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INTRODUGTION

Les salmonelles sont des entérobactéries pathogénes
responsables de deux types d affections, les fiévres
typhoides (ou salmonelloses majeures) d’une part, et les
toxi-infections =alimentaires (ou salmonelloses mineures)

d autre part.

Grdce & 1 efficacité des antibiotiques, et & la
précision du diagnostic biologique, les salmonelloses
majeures ont perdu leur caractére endémique (1). Le nombre
de cas déclarés n'a cessé de diminuer : moins de 1000 cas
déclarés par an en France (2). De plus, la plus grande
partie des cas recensés en France ftrouve son origine dans un

contage & 1 étranger.

A 1'inverse, les salmonelloses mineures ont wvu leur
fréquence augmenter considérablement depuis le début des
années 80 (3;4). Les salmonelles sont de nos Jjours
responsables de prés de 40 % des foyers de Toxi-Infections

Alimentaires Collectives (5H).

Rappelons qu’ une Toxi-Infection Alimentaire Collective
(TIAC) est définie par 1 apparition d au moins deux cas
groupés similaires d ‘une symptomatologie, en général
gastro~intestinale, dont on peut rapporter la cause & une

méme origine alimentaire.
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Avant la fin des années 80, cette pathologie, qualifiée
de "mineure”, n’'intéressait pas beaucoup les professions de
santé,

5711l est vrai que le taux d ineidence (8,4 pour 100000
habitants)(6) et le taux de 1létalité (1 a4 6 ¥%)(2) de cette
affection sont en moyenne assez faibles. Il n’en demeure pas
moins que les toxi-infections peuvent avoir des conséquences
dramatigues chez les nouveaux nés, ainsi que chez les
personnes agées.

En terme de dépense de santé, les toxi-infections
alimentaires représentent un surcofit trés important.

En 1987, 1 'administration américaine a chiffré 4 2 milliards
de dollars (en frais médicaux, et arréts de travail), les
pertes occasionnées par les 2 millions de cas recensés

pendant cette année (7).

En 19887, 1 Angleterre a été touchée par une importante
épidémie de TIAC a Salmonella enteritidis. Trés vite les
oeufs de poules ont été incriminés. Les oeufs de poules se
sont avérés en effet, étre contaminés par cé sérotype de
salmonelle jusgue 1la peu isolé (8).

Quelques mois plus tard, la France a été elle-méme
concernée par ce phénoméne.

La médiatisation de cette épidémie, a entrainé une
prigse de conscisnce, des professions de santé et des

pouvoirs publics (8).

Il nous a semblé intéressant d étudier cette épidémie
de TIAC a Salmonella enteritidis, afin de comprendre ses

origines et ses mécanismes.

Aprés une premiére partie consacrée a4 de brefs rappels
sur la bactérie elle-m&me, nous dresserons dans un deuxiéme
temps, un bilan épidémiologique de la situation en

Angleterre, en France, et en Hsute-Vienne.
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Nous étudierons dans une troisiéme partie la
multiplication de Salmonella enteritidis dans les différents
composants des oeufs, ainsi que 1 influence de certains
paramétres physico-chimiguesg rencontrés en technologie
slimentaire sur la prolifération de cette bactérie.

Enfin, dans une quatriéme partie, nous remonterons la
chaine alimentaire, en vune de définir 1les risques de
contamination des oeufs d‘une part, et de proposer des
mesures prophylactigues qui permettraient de diminuer ces

risques d autre part.
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Rappels sur les Salmonella

I/. HISTOIRE

C est Eberth, qui en 1880 observa pour la premiere fois
le bacille responsable de 1la fiévre typhoide, le nom de
fiévre typhoide vient de 1°état de “tuphos"” observeé chez

les malades.

Le nom de Salmonella a été donné par Ligniéres au début
du sidele, en 1 honneur de Salmon dont 1la contribution &
1 étude de cette bactérie fut d’'ailleurs mineure.

La fidvre typhoide va jouer en pathologie , le rdle de
maladie pilote. C’est & propos de la fiévre typhoide qu’a
été découvert le sérodiagnostic, qui sera appliqué ensuite a

de nombreuses sutres maladies infectisuses.

IT1/. CARACTERES DES SALMONELLES

Les Salmonelles appartiennent & la famille des
entérobactéries, et possédent donc & ce titre les caractéres
suivants : ce sont des bacilles gram -, aérobie-anaérobies
facultatives, glucose + par processus fermentatif, oxydase
-, nitrate +, catalase + (10).

Sur le plan biocchimigue, 1les bactéries du genre
Salmonella possédent certains caractéres communs, gul sont
détaillés au chapitre : Recherche des Salmonelles, Ze

partie.
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Salmonella enteritidis est un des trés nombreux
sérovars de Salmonelles caractérisés aujourd "hui. A chacune
de ces espéces correspond une formule antigénigque unique
(CFf. Recherche des Salmonelles), et on a défini ainsi 2367
sérovars (11,12,13,14)Y(appelés ¢également sérotypes), qui
sont 4 1l origine de la classification de KAUFFMANR et WHITE
(Cf. Typage des Salmonelles).

I11/. ROLE PATHOGERE

Les Salmonelles sont des parasites du tube digestif de
1 homme et/ou des animaux. La contamination du milieu
extérieur se fait par les excrétats des malades, ou des

porteurs sains.

Les =salmonelles sont des bactéries pathogdénes,
responsables de deux grands Ltypes de pathologies qui sont
lides & un défaut d "hygiéne générale, ou & une contamination
des aliments (15):

% Les fiévres typhoides et paratyphoides, é&galement
appelées Salmonelloses majeures, dues a des sérotypes
strictement humains. Nous n aborderons pas leur é&tude dans

cet exposé.

% les salmonelloses mineures, dues a4 des gsérotypes
ubiquitaires, qui se traduisent cliniquement, par une

gastro-entérite d origine alimentaire.

Hais guelle gue soit la pathologie, la contamination se
fait toujours par voie digestive, et, dans les eas qui nous
intéregsgent (T.I1.4A), la contamination a lieu par ingestion

d aliments souillés.
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1v/. CLINIQUE -:

Lz toxi-infection alimentaire (gastroentérite fébrile
de 1'adulte) est une maladie & déclaration obligatoire
(M.A.D.O. n°® 12). Elle débute 8 &a 48 heures aprés
1 ingestion de 1 aliment souillié.

Il est & noter que 1 appartition des signes c¢linigues
est provogqué par 1 ingestion de Salmonelles, contrairement &
la toxi-infection Staphylococcigque qui est provogquée par une
entérotoxine. Des signes cliniques beaucoup plus précoces (2
& 3 heures), ainsi gue 1 absence de fiévre constituent le

diagnostic différentiel (16}.

Lors d 'une toxi-infection alimentaire a4 salmonelles, on
observe une phase fébrile d’apparition brutale, des
vomissements, une diarrhée accompagnée de douleurs
abdominales. La guérison est généralement rapide, en 2 a 5

jours.

V/. PHYSIOPATHOLOGIE :

LLes signes cliniques évogués plus haut, sont 1la
conséguence de deux mécanismes physiopathologiques
concomitants

¥ un processus entéro-invasif

% 1 action de 1 endotoxine (lipopolysaccharides)
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A/. Le processus entéro-invasif

Bien que 1'on ait pensé qQue ce processus ne concernait
gue les salmonelloses majeures, il est maintenant bien fondé
que les salmonelloses mineures obéissent elles sussi & ce

mécanisme (Z2).

Aprés leur absorption, 1les Salmonelles entrent en
contact avec 1 épithélium du tube digestif, elles détruisent
la bordure en brosse des cellules intestinales, et pénétrent
dans 1 entérocyte par une invagination de la membrane. La
barriére intestinale franchie, les Salmonelles vont se
multiplier abondamment dans les ganglions mésentérigues, et
gagner la circulation sanguine en enmpruntant les voies
lymphatigues.

Véhiculées dans le torrent sangunin, elles passent alors
par le foie, et se multiplient dans ies voies biliaires,
elles sont enfin éliminées par la bile dans le gréle et dans
le colon.

Cette élimination peut s’'étaler dans le temps, et se
poursuivre aprés la disparition des signes cliniques,

expliquant la fréquence des porteurs sains chroniques.

Ce processus entdro-invasif permet d expliguer deux

phénoménes

- Salmonella enteritidis est capable chez la poule
de passer du tube digestif aux organes reproductenrs (via la
circulation sanguine), ce gqui permet la contamination des

oeufs avant la ponte.

~ le décalage qui existe, entre les résultats de

1 "hémoculture, et ceux de la coproculture. (CE.VI )



B/. L’endotoxine lipopolysaccharidique

Cette toxine est l1ibérée lors de la lyse des
Salmonelles, transportée par voie sanguine, elle provoque
1'ulcération des plagues de Peyer qui se traduit par une

diarrhée sanglante, et des perforations intestinales.

Dans le cas des fiévres typhoides {(salmonelloses
majeures) cette méme toxine atteint (tonjours par voile
sanguine) le systéme nerveux central au niveau des
ventricules cérébraux, et provoque
un abattement appelé “tuphos", auquel la fieévre doit son

nom.

Vi/. DIAGHOSTIC :

A/. Diagnostic direct

Le diagnostic de certitude est le | diagnostic
biologique. Il est d’ailleurs 1le seul utilisé dans les

toxi-infections alimentaires.
1/. Le prélévement
Ce diasgnostic consiste & isoler la bactérie dans
différents prélévements

- selles (coproculture)
- vomissements

- gang (hémoculture)

Alors que dans les fiévres typhoides, deux prélévements

sont toujours effectués (sang + selles), pour les toxi-
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infections alimentaires, seule la coproculture est pratiquée

en routine.

2/. La coproculture

Elle utilise les caractéres culturaux et biochimiques
des Salmonelles, elle reprend les mémes techniques gque la
recherche des Salmonelles dans les aliments, et s accompagne

d’un antibiogramme (Fig. n® 1).

3/. L hémoculture

Elle est beaucoup plus rarement utilisée dans le
diagnostic des toxi-infections alimentaires, que dans le

disgnostic des fiévres typhoides (Fig. n°2)

Remarque : Pour les Salmonelloses "majeures"”, 1 hémoculture
est positive en début d infection, alors gue la coproculture
reste négative, aprés une dizaine de jours, 1 hémoculture se

négative et la coproculture devient positive (18).

B/. Le diagnostic indirect

I1 n’'est pas utilisé dans les toxi-infections
alimentaires. Le sérodiagnostic de - FELIX-WIDAL qui
correspond & la recherche et & 1°étude de 1'évolution des
anticorps (agglutinines anti-0 et anti-H), est utilisé dans
le diagnostic des Salmonelloses ‘“majeures”, il est parfois

d "interprétation difficile.
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VII/. TRAITEMERT :

Le traitement de 1la toxi-infection alimentaire a
Salmoneliles, est trés discuté. Certains (17) pensent que
l"antibiothérapie est inutile, voire néfaste car elle
prolonge le portage. D autres (18) préconisent 1 utilisation
d 'antibiotiques & bonne diffusion tissulaire.

Il semble que la gastro-entérite a Salmonelles dans sa
forme simple, ne Justifie que la prescription
d antiseptiques intestinaux, par contre, dans les formes
graves, la suspicion de bactériémie (frissons, Ffiévre...)

nécessite une antibiothérapie d une durée de 7 jours.-

L "antibiothérapie lorsgqu’'elle est nécessaire est guidée
par 1 antibiogramme. L ampicilline (et dérivésgs) ou le
triméthoprim-sulfaméthoxazole (BACTRIM®) sont les

antibiotiques actuellement les plus utilisés.

Les toxi-infections alimentaires a4 Salmonella restent
des maladies bénignes pour 1 'adulte en bonne santé. I1 en
est tout autrement chez les personnes agées et chez les
nouveaux nés. En raison d’un systéme immunitaire diminué et
d ‘une grande sensibilité & 1la déshydratation, 1a toxi-
infection alimentaire a Salmonella, peut avoir des

conségquences dramatiques.

Chez le nourrisson, 1 antibiothérapie ne sera employée
que lorsque 1 état clinique le Justifie, car les
antibiotiques sont actifs sur la flore intestinale, et
risquent de sélectionner des bactéries résistantes, rendant
les antibiotiques inefficaces lors d ‘une utilisation

nltérieure.
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Bilan epidéemiologique

En Angleterre

1/. INTRODUCTION -

Avant de décrire et d analyser la situwation en France,
il nous a paru intéregsant d élargir notre champ
d investigation, et de nous pencher sur les problémes que 1°
Angleterre a rencontrés depuis le début des années 80.
En effet, & 1 image de <c¢e qui se passe actuellement
pour la maladie de la vache folle, 1'épidémie de TIAC a
Salmonelle semble avoir commencé plus précocément outre
manche, ainsi & travers les statistiques du Royaume Uni nous
pourrons bénéficier d un recul d’environ neuf années (de
janvier 1981 & décembre 189889).
A travers cette succinte étude du phénoméne anglais, peut
&étre pourrons nous mienx comprendre notre gsituation

nationale et régionale.

11/. METHODOLOGIE -

Nous utiliserons les données épidémiclogiques que nous
avons trouvées dans les publications du PHLS (Public Health
Laboratory Bervice), et principalement dans le PHLS
Microbiology Digest de janvier 1889 (19), dans lequel il est
fait un point trés précis de la situation en Grande Bretagne
de janvier 1881 & octobre 1988.
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Nous avons ajouté a ces informations les chiffres
concernant la fin de 1 année 1988 et 1 année 1989 publiés
outre manche dans la deuxiéme édition de PHLS-5VS de janvier
1980 (20).

Ces publications nous ont donné le méme type de
renseignements que les chiffres du Centre HNationzl de
Référence des Salmonelles (C.¥H.R., Prof. Le Hinor) publiés
dans les Bulletins Epidémiologiques Hebdomadaires (B.E.H.)
en France, & savoir le nombre de souche de salmonelles
typées par annéde, ainsi que leur répartition en différents
sérotypes. Nous pourrons donc comparer les résultats anglais

avec les données francaises.

Nouns allons dans un premier temps faire le point sur
1 évolution du nombre de souches de Salmonelles isolées
{tous smérotypes confondus) de 1881 & 1888. Puis dans un
deuxiéme temps, nous étudierons plus particulieérement la
progression du sérotype entéritidis, enfin nous tenterons de
définir le "profil" des intoxications, en essayant de faire
ressortir des groupes d’aliments & risques (oeufs, ovo-

produits...).

Il est & rappeler que la taxonomie des Salmonelles est
différente en Angleterre et en France, en effet le sérotype
appelé Sslmonella enteritidis phage type 4 au Royaume uni,

correspond & Salmonells enteritidis lysotype 33 en France.

II1/. EVOLUTIOF DES FOYERS DE TIAC A SALMONELLES (TOUS
SEROTYPE CONFONDUS)

Chaque année la D.E.P. (Division of Enteric Pathoden)
recoit des PHLS des souches de Salmonelles humaines pour

identification et typage de toutes les régions d Angleterre,
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lez services vétérinsires recgoivent guant & eux ies
galmonelles provenant d animaux ou d’aliments mis en csause

dans un foyer de TIAC.

En additionnant ces différents chiffres, on obtient Ile
nombre total de souches de Salmonelles (tous sérotypes
confondus) isolées, nous avons ordonné ces résultats par
année de 1981 &4 1989 dans la figure n°3.

Nous sommes Frappés par 1a progression du nombre de
souches de salmonelles typées, en effet en moins de dix
années, le nombre total a presque été multiplié par trois
(+192,83 %) avec en moyenne 24,07 % d augmentation annuelle.
Ce qui explique pourquoi les pouvoirs publies anglais se
préoccupent tant des TIAC 4 Sazlmonelles, lesquelles
représentent le principal agent infectieux responsable de
TIAC.

En appronfondissant 1 analyse de cette courbe, il

convient de différencier plusieurs périodes

¥ De 1981 & 1983 : 1le taux de croissance est

inférieur & la moyenne (movenne = 24,07 %)

-

De 1983 a 1985 : le taux de croissance devient

¥*

“négatif”.
* De 1985 & 1989 : le taux de croissance est trés

supérieur a4 la moyenne.

On peut s interroger sur la situation de 1 année 1885,
qui correspond au point d inflexion, et se demander pourquoi
le nombre total de salmonelles avait diminué.

Les réponses & ces questions apparaissent 4 1 examen
d ‘un deuxiéme type de courbe, Ffaisant intervenir la notion

de répartition en différents sérotypes.
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28698
27478

Nombre de souches -

15166 14727

102561

a1 82 83 84 86 86 87 88 89
Annges

Source (19,20)

Fig.3 : Nombre de souches de Salmonelles
[solées (tous serotypes confondus)
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IV/. PROGRESSION DU SEROTYPE ERTERITIDIS :

Dans le PHLS Microbiology Digest de Jjanvier 1889, nous
avons également trouvé la répartition des Salmonelles
identifiées en différents sérotypes. En fait les Salmonelles

isolées ont été classées en quatre classes

* Salmonella typhimuyrium

¥ Salmonella enteritidis

- phage type 4 {(Lysotyre 33}

- autres types

X Autres sérotypes

Comme nouns avions procédé pour le nombre total de
'salmonelles, nous avons présenté ces résultats sous la forme
d un histogramme (Fig.4), pour accreoitre la TFfacilité de
lecture nous avons volontairement regroupé Salmonella
enteritidis vhage type 4 et autres lysotypes sous la
dénomination commune de Salmonella enteritidis.

Ce graphique montrant la répartition des différents
sérotypes présente 1 avantage sur le graphigue précédent de
nous expliguer le point d inflexion que nous avons renconiré
plus haut

En effet 1°évolution est totalement différente d un
sérotype a2 1 auntre, il est trés intéressant de comparer
1 évolution du sérotype enteritidis par rapport au sérotype
typhimurium (les autres sérotypes restant globalement au

méme niveau).

A/. Salmonella typhimurium

C est le sérotype gqui prédomine jusgu’en 1987, c’est la

raison pour laguelle ce sérotype sera souvent pris en
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S. typhimurlum &

8. enteritidls [ Autres sérotypes [

/8 Nbre de souches {en mitiers)

16
14
12
10

S N A O

Source (168.20)

Fig.4 : Progression de S. enteritidis
en Angleterre de 1981 a 1989
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comparaison avec le sdérotype enteritidis. La diminution dn
nombre de souches de 5. typhimurium isolées des années
1984-1985 est responsable du point d inflexion de 1a
premiére courbe, pour les années suivantes, ce séroltype
reste relativement stable par rapport aux variations du

sérotype enteritidis.

B/. Salmonella enteritidis

Le nombre de souches de Salmonella enteritidis est en
constante augmentation durant 1les dix derniéres années.
Depuis 1988, Salmonella enteritidis est devenne le sérotype
le plus frégquemment isolé, plus de la moitié des salmbnelles
igsolées appartiennent au sérotype enfteritidis (52,6 y 4
exactement).

Lorsque nous observons la figure n®d, nous nous
apercevons ¢gue la progression du sérotype enferitidis, est
pratigquement la méme pour la période 18981-1987 que pour la
période 1988-1989, seule la période 1987-1988 montre une
trés forte augmentation.

Cette brutale augmentation peut paraitre curieuse, et
il est bon de se demander si ce phénoméne est sihplement dii
3 une réelle augmentation du sérotype enteritidis dans les
salmonelles typées. -

Lersgue 1°on connait 17émoi gu’il ¥y a eu en Angleterre
au sujet des T.I.A.C. dues aux oeufs de poule, on est en
dreit de penser que ies retombées médiatiqgues ont
probablement accru le nombre des déclarations et amplifié
cette progression. En effet, nous verrons un peu plus loin,
que la quantité d oeufs consommés par an est de trente
millions d 'unités, que le nombre d oeufs contaminés est
infime, les anglais n ayant pas doublé leur consommation
d ceufs durant 1 année 1988, méme si la progression de
5. enteritidis pas contestable, on est tenté de croire due

les foyers de TIAC ont mieux été signalés en 1888.
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—*— 8. typhlmurlum  —*— &, enteritidis

Millliers de souches

16
14
12
10
8
6
43
2 §
(4] T T T ; T T T 1
81 82 83 84 85 86 87 88 89

Annees

Source (19,20)

Fig.5 . S. enteritidis
en Angleterre de 19871 a 1989
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V/. CARACTERISTIQUE DES T.I.A.C. A SALMONELLA ENTERITIDIS :

Depuis trois années Salmonella enteritidis est 1 agent
pathogéne le plus fréquemment rencontré dans les toxi-
infections alimentaires, 1les rézultats des investigations
entreprises par le PHLS montrent gue dans la plupart des cas
TIAC & 5. enteritidis, le germe provient de vwvolailles
contaminées, ou d° oeufs intacts(21).

Ces résultats ont été appronfondis par deux enquétes

(19), sur les poulets, et sur les oeufs.

A/. Enquéte sur les poulets

Nous citerons ici, les résultats de 1 &tude faite par
le PHLS Food Hygiene Laboratory sur la présence de

Salmonelle dans les poulets crus congelés

¥ en 1980 : 79 % des poulets examinés se sont avérés
contaminés
¥ en 1987 : 64 % de positifs

-~

Le taux de contamination a donc légérement baissé de 1980 &
1987, mais le compte rendu de cette enquéte indique
également que la proportion du sérotype enteritidis est
passéede O & 16 %,

B/. Enqguéte sur les oeufs

Dans une premiére étude le PHLS s est intéressé aux
oeufs de la grande distribution {issus d élevages
industriels), sur un échantillon de 600 oeufs, aucun n'a été
trouvé contaminé, le résultat de cstte étude ne doit pas
remettre en cause le fait que les oveufs et ovo-produits sont

les aliments les plus fréguemment responsablesde TIAC a
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Salmonella enterjitidis. Seule la méthodologie est
criticable, en effet, les 600 oceufs testés ne représentent
que 1/50000 de la consommation annuelle en oeufsdu Royaume
uni, la taille de 1 échantillon est beaucoup trop faible, 1la

probabilité de trouver un oeuf contaminé est infime.

Lors d 'une seconde étude, le PHLS a examiné 2000 oeufs
provenant cette fois de sources douteuses, suspectées ou
étant associées a& un foyer de TIAC a salmonelles.

Sur 2000 oeufs examinéds, 7 =e sont révélés contaminés
par Salmonella enteritidis phage type 4 (0,35 %). De plus,
parmi 10 oeufs testés issus d un élevage familial, 5 se sont
révélés contaminés. Il va de solt que les résmnltats de cette
étude ne peuvent pas é&tre extrapolés a la produetion
nationale d oeufs, en raison de 1 origine trés particuliére

de ces oeufs.

VI/. PRIRCIPAUX ALIMENTS MIS EN CAUSE :

A la figure n® B, nous avons présenté sous la forme
d 'un histogramme, la répartition des différents Sérotypes en
fonection des aliments mis en cause dans 1 intoxicdation. Lors
de la déclaration de maladie, le questionnaire n’a sans
doute pas permis d affiner les réponses, et nous devrons
nous contenter de aguatre catégories : oeufs, volailles,

porcs, et autres.

Ce graphique nous permet de vérifier gque Salmonella
enteritidis reste 1le germe 1le plus fréquemment rencontré
dans les oeufs et les volailles. Les données exploitées sont
cellesde 1 années 1989 publiées dans le PHLS-5VS de janvier
1980.
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Sérotypes

&8 5. ontoritidis B 8. typhimurium [ Autres sérotypes

Nombre de fovers

w0+
35]{

30+

25 4"

20+

154"

104

54" [
0_

Oeufs Volallles Porcs Autras

Source {20)

Fig. 6 ! Aliments mis en cause
agans les 1AC a Salmonelles
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Bilan epidemiologique

En France

I/. HETHODOLOGIE :

Les données utilisées lors de notre étude ont deux
origines, les déclarations de TIAC aux DDASS et DDSV d’ une
part, et les données du centre nationnal de référence des

Salmonella d sutre part.

A/. Les données des DDASS et DSV

1/. La déeclaration

Les TIAC sont des maladies & déclaration obligatoire
(H.A.D.O.). La déclaration peut &tre faite par des médecins
(médecins de ville, médecins hospitaliers, médecins du
travail ou scolaires...), mais aussi par le laboratoire
d "analyse, le responsable d établissement, et bien sfir par
les malades et leur famille.

La déclaration des M.A.D.0. est réglementée par les
articles L.11 et L.12 du code de la santé publigue. La liste
des maladies & déclaration obligatoire est fixée par le
décret n°® 886-770 du 10 juin 1986.

Cette déclaration se fait grfce &4 un guestionnaire
simple (fig.7) et anonyme qui est adressé au médecin de 1la

DDASS, la déclaration entraine 1 intervention des services
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FICHE B B TRAKSMETTRE & : MALZDIE A DECLARSTION DBLIGRTDIRE (Décret 10/6/1986)

D.D.R.5.5. de la HAUTE-VIENNE TOXI-INFECTION ALIMENTAIRE COLLECTIVE
Daocteur Marie-tLaure FERIAL

44, Cours Gay lLussac
B7031 - LIMOGES CEDEX

Té€l. 1 55-77-55-65

CRITERES DE DECLARATION =
Apssrition d'au moins deux cas similaires d'une symptomatologle, =n général gastro-
in-estinale, dont on peot rapporter la cause 2 une méme origine alimentaire.

IMPORTANT : Dans le cas d'un produit commercialisé ou ¢'un foyer survenu en restau-
ra-ign collective, la D.D.A.$.S. doit étre alertée dans les plus brefs délais afin
de_prendre les mesures nécessaires.

* CARACTERISTIQUES DU/DES MALADES :

INITIALES AGE |SEXE § COBE POSTAL DATE et HZIURE SIGNES CLINIQUES
(domicile) du DEBUT ges SIGNES| N : nausées v : vomissements
CLIMNIQUES 0 : diarrhée F : figvre
A 1 douleurs abdominales
(ex. : G.L. 31 {F 17000 10/06/86 & 12 h v, 0, F., &)
Complications (préciser} : ...oiieievnnanan e irareeraaaaan e ertaeeaereanan .
= ANALYSES MICROBIOLOGIQUES : ;
Chez izs malades ! c.ieciaivinaneens S eemeeeanaranaen I araeaeaas Cbiasarariraaraanaa ea %
|
Pans les aliments @ .........- eeaaeaan eaanarrar e s Ceeaamaaaas e wr e frraeaaeaan
|
|
= DRIGINE DE L'INTOXICATIDN : i - |
- Da*a 3t heure du TEPES f..i.iiiraannnes J - L heures
|
- tisu du repas : - repas femiliall[__] -
- restaurant |1
- collectivité [ ]--2 - scolaire. ..o caee T
- rastaurani d'entreprise..... P S|
autre (préciser).. [::]

- Aliment(s) suspecté(s) :

- DLigine 1 i iiiiaieiae.s

NOM = L .ieievaianaan e Cz=te de la déclaration 1 ,.......vvan- R
AOTBSSE 1 wvcvcuavenomuistossannsanaaaeesanass Signature :
TAIEBADTE § tvnrcemencmansasusrrasassanseannan

Fig. 7 : Questionnaire medecin
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concernés et constitue l1la matiére premiére & une étude

épidémiclogique.

Les figures 8 et 9 représentent les fiches de secrétariat et

denguéte alimentaire utilisdes par la DDASS de 1la Haute-

Vienne.
2/. Intervention des services concernés
Lors de 1 investigation des toxi-infections
alimentaires collectives, trols services interviennent

ensemble dans 1 enquéte épidémiologigue coordonnée par la
DDASS

¥ les DDASS (Direction Départementale
des Affsires Sanitaires et Sociales) et les médecins
inspecteurs de la santé auxquels s adressent les

déclarations.

¥ les DSV (Direction des Services
Vétérinaires), responsables de la surveillance des produits

alimentaires d origine animale,

% les NDCCRF (Direction de la
Congommation, de la Concurrence, et de 1la Répression des
Fraundes), responsables de 1la surveillance des produits

alimentaires d origine non animale.

Ces trois services bénéficlient de 1'aide de leur

laboratoire agreéé.

Généralement 1 intervention comporte quatre phases

~

* étude épidémiologique 4 partir d un

&dchantillon de malades et de non-malades
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FICHL & RETOURNER & : JOXI-INFECTION ALIMENTAIRE COLLECTIVE
D.D.A.5.5. Haute-Vienne
Docteur FERIAL FICHE A
44, Cours Gay Lussac
87031 — LIMOGES CEDEX FICHE de SECRETARIAT
Tel. : 55-77-35-65 DECLARATION DE TOXI-INFECYION ALIMENTAIRE
Nom de 1" Informabetr. ...t ittt it e crmacrrstomansoscracnansacacacnsnssseseannnsan
En qualite de. . oot iiiia i it it e it iiete e ettt a bt ta e
LY F 1= 1= T L= - Y

Intoxication alimentaire :

T R T O AR S A '

Famidia) e, it iir st ttaansasatatanassacannnanararstarnnrsnnnnnnn [:1

Date de 1'intoxication (premizre(s) manifestation{s} :

Nombre de CAS COMMIIS, L.ttt n i niatacaaaceessnnnnnannsrensranssnassnansensssnssnnnsa

Nombre de personnes Servies. ... .o . i i i iiicionaasasaaamrasaanisaaataotanann

Nom de ]1'établissement ou du licu CONCETNE. (. iuo o iiiuiiuimnamuaanaransanannnsnsosaocnsn
A S . o it sreserneataansiscsasioarsasasnsssaatasansnasastantarnavaaneannnnansnns

TEl8phONe. L it iir i ivetarensnssnncnmsacanansasnsnonsaransnn A,

Manifestalions cliniques :

Vomissements. . v.iueveiinannannnnns [:} L = o R [:
Diarchée. . vn s in i e i iieiaanas [ Selles sanglantes.......cvvivnnnas M
Crampes abdominales................ i:j NaUSBES . s cvnrannrsuissmncssasanans r“
Céphalées. .. ciuo i iarainann [:] T o o 1= [:l

Y a-t-il une origine présumée & l'intoxication............ FT R,

Personnes ou organismes déja contaclés :

DDSY e et et e et e et eee e ananaraan [:] Centre HOSpPitBlier......oveeenonn.. il
DOCCRE . et rrs s rinnneannans [:] Médecin traitant.....ooiiinennran !:]
0 E] SON AdPeSSe. cvereeeineinerancccnaarana
Laborateires..ooeeeiieeciiannaanan. D L o =1 D

IMPORTANT

- DEMANDER QUE SOIENT COMSERVES AU FROID LES RELIEFS DU HEPAS ENCRIMINE,

- DEMANDER QUE SOTENY CONSERVES AU FROID CE QUI RESTE DES PRODULTS OC BASE AYANT
SERVI A LA PREPARATION DU REPAS.

- DEMANDER QUE SOIENT GARDES AU FROID DES CCUANTILLONS DE SELLES ET VOMISSEMENTS
DES MALADES.

Fig. &8 : Fiche de secrétariat
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FICHE & RETOURNER 3 : TOXI-INFECTION ALIMENTAIRE COLLECTEVE
D.D.A.5.5. Haute-Vienne FICHE T
Docteur FERIAL - —————
44, Cours Gay Lussac QUESTSONNAIRE-TYPE 3 UTILISER

87031 - L.IMOGES CEDEX
Tél. : 35-77-55-65

POUR CHAQUE PERSDNNE INTERROGEE

Identification :

Initiales du Nom = ............. Prénom ¢ soeuevincsaansnncrarossnssoasanann
T S BB s s vttt e e it i e eeaceaeaa s et tam e e aaaeaansnameeeaeeettasssatnmeeaeaaananns
Age & ....... ns SEXQ I v rvmemmmcaccacbtoan e acaaaarranan

Halade : m {ran]

Signes cliniques (si malade) :

Apparition des signes, le.....ieeeerinrnencncnns [P - T, heure(s)
Filevre. oo iniiiiiiai i iiian, !:I Douleurs abdominales........... l:i
Nausé€es., . ..iuiiaiinise i e cainnnn Lj Diarrhée....cviniiinraiiinaans I:l
Vomissemenls.... .. ... .ucivenea.n D Diarrhée sanglante............. E[
Durée moyenne de la Symtomatologie. . ueeuereeeaeceneaaneerassncasoaneenaseeencs
Traitement . o i i it e reeieeeareae e aa e e e raan
Hospitalisation : m - Adresse..oneeenss [ wesaoas Date...ooaa..
3w T 5 O G
Analyses microbiologiques...... bemaneasrenereaen PP bededarrnacraaensaan
Enquéte alimentaire
Repas du...... a . .h.. Repas du...... a ..h.. Repas du...... a ..h..

Eau embouteillée.... D

ENQUETEUR = A
Nom =

Adresse :

Fig. 9. Fiche d’enquéte alimentaire
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* analyse microbiologique des saliments

suspectés par 1 étude épidémiologique

* étude des conditions de préparation
des aliments
* mesures de prévention & quelque niveau

que ce s0ift de la chaine alimentaire.

Outre son aspect descriptif, cette intervention permet
donc de rechercher la ou les causes de la TIAC (germes,
aliments responsables...), et de proposer des solutions
préventives. L efficacité de cette intervention dépend
surtout de sa rapidité de mise en oceuvre. Elle peut &tre
demandée téléphoniquement par le médecin dés la suspicion
d'un foyer de TIAC.

3/. Surveillance ﬁationale

Grace aux renseignements collectés et traités par les
DDASS, la DGS (Direction générale de 1la Santé) dresse
annuellement un bilan de la situation en France qui fait
l'objet d un article publié dans le BEH (Bulletin
Epidémiologique Hebdomadaire). Les courbes présentées plus
loin ont été réalisées grfice & des données collectées dans
de nombreux articles publiés dans le BEH, les références en
sont les suivantes : (6, 22, 23, 24, 25, 28, 27, 28, 29, 30,
31, 32, 33, 34). Pour des raisons de commodité, elles ne

seront pas reprises dans le texte, avant chaque graphique.
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B/. Les données du CHR (Centre National de
Référence) des Salmonella et des Shigellsa

Les CHR sont des laboratoires qui ont pour mission

¥ d identifier les micro-organismes quil leur sont
soumis par les laboratoires d 'analyses médicales.

¥ de conserver des souches prototypes

¥ de detenir les antisérums de référence

¥ de participer a4 la surveillance épidémiologique
de la ou des pathologies dues saux micro-organismes dont ils

assurent le diagnostic.

Le CHNR des Salmonella et des Shigella est un
laboratoire de 1 Institut Pasteur de Paris, ce CHR est sous
la direction du professeur Le Hinor et du docteur Grimont.

Chaque annee, dans s0n rapport d ' activité
(35,36,37,38,39), le Centre national de référence des
Salmonella et des Shigella donne le nombre des souches
étudides, la répartition en différents sérotypes, ainsi que
des données épidémiologiques recueillies par 1le centre

(répartition en fonction de 1 8ge du malade...).

I¥/. LES TIAC A SALMONELLA ENTERITIDIS EN FRARCE :

Notre péricde d étude est de 6 annédes, de 1985 & 1990
inclus, il ne nous a pas parn intéressant de remonter plus
loin notre étude puisque comme il est montré plus bas le
sérotype enteritidis n'est en réelle progression que depuis
1986.
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A/. Les TIAC tous germes confondus

L évolution du nombre de foyers de TIAC recensés par
les DDASS et DSV est indigué a la figure n°10. Le nombre de
foyers de TIAC recensés a éLé en constante sugmentation de
1985 4 1983, ce nombre semble se stabiliser pour 1 année
1890, mais seuls les chiffres de 1991 (non encore

disponibles) permettront de confirmer cette tendance.

En 6 ans le nombre de foyvers de TIAC a été mupltiplié
par B, cette importante augmentation peut étre expliguée par
ie développement de la restavration collective (5 & B
milliards de repsas servis annuellement en France) et par 1lsa
diffusion de plus en plus large de produits alimentaires
industriels qui sont susceptibles de provoguer des TIAC
touchant un plug grand nombre de personnes et d étendre la

répartition géographique des fovers.

Mais 1° augmentation du nombre de foyvers doit 8tre
pondérée par 1l évolution du nombre de déclarations luil aussi
en progression. Jusqu'en 18986 les foyers de TIAC ont été
trés sous-déclarés (3700 cas répartis en 63 fovers pour
1986)(25).

Cette sous—déclaration provenait de 1la Ilourdeur du
systéme des maladies & déclaration obligatoire, dont les
modalités ont été depuis simplifiédes (Cf méthodologie).

Les problémes liés & la mise en évidence du lien de
causalité entre 1 absorption de 1 aliment et la survenue de
la pathologie sont également responssables du faible nombre

de déclarations enregistrées a cette époque.

Depuis 1988, la DGS au niveau national et les DDASS au
nivean 1loeal ont sensibilisé, par 1 intermédiaire de
brochures (40,41, les médecins, les responsables
d " établissements an véritable probléme de santé publique gque
sont les TIAC.
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1
1960

Fig. A7O » Evolution des [.1LA C.

Total des foyers recenseés par la DDASS
et la DSV (tous germes confondus)
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L "impact médiatique donné par la presse en 1989 aux
TIAC, =a permis & 1a population toute entiére de Se
sensibiliser a cette pathologie qui, en raison de son trés

faible taux de 1étalité, n intéressait auparavant personne.

B/. Les TIAC a Salmonelles

Les résultats reproduits a ia figure n®li,
correspondent au nombre de foyvers de TIAC A4 Salmonelles
recensés par les DDASS et DSV, les investigations du CNR des
Salmonella n-ont pas été retenues, puisque ces
investigations ne portent gue sur les salmonelles et donc
fausgent leur proportion parmi la totalité des germes

respongables de TIAC.

Dépuis 1988 les Salmomnelles (tous sérotypes confondus)
sont les germes les plus fréguemment mis en cause lors de
foyers de TIAC. Cette proportion a sugmenté réguliérement
jusqu'en 1988 et semble se stabiliser pour 1 année 1880.

C/. Les TIAC & Salmonella enteritidis :

1/. Données du CHR des Salmonella

Depuis le début des =années 80, Sazimonella typhimurium
reste le sérotype le plus souvent isolé par le CBR, avec une
proportion qui reste stable de 1'ordre de 30 % des souches,
¢’ est la raison pour 1laquelle nous prenons le sérotype

typhimarium comme référence sur la figure n°12.

Le sérotype Salmonella enteritidis est en constante
augmentation depuis 1987, en 1984 Salmonella enteritidis
représentait moins de 10 % des souches isolées (37), en 1990

ce sérotype avoisine les 30 % (36).
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(18 typhimurium S. enterltidis
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Source (CN.R. des Salmonelia)

Fig. 12 . Salmonella enteridis
Progression par rapport a S. typhimurium
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1988 semble &tre 1 année on les foyers de TIAC &
Salmonella enteritidis ont commencé & se multiplier, et

1830 correspond & une stabilisation du phénoméne.

La figure n°13 reproduit sur le méme graphique, les
variations du taux d’incidence d isclement de Salmonella
enteritidis pour 100 000 habitants, pour 1la France et
1"Angleterre. Ce graphique permet de vérifier que les deux

phénoménes sont

- d 'importance trés différente, la situation
est en effet beaucoup plus alarmante outre-manche puisque
l"écart entre les deux courbes est trés important et gu’il
ne cesse de s agrandir, méme si comme en France la situstion

tend & se stabiliser pour 1 année 1880.

- de chronologie identique et 11l est
intéressant de remarguer que les points d inflexions (1989

et 1990} sont les mémes.

Cette synchronisation peunt poser la question de
lexistence d un facteur déclenchant commun, en France et en
Angleterre.

L'existence d 'un tel stimulus permettrait de comprendre
pourquol le sérotype entéritidis est devenu en 3 années, un

des sérotypes les plus frégquemment isolés.

2/ . Les données DDASS et DSV

La progression du sérotype entéritidis par rapport aux
autres sérotypes de Salmonelles, est encore plus marguée sur
la figure n°14, qgui reproduit les données fournies par 1la
DDASS et 1la DSV. De 1988 & 1989, le nombre de foyvers de
TIAC a Salmonella enteritidis, a été multiplié par 4. En

1988, le sérotype enteritidis est devenu le sérotype le plus
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Fig. 13 : Taux d'incidence
de S. enteritidis en France et
en Angleterre de 1984 a 1990.
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Fig. 14 . Salmonella enteritidis
selon les déclarations DDASS et DSV
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fréguemment mis en cause lors de foyers de TIAC a

Salmonelles.

De plus, il ne peut é&tre «guestion dans ce cas de
pondérer ce phénoméne, par 1° sccroissement du nombre des
déclarations de TIAC, comme cela était poassible devant la

subite augmentation du nombre de fovers de TIAC.

Il s"agit en effet de fréquences relatives, ¢’est la
proportion de Salmonella enteritidis qui a augmenté, cette
tendance est d 'asilleursconfirmée par les chiffres de 1980,
ot Salmonella enteritidis reste le sérotype le plus
fréquemment mis en cause dans les TIAC a Salmonelles, ceci
malgré une diminution du nombre absolu de foyvers de TIAC

déclarés.

D/. Type de restaurations

La figure n°15 donne la répartition des foyvers de TIAC
8 Salmonella enteritidis, en fonction de différents types de
restauration. Les données exploitées sont celles de la DDASS
et de la DSV pour les 4 derniéres années (1987-1990).

Le principal 1lien de contamination est 1le milieu
familial. Avec 52,5 % des foyvers, la cuisine familiasle est
done la cuisine la plus fréquemment contaminée par
Salmonella enteritidis (31,32,33,34). La restauration
collective (entreprise, hopitaux, scolaire) totalise moins
de 20 % des foyers alors qQue ce type de restauration sert 5
4 6 miliiards de repas par an {(ce quil explique une taille de

foyers trés alevée).

Ces résultats mettent définitivement un terme a4 1 idée
que "les bons petits repas familiaux" sont moins dangereux
gue ceux de la restauration collective. Ce phénoméne est

pourtant facilement expliguable
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Les repas préparés dans le milieu familizsl n’ obdissent
pas a4 des régles d hygiéne trés strictes et ne font 1 objet
d “ancun contrdle. La ménagére, aussi talentueuse soit-elle,
n‘a ni 1l information, ni les mnoyens techniques
(désinfection, mise & basse température...), permettant de

minimiser les risques de contamination.

De plus, la préparation des repas familiaux, fait trés
souvent appel a des matiéres premiéres d origine familiale,
(les oeufs du poulailler ...), gqui par lewnr mode de
production et 1 absence de contrdles sont beaucoup plus
souvent contaminés que les mémes produits d origine

industrielle (Cf. étude régionale).

Les 13,5 % des foyers regroupés sous la rubrique
"Divers", représentent le cas de collectivités ou familles
qui se sont contaminéds avec 1la méme source {(pétisserie,

traiteur...).

Depuis le début de cette étude, seunls les nombres de
foyers sont pris en compte, pour 1 analyse des différents
lieux de contamination, il convient de s intéresser au
nombre de malades par foyer, et par lid-mémne de faire
intervenir la notion de taille des fovers.

La taille des foyers est en effet trés différente selon
le type de restauration, en 1990 51 % des foyvers en
restauration collective comptent entre 10 et 49 malades,
alors que 87 %X des foyers en restauration familisle comptent
moeing de 10 malades (33). C’est ainsi gune pour les 3
derniéres années, la restauration en milieu scolaire a été
responsable de seulement 20 foyers de TIAC & Salmonella
enteritidis, mais qui ont rendu malades plus de 1300
personnes, salors que la restauration familiale totalise 126

fovers avec senlement 781 malades.

La restauration familiale est donc beaucoup plus
gonvent contaminée que la restauration collective, mais la

taille des foyers étant trés différente, le nombre de
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Famille 62,6

Entreprises 3,7

Hoplftaux 7
Hestaurants 16

Scolalre 83

Divers 13,6

1987-90 (en %)

Source (BEH 1988-81)

Fig. 15 ! Lieux de contamination
(foyers a S. enteritidis)
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Fig. 16 : Aliments suspectés
lors e foyers de TIAC a S, enteritidis

(forsque l'aliment a été déterming)
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malades est bien inférieur & celui rencontré dans la

restauration collective.

E/. Types d aliments

La figure n®°16 représente les principaux aliments
suspectés lors de fovers de TIAC Salmonella enteritidis pour
1 année 1990 (33).

Sur 79 foyers, 67 (scit 85 %) s=ont provoqués par des
ovoproduits.

Les oeufs sont les aliments les plus souvent mis en cause,
avec 25 Toyers (environ 30 ¥%). Arrivent ensuite, lesg
mayonnaises, les patisseries, les volailles. ..

Les investigations des DDASS et DSV ont permis de
découvrir que tftous les ovoproduits responsables de ces
fovers de TIAC étaient des produits de fabrication
artisanale, aucun produit d origine industrielle n’'a été

ineriminég en 1990 (42).

¥/. Conclusions

Salmonella enteritidis east le germe le plus souvent mis
en cause dans les foyers de TIAC. Les infections ]
Salmonella enteritidis sont trés souvent assocides a la
consommation d ovoprodnits. Les foyers sont beaucoup plus
fréguents en restauration familiale dau’en restauration
collective. Malgré une stabilisation de ce phénoméne au

cours de 1 année 19890, la situation reste préoccupante.
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Bilan epidemiologique

=n Haute=Vienne

I/. BILAN DES TIAC EN HAUTE-VIENNE :

Le Limousin fait partie des régions de France _les
plus touchées par les TIAC 4 Salmonella enteritidis
(33.,43). En Haute-Vienne, c¢e sérotype représente de nos
jours plus de 30 % des souches isolées chez 1 homme (source
CNR). Bien que les premiéres TIAC 4 Salmonella enteritidis
ne datent que de 1987, il nous a semblé intéressant de
remonter un peun plus loin dans le temps, en prenant comme

limite inférieure 1 année 1984.

A/. 1984 :

Les cas de TIAC déclarés en Haute-Vienne sont assez
rares avant 1884. Il s agit le plus souvent de cas isolés,
dont la cause demeure la plupart du temps mal connue. Il est
important de rappeler aqu’ au début des années 80, les TIAC
ne constituent pas la préoccupation majeure en matidre de
Santé Publique; si bien que les médecins ne sont pas  encore
sensibilisés. Ils ne déclarent gue trés peu les fovers de
TIAC.
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En juin 1984, une toxi-infection alimentaire ayant la
mnéme origine concerne la Haute-Vienne et 1 Angleterre. Ce
foyer est engendré par la présence de Salmonella goldcoast
dans des patés en terrine fabriqués industriellement &
Limoges. Ces patés sont distribués en France, et exportés
vers le Royaume uni. Le retentissement national et
internaticnal de cette affaire nécessite une enquéte
épidémiologique approfondie (44).

Cette engquéte menée conjointement par tous les
services départementaux (DDASS, DSV, DCCREF, médecin du
travail et laboratoire départemental de la Haute-Vienne)
permet de remonter en amont la <chaine alimentaire, du
proeduit fini aux matiéres premiéres. Cette TIAC d’impact
national et international a conduit a la mise en place d une
politique de sensibilisation et de surveillance
épidémiologique vig & vis des TIAC par 1le ministére de la
santé, en coordination avec deux autres ministéres

(Agriculture, et Consommation).

Depuis 1984, 1la surveillance de cette maladie a
déelaration obligatoire n'a cessé de g accroitre et des
informations de plus en plus précises ont été collectées. Ce
sont ces informations que nous avons utilisées dans ce

travail.

B/. Les premidres TIAC &4 S.E. en 1987

En octobre 1987, le Centre National de Référence des
Salmonella signale par un télex a4 la DDASS, une augmentation
importante du nombre des infections a Salmonella
enteritidis. Le CNR demande an médecin inspecteur des
investigations plus poussées, les oeufs et ovoproduits

semblant étre trés fréquemment mis en cause.
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Une enquéte auprés des laboratoires d "analyses
médicales (publiecs et privés) est entreprise. Dans un
courrier, le médecin inspectenr demande a ces laboratoires
de bien vouloir lui signaler tous les cas de coprocultures
positives a Salmonella enteritidis a 1 aide d‘un

questionnaire quli leur est adressé.

Fin novembre 1887, 19 souches de Salmonella enteritidis
ont été isolées en Haute-Vienne. Malheureusement, ces toxi-
infections n ont pas fait 1 objet de déclaration par le
médecin traitant. Les informations concernant les aliments
mis en cause sont pratiguement inexistantes, ce gui rend

impossible des investigations plus poussées.

C/. TIAC & 5. enteritidis en 88-90

Depuis 1988, les médecins sont besaucoup plus
sensibilisés aux TIAC. Les déclarations sont donec plus
nombreuses. En outre, grace aux fiches de déclaration (Fig.
7,8,9), un nombre important d informations peuvent &tre

recueillies portant sur

le type de restauration

le nombre de cas

les aliments suspectés

les germes responsables

Le tablean n°® T, reproduit les différents foyers de

TIAC survenus au cours des années 1988 et 1890.

En 1888, Salmeonells enteritidis est responsable de plus

de 28 % des foyers de TIAC. Ce pourcentage & accroit encore
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Tab. | : Foyers de TIAC en Haute-Vienne (1989-90)

Date Lieux Hal. Alim. Germe
Mars 83 Colonie de vacances 9 Lait wvache Staph.
Mai 88 Patisserie 32 Oeufs SE
Aont 89 Familiale 9 Piéce montée Salmo.?
Sept.B83 Familiale 8 St Honoré SE
Sept. 89 Ecole 14 FEau boisson Germe ? -
Oct. 83 Créche 9 Eau de boisson S. typ. B
Déc. 83 Ecole 15 Fromage Staph.
Total pour 19589 : 82 cas
Janv. 90 Maison Familiale 21 Pate & choux Staph. aur
Mars 90 Familiale 3 Oeuf SE
Mai 90 Familiale 8 Qeuf SE
Aout 80 Familiale 6 Oeuf SE
Sept. 90 BRestsurant 4 Moules Dinoflagel.
Sept. 90 Familiale '8 Mayonnaise SE
Oct. 90 Créche (Limoges) 5  Jambon Hésophiles
Nov. 90 Collége (Chalus) 6 Moules Coliformes
Déc. 80 Lycée (St Junien) 11 Croquettes Coliformes

Total pour 1990 : 72 cas
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en 1990. Le type de restauration fréguemment touché est la
restauration familiale.

Il est & noter que dans les foyers de TIAC dont
Salmonells enteritidis est responsable, les oeufs sont trés
souvent mis en cause, solit directement, s01t par
1 intermédiaire de préparations culinaires a base d oeuf. De
plus, dans 1 enquéte alimentaire menée par le médecin
inspecteur pour chague foyer, on retrouve la notion d oeufs

fermiers issus du poulailler familial.

D/. Enguéte de 1989

* Héthodologie -

En 1988, le médecin inspecteur entreprend une enquéte
visant 4 préciser 1 origine de ces toxi-infections a
Salmonella enteritidis.

Cette enguéte porte sur une période de 4 mois (fin
avril &4 début septembre 1889). Elle concerne toutes les
personnes ayant eu une coproculture positive & Salmonella
enteritidis pendant ce laps de temps. La liste de ces
coprocultures est demandée =sux laboratoires d "analyses
médicales. Gréice aux laboratoires, et & 1 aide des médecins
traitants, il est possible de dresser une liste de personnes
concernées. Ces personnes sont contactées personnellement
par courrier, et il leur est demandé de remplir un
questionnaire.

Ce dernier a principaslement pour buft, d’ essayer de
mettre en évidence 1la consommation d’aliments & risque

(oeufs, ovoproduits).
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* Résultats :

B84 coprocultures positives a4 Salmonella enteritidis ont
été mignalées par les laboratoires pendant les 4 mois.
Sur les B4 personnes interrogées, 40 (soit 52,5 %) ont

répondu au questionnaire.

La répartition est la suivante

Oeufs fermiers ...... ... euie.o.. 8 personnes {7 foyers)
Peufs duo commerce . .........e.o.. 19 personnes (5 foyers)
Origine inconnue ............... 12 personnes

La seule analyse du nombre de personnes atteintes est
trompeuse, car il faut tenir compte de la différence de
taille de foyer. Les foyers dus & la consommation d oeufs du
commerce gsont des foyvers de grande taille, ce qui s explique
facilement par la large distribution de ce type d'oeufs. A
1’ inverse les oceufs issus du poulailler familial, ne sont la
plupart du temps destinés qu’'a la seule consommation
familiale. En cas de contamination, le nombre de malades est
en conséquence toujours restreint.

Lorsque 1 'on s intéresse aun nombre de foyers, plus de
58 % d’entre eux sont provoqués par des oeufs fermiers. Les
oeufs du commerce semblent donce @&tre beaucoup moins

dangereux que ceux venant de production familiale.

E/. Données du CNR

Chaque année, le Centre national de référence des

Salmonellsa, indigque dans son rapport d activité, le nombre
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de souches de salmonelles typées, ainsi que leur répartition
en différents sérovars.

Nous avons pu grfce aux données du CHR spécifiques au
département de la Haute-Vienne, étudier sur 4 années (1987,
1988, 1889 et 1990) 1 évolution de la situation.

o

La figure n° 17 représente 1 évolution du nombre de
souches de Salmonelles (tous sérotypes confondus) typées par
le CNR en Hante-Vienne. Il est intéressant de noter que 1°
allure de cette courbe ressemble assez & celle Qui
correspond & 1'ensemble du territoire (Cf.Fig.11)

-

augmentation de 1987 a 1989, puis légdeére baisse en 1990.

La figure n° 18 montre 1’évolution du sérotype
enteritidis par rapport aux autres sérotypes. Par rapport
aux données nationales, la progression enregistrée de 1987 a
1989 semble étre la méme, par contre la diminution en 1980
est bien plus importante en Haute-Vienne que pour le vreste
du pays. Cette apparente stabilisation de 1'extension de
1 épidémie, constatée en 1990, ne pourra &tre confirmée que
par les ‘données concernant 1881, gqui ne sont pas encore
disponibles.

I1 semble néanmoins, gque les efforts de sensibilisation
produits par la direction générale de 1la santé et par la

DDASS, commencent a porter leurs fruits en Haute-Vienne.

II/. ETUDE D UN CAS PARTICULIER

Le but de cette étude est de montrer le

déroulement des opérations sur le terrain : la déclaration,
1 enquéte, les mesures et les décisions prises.
Nous avons choisi 1le cas d’'une TIAC a Salmonella

enteritidis survenue au cours de 1 année 1880. Ce cas se
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(169)

Nombre de souches

(118)
(99}

Annees
Source (CNR)

Fig. 17 . Evolution du nombre de souches
de Salmonelles provenant de la Haute-
Vienne.
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Fig. 18 : Evolution du Sérotype
enteriticis en Haute-Vienne
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distingue des autres, car il se compose d 'un premier foyer
suivi d 'une récidive deux mois plus tard, due & la méme
source de contamination. Il est & noter que ce double foyer
de TIAC a fait 1 objet d investigations menées, par la DDASS
de la Haute-vienne et le laboratoire départemental de 1la

Haute-Vienne. Les résultats ont &té publiés (43).

A/. Premiére Toxi-infection

Le foyer est déclaré & 1la DDASS, le Samedi 17 mars 1890
par la mairie du village, elle-méme alertée par le médecin
traitant qui, devant la symptomatologie, avait d "abord
pensé & un probléme de potabilité de 1 eau de boisson. Il
s agit d un foyer familial en milieu rural.

Trois personnes sont satteintes : deux adultes (les
parents) et un enfant (3 ans et demie), 1ils sont

hospitalisés au CHRU de Limoges.

le médecin inspecteur de la santé se rend auprés des
malades le samedi aprés midi pour effectuer une enquéte

médicale, ainsi qu une enguéte alimentaire

1/. Enquéte médicale

L apparition des symptomes remonte an
mardi 13 mars (vers 2 heures du matin). Le tableaa clinique
est celui d'une gastro-entérite sévére, avec nausées,
vomissements, diarrhées, et douleurs abdominales.

l.es coprocultures pratiquées sur les malades reviennent
positives, avec présence de Salmonella enteritidis. Les
patients sont soumis & un traitement antibiotigue (BACTRIM®
pour les deux adultes, CLAMOXYL® pour 1 enfant).
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2/ . Enquéte alimentaire

En questionnant les malades, le médecin
inspecteur essaye de reconstituer les menus des différents
repas pris dans les 72 heures qui ont précédé 1° apparition
des signes clinigues. Parmi tous les aliments composant les
repas précedents, seuls deux ont été absorbés 4 la fois par
les trois patients : il s agit d oeufs durs, et de poulet

{issus de la production familiale).

Le médecin prend slors contact avee le reste de 1la
famille pour essayer de mettre en évidence la présence de
Salmonellsa enteritidis en amont, dans les restes d aliments.
Le rendez-vous est Fixé an lundi 19 mars. Les prélévements

suivants sont effectués

¥ morceau de poulet (du lundi 12)

¥ 4 peufs du 12-13 mars

* 1 bocal de petit pois (conserve
maison )}

* 1 boite de coeurs d’artichaut
(vide)

* ginsi que d’autres prélévements

faits chez les beau-parents (ferme voisine).

Ces prélévenents sont confiés an laboratoire
départemental de 1a Haute-Vienne pour un examen

baectérioleogique (recherche de Salmonelles?).

Les résultats sont rendus par le laboratoire le
vendredl 23 : 1ls sont tous négatifs. L absence de germe
s "expligue par la difficulté qu’'il v 2 eu & retrouver des
restes du repas contaminant B jours aprés le début de 1Ia

pathologie.
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3/. Remarque

I1 =s"agit bien d'un fover de TIAC A Salmonella
enteritidis. Le germe a été retrouvé dans les selles des
personnes contaminées, mais n° a pas pu 8tre mis en &vidence
dans les aliments, bien qu” une forte présomption pése sur
les ceufs de la ferme.

N ayant pu établir 1la preuve formelle que les ogeufs de
la production familiale wsont contaminés par Salmonella
enteritidis, le médecin inspecteur rappelle simplement aux
interessés, dans un courrier (le 30 mars), les principales
regles d hygiéne alimentaire, ainsi que les précautions a

prendre quant 3 la consommation des oeufs de la ferme.

B/. Réecidive

Elle est déclarée aussitdt le mardi 8 mai par le
médecin traitant, et concerne la méme famille. Les troubles
apparaissent aprés un repas d’ensilage. Sur les douze
convives, hnit sont malades, et parmi eux, la grand-mére

dont 1°état a nécessité une hospitalisation.

1/. Enquéte médicale

L enquéte médicale rapporte les ' mémes symptomes
(nausées, vomissements, douleurs abdominales, et diarrhées).
Les 7 coprocultures pratiquées reviennent positives avee
présence de Salmonellas enteritidis. lLes personnes atteintes
sont soumises 4 un traitement antibiotigue. L évolution est

rapide et favorable.
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2/ . Enquéte Alimentaire :

L engunéte alimentaire permet de suspecter rapidement un
gatean a la créme. En effet, d une part les invités non-
malades correspondent &8 ceux gui n’'ont pas mangé de ce
gateaun, d autre part, la grand-mére (sévérement atteinte),
n’'a pas pris part 4 ce repas, mais un morceau de ce gatean

lui a été servi.

Le Mercredi 9 mai, une visite est effectuée sur place,
par le médecin inspecteur et legs techniciens du laboratoire
départemental. Des restes du repas suspect sont prélevés
pour analyse microbiologique. Les poules de 1 élevage sont
également examinées. Elles sont baguées et il est procédé a
des ecouvillonages de clocaques, (les résultats sont

reproduits sur le tablesu II et III).

3/. Investigations du laboratoire

Aprés cette étude in-vivo, il est décidé d'un commun
accord avee la famille, de transporter les volailles &
1l animalerie du laboratoire dans la semaine du 21 mai.

Malheureusement, le stress engendré par 1 animalerie ne
permetira pas de recueillir des oeufs. Les poules seront
finalement abattues trois semaines plus tard, et un
important travaill sera entrepris sur les carcasses.

Sur 38 poules amenéezs aun laboratoire, 13 sont porteuses
de Salmonella enteritidis au nivesau de leur grappe ovarienne
{Cf. tablean IV).

Les investigations faites par le laboratoire
départemental sur ce foyver de TIAC, ont permis de faire

ressortir plusieurs notions
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Tab. Il : Recherche de S. enferitidis (Allments)

R6ti de veau .

Oeufs de ferme

Gateau aux fraises .......... positive

............... positive

.............. g lots sur 7 positifs

Tab. lll : Recherche de 8. enfterltidls (Poules)

Fientes ............. 4 lots sur & sont positifs
Eeouv., eloacaux ...... 3 sur 38 sont positifs

Tab, 1V ! Analyses sur les carcasses de volaliles

Analyse sur

les carcasses de volailles

Nombre de Autopsie Recherche de SE
volailles
17 Absence de lésions -

{dont 5 coqs)

4 poules

5 poules

5 poules

4 poules

Foies normaux : +
G0 au repos

Oviducte N

Foies cirrhotigues +

Zones de nécroses
GO et oviducte N

Foies normaux -
Follicules déformés
(viductes congestionnés

Foies nécrosés +
G0 hémorragiques
Ovidoctes congestionnds
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% les petits élevages fermiers quand 1ils sont
contaminés par Salmonella enteritidis, le sont trés
fortement.

* les poules sont porteurs sains

% 1°écouvillonage des cloagues est une méthode de
détection insuffisante

% les fientes sont trés contaminées et permettent

la dissémination du germe dans le milieu extérieur.

Remarques

-

Lors du premier foyer de TIAC, il n’'avait pas été
possible de remonter la chaine en amont, et la contamination
des oeufs de la ferme n’'avait pas pu étre prouvée.

Avec la réecidive, 1‘intervention rapide des services
concernés (DDASS, et laboratoire départemental), a permis de
retrouver Salmonella enteritidis dans les oeufs et les

volailles, et ainsi de mettre en cause 1 élevage familial.

Cette étude permet de préciser combien la rapiditeée
d’intervention des services concernés est importante pour la
réussite d une enquéte. Comme 1 ont déjd remarqué certains
aunteurs (45), 1‘élimination de Salmonella enteritidis par 1la

poule parait intermittente et de courte durée.

Dans un courrier du 27 Jjuillet, le directeur du
laboratoire départemental informe la famille de 1°évolution
de cette affaire. Un rendez-vous est fixé afin de donner des
conseils d hygiéne et de prophylaxie pour éviter une
nouvelle contamination : désinfection des poulaillers, vide

sanitaire &4 installer.

I11/. CONCLUSION :

L’'élevage des volailles en Limousin est la plupart du

temps un élevage familial, au sol et en liberté. Ce mode
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d élevage favorise 1a dissémination de Salmonells
enteritidis. Ces pratiques permettent d expliquer pourquoi
notre département a été fortement frappé par 1 'épidémie de

TIAC a Salmonella enteritidis.

Depuis 1987, 1a DDASS s 'est efforcée d étudier chaqgue
foyer de TIAC avec précision et rapidité, afin de pouvoir
chaque fois que cela est possible déterminer les causes de
la- contamination. Mais son r&6le ne se limite pas a une étude

purement descriptive.

Lorsque le mécanisme de contamination est connun, 1la
DDASS intervient en terme de prévention, en rappelant les
régles élémentaires d hygiéne slimentaire. Il s 'agit le plus

souvent de conseiller et non de sanctionner.

La DDASS lors de fovers de TIAC familiales se garde le
soin d intervenir _Seule, d 'autant qu’'il n’existe pas de
produits alimentaires commerciaux mis en cause. Mais la
DDASS intervient généralement avec 1'aide des services
vétérinaires (DSV), et/ou des services des fraudes (DCCRF)
devant toute TIAC gqui met en cause un aliment du résean

agro-alimentaire.
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Expérimentations

sur les ovoprodults

I/. IHNTRODUCTION -

Comme nous 1 avons vu dans la deuxiéme partie consacrée a
une approche épidémiologique, i'oeuf est la denrée
alimentaire la plus souvent mise en cause lors de foyers de
T.I.A.C. & Salmonella enteritidis. Pour gu’une denrée
alimentaire puisse provogquer une toxi-infection alimentaire,
elle doit, d’une part &tre contaminée par un germe, et

d autre part, permettre le développement de ce germe.

La contamination de 1 oeuf peut se faire avant, oﬁ
aprés la ponte. Avant la ponte, 1le germe peut envahir le
jauné dans 1 ovaire de 1la poule, la transmission trans-
ovarienne a ©&té établie pour Salmonella enteritidis (2).
Cette contamination est permise par le cycle entéro-invasif
des salmonellés, gqui sont capables de quitter le tube
digestif et de gagner les ovaires par voie sanguine.

Ce passsage du tube digestif a l'appéreil reproducteur
pose le probléme de la contamination des poules pondeuses
par leur nourriture. Colin et ses collaborateurs (46) ont
montré que 1 apparition d‘un germe dans un élevage indemne,
coincidait aveec la présence dun méme germe dans les matiéres
premiéres servant a fabriguer les aliments destinés aux

volailles.
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Aprés la ponte, 1la contamination peut venir des matiéres

fécales cloagquales d ‘"une part, et d autre part de
1’environnement avec leguel 1°oeunf va entrer en contact : le
nid de ponteé, 1le tapis de ramassage... La différence

d environnement qui existe entre 1 élevage familial, et wun
élevage industriel permet peut &tre d expliquer pourquoi,
lors de 1la plupart des foyers de T.I.A.C. & Salmonella
enteritidis, les oeufs mis en cause s=sont issus d une
production familiale,

Mais i les risques de contamination aprés la ponte
existent, il n'en demeure pas moins que 1 oeuf intact
posséde différents moyens pour s ‘opposer 8 cette
contamination et avant de se multiplier dans 1le Jjaune
d ‘oeuf, le germe contaminateur devra traverser 1la
cuticule, la cogquille, les membranes coguilliéres, le blanc

d “oeuf.

Dans cette troisiéme partie, nous allons donc nous
intéresser au devenir de Salmonella enteritidis une fois 1la
bactérie installée dans les différentes parties de 1 oeuf
{blane et Jjaune) et étudier 1l influence de différentes
technologies alimentaires (chaleur, froid, abaissement de
pH) sur la survie de cette bactérie.

Les principaux aliments mis en cause lors de foyers de TIAC

& Salmonells enteritidis, sont des produits a base d’oeufs,

nous avons donc procédé & des expérimentations sur

¥ les mayonnaises avec ou sans vinaigre

¥ les omelettes (blancs et jaunes mélangés)

¥ les blancs et les Jaunes séparés
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1T/. RAPPELS SUR LA RECHERCHE DES SALMONELLES :

Avant d indiguer le protocole de notre étude, il nous a
semblé important de rappeler le principe de 1a méthode de
recherche des Salmonelles dans les aliments. La méthode dont
le mode opératoire est reproduit & la figure n® 18, est
celle utilisée au laboratoire de bactériologie alimentaire
du laboratoire départemental de l1la Haute-Vienne, (définie
par 1l arreté du 21 dec. 1878). Cette méthode ne différe de
la méthode classique d analyse des Salmconelles (Norme AFNOR
NF V 08-013 de 3juin 1982) que par le choix de certains
milieux (exemple : bouillon R.V. au lieu du bouillon an

tétrathionate).

A/. La prise d essal

Tl est prélevé 25 grammes de 1 aliment A& analyser, ces 25
grammes sont broyées et homogénéisées dans 225 ml d’ean

peptonnée tamponnée, de facon & obtenir une dilution au 1/10
(47>, '

B/. Pré-enrichissement non sélectif

La dilntion obtenue est incubée & 37°¢, pendant 6 heures

dans le cas des ovoproduits, 18 heures pour les autres
aliments.
Ce pré-enrichissement egt desgtiné 4 revivifier les

salmonelles avant subli un stress, et &a permettre leur

développenent ultérieur dans les milieux d enrichis=zement.
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~ Prise dessai EPT. Préenrichissement
25 g t oo5mi T 24 h & 37

Enrichissement sélectif K

Milieu selenite Mitieu RV,

24 ot 48 h & 37° ... ... ]| 246t48ha87°
Isolement séléctif | = °

Gelose Hektoen Gélose D.CL.
24 h & 37° , 4 -
Repiquage sur B.CP. 24 ha 87
24 h & 37°
—

‘— TESTS de CONFIRMATION

Uréase {Salmonelles toujours uréase ©)

| ./
3:% Abandon <

OX j/dﬁ Se (Entérobactérles toujours oxydase @)

Test R.M.
Milieu de V.P.

APl 10 El=— LDC } .

ODC
ADH

APl 20 E
Kligler

Fig. 19 : Recherche ades Salmonelles
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C/. Enrichissement sélectif

Lorsgue la prise d'essai contient des Salmonelles,
celles-ci ne sont souvent présentes, qu’en petit nombre, et
accompagnées d 'un grand nombre d'autres germes, dont 1la
croissance est beaucoup plus facile et rapide que celle des

salmonelles.

Les milieux d enrichissement sélectifs ont done pour
but 1 inhibition des bactéries A& Gram + et 1 inhibition 1la
plus compléte pour les coliformes et entérobactéries auntres

gue Saimonelles. 11 est toujours ensemencé deux milieux

d enrichissement sélectifs différents, quil sont examinés

aprés une incuobation de 24 et 48 heure a4 37°c.

1/. Bouillon de RAPPAPORT-VASSILIADIS
Formule : (en g1 d’eau distillée)

Vi a7 2% 7o 7 s X - N 5

Chlorure de sodium .............c.iiueueu. 8
Phosphate dipotassigue .........ccuuueenn. 0,8
Chlorure de magnésium ..........c.c.eeuee.u.. 40
Vert malachite ... ...... . @ .. eeneeeenen. 1,036

Remargue : La forte concentration en chlorure de magnésium
permet de freiner la croissance des autres germes, le vert

malachite inhibe la croissance des Shigella.
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2/. Le milieu au sélénite

Formule : (en g-1 d 'eau distillge)

Pastone . . ... .. i e e e e e 5
Lactose ... .. e e e 4
Phosphate disodique ........... ..o, 10
Sélénite acide de sodium ................ 4

D/. Isolement et identification

A partir des colonies obtenues, aprés 24 et 48 heures
d “incubation, sur les milienx d’ enrichissement sélectifs,
denx milieux sélectifs solides sont ensemencés (soit en tout

4 milieunx), et incubés 24 heures a 37°c.

1/. La gélose HERTOEN

Formule : (en g1 d eau distillée)

Protéose peplone .........c..iiciiiunenronans 12
Extrait de leviure ... ... ... ..o enienenens 3
Chlorure de sodium ................. e e 5
Thiosulfate de sodium .........ccoveuiinraens 5
Sels bIligires ... ... iinnennnneeness g
Citrate de fer ammoniacal .................. 1,5
Salicine .. .. ... .. e e z
Lacto8e . e e e e e e 1z
SaCChHArOSE . o vt e e e e e e e 1z
Fuchsine acide .. ... ... . ... aiiiaannnns 0,1
Bleu de bromothymol ... ..... .. ..o eeeeeoe.. 0,065

= 13
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Remarque : Ce milieu inhibe totalement la croissance des
bactéries & Gram positif et partiellement celle de K. gcoli.
Ce milieu permet en outre de mettre en é&vidence la
fermentation du lactose, du saccharose, et de la salicine,

ainsi que la production 4 H=S.

2/. La gélose D.C.L. : DESOXYCHOLATE CITRATE
LACTOSE

Formulé par Leifson, et modifié par Hynes, ce mnilieu

sélectif solide évite 1 envahissement par les FProteus.

Formule : (en g1 d ean distillée)

Peptone bactdriologigue ...... .. .. . cciiuiuen.. 5
Extrait de viande ... ... ... . ¢, 5
Citrate de sodium ... ... ... i i 8.5
Thiosulfate de sodium ............ e ... 5,4
Citrate Ferrigque ......... .. soeeannannean 1
Désoxycholate de sodium ..........c0vvoa... 5
LBCEOBE . i i e e e, 10
Rouge neltre ... .. . . . . et i i 0,02
=7 < 1z

E/. Confirmation

A 1’issue de 1 isolement sur milieux solides, les colonies
suspectes sont repiquées sur gélose B.C.P. (BromoCrésol

Pourpre), et incubées 24 henres a 37°. C'est sur les
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colonies obtenues sur les géloses B.C.P. que wvont &tre

pratiqués les tests biochimiques de confirmation

1/. L'uréase rapide

Les bactéries qui possédent une uréase, sont capables,
lorsqu on les place dans un milieu contenant de 1 urée, de
transformer cette urée en carbonate d ammonium, ce qui
provogque une alcalinisation du milieu et le virage dun
indicatenr (rouge de phénol).

I,’uréase est un caractére biochimique qui permet de
délaisser les colonies qui ne sont pas des colonies de
Salmonelles, en effet les Salmonelles sont & 100 ¥ uréase -.
Les colonies uréase + seront définitivement écartées de la
suite de 1’analyse, ce qui permet de réduire le cofit de

celle-ci.
Le test de 1l 'uréase se pratique ainsi

On place dans un tube & hémolyse 4 gouttes d’'urée indole et
la colonie suspectée d "étre une Salmonelle. Il est
indispensable de faire un témoin positif, & 1'aide d’une
colonie de Proﬁeus (toujours uréase +). Les tubes sont
placés & 37°, la lecture se fait 30 mn aprés le virage du

témoin Protfeus.

2/7. Recherche de 1 oxydase

Ce test permet de vérifier gue les colonies suspectées
d 8tre des Salmonelles (uréase -), sont bien des colonies
d ‘Entérobactéries. Les Entérobactéries sont en effet
toujours oxydase -.

Le principe de la recherche de 1 oxydase repose sur 1la
preéesence d ‘une cytochrome oxydase (derniére enzyme

intervenant dans la phosphorylation oxydative) qui se
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manifeste par action sur un substrat incolore : ia
diméthyl-para-phényléne diamine oxydée en semiquinone de

conleur bleue.

La recherche de 1 oxydase se pratigue ainsi

La colonie 4a tester est déposée sur un disque de papier
réactif (préalablement mouillé); si le germe est oxydase +

le papier vire au violet.

3/. Ensemencement d une galerie API 10 E

Seules les colonies toujours suspectées d étre des
Sslmonelles seront ensemencées, c’'est a dire celles qui sont
uréase - et oxydase -.

La galerie API 10 Enterobacteriacae, est une galerie de
10 tubes, aui permet de rechercher 10 caractéres

biochimigques
a/. ONPG : OrthoNitroPhénylGalactopyranoside

Ce test permet de rechercher la présence d'une béta

galactosidase bactérienne, le principe est le suivant

galactosidase

Toluéne + ONPG ~——————==mm———= > galactose + )
Orthonitrophénol

{ecouleur jaune)
b/. ADH : Arginine DesHydrogénase

Le substrat utilisé est une solution d arginine
monohydrochlorhydrate, 1 action de 1 arginine déshydrogénase

sur le substrat entraine une augmentation du pH du milien,



et le virage de 1l indicateur (bromocrésol pourpre) au rouge
orangé. Le tube est recouvert d une couche d "huile de

paraffine stérile, qui place la bactérie en anaérobie.

c/. LDC : Lysine DéCarboxylase

Le principe est le méme que celui de la recherche de
1 arginine déshyvdrogénase, le substrat est ici une solution
de lysine monochlorhydrate. Le tube sst également recouvert
d ‘une couche d° huile de paraffine. Une réaction positive se

traduit par 1 apparition d une couleunr rouge orangeé.

d/. ODC : Ornitine DéCarboxylase

Méme principe, avec une solution d’ ornitine

dihydreochlorhydrate.

e/. CIT : CITrate

Ce test permet de savoir =i la bactérie ntilise 1 ion
citrigue comme seule source de carbone, le milieu contient
du citrate de sodium. Si le germe pousse, il y a 1libération
d "ammoniaque, =alcalinisation du milien, et viragde de
1 indicateur (bleu de bromothymol) au bleu/vert. La cupule

doit &tre égslement remplie.

t/. HzS

Ce test met en évidence la production d H2S, le milieu
contient du thiosulfate de sodium, et du sulfate ferreux.
IL"H2S produit par la bactérie, réduit le snlfate de fer en
sulfure de fer, qui se traduit par un dépot noir. Le milieu

est placé en anaérobiocose.
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g/. URE : Urée

Ce test est une vérification de 1 uréase faite au
préalable, le principe en est le méme. Le milieu est placé

en anaérobiose.
h/. TDA : Tryptophane désaminase

Le recherche d 'une tryptophane désaminase utilise un
milieuw contenant du L tryptophane, 1le tryptophane est
transformé en indol-pyruvigque. La mise en ¢€évidence de
1 indol-pyruvique se fait par révélation & 1l'aide dune
solntion de perchlorure de fer (a4 3,4 %). Une réaction
positive se traduit par 1 apparition d’une couleur marron

fonceé
i/. IND : Production d’ indole

Dans ce test le I Tryptophane est désaminé, puis
hydrolysé jusqu 'au stade indol. La mise en évidence de
1'indol se fait par le réactif de RKOVACS. Une réaction
positive se traduit par 1 apparition d’ 'un anneau rouge (en 2

mny.

Composition du réactif de KOVACS

paradiméthylaminobenzaldéhyde ......oueeeeeen.. 5 g
alcoeol isoamylique . ...... oo ei it annaan 75 mli
HEL (37 &) e e e e i P 25 ml

j/. VP : Réaction de Voges-Proskauer

Le substrat utilisé est dn pyruvate de sodium,
transformé en acétoine. La mise en évidence de 1 acétoine se
fait par adjonction de deux réactifs (Hydroxyde de potassium

+ alpha naphteol), et 1 apparition d une coloration rose
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franche (en 10 mn) indigue une réaction positive. La cupule

doit &tre également remplie.

RESULTATS

Les résultats de 1la galerie API 10 E sont les suivants

Pour Salmeonella spp :

ONPG ADH LDC ODC CIT H25 URE TDA 1IND VP

- v + + v + - - - -

3 698 986 95 75 85 8] 0 0 0

%2 de positifs

La suite de 1 analyse ne concernera que les colonies ayant

obtenues les résultats correspondant & Salmonella spp.
4/. Test du rouge de méthyls

Ce test permet d étudier le type de fermentation
(devenir du pyruvate) de la bactérie. Il se fait sur le
milieu de Clark et Lubs aprés trois jours de culture, et
consiste en une mesure de pH, 1le rouge de méthyle vire au
rouge pour un pH inférieur 4 5 dans 1le cas d ‘une
fermentation acide mixte, et reste incolore dans le cas
d une fermentation butyléne-glycolique. Ce milieu sera

incubé & deux températures différentes : 22 et 37°.
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5/. Réaction de Voges-Proskauer

Cette réaction est identigue & celle de la galerie API
10 E, elle est refaite en +tube, et incubée 4a deux

températures différentes : 22 et 37°.

6/. Test : LPC, ODC, ADH

Ces tests sont identiques & ceux de la galerie API 10

E, ils sont refaits en tubes et incubés & 37°.

7/. Milieu de KLIGLER

Composition du milieu : {(en g/1 d 'eau distillée)
Extrait de viande de boesuf ....... ... ... ...... 3
Extrait de levure ....... ... iiiieeensan 3
Peptone . ... .. e e i s 20
o A 5
GlUCOSE . . e e e e e e e e e e e e e 1
LBCtOme . . e e e e e e e e e e 10
Citrate ferrique ........ ... .o 0,3
Hyposulfite de sodium ....... ... eeueueeeneenenn a,3
= - 1z
Rouge de phénol . ... . .. . @ . i e e e e 0,05

L "ensemencement de ce milien, se fait en striessur 1la
pente, et en profondeur en piguant jusqu au fond du tube. Le
glucose est préférentiellement utilisé par la bactérie dans
un premier temps (apparition d 'une couleur Jaune par
acidification), si la bactérie utilise le lactose, 1 acidité
est vite neutralisée du fait de la dégradation des peptones
et des acides aminés (en aerobiose = production
d ammoniaque), revirage au rouge; La production d 'Hz5, se

manifeste par 1 apparition de sulfure de fer noir.
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Lactose + : pente Jaune
lLactose - : pente rouge
Glucose + : culot jaune
Glucose - : culot rouge

H=5 + : dépot noir

Les salmonelles sont

Lactose - (pente rouge)
Glucose + (eculot jaune)
H=5 + (dépot noir)

8/. Ensemencement d une galerie API 20 E

. La galerie API 20 E reprend 1les dix caractéres
biochimiques de la galerie API 10 E, et ajoute dix nouveaux

tests

a/. GEL : Gélatinase

La recherche de la gélatinase repose sur 1 'attaque par
ia bactérie de disques de gélatine contenant des grains de
charbon de bois. Si la bactérie est gélatinase +, les grains

de charbon sont libérés.

b/. Utilisation de différents glucides

La galerie API 20 E, permet d° étudier 1 attague de 9

glucides

¥ Glucose
¥ Mannose

¥ fnositol
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Sorbitol
Rhamnose
Saccharose
Mélobiose

Amilose

* % % % % %

Arabinose

La dégradation du glucide mis en présence de la
bactérie se traduit par une acidification du milieu, gqui se
manifeste par le virage d’un indicateur coloré (rouge de
méthyle).

¢/. Résultats de la galerie API 20 E

Lorsque le germe recherché est une Salmonelle, les

résultats seront les suivants

-——~> pour les dix premiers caractéres {(cf API 10 E)

--——3> pour les dix nouveaux caracthtéres

GEL. GLU. MAN. INO. SOR. RHA. SAC. HMEL. AMI. ARA,.

- + + + + + - + - +

0 100 100 33 a3 893 2 78 1 94

% de souches de §8. positives

Ce n'est qu’'a 1 issue de tous ces tests de confirmation
que 1le 1laboratoire peut conclure & la présence ou &

1 "absence de Salmonelles.
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F/. Typage

Dans la plupart des cas, le fait d’avoir trouvé une
Salmonelle ne suffit pas, et il est nécessaire de sérotyper
1a souche de salmonelles obtenue. Le sérotypage permet de
gsavoir & quels sérotypes (ou sérovars), appartient la
salmonelle &tudiée, il existe actuellement plus de 2000

sérotypes, qui possédent chacun une formule antigénigue

différente.

1/. Structure antigénique de Salmonelles

Les Salmonelles sont des Entérobactéries, elles peuvent
done posséder trois types d antigénes d intérét

diagnostique.

a/. Antigénes somatiques "0"

Ce sont les antigdnes de la paroi, il sont dits majeurs
lorsgqu ils sont caractéristiques d'un groupe, par exemple
1“antigéne 09 pour le groupe D (cf schéma de Kauffmann-
White), ils sont mineurs lorsqgu’on les retrouve dans des
groupes différents. Ces antigénes “(0" s=sont responsables

d agglutinations lentes et fines.

b/. Antigénes d enveloppe "Vi"

Ces antigénes sont peu répandus chez les Salmonelles,
lorsgu ils sont présents, ils masquent 1'agglutination "O".
I1 est alors nécessaire de chauffer 1la suspension
bactérienne. L antigéne "Vi" n’est connu que sur trois

sérotypes : S. typhi, S. paratyphi C, 5. dublin.
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c/. Antigénes flagellaires "H"

Ils correspondent & la présence de flagelles, et & 1la
mobilité de la Salmonelle, il existe deux éventualités quant
4 la spécificité de ces antigénes "H". Certains sérotypes de
Salmonelles ne peuvent fabriquer des flagelles gque d une
seule spécificité, dans ce cas, 1 antigéne est dit
"monophasique”. Mais la plupart des sérotypes de Salmonelles
possédent des antigénes "H" diphasiques, capables d exprimer
deux spécificités différentes : i ou 1,2.

Ces antigénes sont responsables d agglutinations

floconneuses, et d apparition rapide.

Remarque : Les formules antigéniques de sérotypes de
Salmonelles les plus fréguents chez 1 homme sont reproduits
au tableau V, ce tableau correspond & un court extrait du
schéma de KAUFFMANN-WHITE.

2/ . Typage des souches de Salmonelles

La recherche des antigénes d° une salmonelle se fait
par des réactions d’agglutination sur lame. Les bactéries
sont émulsionnées dans des gouttes de différents sérums. La

méithode est la suivante
a/. Etude de 1 agglutination "0O"

Pour 1 entreprendre, il sera nécessaire de disposer de
sérums pools anti-0, c’est a dire des sérums réunissant les
agglutinines de différents groupes ("sérums mélanges”). La
aouche de salmonelle est émulsionnée dans une goutte de
chacun de ces sérums mélanges, la lame est observée au

dessus d’un miroir concave, 1 examen de la lame est




Extrait du schéma de
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Tableau V

KAUFFMANN-WHITE

ANTICENES H

GROUPES SEROTYPE ANTIGEN:ES Vi
0 phase 1 | phase 2
A S. paratyphi A I, 2, 12 a —
S. paratyphi B 1, 4, 5, Iz b I, 2
B S. typht murium 1, 4, 5, I2 i I, 2
S. essen 4, 12 gm —
S. coeln 4, 5, 12 y I, 2
C
Cr S. paraiyphi C 6, 7 + c I, 5
S. cholere suis 6, 7 c 1, 5
S. choleree suis var. kun-
zendorf 6, 7 — 1, 5
S. barelly 6, 7 y I, 5
Ca S. newport 0, 8 eh 1, 2
S. bovis morbificans 6, 8 T I, 5
S. typhi g, 12 + d —_
S. enterilidis 1, 9, Iz gm —
D S. dublin I, 9, 12 £p —
S. sendai I, 9, 12 a 1, 5
S. pullorion 1, 9, 12 — —
g
E1 S. meleagridis 3, 10 eh 1w
S. anatum 3, 10 eh 1, 6
E2 S. newingion 3, I5 eh 1, 6
S. binza 3, I5 ¥y I, 5
Ej 5. minneapolis (3) (x5) 34 eh 1, 6

Les antigénes marqués ( }-peuvent &tre absents,
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renouvelé dans les 5 minutes si aucune agglutination n’a été
décelée. Rappelons gue 1 'agglutination "0V est une
agglutination fine et 1eﬁfe. (la composition des sérums
pools anti-0 est donnée au tableau VI)

$°il se produit une agglutination avec un sérum
m&lange, il faudra dans un deuxiéme temps, tester la
salmonelle avec chacune des agglutinines contenuesdans le
sérum pool anti-0, ceci grédce 4 1 utilisation de sérums

monovalents.

Remarque : Lorsgque la salmonelle posséde 1 antigéne "Viv,
1 agglutination "0" n apparait pas, la salmonelle est dite
“0" inagglutinable. Il est en effet nécessaire de chauffer

1a souche 1 heure au bain-marie a8 60°c.

b/. Etude de 1 agglutination "H"

Comme 1la recherche de 1 agglutination "O", elle
s effectue en deux temps : recherche d’une agglutination
avee des sérnms mélanges anti-H (CF. Tableau VII), puis
recherche d une agglutination avec chacun des sérums anti-H
monovalents présents dans le sérum mélange qui a provogué
1’agglutination. Il est préférable d'utiliser des colonies
de salmonelles issues de géloses assez humides (la mobilité
est ainsi favorisée). Rappelons que 1l agglutination "H" est
une agglutination floconneuse, d apparition plus rapide que
1 agglutination "0".

Comme nous 1 avons vu plus haut, chez certaines
souches, les antigénes H peuvent é&tre diphasiques (CFf.
Schéma de KAUFFHMANN-WHITE). L 'Institut Pasteur Production
fabrique des sérums anti-H pour inversion de phase, ils sont
rajoutés 3 une gélose molle, et bloguent une phase, laissant
1 auntre s exprimer. Aprés culture sur cette gélose,

1‘antre phase de 1 antigéne H, peut é&tre testée par
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Tableau VI

Sérums anti-0 “"mélanges”

Sérums O Contient les aggiviinines des grouras Antigéne scmatique O carrespondant
“mélanges”’
OMA A B DEL 1.2,12 + 4,512 + 9. .2 + (9). 46
+ 3,10 + 1,3,19 + 21
OMB C.F.G H, 6.7 + 6.8 + 11 + 13,22 + 13,23 |
+ 6,14, 24 + (8), 20
OMC LILKMNOP . t6 4 17 + 18 + 28 + 30 + 35 + 38
CMD QRS T UVW 33+ 404+ 41 + 42 + 43 + 44 4 45 |
OME X ¥.Z.31a53 47 + 48 + 50 + 51 + 52 + 53
CMF 54 + 55 + 56 + 57 + 58 + 59
OMG 60 + 61 + 62 + 63 + 65 + 66 + A7

Tableau VII :

Sérums anti-H “mélanges”
Sérums H
“mélanges” Anugeénes flageinres conrespondants
HMA a+b+ec+dt+ 1+ 210+ 229
HLD eh+enx+G
HMC Kby +z 4+ L+ 24+
HMD T+ Igp tran b o r3g + 24y + I49 b Zaa 260
HMIL 50 4 Iy + 154 + 155 + 56 t+ 57 + It
{tacteurs H du sous-genre (|
= §. arizonae}
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agglutination avec des sérums monovalents. Ce procédé est

appelé inversion de phase.

c/. Etude de 1 agglutination "Vi"

Elle se fait a 1 aide du sérum anti-Vi, rappelons que

1 antigéne Vi, n’ est présent que trés rarement.

La sérotypie d 'une Salmonelle constitue bien souvent le
terme de la recherche, elle est a 1la portée de tous les
laboratoires, puisque sa mise en oeuvre est relativement
facile, 1 Institut Pasteur commercialise en effet tous les

sérums nécessalires.

G/. lLe lysctypage

Lors d enguétes épidémiologiques, il est parfois wutile
de pousser plus loin les investigations. En effet, il existe
plusieurs Salmonella enteritidis de lysotypes différents.

Comme la sérotypie faisait appel a la présence
d antigénes, la lysotypie utilise 1la présence sur ls parocoi
bactérienne de récepteurs & bactériophages (48). Lorsque ces
récepteurs sont présents, les phages se {fixent sur 1a
bactérie et lysent celle-ci.

Seuls les laboratoires spécialisés possédent les lots
de bactériophages, et sont capables de lysotyper une
bactérie. Les expérimentations rapportées plus bas, ont été
faites avec une Salmonella entéritidis lysotype 33 (phage

type 4 pour les anglo-saxons)
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I1I/. ETUDE DE LA SURVIE DE SALMONELLA ENTERITIDIS DARS LES
OVOPRODUITS -

A/ . Méthodologie

Elle sera la méme, quel que socoit 17aliment étudié
(oeufs, omelettes, mayonnaises). Les produits testés seront
artificiellement contaminés, puisqu’il est impossible de

travailler avec des aliments infectés naturellement.

i/. Préparation de la suspension de S5.E.:

Nous utiliserons pour cela une souche de Salmonella
enteritidis du laboratoire, 1lysotypée (lysotype 33), cette
souche sera reprise 24 heures avant 1le début de nos
expérimentations sur une gélose BCP, de facon & obtenir wune
assez grande quantité de bactéries. L intégraliteé des
colonies obtenues sur la gélose BCP, seront mises en
suspension dans une quantité de tryptone-sel permettant de
préparer une suspension de S.E.. Le titre exact de cette
suspension ne sera connu gque 24 heures aprés, éar

dénombrement sur gélose PCA (Plate Count Agar).

2/. Contamination du produit

Les ovoproduits gqui seront étudiés seront contamineés
par cette suspension de S.E., le nombre de Salmonelles
inoculées dépendra du type de produit, et de ia

manipulation.
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3/. Dénombrement des S.E.

Tout au 1long de notre étude, nous aurons besoin de

compter les salmonelles

- pour connaitre 1la concentration exacte de

notre suspension de départ

- pour suivre 1 évolution du nombre de

bactéries mises volontairement dans les produits.

Le dénombrement degs S.E. =e fera sur la gélose

P.C.A. (Plate Count Agar)

Composition : (en g-1 d’eau distillée)

Peptone .. ... ... i 5
Extrait de Ievure ................ 2,5
= 15
GIUCOSE v o i e et e e ee e eeenaaas 1

Utilisation de la gélose P.C.A.

I1 est préalablement préparé une série de dilutions
décimales du produit a étudier. Une gélose PCA est
ensemencée avec 0,1 ml de chacune de ces ~ dilutions.
L ensemble des géloses PCA est incubé 24 heures & 37°, la
gélose utilisée pour le dénombrement, sera celle qui
comportera entre 30 et 300 colonies.

Le nombre de germes contenus dans la suspension sera
égal au nombre de colonies comptées multiplié par 1a

dilution.
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EXEMPLE -

180 colonies comptées sur la boite ensemencée par 0,1
ml de 1la dilution & 10-4 , correspondent &8 1,8 . 107

bactéries par ml de preoduit pur.

B/. Expérimentation sur les Mayonnaises

Comme nous 1 avons détaillé dans la deuxiéme partie,
les mayonnaises constiuent 1 aliment le plus fréquemment mis
en cause lors des fovers de T.I.A.C. & Salmonella
enteritidis, avec une fréquence atteignant les 26,6 # (6).
I1 nous a donc paru intéressant d’étudier 1 évolution de
Salmonella enteritidis, dans les mayonnaises. L étude
reportée ci-dessous a été menée au Laboratoire départemental

de 1ls Hante-Vienne au début du mois de Février 1991.

1/. Méthode

Une suspension de Salmonella enteritidis est réalisée
puis numérée, 1la solution qui servira & contaminer les

mayvonnaises contient
2.108 S8E/ml.

La mayvonnaise préparée (oeuf + moutarde + huile), est
volontairement contaminéde par 1 ml de la suspension de
Salmonella enteritidis pour 100 ml de mayonnaise, la
concentration de SE dans la mayonnaise sera donc de 2.108
SE/ml. Il est ainsi préparé quatre flacons de 100 ml de

mayonnaise

- flacon n°1 : sans vinaigre
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- flacon n°2 : 1 ml de vinaigre
- flacon n°3 : 2 ml de vinaigre

- flacon n"4 : 5 ml de vinaigre

Ces flacons sont conservés & température ambiante, un
prélévement est fait sur chaque flacon aux temps suivants
TO (contamination de 1la mayonnaise), T+1lh, T+2h, T+3h, T+4h,
T+5h, T+24h.

L.es résultats présentés au tableaﬁ VIII, correspondent
4 la moyenne des valeurs obtenues lors de 3 expérimentations
identiques. (Ces valeurs sont reprises a la figure n°2Z20, sous

forme de courbes.

2/. Résultats

Il est faecile de remarquer 1 efficacité du vinaigre,
dés 2 ml (pour 100 ml de mavonnaise), le nombre de bactéries
chute trés rapidement. Salmonella enteritidis semble @&tre

trés sensible & 1 'sbaissement de pH.

C/. Expérimentation sur les Omelettes

Dans 1a manipulation suivante, nous entendons par
omelette le mélange du blanc et du Jaune dans les

proportions de 1 oceuf.

1/. Méthode

Les blancs et les jaunes d oeufs sont battus au mixer,

puis sont répartis dans des flacons en verre, chague flacon
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Tableau VI .

Résultats de 1 expérimentation sur les mayonnalses

n® 1 ———3> gsans vinalgre
n® 2 ———> avec 1 ml de winseslgre
n® 3 ——-> avec 2 ml de vinelgre
n® 4 —-——3> pvac 5 ml de wviaenigre

- ' Echantillons
Temps 1 Z 3 4
To 6,3 6,5 6,3 6,3
T+1h 6,3 6,48 6,14 6,23
T+2h 6,23 6,47 5,78 | 6,15
T+3h 6,20 6,27 5,81 5,95
T+4h 6,25 6,46 5,39 5,84
T+5h B 6,36 5,58 5,15
T+24h 6 6,17 4,57 4,44

S. enteritidis/ml

(en logarithmesdécimaux)




—— Sang vinalgre ——1mi —*2mi

S.E/ml en Log 10

4,4 T T
0 5 10 16 20 26
Temps en heures

Fig. 20 : Survie de S. enteritidis
dans les mayonnaises
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recoit 100 ml de mélange. Deux lots de 5 flacons sont
préparés, le lot n°l sera conservé & la température du

laboratoire, le lot n°2 &a + 4°c.

Les flacons du lot n°l sont contaminés par 1 ml d’une
sugpension de Salmonella enteritidis a 100 S.E./ml, soit une
concentration dans 1l 'omelette de 1 SE/ml. Cette
concentration se rapproche de c¢elle observée dans les

contaminations naturelles.

Les flacons du lot n°2 sont contaminés par 1 ml d une
suspension de Salmonella enteritidis a 1.10% S5E/ml, soit une
concentration dans 1 omelette de 1.107 SE/ml. Une premiére
expérience ayant montré la difficulté de compter lez &E
aprés quelques Jjours en chambre froide (nombre de SE en
diminution constante), 1 inoculum a été augmenté par rapport

& celui utilisé pour le 1ot n®°1.

Chague Jjour, pendant 7 Jjours, un échantillon est

prélevé par flacon, sur lequel les SE sont comptées.

2/. Résultats

Les résultats sont donnés dans les tableaux IX et X, et
sont traduits sous forme de eourbes aux figures n°21 et
n°22.

A la lecture de la courbe n®2l1l, il est facile de remarquer

- 1 'absence de phase de latence, qui-montre que 1 eoeuf
est un milien de culture parfaitement adapté a Salmonella
enteritidis

- une phase exponentielle de croissance pendant les 48
premiéres heures, ot le nombre de Salmonella enteritidis
contenues par ml est multiplié par 4,35.10%°

- une phase de ralentissement de la croissance (J2-J3)
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Nombre de SE/mi
1.000E+11

1.000E+10
1,000E+09
1,000E6+08
10000000
1000000
106600
10000
1000

100

10

1

0.1 7 T T T T T ]
JO J1 J2 J3 J4 JE J6 J7

Temps de conservation

Fig. 21 : Evolution de S. enteritidis

agans les omelettes )
a température amblante

Tableau IX

Jours Nombre de SEsml
JO e 0,79

T e 4,20 105

J2 e 3,44 10°®

J3 o 1,00 101c
Jd 0,86 10=

T e 2,20 10@

JB 1,00 109

T 0,98 109
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SE/mi (en million)
6 -
4
2 -
0 i T Y 7 T 1
JO J1 J2 J3 J4 Jb JB
Temps de conservation

Fig. 22 : Evolution de S. enteritidis

dans les omelettes conservéss a + 4 ¢

Tableau X
Jours Nombre de SE/ml
JO e e e e e 0,78 107
0y 1 O 0,51 107
By 0,37 107
T3 e e s 0,42 107
0 0.41 107
S 52 T 0,29 107
JB e 0,50 107
JT 0,14 107
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- une phase stationnaire 1liée & 1 accumulation de

déchets et au surpeuplement (J4-J7).

L,a conrbe n°®22, nous montre 1 évolution de Salmonella
enteritidis dans les omelettes conservées a4 + 4°c, le nombre
de germes n augmente pas et aurait méme tendance & diminuer
Jo = 06,76.107 ——> J7 = 0,14.107.

D/. Expérimentation sur 1le blanc et le Jaune

séparés

1/. Méthode

Les jaunes sont séparés des blancs avec précaution.
Quatre flacons de 100 ml sont préparés : 2 de blanc et 2 de
jaune. La contamination est assurée par une suspension de
Salmeonella enteritidis (préalablement dénombrée). La
contamination est de 104 SE par ml de blancs d oeufs, et
1700 SE par ml de jaunes d’ oeufs.

Ces flacons sont CONServes a4 la température du
laboratoire pendant 5 Jjours, une numération de Salmonella
enteritidis est pratiquée sur chague flacon, toutes les 24

heures.

2/. Résultatis

Les résultats sont ordonnés dans le tableau XI, et
traduits sous forme de graphigues & la figure n®°23.

La courbe de croissance de Salmonella enteritidis dans
le jaune d oeuf ressemble & 1la courbe de croissance de
Salmonella enteritidis dans les omelettes (blanc et Jaune
mélangés), avec une phase de croissance exponentielle, puis

une phase stationnaire.
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- Dang le blanc

Nombre de SE/mi

—— Dansg le jaune

1,000E+10
1,000E+09 = + —
1,000E+08 .
10000000 P
1000000
100000
10000
1000 7 , : . :
J2 J3 J4 J6

Temps (en fours)

Fig. 23 : S. enteritdis dans l'oeuf

(Blanc et jaune seéparés)

Tableau X!
Jours Nombhre de SEsml
Blanc Jaune

JO . 1,0 10« 1700
Ji o 3,4 104 8,75 108
JZ2 . 4,1 104 1 108
J3 .. b,5 105 1,33 10=
J4 e 1,75 107 1,1 10=
B 15 4,55 107 4,6 10°
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A 1 inverse, le blanc d oeuf ne semble pas constituer
un excellent milieu de culture pour Salmonella enteritidis,
en 5 Jjours, le nombre de Salmonella enteritidis a été
maltiplié par 4550 alors que dans le méme laps de temps, le
nombre de Salmonells enteritidis présentes dans le jasune a
été multiplié par 2,7.10€.

E/. Mise en évidence du pouvoir bactériostatique du lysozyme

de blanc d oceuf

Les résultats de 1 étude précédente (blancs et Jaunes
séparés), nous ont montré que le blanc d oeuf ne favorisait
pas la croissance de Salmonella enteritidis. Il nous a donec
paru intéressant d° étudier la composition du blane d’oeuf,
afin de savoilr guel compeosé présentait un pouvoir

bactériostatique.

1/. Composition du blanc d oceuf

‘Le tableau XI1 donne la composition du blanc d oeuf (en

grammes pour 100 grammes de blanc).

Le blanc est composé en grande partie d'ean et de
protéines, il renferme également du glucose libre (deux fois
plus concentré "gque dans le plasma sanguin), ce glucose

constitue une source d énergie pour 1 embryon.

Le tablezu XIII détaille 1les principales protéines du
blanc d oeuf, en grammes pour 100 grammes de matiére séche
du blanc. Chague protéine est connue pour des propriétés

spécifiques, fonctionnelles ou nutritionnelles

¥ Jes ovalbumines, acquiérent lors du chauffage une
forte rigidité, elles sont responsables de la coagulation du

blanc d oeuf.
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Tab. Xl : Composition de I'oeuf

En g pour 100 g
BLANC JAUNE
Eau 87,0 a 89,0 46,5 & 49,0
Matiére séche 11,0 a 13,0 51,0 a 53,5
Protéines 9,5 a 11,5 16 & 17
Lipides : 33 a 34
Saturés 11,2 a 11,7
Insaturés 18,2 a 18,0
Cholestérol 1,31 a4 1,38
Glucides 0,4 2 0,5 0,15 a 0,25
Cendres 0,4 a 0,7 1,1 a 1,6

Tab., Xl Composition du blanc

Protéines du blanc doceuf
(en % de la matiére séche)

Qvalbumine ........ 54 Ovomucines......... i,5
Conalbumine ....... 13 Flavoprotéines .... U,8
Ovomucoides .. ..... 11 Avidine ........... 3,05
Ovoglobuline ...... 3 Autres protéines .. 8.5
Lysozyme .......... 3,5
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% Les globulines et le lysozyme permettent la formation

de mousse (propriété tensioactive)
% ] ovomucine joue le rdle de stabilisateur de mousse.
% lLes conalbumines fixent le fer et les flavoprotéines

¥ I ‘avidine est une anti-bjiotine (4 1 état eru

seulement)}

% Les ovomucoides sont des inhibiteurs de la trypsine

% Le lysozyme a une action hydrolysante des parois

bactériennes.

A la vue de la composition protéique du blanc d oeuf,
le lysozyme semble étre le composé soupgonné de ralentir la

croissance de Salmonella enteritidis.

2/. Le lysozyme de blanc d oeuf

a/. Nature et structure

Le lysozyme de blanc d oeuf est une holoprotéine
bagigue (pHi de 10,5 4 11), son poids moléculaire est de
14800. Cette protéine est formée de 129 acides aminés (49),
la structure primaire du lysozyme est reproduite figure
n®24.
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Fig. 24 : La molécule de lysozyme

CHOH CHOH CH0OH CHEOH
(8] [o] L]
0 o O, HOH
HO\ OH OR OH OR
NHCOCH3 NHCOCH, m:omj HCOCH
lLrsourme
CHOH CH 04 CH OH _ CHOH
(o] O Q Q
Q JHOH -+ § ] "0~} 1H,0H
O\ OH ; " HO of J
NH: C NHCOCH
COCH3 ~HCOCH3 NHCO u3 S
i
] = (H— ?HCOOH

Fig. 26 . Action du lysozyme
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b/. Activité du lysozyme

Le lysozyme de blanc d oeuf, est une enzyme capsable
d ' hydrolyser les liaisons glycosidiques Bé&ta <1-4> (50) des

composés de la paroi bactérienns.

RAPPELS -

La paroi des bactéries est formée par un polymére
macromoléculaire appelé : Peptidoglycane. Ce peptidoglycane
est composé de chaipes polysaccharidigues relides entre
elles par de courts peptides, les chaines polysaccharidigues
sont formées par 1 alternance de N-acétyl-glucosamine et

d ‘acide N-acétyl- muramique.

Le lysogzyme s 'attaque & la liaison Béta <1-4> de
(Cf. figure n°25)

Acide N-acétyl-D) muramique
<l-4>
L, acétyl-amino-2 désoxy D glucoss

glucosamine

C’est parce qu’'il catalyse 1 hydrolyse de ce type de
liaisons, que le 1lysozyme de blanc d'oeuf est capable
d endommager la paroi des bactéries, et présente une

activité bactéricide sur certains types de bactéries
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¢/. Activité du lysozyme sur les bactéries 4

Gram négatif

Le lysozyme de blanc d oeuf ne provogque directement 1la
lyse que d'un  trés petit nombre d espéces bactériennes (23
Gram positif)}, appartenant aux genres Sarcina (Micrococcus
lysodeikticus) et Bacillus (Bacillus megaterium)
(50,51,52).

Il est bien connu aujourd hui que les bacteries a
Gram négatif, renferment elles aussi dans 1leur pareci un
substrat de cette enzyme. Mais la différence de structure
des paroi=s qui existe entre les bactéries a Gram négatif et
Gram positif expligque pourguol ce substrat n’est pas
directement accessible au lysozyme chez les bactéries & Gram
négatif.

La paroil est en effet entourée d uvune enveloppe externe
de nature lipidique (lipopolysaccharides = endotoxines), gui

masque le peptidoglycane.

Dés 1957, Colobert (50) a montré qu une solution de
lysozyme & 20.10-% g/em® n'altérait nﬁllement 1& paroi de
Salmonella typhi, mais gu il n'en était pas de mé&me, si les
bactéries mises en suspension dans du tampon phosphate pH
7,2 étaient chauffées & 100°¢c pendant 10 minutes.

Ce chauffage permet en effet de décoller 1 enveloppe
externe de nature lipidigue présentie chez les bactéries a
Gram négatif. Le lysozyme peut alors se fixer sur son

substrat (alors accessible} et le détruire.

En 19886, Le Gros (53) a mesuré 1l efficacité du lysozyme
de blanc d oeuf sur différents sérotypes de salmonelles, et
défini les conditions de son utilisation.

I1 apparait que les Salmonella ne sont sensibles au
lysozyme gu’aprés avoir été Lraitées par le sel disodigue de

1 acide éthyléne diamine tétracétiague (NazEDTA).
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Cette étude montre en outre 1 infuence : de 1la
température et de la durée de contact sur 1l intensité de 1la
bactéricidie. I1 apparait également que des salmonelles de
sérotypes différents présentent des sensibilités différentes

4 1 égard du lysozyme et cela en raison de légéres

différences dans la composition dn peptidoglycane.

3/. Etude de 17action dun lysozyme sur Salmonells

enteritidis

Comme il est expliqué plus haut, il est maintenant bien
fondé que les salmonelles =sont sensibles au lysozyme de
blasnc d oenf aprés délipidation de leur paroi.

Il nous a paru intéressant de soumettre Salmonella
enteritidis a 1 action du lysozyme sans avoir pratiqué de
délipidation, de facon A4 se replacer dans des conditions de

contamination naturelle.

a/. Méthodologie

Le but de cette manipulation est de placer Salmonella
enteritidis dans les mémes conditions, que lors de notre
expérience sur le blanc d oeuf. Le lysozyme utilisé est du
lysozyme pur cristallisé, préparé & partir de blanc d’oeuf
(SIGMA -Chemical Company Ref L-6878). Une solution de

lysozyme a donc été préparée (54)

Lysozyme ................ 4 g
NaCl ......... e 5,85 g
GlUCOSE . oo e e e e e e e ens b5 g

Fau . ... ... i . 985,15 g
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Les 5 grammes de glucose correspondent a 1a
concentration du blanc d ceuf en glucides (Cf. Tableau XII),
1l adjonction de NaCl permet de donner & la soclution une
force ionigue comparable a celle du blanc d oeuf. La force
ionique est un paramétre important de ia réaction

enzymatique.

La solution est répartie dans deux tubes (8 ml par
tube}. Parallélement, il est préparé une solution de glucose
et de NaCl (aux mémes concentrations), mals sans lysozyne
{tubes témoins)}, gui est répartie dans deux autres tubes (8

ml par tube).

A chacun de ces 4 tubes, 1 ml 4 'une suspension de
Salmonella enteritidis a4 5 . 105 SE/ml est rajouté, =oit une
concentration dans le tube de 5 . 104 3E/ml.

Toutes les deunx heures, les Salmonelles sont numérées
dans chacun des quatres tubes, les résultats sont ordonnés
dans le tableau XIV.

b/. Résultats

La figure_n”EB représente les courbes de croissance de
Salmonella enteritidis dans les deux types de solutions
(avec et sans lysozyme). Il est aisé de remarquer que les
salmenelles en 1 absence de lysozyme, présentent une courbe
de croissance "normale”, avec une phase de latence, puis une
prhase exponentielle.

Il en est autrement lorsgue les salmonelles sont en
contact avec le lysozyme, la multiplication des salmonelles
est ralentie, avece en fin d expérience (a4 la 8e heure) une

différence de population gqui atteint une puissance de 10.
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Fig. 26 : Activite au lysozyme ae blanc
d’oeuf sur S. enteritidis

Tableau XV

n® TUBE
Temps 1 2 3 4
(en h)

(SEml x 104)
TO 4,9 4.8 _4,8 5,2
T + 2 2,3 4.4 3,5 5,4
T+ 4 2,7 2,3 8,7 5,2
T+ B 3,5 3,6 14,8 20
T + 8 15 14 150 100

avec sans
Lysozyme Ly=ozyme
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1V/. DISCUSSION SUR LES RESULTATS OBTENUS :

A/. Notion de dose infectante

Salmonella enteritidis est une bactérie pathogéne, mais
1’ ingestion d une seunle bactérie ne déclenche pas
1 apparition de la pathologie, le nomhre de germes ingérés
est le facteur le plus important.

L. Le Minor propose comme dose infectante un nombre de
salmonelles de 1'ordre du million (18), 1la quantité de
germes qui déclenche 1 apparition d’une toxi-infection
alimentaire, est de plus,variable d une souche & 1 autre (en
fonction de la virulence), elle varie aussi en fonction de

la sensibilité des individus.

Il est important de rappeler gque dans les oeufs
contaminés par Salmonella enteritidis, le nombre de
bactéries retrouvées juste aprés la ponte est trés faible
(8)(45) (inférieur & dix bactéries/oeuf). _

I.a consommation de tels oeufs (trés faiblement
contaminés) ne constituerait pas un réel danger, mals conme
nous 1 ’avons montré, le nombre de Salmonella enteritidis
présent dans 1 oeuf, augmente considérablement lorsgue ces
oeufs contaminés sont soumis & différentes conditions de

conservation ou d ' ntilisation.

B/. Multiplication de Salmonella enteritidis

dans les oeufs

Le Jjaune d oeuf constitue un excellent milieu de
culture pour Salmonella enteritidis, sa composition (Cf
tableau XII) riche en nutriments, permet une croissance trés

rapide.
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Une faible contamination du Jaune (1 bactérie/ g
d oeuf) s=se transforme, en 1 espace de 24 heures a
température ambiante en une dose dangereuse de salmonelles
(+ d°1 million de SE/g).

T.J. Humphrey rapporte, dans un article au World’'s
Poultry Science (8), les résultats d une étude, montrant que
la conservation a température ambiante d "un ceuf
volontairement contaminé avec un inoculum de 5 bactéries,
avait favorisé 1a multiplication des germes. Deux Jours
seulement aprés la contamination, le nombre de bactéries

retrouvées dans cet oeuf, atteignait 1012,

Notre expérimentation sur les omelettes, nous a pernmnis
de vérifier ce phénoméne avec blancs et jaunes mélangés, 1la
courbe de croissance de Salmonella enteritidis dans ce

mélange est identique & celle observée dans le jaune seul.

Pourtant, le blanc ne favorise pas la multiplication
de Salmonella enteritidis, malgré une conservation 8
température ambiante, les salmonelles éprouvent des
difficultés 4 se multiplier dans le blanc d oeuf, et 1la
courbe de croissance de Salmonella enteritidis est trés
différente de celle observée dans le Jjaune.

Le blanc d’oeuf renferme du lysozyme, cetite enzymne
semble présenter un pouvoir bactériostatigue sur Salmonella
enteritidis, bien que son action sur la parci des bactéries
so0it entravée par 1la présence " d’une enveloppe

lipopolysaccharidigue.
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C/. Influence de la température

1/. Température de stockage

11 n’est pas besoin de rappeler que Salmonella
enteritidis fait partie des germes mésophiles, nous avons
montré plus haut gue la température ambiante permettait une

maltiplication trés rapide de cette bactérie.

En revanche il est intéressant de remarquer
l'efficacité du froid sur les cultures de Salmonella
enteritidis. A une température de + 4°c (chambre froide), la
maltiplication de Salmeonella enteritidis dans les omelettes
est totalement bloquée, et nous avons montré gue dans un
produit méme fortement contaminé (8 millions de SE/g), le
nombre de Salmonella enteritidis avait tendance & diminuer
lors d une conservation & basse température.

Ces constatations seront d une importance capitale
lorsaue nous évoquerons les solutions & envisager pour

enrayer la montée des TIAC & Salmonella enteritidis.

2/. Température de cuisson

La température de cuisson influence directement la
survie de Salmonella enteritidis dans les oeufs et les
aliments & base d oceuf. La température atteinte pendant la
cuisson, dépend du mode de cuisson et du temps de cuisson.
Nous n avons pas procédé i des essais en laboratoire, car la
littérature est abondante sur la résistance des salmonelles
4 1a chaleur (55).

En 1988, T.J. Humphrey (56) a étudié 1 influence de

différents modes de cuissons des oeufs (A la coque, au
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plat...), sur la survie des salmonelles. Il &a mesuré les
températures atteintes au coeur des aliments, les résultats

sont donnés dans le tableau XV.

Les températures atteintes au coeur de 1 aliment
conditionnent 1 'efficacité d 'un mode de cuisson. Le
pourcentage de survie de Salmonella enteritidis est en effet

inversement proportionnel & cette température ainsi gqu’'a 1la

durée de la cuisson.

Déja en 1965 J.J. Licciardello et son éguipe (57),
avait mesuré la température atteinte dans des oeufs cuits
durs, en fonction du temps de cuisson. 11 apparait que la
taille de 1 oeuf constitue un paramétre supplémentaire.

La température au coeur d 'un oeuf trempé dans de 1 eau
bouillante, augmente proportionnellement avec 1la durée de
1" immersion. i

Pour un oeuf de taille moyvenne, la température maximun
atteinte est de 72 °C, avec 10 minutes de cuisson alors
qu'elle n’'est gne de 68°C pour un oceuf de gros calibre place

dans les mémes conditions.

Les solutions préventives passeront sans doute, par la

mise & 1 dcart de certains modes de cuisson (& la coque...),
Qqui ne permetient pas d’ atteindre une tenpérature
suffisante.

D/. Influence du pH

Nous avons étudié 1 'efficacité de ce dernier paramétre
lors de notre expérimentation sur 1les mayonnaises., 11
apparait gqu’a partir de 2 ml de vinaigre (pour 100 ml de
produit), le nombre de Salmonella enteritidis contenues dans

1a mayonnaise décroit rapidement.
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Tableau XV

Différents modes de cuisson

1 2 3
Durée de 4 1,6 2,4
cuisson (en mn)
Température 54 55,2 87,7
{(en °C)
% de survie X a0 100 55

1 —-> A la coque
2 --> Au plat

3 ——> Au plat (cuisson des deux cotés)
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L 'adjonection d 'une petite quantité de vinaigre, permet
de rendre lza mayonnaise plus siire, avec 5 ml de vinaigre le
pourcentage de Salmonella enteritidis détruites atteint 58,6
%, 1'efficacité finale de cette technique culinaire,
dépendra (comme pour toute stérilisation) de la quantité de
Salmonella enteritidis présente dans les oeufs untilisés pour

préparer la mayonnaise.

En 1989, au laboratoire de santé publigue de Bilbao
(Espagne), Perales et Garcia (58) ont étudié 1  influence du
pH sur la survie Salmonella enteritidis dans les mayonnaises
“faites maison”.

J1s ont montré que le vinaigre avait une sctivité
bactéricide supérisure & celle du _jus de citron. Un pH

compris entre 3,6 et 4 (soit environ & ml de vinaigre 8 §&°

pour 100 ml de produit) ainsi qu’une conservation a

température ambiante permettent de prévenir le risque de
contamination massive paf Salmonella enteritidis.

Dans cette étude, il apparait gu'une température de
stockage trop basse (+ 4°C) entrave 1 action bactéricide
du vinaigre, le vinaigre semble avoir une efficacité

maximale vers 35 °C.







-121-

Discussion

I/. INTRODUCTION :

Dans cette quatriéme et derniére partie, nous
allons essayer de comprendre les mécanismes des TIAC A
Salmonella enteritidis. Nous allons suivre la chaine
alimentaire, de la formation de 1 oeuf Jusgua sa

conscmmation par 1 homme.

Dans un premier temps, il s agira de montrer a quels
niveaux se fait 1a contamination de 1°'ceuf, et par quels

mécanigmes. Puis nous nous pencherons sur le traitement des

oeufs aprés leur ponte (conservation, stockage...), en
essayant de déterminer les facteurs favorisants ia
multiplication de Salmonella enteritidis. Enfin, nous
étudierons 1 'utilisation des oeufs, dans la cuisine

famniliale, mais aussi par legs industries alimentaires.

A chaque stade, nous tenterons de proposer des
solntions visant & minimiser les risques de toxi-infections

alimentaires.
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II/. LA CONTAMINATION DES OEUFS :

A/. Fréquence de la contamination

Si on considére la grande quantité d’oeufs produits et
consommés, la proportion d oeufs contaminés reste trés
faible. $i faible que la plupart des études (8) -entreprises
pour essayer de définir une fréquence relative d oeufs

contaminés se sont soldées par des échecs.

Ainsi en 1990, 1le laboratoire départemental -de . la
Haute-Vienne (Prof. J.A. Nicolas), a entrepris une étude sur
la fréquence de contamination des coeufs dans notre
département (59).

1500 oeufs, répartiéven 250 lots ont été prélevés, ces

différents lots se répartissent en

205 lots de B oeufs d origine familiale

45 lots de B oeufs d origine industrielle

Toutes les recherches de Salmonella ont été négatives, Ile
risque de contamination est donc trés faible. Mais il faut
souligner que 1500 oeufs ne représentent qu’un “petit”
échantillon du nombre d° oceufs consommés chaque année. De
plus nous verrons plus loin que le caractére intermittent de
la production d’oeufs contaminés, rend aléatoire les

résultats de ce type d enqguéte.
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B/. Mécanisme de la contamination

Deux modes de contamination sont & distinguer : la
contamination trans-ovarienne (avant 1la ponte) d une part,

et la contamination aprés la ponte d auntre part.

1/. La contamination avant la ponte

Ce type de contamination nécessite gue la  poule
pondeuse <=so0it porteuse de Salmonella enteritidis. La
contamination des poules s expligue en partie par la nature
de leur alimentation. L ’alimentation des volailles est &
base de farines ou granulés préparés industriellement &
partir de déchets d origine animale. Le recyveclage des
déchets d éviscération constitue une source importante de
contamination.

De méme, d aprés les travaux de Colin et de son équipe
(48), il existerait une relation entre la production d oceufs
contaminés par un sérotype et 1la présence de ce méme
sérotype dans les matidres premiéres prélevées & 1l usine de

fabrication des aliments.

La contamination trans—-ovarienne de Salmonella
epteritidis, a été longtemps considérée comme un mode de
contamination secondaire, assez exceptionnel. Une é&tude
menée au laboratoire départemental de la Haute-Vienne (B60) a
montré gue des poules sans sucun signe-clinique pouvaient
étre porteuses de Salmonella enteritidis au niveau de leurs
ovaires. La présence de Salmonella enteritidis au niveau de
1 appareil génital de la poule est facilement expliquable

par la physiopathelogie de ce germe.
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La contamination de la poule a lieu par voie orale
(aliments, environnement contaminé...), & partir du tube
digestif, les salmonelles sont capables de gagner ia
circulation sanguine (Cf. Rappels sur les Salmonella) afin

d envahir les ovaires (Voir figure n°27).

Ce mode de contamination est bien connu chez la ecane,
il 2 entrainé 1 abandon de 1 utilisation des ceufs de canes
en patisserie.

Ce mode de contamination permet en ocutre d expliquer 1la
présence de Salmonella enteritidis au nivean du jaune dans
des oeufs a4 coguille intacte, propre, recueillis dans des

conditions d hygiéne correcte.

2/. La contamination aprés la ponte

Les poules pondeuses infectées par Salmonella enteritidis,
peuvent é&tre des porteurs sains, qui éliminent le germe dans
le milien extérieur par 1l intermédiaire de leurs matiéres
fécales.

La contamination aprés la ponte est le mode de
contamination gui a été jusgu 4 aujourd hui le plus souvent
retenu, il s 'explique facilement : 1 oeuf humide se souille
att contact des matiéres fécales présentes dans le ecloaque,
aingi que celles qui tapissent le so0l (élevages familiaux

surtout).

l.es salmonelles présentes a4 ce niveau , peuvent alors

pénétrer dans 1 oeuf & travers les pores de la coguille.
L "oeuf posséde cependant différents moyens de s opposer

4 cette contamination (Cf figure n®28):

1 ~ La euticule, qui en séchant va obturer les pores de

la coquille.



Ovaire

Trompe de 1 oviducte

Cicatricule

Tégument abdominal

(1,2,3,4,5,6 = oeufs en formation)

Fig 27 : Appareil genital de la poule

Membrane cogquilliére Cicatricule
(double)

Membrane vitelline

Chalaze

Chambre a air

Coquille

Jaune de 1 oeuf

Fig 28 . Qeuf de poule
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Z - La coguille elle-méme, gqui s oppose & ia
pénétration des bactéries, d "antant plus efficacement
qu’elle est épaisse et intacte.

3 - Les fibres des membranes coguilliéres.

4 — Le blanc d oeuf avec son lyso=zyme dont nous avons

étndié le pouvoir bactériostatique.

Ce n’'est qu’ 'aprés avoir traversé ces quatre barriéres
naturelles gue la salmonelle pourra atteindre le Jaune

d oeuf et g’y multiplier.

C/. Niveaun de la contamination

Lorsque 1 oeuf est contaminé par Salmonella
enteritidis, le nombre de germes retrouvés Jjuste aprés la
ponte est faible, de 1’ordre de 1 germe/ml. La
multiplication de ces gquelques bactéries est trés rapide,
comme nous 1 avons é&tndié (3e partie), quelgues Jours
suffisent pour obtenir un mombre de germes assez élevé pour

entrainer une toxi-infection alimentaire.

De plus, 1la production d’oeufs contaminés par un
élevage est intermittente. En analysant tous les oeufs
pondus par une poule porteuse de Salmonella enterifidis,
Humphrey et son égquipe (45) ont constaté que la production
d oceufs contaminés n’ était pas continue. Ils ont découvert
des ovules sains mélangés i des ovules contaminés et cela

sur un méme ovaire.

Ces auteurs ont énis 1 hypothése d un stimulus
particulier gui interviendrait pour déclencher 1la ponte

d oeufs contaminés.
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D/. Hoyvens de lutte

1/. Curatifs :

Dans le cas de petits élevages, comme cela est souvent
le cas dans notre région, 1la solution la plus efficace est
celle gqui consiste a 1 abattage des volailles infectées,
avec désinfection du poulailler et a la mise en place d un
vide sanitaire. Ce type de traitement a été wutilisé en
Grande Bretagne & la fin des années 80, bien qu’il soit

beaucoup moins bien adapté aux grands élevages industriels.

Dans ce type d élevage, ot les troupeaux comportent un

trés grand nombre d individus, 1 abattage représente une
perte économigue difficilement supportable pour
1 entreprise. Pour les producteurs, le probléme majeur est

un probléme de diagnostic.

En effet, seuls guelgques individus sont contaminés, les
volailles atteintes restent en parfaite santé (porteurs
sains), et sont done cliniquement indifférentiables des

autres.

I1 a été montré que 1 écouvillonnage des cloagues est
un moyen de diagnostic insuffisant pour dépister
efficacement les poules infectées.

La sérologie, de par son cofit é&levé, ne peut &tre

employvée a grande échelle.

Le traitement des troupesux de pouies pondeuses par
antibiothérapie, n est pas sovhaitable. Bien que beaucoup
d antibiotiques soient actifs sur Salmonella enteritidis,
leur utilisation ne présente a long terme aucun intérét.

Méme si 1 antibiothérapie permet de décontaminer les

tubes digestifs des volailles en quelgques Jjours, la durée du
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portage asymptomatique de Salmonella enteritidis ne s’'en
trouve pas pour autant diminuée.

Guillot et Milleman (62), ont testé 1 enrofloxacine sur
des volailles contaminées par salmonella typhimuriovm, les
résultats de leur étude ont montré que cet antibiotique
avait une efficacité réelle mais 1limitée, puisque ia
salmonelle était ré-isclée dans les jours suivant 1 arrét du
traitement.

De plus, 1 emploi d’antibiotiques chez Ila poule
pondeuse, expose au risque de voir apparaitre des résidus

d antibiotiques dans les oeufs, ce qui n’'est pas acceptable.

L emploi des antibiotiques, présente beaucoup plus
d intérét, dans le traitement des jeunes poussins.
L’utilisation d’ antibiotigunes en prophylaxie, permet la
production d’ individus gsélectionnés indemnes de

contamination salmonellique.

2/. Mesures préventives

as. Sur les volailles

Pour protéger les poules de toute infection par
Salmonella enteritidis, plusieurs solutions ont été
proposées. La plupart d entre elles n’'en sont encore gqu’aun

stade expérimental.

Le principe “d’exclusion compétitive” (competitive
exclusion) étwdié par Mead et Barrow (83) est trés
prometteur. Il s’'agit de réintroduire chez un individu sain
(ou décontaminé par antibiothérapie) une flore intestinale
mature préparée & partir du contenn caecal d’un donneur

sain. Les résultats semblent trés encourageants, bien que la
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composition exacte de cette flore de remplacement fasse

encore 1 objet de recherches.

Des méthodes de vaccination sont également étudiées, 1l
s’agit d induire chez 1la poule une réponse Iimmunoclogique.
L.’utilisation de vaccin tué fabriqué & partir d’un lysat de
bsctéries, induit bien une synthése d’anticorps, mais
1’incidence d 'une telle vaccination sur 1 excrétion de la
salmonelle n"a pu étre démontrée.

Par contre, 1’emploi de vaccins vivants atténués,
préparés & partir de souches de bactéries mutantes (devenues
moins pathogénes), permet de réduire de 70 % 1 excrétion de
la salmonelle. De plus, ces vaccins peuvent étre administrés
par voie orale, ce qui les rend facilement utilisables. La
voie orale permet en outre de se rapprocher do mode de

contamination naturel.

bs. Sur les locaux :

Ces mesures permettront de lutter contre la
contamination des oeufs aprés la éonte, ainsi que la
contamination des poules entres elles. Il s'agit de mesures

d "hygigne générale, de nettoyage et de désinfection

- désinfection réguliére des bitiments
- nettoyage des tapis de ramassage des oeufs

- évacuation et traitement des matiéres fécales

Les différences gqu’ il peut exister a4 ce niveau, entre
un élevage industriel et familial, permettent d’expliquer
pourquoi les oceufs issus de productions <familiales sont
beaucoup plus souvent contaminés (64). Les petits élevages
familiaux, se font la plupart du temps 3 méme le sol, 1la

ponte a lieu dans des caisses de bois souvent maculiées de
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matiéres fécales. Les ceufs restent longtemps en contact
avee le so0l, la contamination lorsau’elle a lieu est

massive.

Reudie, Colin, et Lahellec (B5), ont étudié 1 influence
de certains paramétres d environnement sur la survie des
salmonelles. lls ont notamment obgervé de grandes
différences de survie, en fonction de la litiére utilisée.

Dans cette étude, il apparait que 1 utilisation de
copeaux de bois d’une essence exotigque entraine une
inhibition significative de 1la eroissance des salmonelles.
Ces résultats pourraient entrainer un changement de la
nature des litiéres, la paille pourrait étre remplacée par

des copeaux de bois dans les élevages familiaux.
¢/. Sur les oveufs :

Les oeufs doivent &tre récoltés rapidement aprés Ila
ponte, il ne doivent pas rester en contact avec les matieres
fécales de la pouls. _

L.e lavage ou brossage des oeufs Juste aprés la ponte
est une opération néfaste, car elle a pour conséquence Ila
destruction de la cuticule. Cette cuticule, en permettant
1’ obgstruction des pores de 1a cogquille, augmente

1 imperméabilité de 1 oeuf.
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I11/. CONSERVATION DES QEUFS

Dans la troisiéme partie

de c¢e travail, nous avons

étudié la multiplication de Salmonella enteritidis dans les

oeufs. Nous avons montré gque cette multiplication pouvait

étre, dans certaines conditions,

Les oeufs, lorsqu’ils sont

extrémement rapide.

contaminés par Salmonella

enteritidis, ne le sont gue faiblement. Le nombre de germes

susceptible de déclencher une

toxi-infection alimentaire

chez un homme sain est de 1 ordre du million. Les conditions

de conservation jouent donc un

ré6le capital sur la qualité

bactériologique des oeufs mis sur le marché.

Avant de détailler

quelles sont les

différentes

néthodes de congservation pour les oeufs, il nous a semble

intéressant de faire un rappel de législation sur les oeufs.

A/. Rappels de législiation

Les textes régissant le

commerce des oeufs et

ovoproduits sont reproduits dans une brochure d hygiéne

alimentaire (6B), publigée par

officiels.

la direction des Journaux

1/. Les différentes catégories d oeufs

Les différentes catégories
réglement (C.E.E) n® 2772/75 du

(publié au J.0.C.E le 01/11/75).

LLes ocenfs sont classés en

décroissante

- catégorie

d ‘oeufs sont définiles par le
conseil du 289 oectobre 1975

trois catégories de gqualité

A ou oeufs frais
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- catégorie B ou oeufs de deuxiéme gua-
lité ou conservés

- catégorie C ou oeufs déclassés des-
tinés a la casserie ou a 1 industrie de 1 alimentation

humaine.

En outre 1les oeufs des catégories A et B sont également

classés selon des catégories de poids

Catégorie 1 : 70 g et plus
Catégorie 2 : 70 a4 65 g
Catégorie 3 : 65 4 55 &
Catégorie 4 60 8 55 g
Catégorie b5 85 4 50 £
Catégorie 6 : 50 a 45 g
Catégorie 7 : moins de 45 g

Les mentions obligatoires devant figurer sur 1'emballage

sont les suivantes

% le nom, raison sociale et adresse de 1l entreprise qui
a emballé ou fait emballer les oeufs.

% le numéro distinetif du centre d emballage

% la catégorie de qualité et de poids

* le nombre d oeufs emballés

* la période d emballage

% 1 indication de 1la réfrigération ou du mode de

conservation le cas échéant.

2/. Caractéristiques des oeufs "A"

Coguille et cutiecule : normales, propres, intactes
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Chambre 8 air : hauteur ne dépassant pas 6 mm, immcbile

Blanc d oeuf : clair, limpide, de consistance
gélatineuse, exempt de corps étrangers de toute nature

Jaune d’oeuf : visible au mirage sous forme d’ombre
seulement, sans contour apparent, ne s écartant pas
sensiblement de la position centrale en cas de rotation de
1l oeuf, exempt de corps étrangers de toute nature

Germe : développement imperceptible

Odeur : exempt d odeurs €trangéres

I1 est également précisé que pour appartenir a Ila
catégorie A, les oeufs ne devaient avoir été soumis & aucun
traitement de conservation. De plus, il est ajouté que ces
oeufs ne devront pas &tre conservés & une température
inférieure & + 8°%c.

Les oeufs de premidére catégorie sont donc des oeufs
transportés et conservés & température ambiante, du

producteur aun consommateur.

Remarque

Les oeufs de la catégorie A peuvent é&tre qualifiés
d oeufs "EXTRA" pendant les 7 Jjours qui courent & compter de
la date d emballage.

3/. Caractéristiques des oeufs "B"

Coquille : normale, intacte
Chambre 8 air : ne dépassant pas 9 mm
Blane d oeuf : c¢lair, limpide, exempt de corps

étrangers de toute nature
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Jaune d ‘ceuf : visible au mirage sous forme d’ombre

seulement, exempt de corps étrangers de toute nature

On distingue trois types d oeufs dans la catégorie "B"

* les oeufs non réfrigérés, non conservés
* les oceufs réfrigérés (température < + 8°%c)

¥ les oeufs conservés (par trempage)

4/ . Carsctéristiques des oeufs "C"

Les oeufs appartenant & la catégorie C, sont des oeufs
qui ne satisfont pas aux exigences des catégories A et B.
Ces oeufs ne peuvent étre cédés gu’da la casserie ou a

1 industrie.

B/. Les différentes méthodes de conservation :

I.es méthodes de conservation rapportées ici, concernent
principalement les oceufs destinés a4 1 industrie alimentaire
humaine, ces technigques permettent la conservation des oeufs
sur plusieurs mois (B87). Les oceufs peuvent étre conserveés
sous trois formes : oeufs entiers, oeufs en poudre, oeufs

cagssés et congelés.
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1/. Oeufs entiers

Deux techniques zmont utilisées

as. Le trempage :

Il consiste a tremper les oeufs dans un lait de c¢haux
oun dans une solution sirupeuse de silicate de sodium, ce
traitement permet 1 obturation des pores de la coguille, et
emp&che ainsi la pénétration des bactéries. Ce traitement

doit s appligquer & des ceufs non contaminés.

bs. La réfrigération

Le froid permet de conserver des oeufs pendant
plusieurs mois. I1 faut prendre soin de ne pas placer les
cenfs A une température trop inférieure & 0°%°c. L oeuf gé&le &
partir de -3°c, ce qui provogque 1 éclatement de la coquille.
Pour éviter les oxydations provogquées par 1 oxygéne de
l1'air, certaines technigques utilisent des atmosphéres

neutres (azote ou CQOz).

2/. Les oeufs en poudre

La déshydratation de 1°oeuf permet d empécher la
multiplication des bactéries. Cette technique a 1'avantage
de diminuer le poids et le volume des oeufs, et de
permettre leur manipulation a température ambilante.

Les ceufs destinés & ce type de traitement doivent &tre

des oeufs recueillis dans des conditions d "hygiéne
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rigoureuses. Certains anteurs préconisent méme une
pasteurisation (B0°c pendant 3 a 4 mn), avant la
dessication.

La dessication doit &tre poussée trés loin, 1 7eau

résidnelle ne doit pas dépasser 2 % en poids. Cette
dessication peut étre ohtenue par deux techniques

différentes

as. Par la chaleur

La poudre d’oceuf est obtenue par nébulisation. Le
produit ligquide est pulvérisé dans une chambre ot de 1 air
chaud (200°c) est insufflé. Les gouttelettes sont séchées
instantanément.

L inconvénient de cette méthode est le brunissement du
blanc d ' oeuf, dii & la présence de glucose (Cf composition du

blanc d oeuf}.

bs. Par le froid :

L.es oceufs sont cassés puis congelés & trés basse
température (- 40°¢), 1la glace est sublimée sous un vide

poussé. Cette méthode est la plus coliteuse en énergie.

Le conditionnement de 1la poudre d oeuf doit se faire sous
une atmosphére d anhydride carbonique oun en mélange avec de
1l azote (20 % de CO0z, 80 % d azote).
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3/. Les oeufs cassés congelés

Les oeufs vidés de leur coquille, sont conservés &4 une
température de - 15°¢. Les oeufs sont ainsi congelés par lot
de 500 g a4 1 kg, ce qui permet une grande facilité
d'utilisation.

Les oeufs ntilisés doivent étre des oeufs & cogquille
propre, le cassage doit s’effectuer dans des conditions
d "hygiéne maximales. Les ceufs devront &tre triés avec soin,
de Facon & éviter la contamination d’'un lot tout entier par
un seul oeuf douteux. Cette remarque est d'ailleurs

également valable pour les oeufs en poudre.
Les régles valables pour tous leg aliments congelés

doivent bien entendun &tre appligquées

- délais de congélation le plus court posgssible
- descente en température la plus rapide possible

- décongélation la plus rapide possible

C/. Contrdles de qualité

Les oceufs doivent faire 1 objet de contrbles de leur
gualité. Ces contrdles ont été définis par 1 instruction du
12 décembre 1985 relative 4 la réglementation aux normes de
production et de commercialisation  des oeufs de
consommation.

Ce réglement prévoit que chaque centre d emballage doit

posseéder

- une installatilon de mirage
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— un dispositif permettant de mesurer 1a
hauteur de la chambre & air

- une machine pour classer les oeufs par
catégorie de poids

— une balance homologunée pour le pesage des

peufs.

Les contrdles obligatoires sont les suivants

1/. Aspect extérieur de 1 ceunf

Des normes ont été définies, quand au pourcentage

maximum toléré d oeufs félés, ou tachés.

2/. Le mirage

Cette technique permet de mesurer par transparence les
dimensions de la chambre a4 air. La grandeur de la chambre a
air ne permet pas cependant de dater avec précision 1’ oceuf,
mais elle renseigne sur sa qualité physigue (Cf catégories
d oceufs).

La transparence de 1 oeuf évolue dans le temps. Lorsqgue
1 oeuf est trés frais, 1la transparence est uniforme, le
jaune ne se distingue pas. Dans le cas d oeufs plus ancieng,

le jaune apparait sous la forme d une tache sombre.

Le mirage permet de classer les oeufs dans les
différentes catégories définies par les réglements, les

normes gusalitatives sont reproduites au tableau XVI.



Tableau XVi

_‘[39_

NORMES DE COMMERCIALISATION DES QEUFS

Cat.. Cogquille | Caticule Chambre a air Jame
A Hormale Nettovage Extra < Zdum Peu mobile
T propre interdit Frals < Bmm contours flous
intacte Absence de
' corps étranger
B Normale | Neltovage < Smm Contours flous
intacte | possible Absence de
par brossage corps éLranger
Cat. Blanc Germe (Odeur
A Clair Imperceptible Fxempt d odeurs
___ Limpide anormales
Gélstineux
Exempt de
corps €tranger
B Clair Imperceptible Exempt d odeurs
Limpide anornales
Exempt de
corps étranger
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3/. Le contrdle du poids

L.e pesage des oeufs permet de classer les oeufs en

catégories de poilds (Cf différentes catégories d oeufs).

D/ . Discussion

Ce bref rappel sur la législation concernant la conservation

des osufs de poule laisse apparaitre de profondes lacunes.

1/. Température de conservatiocn

La conservation des oeufs de type A, se Tfait 2a
température ambiante, dun producteur jusgu’'auz consommsteur.
I1 est méme explicitement dit que les oveufs de ecatégorie A,
ne doivent pas &tre maintenus & une température inférieure a
+ 8%c.

Or les ceufs de la catégorie A, sont les oeufs qui sont
distribués commercialement, et qui sont destinés & la vente
au public. Lorsqu'on connait 1 influence d'une température
basse sur la multiplication de Salmonella enteritidis, on
comprend 1 urgence d'une nouvelle réglementation sur la

conservation des oeufs de catégorie A.

Nous avons montré qu 4 une température de + 4°c, 1la
multiplication de Salmonella enteritidis dans les oeufs

était totalement inhibée.
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2/. Absence de contrdles microbioclogiques

Les contrdles cbligatoires effectués dans les centres
d emballage ne concernent gue des paramétres physiques
aspect, poids...

Pour 1 heure, rien n’'est prévu sur 1e plan

bactériologique : aucune recherche de germe, pas de norme.

Certes, 1la mise en place de ces contrdles reste
problématique. La taille de 1 "échantillon est difficile a

définir, le nombre d oceufs contaminés étant trés faible.

IV/. UTILISATICH DES OEUFS :

Ce dernier m=aillon de 1la chaine alimentaire, permet
d expliquer la différence de nombre de foyers recensés entre

la restauration collective et familiale (B68).

A/ . Dans la cuisine familiale

Comme nous 1 avons expligué dans la premiére partie, le
nombre important de foyers familiaux déclarés est bien
souvent dii & un mangue de rigueur de la part de la
ménagere.

La prévention des T.I.A.C. & salmonella enteritidis

passe par le respect des régles d hygiéne alimentaire.
De simples conseils permettraient de limiter les

risgues de contamination

% La propreté du plan de travall et des

accessoires doit 8tre rigoureuse.
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% La préparation des aliments & base d oeufs non

cuits, doit se faire le plus tard possible.

b3 LLes aliments doivent &tre conservés a hasgse

température jusqu’ 'da leur consommation.

I1 est également souhaitable de rappeler gque certains
modes de cuissons des oeufs ne scont pas satisfaisants. En
particulier la cuisson dite "4 1la cogue”, ne permet pas
d atteindre une température suffisante au coeur de 1 oeuf.
Les salmonelles ne sont pas totalement détruites, ce mode de

cuisson devrait &tre abandonné.

BR/. Utilisation des oecufs par 1" industrie
alimentaire
En 1989, les mayonnaises se sont révélées comme

1’aliment le plus souvent mis en cause lors des foyers de
TIAC 4 Salmonella enteritidis (8). Les mayonnaises
ineriminées sont des mayonnaises de fabrication familiale.
Les produits de préparation industrielle, ne sont
pratiquement jamais & 1 origine de toxi-infeetions (69). La
fabrication des mavonnaises industrielles utilise pourtant
de grandes quantités d’oeufs, nous avons donc voulu
comprendre pourquoi ces produits n’étaient presque Jjamais

contaminés.

En octobre 1991, nous avons prig contact avec la
société BENEDICTA. Cette société fabrique et commercialise
des mayonnaises toutes préparées. Nous avons posé au chef du
département qualité, un certain nombre de guestions

concernant




“143~

- les types d oeufs utilisés
— les contrdles effectués sur ces oceufs

~ les additifs ou technigues de conservation

I.a société BENEDICTA a bien voulu nous répondre.
* type d’ oeuf :

Le chef du département qualité noug a indiqué gque pour
la préparation de 1leurs émulsions de mayonnaise, du jaune

d’oceuf en coule fraiche est untilisé.
¥ les contrdles :

Les contrdles bactériologiques sont effectués par lots
par les fournisseurs d ‘une part, et par 1'usine de

fabrication d autre part, en contréle de réception.
¥ les additifs et techniques de conservation :

Le jaune d oeuf est salé 4 8 ou 11 %. Cette adjonction
de =el, outre la protection qu elle apporte au produit,
permet de dépasser largement la température minimale de
B4 °c ainsi que la durée de pasteurisation (2 mn 30) prévue

par 1a loi.

De plus, les mayonnaises préparées industriellement
possédent un pH inférieur 4 4, ce qui géne considérablement

la multiplication de Salmonella enteritidis (98).

Ces informations permettent d’ expliquer la qualité de
ce type de produit. Les mayonnaises industrielles sont

pourtant beaucoup critiquées, souvent accusées de ne pas

étre des produits "sains”. 8i leur qualité gustative est




-4l -

laissée a 1 appréciation de chacun, leur gqualité

microbiologique n est pas discutable, et reste trés

supérieure aux mayonnaises “"faites maison”.

|
|
|
!




—————
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CONGLUSION

-

Malgré la stabilisation du nombre des foyers de TIAC 3
Salmonella enteritidis déclarés en 1990, le probléme des

salmonelles dans les oeufs de poules reste préoccupant.

Nous avons pu définir le profil type d’une toxi-

infection alimentaire a Salmonella enteritidis.

¥ L aliment contaminant est presque toujours 1 oeuf,

scit directement, soit incorporé dans une préparation
culinaire. Les préparations & baze d oeufs non cuits
(mayonnaises...) sont les plus scuvent incriminédes.

¥ Les oeufs issus de petits élevages familiaux sont
plus souvent mis en cause, que ceux produits par

1 industrie.

¥ L.es types de restaurations les plus touchées, sont la

restauration familiale, et les petites collectivités.

Des moyens de 1lutte efficaces existent, différentes
méthodes permettent de mettre & la disposition des

consommateurs des oeufs exempts de contamination.

En amont, les mesures prophylactiques utilisédes pour
les petits élevages familiaux (abattage systématique...)
sont difficilement applicables aux grands élevages

industriels, en raison du portage asymptomatique, et du
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faible taux de contamination des oeufs. Des travaux
intéressants et prometteurs, basés sur 1 immunisation des
poules pondeuses permettront peut é&tre de Juguler cette
épidémie & la base.

Gréce a des techniques de production moderne, et & des
réegles d 'hygiénes bien respectées, lez oeufs issus de
productions industrielles en France sont si rarement
contaminés que les contrdles microbiclogiques aléatcires ne

permettent pas de mettre en évidence cette contamination.

Lorsqu on connait le faible niveau de contamination des
oenfs (environ 1 salmonelle/ml), on comprend 1l 'urgence d 'une
nonvelle réglementation sur la conservation des oeufs,

notamment sur les températures de stockage.

7 Nous avons montré qu’a température ambhiante 1a
multiplication de Salmonella enteritidis dans le Jaune
d‘oeuf était trés rapide. Malgré un inoculum de départ de
faible taille (100 germes/oeuf), quelques heures suffisent
pour atteindre un nombre de germes capable d engendrer une
toxi-infection alimentaire.

Une conservation &4 basse température (+ 4°c), permet de
ralentir trés fortement 1la prolifération de ce germe. Nous
avons également noté que le lysozyme contenu dans le blanc
des ceufs, géne considérablement le développement de cette
Salmonelila.

Des essais ont &té entrepris sur les mayonnaises.
L’ adjonction de petites guantités de vinaigre entrave trés
sensiblement la c¢roissance de Salmonellas enteritidis dans

cet aliment fréguemment incriminé.

Les mesures prophylactigues les plus efficsces sont
certainement celles applicables en bout de chaine
alimentaire. La diminution du nombre de foyers de TIAC a
Salmonella snteritidis passe par une meilleure information
de la population (rappels des régles d hygiéne alimentaire
élémentaires, abandon de certains modes de cuisson des

oeufs...).
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Cette diminution passe également par une meilleure

formation du persconnel ameneé a manipuler des oeufs
{personnels de la restauration collective, petits
commercants...)

Au stade de la production, 17élimination totale des
risques de contamination des oeufs reste encore
problématique. Par conségquent, 4 chaque étape de la chaine
alimentaire, toutes les précautions doivent #&tre prises
pour empé&cher la multiplication dans 1 oeuf d'&ventuelles
salmonelles.

I1 ne s'agit pas d induire une "psychose" a4 1 égard des
oeufs et des ovoproduits, mais au contraire d expliquer que
grédce &4 quelgues précautions, ces produits peuvent &tre

utilisés sans risque.
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RESUME :

Depijis 1987, la France est touchés par une épidémie de Toxi-Infections
Alimentaires Collectives a4 Salmonelia enteritidis. Les ceufs de poules s’avérent
&lre contaminés par ce sérotype, jusque-la rarement isolé.

Le but de notre travail a été de comprendre les causes et les mécanismes
de cette épidémie. Aprés un bilan épidémiologique qui nous a permis de
mesurer I'ampleur de ce phénoméne, nous avons étudié le devenir de Salmo-
nelia enteritidis dans les constituants de |'ceuf. Différents paramétres physico-
chimiques ont €été testés : températures de stockage, uiilisation d’additifs
alimentaires. Nous avons également étudié I'action du lysozyme de blanc d'ceuf
sur cette bactérie.

L'étude de la multiplication de Salmonella enteritidis dans les csufs nous
a permis de metire en évidence les lacunes de la législation actuelle régle-
mentant le commerce des ceufs. En outre, nous avons recensé les mesures
prophylactiques qui permettraient de garantir aux ovoproduits une qualité
microbiologique satisfaisante.
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