size marker.

Analyzes of the genetic profiles

Patterns analyses were performed by using the BioNumerics software (V 5.1, Applied Maths, Belgium). The similarities between profiles, based on the position of the restricted fragments, were
calculated using the coefficient of Dice with a maximum tolerance of 1%. Dendrograms were built according to the UPGMA Method using an arithmetic mean. The Simpson's index was calculated to
estimate the diversity of the sample.

Antimicrobial susceptibility tests

Antibiotic susceptibility was determined by disc diffusion method with 16 antimicrobial drugs (Bio-Rad) following the CLSI guidelines (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2008). Automatic
readings have been performed by OSIRIS system (BioRad).

Il { from human sal llosis cases. Human strains were provided by the French National Reference Center for Salmonella.

il PFGE types (Figure 1)
1 The discriminatory ability (D value) of the method was 0.86 for
1 the entire panel. The observed similarities (dice coefficient and
I UPGMA method) were high for 10 patterns (B49 to B58) with more
I than 90% similarity. In contrast, 10 Xbal patterns (B69 to B78)
Cluster 1 i showed less than 80% of similarity (75.1%)

. 17.3%of the isolates
6 profiles (849 o 853; p5o)

Cluster 2

5 profiles (854 10 858) — I
i i

. High diversity of isolates

Cluster |3

. 128% of the isolates
« 3 profiles ( Bé2 1o B64) I Figure 2 : Antibiogram observed
i for one . Typhimurium isolate
| I
Cluster 4 i Antimicrobial susceptibility

7.8% of the isolates Il
. 4 profiles( 869 10 872)

The main resistance pattern associated with most of the
pulsotypes (B50,B69,B70,871,B73,874,B75 and B76) was
A.5,50,T (Figure 2). We also found two other resistance
patterns: A,Su,SXT,T (B62 and B63) and 5,5u,T (B54 and
B55). Three isolates from pig and human origin yielded
the typical multidrug resistant pattern ACSSuT.

I

Presence of 5.14,[5]12:i: - Cluster 5 1 | I]
I

I

. 10.6% of the isolates
. 2 profiles ( B73 and B74) —
- 1strain found in chicken sausage T
1 11w

Figure 1 : Dendrogram showing the 30 PFGE-Xbal patterns and the origin with these patterns

5. Typhimurium is able to infect many hosts, including monogastric species, poultry (chicken, duck, turkey, guinea fowl, goose) and pigs, but also small mammals as rodents (2). Salmonella. were
typed with a method still considered as a gold standard. Use of PFGE with endonucl Xbal has been ized as a sensitive means for fingerprinting Salmonella serovars (3) and particularly
for 5. Typhimurium

In our study, different PFGE patterns have been established for S. Typhimurium and 5.1,4,[5],12:i:- serovars from chicken and many other sources within a window of 75.1% of similarity. In spite
of this close relationship, it was possible to divide the isolates into five clusters with 2 main ones. These clusters showed around 90% of similarity. This high level of similarity suggested, at least,
the introduction of two different clones that could have come from importation of feedstuff, parents stocks, hatching eggs or one-day old chicks from France or from South East Asia. The main
pulsotype counted for 33% of all isolates; it shared isolates from many sources as poultry house, slaughterhouse, other animal species (poultry, pigs, rodents), environment and humans suggesting
that this pulsotype had already colonized all steps of the food chain. The same pulsotypes of Safmonellahad been recovered from different animal species; we are in a tropical island where all the
farms (pigs, poultry farms..) are concentrated on a small area and exchanges of organic material and pathogens are always possible between all these farms. In Reunion Island an atypical
5.1,4,[5]12:i:- emerged few years ago and it is certainly a monophasic isolate of 5. Typhimurium. Multidrug resistance was generally observed in Salmonella Typhimurium (4) but in this study, only
three isolates, one from human and two from pigs presented the specific profile ACSSUT. Thus, many sources of infection of 5. Typhimurium exist and it is not always possible to determine
specific ways of transmission.
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