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SOMMAIRE

Salmonella, une bactérie responsable de gastro-entérites aiguës chez l'humain, est

aussi retrouvée fréquemment chez l'espèce porcine, causant des pertes économiques

importantes. Afin de mieux contrôler les infections reliées à cette bactérie chez

l'humain, il est important de réduire la prevalence de l'infection dans la population

animale. L'hypothèse de base de ces travaux était que suite à l'identifîcation et la

diminution des sources de contamination des animaux ainsi que par l'identification de

traitements préventifs visant à réduire le nombre d'animaux porteurs, il serait possible

de diminuer la prevalence de cet agent pathogène dans la population porcine. Afin de

recueillir des données épidémiologiques de base telles la prevalence et la distribution

des salmonelles dans la population porcine de la province de Québec, nous avons

prélevé des échantillons de fèces de 1009 porcs sélectionnés aléatoirement dans 4

abattoirs de cette province. La recherche de Salmonella spp. a été effectuée par des

techniques standards de culture bactérienne. Nous avons isolé la bactérie à partir de

5,4% des échantillons de matières fécales de porcs analysés. Si l'on ne considère que

les élevages où au moins 5 échantillons avaient été prélevés (n=201), la bactérie a été

isolée de 26,2% de ceux-ci alors qu'une prevalence supérieure à 50% a été observée

chez seulement 2,8 % des élevages. Afin d'évaluer la distribution de la bactérie dans

l'environnement immédiat des animaux, et tenter de réduire les sources de

contamination des porcs, nous avons écouvillonné plusieurs sites différents,

principalement à l'intérieur du bâtiment, dans cinq élevages identifiés préalablement

comme positifs à Salmonella spp. dont 2 où des signes cliniques de sahnonellose

avaient été observés. Les prélèvements effectués dans les parcs étaient positifs (21-
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100%) dans les 5 élevages. Les écouvillons prélevés à l'extérieur des parcs, notamment

au niveau des portes, des planchers et des accessoires de fermes étaient aussi

contaminés pour les élevages avec signes cliniques alors que peu de ces échantillons se

sont révélés positifs dans les élevages sans signe clinique.

Nous avons aussi évalué l'efficacité à prévenir l'infection, en conditions

expérimentales, de différents traitements tels l'utilisation de probiotiques et de

prébiotiques, l'acidifïcation de l'eau et la vaccination. Nous avons de plus étudié la

réponse immunitaire non spécifique des animaux suite aux différents traitements. Alors

que plusieurs traitements ont provoqué une activation des cellules phagocytaires, les

taux de phagocytose de Salmonella Typhimurium, observés en utilisant la

cytofluorométrie avec du sang complet, n'ont pas été augmentés avec les différents

traitements utilisés. Cependant, l'utilisation d'un vaccin atténué a permis de stimuler

l'immunité locale, notamment la production d'IgA dirigés contre 5'. Typhimurium, et de

réduire signifîcativement la présence de ce micro-organisme au niveau de l'iléon.

u

Très peu de fermes porcines semblent être fortement contaminées, c'est-à-dire

lorsque plus de 50% des anùnaux échantillonnés sont positifs à Salmonella. Ceci nous

laisse croire qu'il serait possible de diminuer la contamination de la viande de porc par

un suivi étroit lors de l'abattage des lots de porcs provenant de ce type d'élevages, tout

en se concentrant sur le contrôle de Salmonella spp. sur ces fermes. Les données que

nous avons obtenu suggèrent cependant que des mesures d'hygiène strictes, notamment

de lavage et désinfection, devront être mises en place dans les élevages avec des signes
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cliniques de salmonellose puisque la bactérie semble omniprésente dans

l'environnement immédiat des animaux. Finalement, nos travaux suggèrent que dans

les élevages positifs, il serait utile d'envisager l'utilisation d'un vaccin vivant atténué

pour réduire la prevalence de l'infection à Salmonella spp.

Mots-clés : Salmonella, état de porteur, excrétion, porc, vaccination, réponse

immunitaire

u
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En santé publique, la problématique associée à la présence de Salmonella dans

les produits de viandes est d'une grande importance du point de vue socio-économique.

En effet, des pertes annuelles estùnées à plus de $4 milliards sont associées à ces

infections chez l'humain en Amérique du Nord (Todd, 1989). Bien que dans la majorité

des cas, la volaille ou ses sous produits aient été associés aux cas humains, la viande de

porc constitue une source non négligeable de contamination par Salmonella chez

l'homme. Certains auteurs ont estimé que les produits de porcs sont responsables

d'environ 10% des cas de salmonellose retrouvés chez l'humain (Bryan, 1988).

De plus en plus les consommateurs sont sensibilisés à la notion de sécurité

alimentaire et sont soucieux de consommer des viandes exemptes de pathogène

alimentaire et sans danger. Il est donc nécessaire de diminuer et de maîtriser les taux de

contamination des viandes pour conserver les marchés actuels. Dans ce contexte, il

n'est pas étonnant que plusieurs pays aient adopté des mesures visant à réduire la

presence de cette bactérie dans les produits finis de volaille, de bœuf et de porc. En ce

qui concerne l'espèce porcine, certains pays, tel le Danemark, ont choisi une approche

visant à gérer le problème à sa source, soit à la ferme, chez l'anùnal vivant. Ceci

soulève toutefois, comme nous le verrons, la problématique du dépistage et de

1'identification des élevages contaminés.

D'autres pays, comme les Etats Unis d'Amérique ont choisi une approche où

l'effort le plus ùnportant se situe en abattage et en transformation, prenant pour acquis
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une certaine contamination de l'intrant principal: l'animal vivant. L'approche adoptée

fut celle de l'utilisation de modèles d'identifïcation des sources de contamination et de

gestion des points critiques appelés modèles HACCP. Il est cependant vite apparu que

cette approche se révélait possible dans la mesure où l'animal vivant était relativement

peu contaminé. Toutefois, l'apparition de signes cliniques associés à des sérovars de

Salmonella traditionellement peu virulents pour le porc laissait présager une

augmentation de la prevalence dans ces élevages. Puisqu'en vertu des règlements en

vigueur dans l'industrie, des taux maximaux de contamination sont admis, il s'est révélé

que l'abattage de lots où plusieurs animaux sont contaminés était très problématique.

Des pressions soutenues sur les associations d'éleveurs furent donc exercées pour qu'un

meilleur contrôle de cette bactérie soit exercé à la ferme.

La réduction de la contamination des élevages de porcs posait toutefois plusieurs

défis. En premier lieu, le fait que cette bactérie ne cause que rarement des signes

cliniques en élevages est certe de nature à compliquer l'identification des élevages à

risque. Conséquemment, nos connaissances sur l'épidémiologie de cette bactérie dans

les élevages sont limitées. Par exemple, les données de bases sur la prevalence et la

distribution dans les élevages sont pratiquement inexistantes. Ces données sont

primordiales pour le choix des moyens de contrôles pouvant être appliqués. En effet,

afin de pouvoir envisager une mesure telle l'abattage en fin de journée des lots à risque,

un nombre relativement peu élevé d'élevages très contaminés est un pré-requis. Cette

mesure est toutefois impensable si la majorité des élevages sont fortement contaminés.

u
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Le deuxième défi de taille relève de la gestion des élevages contaminés. Afin de

gérer les élevages contaminés, il apparaît tout aussi important de comprendre la

disttibution de la bactérie dans ces élevages afin de mieux connaître les sources de

contamination ou de recontamination des animaux. De telles données peuvent apporter

des indications relatives aux différents moyens de prévention de l'enù-ée des Salmonella

spp. dans les élevages.

/

En troisième lieu, le choix des traitements préventifs pour les animaux dans les

élevages contaminés afin de limiter la propagation de l'infection dans le troupeau se

révélait tout aussi problématique. En effet, certaines ambiguïtés persistaient quant à

l'efficacité de différentes stratégies de conti-ôle des infections à Salmonella chez le porc.

En fait, peu d'études ont été menées chez cette espèce animale. Afin de préciser

l'effïcacité des stratégies de traitement à contrôler les infections à salmonelles chez le

porc, un modèle d'infection devait être élaboré afin de mimer l'infection naturelle. De

plus, relativement peu de données étaient disponibles concernant la pathogénie des

infections a Salmonella chez le porc. Finalement, les données sur la réponse

immunitaire de l'animal aux différents traitements étaient pratiquement inexistantes.

Étant donné ces considérations, l'hypothèse de cette étude était qu'en diminuant

les sources de contamination pour les animaux, en stimulant leur système immunitaire

par des composés immunomodulateurs ou en utilisant des flores de compétition, il était

possible de diminuer la prevalence des salmonelles dans la population porcine.
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Les objectifs de cette étude étaient les suivants:

l. Recueillir des données épidémiologiques telles que la prevalence

de Salmonella chez le porc, sa distribution dans les élevages et les

sources de contamination des animaux à la ferme afin d'élaborer

de meilleures stratégies de contrôle des Salmonella chez le porc.

2. Evaluer l'efficacité et étudier la réponse immunitaire de l'hôte suite

à l'utilisation de différents traitements visant à réduire l'état de

porteur de Salmonella chez le porc.

u
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2.1 Revue générale des infections à Salmonella spp.

2.1.1 Caractéristiques générales

Les Salmonella spp. sont des bactéries anaérobies facultatives, à Gram négatif et

intracellulaires facultatives, appartenant à la famille des Enterobacteriaceae. La

majorité des sahnonelles sont mobiles. Cependant, certaines souches non mobiles

peuvent être retrouvées, tel le sérovar Pullomm (LeMinor, 1984). Les bactéries

appartenant au genre Salmonella ont la capacité d'infecter plusieurs hôtes différents et

de produire des manifestations cliniques avec des degrés de sévérité différents, variant

de l'entérite à la fièvre typhoïde. La capacité des salmonelles de causer un tel spectre

de maladies chez divers hôtes serait notamment attribuable à la diversité génétique de ce

genre bactérien (Selander et al., 1996).

0

Les infections causées par Salmonella spp. chez l'homme sont un problème de

santé publique à l'échelle mondiale. Dans les pays en voie de développement, la fièvre

typhoïde, qui est causée par Salmonella Typhi est toujours présente. Au même titre que

les autres salmonelloses, elle est souvent due à l'insuffisance des installations sanitaires

et au faible niveau d'hygiène des populations. Dans les pays industrialisés, la fièvre

typhoïde a virtuellement disparue. Le tenue salmonellose est habituellement utilisé

pour désigner les infections causées par les sérovars de salmonelles autre que Typhi et

Paratyphi. La volaille, les œufs et les produits de viande sont les principaux aliments

impliqués dans les infections à salmonelles chez l'homme. Chez l'homme, l'incidence

de cette maladie est observée en nombre croissant et cette infection demeure la
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principale maladie d'origine alimentaire à travers le monde (Todd, 1997; Bryan, 1998).

Le développement de l'industrie agro-alimentaire, notamment la préparation d'aliments

à base d'œufs et l'intensification des élevages, en particulier la production à grande

échelle de volailles, sont des facteurs qui contribuent à cette augmentation des cas de

salmonelloses humaines (Sansonetti, 1992). Dans les pays industrialisés, de 5 à 30%

des cas de salmonelloses humaines sont attribués à la consommation de viande de porc

contaminée par Salmonella spp. (Bryan, 1988; Bean et Griffin, 1992; Berends et al.,

1997).

2.1.2 Classiïïcation

u

Il existe plusieurs schémas de classification pour le genre Salmonella mais aucun

n'est complètement accepté par la communauté scientifique. La technique

d'hybridation ADN-ADN entre les salmonelles indique qu'il n'y a pas suffisamment de

variation génétique pour permettre une différenciation des espèces dans le genre

Salmonella (Hook, 1990). Selon la plus récente proposition taxonomique (Wayne,

1991), le genre Salmonella regroupe plus de 2500 sérovars qui diffèrent par leur

stincture antigénique, leur spécificité d'hôte et leurs réactions biochimiques. Selon la

classification officielle, les différentes salmonelles sont regroupées en 2 espèœs soient

S. bongori et S. choleraesuis; cependant, le système de classification utilisé par le

Center of Disease Control (CDC) est l'utilisation de l'espèce S. enterica ou lieu de S.

choleraesuis (Brenner et McWhorter-Murlin, 1998). Cette espèce regroupe la majorité

des sérovars, qui sont divisés en six sous-espèces selon des caractères phénotypiques et

génétiques. Salmonella bongori regroupe environ 20 sérovars retrouvés chez les
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reptiles (Brenner et McWhorter-Murlin, 1998). Les différents sérovars sont

antigéniquement distincts et définis par leurs antigènes somatiques (0), flagellaires (H)

et capsulaires (Vi). La façon officielle de désigner les salmonelles est par exemple:

Salmonella choleraesuis sous-espèce choleraesuis sérovar Typhimurium mais elle est

en pratique le plus souvent désignée comme étant Salmonella Typhimurium (Euzéby,

1999).

Le schéma de Kauffman-White permet de subdiviser les salmonelles en sérovars,

selon leurs différences antigéniques. L'antigène 0 est celui qui correspond à une

sequence particulière de polysaccharides du LPS, numérotée par des chiffres arabes.

Certaines salmonelles ont en commun une portion antigénique donnée, ce qui permet de

les réunir en différents groupes antigéniques 0. Il y a deux types d'antigènes

flagellaires (H) désignés l et 2. La phase 2 est qualifiée de non spécifique, puisque de

nombreux sérovars différents partagent les mêmes facteurs antigéniques. La phase l est

qualifiée de spécifique car les sérovars qu'elle comporte présentent des fractions

antigéniques différentes. En plus de ces antigènes, on retrouve aussi l'antigène Vi qui

est l'antigène capsulaire de la bactérie, retrouvé chez quelques sérovars de salmonelles,

notamment S. Typhi. Ce polysaccharide acide est aussi désigné l'antigène K (Guthrie,

1992).

2.1.3 Spécificité d'hote

u
En général, les Salmonella spp. sont divisées en différents groupes, selon leur

preference d'hote. À l'exception des sérovars hautement adaptés aux humains tels S.
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Typhi et S. Paratyphi (A, B et C), des sérovars adaptés à l'espèce aviaire tels S.

Pullorum et S. Gallinarum, et les sérovars S. Dublin et S. Abortusovis, adaptés

respectivement aux bovins et aux ovins, tous les sérovars peuvent être retrouvés chez

l'espèce porcine (LeMinor, 1984). Les sérovars S. Choleraesuis et 5'. Typhisuis sont

cependant spécifiquement adaptés à l'espèce porcine (Bames et Bergeland, 1968;

Baskerville et Dow, 1973). Les facteurs influençant la spécificité d'hôte des différents

sérovars de salmonelles sont encore très peu décrits, cependant, il demeure connu que la

siuvie intracellulaire du micro-organisme dans les macrophages est un facteur

determinant (Kingsley et Bàumler, 2000).

La plupart des sérovars appartiennent au groupe de salmonelles n'ayant pas de

spécificité d'hote. S. Typhimurium et S. Enteritidis sont les sérovars les plus connus de

ce groupe et les plus fréquement associés aux entérocolites humaines (Falkow et

Mekalanos, 1990; Todd, 1997). Etant donné la diversité des recherches effectuées sur

différents sérovars de Salmonella, les volets subséquents de la revue de littérature seront

principalement dirigés vers certains sérovars retrouvés chez le porc, notamment S.

Typhimurium et S. Choleraesuis et porteront plus spécifiquement sur les aspects qui

guideront le lecteiu- à la compréhension du projet de recherche.

2.1.4 Symptômes chez le porc

u

La présence de salmonelles chez le porc peut causer, selon le sérovar impliqué et

la susceptibilité de l'animal, une salmonellose septicémique, une salmonellose entérique

ou un état de porteur asymptomatique. Les signes cliniques associés à la salmonellose
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porcine causée par S. Typhimurium et ceux associés à la salmonellose causée par S.

Choleraesuis sont distincts. S. Choleraesuis, variant kunzendorf, cause une

salmonellose septicémique, caractérisée par de la fièvre, de la diarrhée et une septicémie

(Wilcock et Schwartz, 1992) et peut occasionner une entérocolite, une pneumonie, une

méningite et une encéphalite (Baskerville et Dow, 1973 ; Wilcock et Olander, 1977).

Les signes cliniques apparaissent de 24 à 36 heures après l'infection et les porcs affectés

présentent une perte d'appétit, un état léthargique et fébrile, l'augmentation de la

température corporelle pouvant aller jusqu'à 42°C. Cependant, la diarrhée n'apparaît

généralement pas avant le 4 ou 5ièmejour suivant l'infection. Des signes respiratoires

tels, la toux et de la dyspnée peuvent aussi se manifester. Les signes pathologiques

associés à la salmonellose septicémique sont principalement une colite, une cyanose des

extrémités et de l'abdomen de l'animal, une hypertrophie des noeuds lymphatiques

mésentériques (Roof et al., 1992), une splénomégalie, une hépatomégalie, une

pneumonie interstitielle et une muqueuse intestinale hyperémique. De plus, des sites de

nécrose sont aussi notés au niveau du foie. Dans la plupart des épisodes, la mortalité

chez les animaux atteints est très élevée. La morbidité est variable mais généralement

inférieure à 10% (Reed et aï., 1986; Wilcock et Schwartz, 1992).

u

Les autres sérovars, notamment S'. Typhimuriuffl sont des agents de salmonellose

entérique, aiguë ou chronique et apparaissent chez les porcs, de la période du sevrage

jusqu'à environ 4 à 5 mois d'âge. Les symptômes typiques sont la fièvre et la diarrhée

tandis que la caractéristique pathologique est l'ulcération du côlon (Roof et al., 1992;

Schwartz, 1999). Contrairement à la salmonellose septicémique, le signe clinique initial

associé à l'infection est la dian-hée aqueuse jaunâtre. Les porcs infectés présentent de
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l'anorexie, un état fébrile et léthargique. La mortalité est souvent très faible.

Cependant, la morbidité est très élevée plusieurs jours après l'infection. La lésion

macroscopique principale à la nécropsie est la colite nécrotique diffuse ou focale avec

une augmentation marquée du volume des noeuds lymphatiques mésentériques. Les

parois internes des muqueuses intestinales sont hyperémiques et rugueuses. Les

contenus du côlon et du caecum sont colorés par la bile avec du matériel noirâtre ou de

texture granuleuse (Wilcock et Schwartz, 1992).

L'état de porteur est défini comme étant l'absence de manifestations

pathologiques chez des animaux capables de transmettre l'infection aux individus

susceptibles (Thrusfeild, 1986). Les animaux porteurs contribuent, de façon continue

ou intermittante, à disséminer les salmonelles dans l'environnement via leurs matières

fécales.

Une infection asymptomatique peut, selon le cas, évoluer vers un état de porteur

actif, passif ou latent (Wray et Sojka, 1977). L'état de porteur actif caractérise les

animaux qui excrètent Salmonella spp. de façon massive. Ce type d'excrétion du

micro-organisme peut être permanent ou intennittant et se produit chez des animaux

malades, chez des animaux convalescents et chez des animaux porteurs sains. L'état de

porteur actif est souvent associé avec la présence d'un haut titre d'anticorps sériques

dirigés contre les antigènes 0 et H de Salmonella (Gray et Fedorka-Cray, 1996).

u
Les porteurs passifs sont décrits comme étant des animaux qui ingèrent des

Salmonella spp, et chez lesquels les micro-organismes passent dans la lumière
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intestinale pour se retrouver dans les fèces sans ou avec une très faible invasion des

nœuds lymphatiques mésentériques. Ces animaux cessent d'excréter Salmonella spp.

peu de temps après avoir été retirés de l'environnement contaminé (Wray et Sojka,

1977).

L'état de porteurs latents ou silencieux caractérise les animaux ayant une infection

profonde des tissus par Salmonella spp., au niveau des nœuds lymphatiques

mésentériques en général, mais sans excrétion de la bactérie dans ces fèces (Wray et

Sojka, 1977). L'excrétion peut être réactivée par certaines situations de stress et

l'animal devient un porteur actif.

Certains facteurs de stress peuvent entraîner l'activation ou la réactivation des

signes cliniques et l'excrétion chez les ammaux porteurs de salmonelles. Ces facteurs

incluent notamment le transport des animaux, le suqîeuplement, l'administration de

corticostéroïdes, la mise-bas et les infections concomittantes (Bush et al., 1999;

Schwartz, 1999).

2.1.5 Méthodes de détection des animaux porteurs

u

La méthode de diagnostic la plus courante est la recherche et l'identification du

micro-organisme. Les techniques de recherche de salmonelles sont très variées et

different selon le sérovar recherché et la nature de l'échantillon suspect à analyser. Une

technique de recherche des salmonelles qui inclue une étape de pré-enrichissement,

suivi d'un enrichissement sélectif (bouillon téù-athionate, bouillon sélénite ou
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Rappaport-Vassiliadis) et d'un ensemencement sur gélose sélective est recommandé

pour les échantillons contenant peu de salmonelles, tels les aliments et l'eau

(Skovgaard et al., 1985; Vassiliadis et al., 1987). Ces méthodes sont aussi utilisées

pour la recherche de salmonelles à partir de tissus ou de fèces d'animaux porteurs

asymptomatiques, chez lesquels les micro-organismes sont retrouvés en faible quantité.

Chez les animaux qui présentent des signes cliniques, les tissus et les fèces peuvent être

ensemencés directement sur géloses sélectives (gélose vert brillant) et différentielles

(gélose MacConkey), étant donné la forte concentration de salmonelles chez ces

individus (Grasmick, 1992).

Cependant, Smith (1952) a indiqué que les milieux d'enrichissement sélectifs

utilises dans les techniques conventionnelles sont toxiques pour le sérovar S.

Choleraesuis ainsi que les sérovars avec une spécificité d'hôte (LeMinor, 1984).

L'utilisation du bouillon GN-Hajna est recommandée pour l'isolement des sérovars

spécifiques d'espèce, notamment 5'. Choleraesuis (Ewing, 1986). Le seuil de détection

par la technique d'enrichissement conventionnelle est de 10 micro-organismes par

gramme de fèces (Cohen et al., 1994).

0

L'isolement de salmonelles n'est cependant pas suffisant pour le diagnostic de la

salmonellose, étant donné que les infections asymptomatiques et la contamination de

l'environnement sont fréquentes. L'identification des sahnonelles jumelée à la présence

de signes cliniques et de lésions typiques des salmonelloses, demeurent à ce jour la base

du diagnostic (Schwartz, 1999).
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D'autres outils plus sophistiqués, tels les analyses PCR (amplification en chaîne

par la polymérase) ont été développés. Cependant, elles ne sont pas utilisés de routine,

étant donné leur coût d'utilisation beaucoup plus élevé que les méthodes

conventionnelles. Le seuil de détection par la technique PCR varie de 2 à 100

salmonelles selon les amorces et les techniques utilisées (Chen et al., 2000; Li et al.,

2000; Vantarakis et al., 2000).

Les techniques ELISA peuvent aussi être utilisées pour le détection du micro-

organisme ou de la réponse humorale à cet agent pathogène. Les techniques utilisées

pour détecter les salmonelles dans les aliments sont des ELISA de type « capture de

l'antigène ». La culture conventionnelle nécessite de 3 à 7 jours d'analyse pour

1'identification des salmonelles alors que la technique ELISA nécessite tout au plus une

journée d'analyse. Cependant, le type d'échantillon à analyser influence directement la

performance du test. La détection des salmonelles par la technique ELISA dans les

matières fécales est donc moins efficace que la détection de ce micro-organisme dans

les aliments. Le seuil de détection de cette épreuve est de l O4 à 105 micro-organismes

par millilitre. Une étape de pré-enrichissement est souhaitable (Dziezak, 1987),

u

La seconde utilisation des épreuves ELISA est la détection des animaux qui ont

été ou qui sont infectés par les salmonelles. La détection des anticorps dirigés contre les

antigènes 0 des salmonelles est utilisée chez le porc, notamment dans un programme

de surveillance national au Danemark (Nielsen et al., 1995 ; Mousing et al., 1997).

Cette épreuve est utilisée pour définir un statut d'élevage afin de déterminer des niveaux

de contamination à Salmonella spp. dans les troupeaux au Danemark. Cependant, ce
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test de dépistage indirect n'est pas recommandé pour définir le statut individuel des

animaux (Gray et Fedorka-Cray, 1996). Avec les connaissance actuelles, la détection

de l'état de porteur à l'échelle individuelle est problématique même s'il est

nécessairement un élément clé dans la contrôle des infections à salmonelle.

2.2 Epidémiologie

Les salmonelles sont ubiquistes dans la nature et retrouvées chez presque tous les

vertébrés et dans diverses niches environnementales. Le réservoir de salmonelles est le

tractus intestinal des animaux. Les salmonelles parviennent à se disséminer dans

l'environnement, étant donné la diversité des hôtes possibles et grâce à une survie

prolongée dans l'environnement. De plus, l'excrétion des salmonelles via les matières

fécales est effectuée par les animaux porteurs et la transmission de la bactérie peut

s'effectuer par plusieurs vecteurs tant mécaniques que biologiques (Carlson et Blaha,

1999). Les infections à Salmonella spp. chez le porc soulève deux problématiques

principales: la contamination des carcasses et des produits de viande de porc par les

salmonelles et la salmonellose en elle-même chez le porc (Wilcock et Schwartz, 1992),

La consommation de viande contaminée par les salmonelles comporte un risque

d'infection alimentaire chez l'homme qui se doit d'etre considéré. En fait, le porc peut

être infecté par une variété de sérovars de salmonelles sans démontrer de signe clinique,

cependant il représente une source de contamination des produits de viande de porc et

conséquemment représente une source potentielle d'infection pour l'homme (Schwartz,

1999).

u
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0 2.2.1 Sun'ie dans l'environnement

Le temps de survie des salmonelles dépend des conditions qui lui sont offertes

pour survivre et se multiplier. Ce micro-organisme peut survivre et se multiplier à des

températures variants de 7°C à 45°C, avec une température optimale de 37°C, soit la

température coqîorelle de nombreuses espèces animales (QMS, 1988). Les salmonelles

supportent une gamme de pH allant de 4.5 à 9. Cependant, à des valeurs de pH

inférieures à 5, leur sur/ie peut être affectée (Henry et al., 1983). Les salmonelles sont

sensibles à la chaleur, soit à une température de 80°C (Rubin et Weinskin, 1977). Elles

résistent cependant au froid et survivent assez bien dans le milieu extérieur, dans les

sols, les matières fécales et dans l'eau (Will et al., 1973) pour des périodes allant de

quelques jours à plusieurs semaines ou mois, dépendemment des conditions présentes

(QMS, 1988). Les salmonelles résistent à la dessication et se développent assez bien

en conditions humides (valeurs d'activité de l'eau (Aw) de 0,945 à 0,999). Pour des

produits déshydratés (Aw =0,200), leur survie peut cependant être de longue durée. Les

salmonelles ont donc la capacité de survivre dans différentes conditions

environnementales (Schwartz, 1999).

2.2.2 Sources de contamination chez le porc

u

Les sources potentielles de contamination à salmonelles chez le porc sont

multiples, étant donné la complexité du cycle des salmonelles (figure 2.1). S.

Choleraesuis est souvent isolé de porcs malades. Cependant, il est pratiquement
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inexistant dans les aliments pour bétail et chez les autres espèces animales (Wilcock et

Schwartz, 1992). Les porcs infectés et excréteurs ainsi que l'environnement contaminé

par ceiix-ci sont les sources majeures de nouvelles infections à S. Choleraesuis

(Schwartz, 1999; Andersen et al., 2000).

Les sources de contamination par les auti'es sérovars sont moins connues étant

donné la distribution des salmonelles chez différents hôtes et la variété de vecteurs

possibles. De façon générale, les différentes sources de contamination des porcs sont

les aliments contaminés, les porteurs chroniques introduits dans les élevages, les

rongeurs infectés ou le contact avec le personnel eVou le matériel de ferme contaminés.

Les oiseaux, les insectes et les anùnaux familiers peuvent aussi jouer un rôle important

comme source de contamination dans les élevages (Allred et al., 1967; Williams et al.,

1969; Nap et Murphy, 1971; Duhamel et al., 1992; Wiïcock et Schwartz, 1992). Les

différents sérovars qui se retrouvent dans l'environnement sont ingérés par les porcs,

ceux-ci devenant ainsi des sources d'infection. Les aliments d'origine animale sont

souvent associés à une source potentielle de contamination des élevages (Harris et al.,

1997; Bush ^a/., 1999).

u



19

n Figure 2. l. Cycle des salmonelles (adapté du rapport technique QMS; 1988)
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2.2.3 Transmission et excrétion

L)

Habituellement, la transmission des salmonelles chez le porc s'efifectue

initialement par une transmission horizontale, ce qui suggère un rôle important des

animaux porteurs asymptomatiques (Gray et Fedorka-Cray, 1996). La transmission

fécale-orale est la plus fréquente, s'efifectuant donc soit d'un porc à l'autre par

l'environnement contaminé ou de la truie aux porcelets (Schwartz, 1991). Cependant,
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d'autres types de transmission sont possibles, notamment la transmission impliquant le

tractus respiratoire supérieur. Fedorka-Cray et al., (1995) ont démontré que la voie

d'inoculation intranasale lors d'infections expérimentales à 5'. Typhimurium, chez des

porcs ayant subit une ligature de l'oesophage, permettait une dissémination rapide du

micro-organisme au niveau du tube digestif. Ceci suggère que les amygdales et les

poumons peuvent être des sites importants d'invasion et de dissémination des

salmonelles. D'autres auteurs suggèrent que la transmission peut aussi se faire par voie

nasale via les sécrétions orales qui peuvent contenir des salmonelles (Linton et al.,

1970; Schwartz, 1999). Les sécrétions sous forme d'aérosols ainsi que la poussière

contaminée favoriseraient une transmission par voie aérienne, sur de courtes distances.

Plusieurs chercheurs ont étudié la ft-ansmission des salmonelles par les aérosols chez la

souris, le bovin et le mouton et concluent que les aérosols jouent un rôle important dans

la transmission des salmonelles chez ces espèces animales (Tannock et Smith, 1971;

Wathes et al., 1988; Hardman et al., 1991). Certains auteurs indiquent que ce type de

transmission par voie aérieime semble aussi probable chez le porc (Heard et Linton,

1966; Fedorka-Cray étal., 1994).

u

Les matières fécales qui proviennent d'animaux infectés peuvent contaminer

directement l'environnement, notamment les cours d'eau et les sols (QMS, 1988), les

autres animaux et les installations à la ferme ainsi qu'à l'abattoir (Morgan et al., 1987;

Berends et al., 1997). Les bactéries peuvent également se propager au cours du

fa-ansport des animaux infectés et durant le maintien des animaux en enclos avant

l'abattage (Isaacson et al., 1999).
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Plusieurs études ont été menées chez le porc, afin de déterminer la dose

minimale de Salmonella Typhimurium requise afin de reproduire la maladie et d'établir

un état de porteur. Cependant, la maladie avec signes cliniques sévères est

expérimentalement difficile à reproduire. L'excrétion des salmonelles dans les matières

fécales, suite à une infection expérimentale chez le porc avec S. Typhimuriiun, a été

étudiée, n a été possible de retrouver la bactérie dans les fèces de l'animal

quotidieimement pour les dix premiers jours et de façon intermittente pour les mois

suivant l'infection expérimentale. Quatre à sept mois suivant l'infection, des necropsies

ont été effectuées et plus de 90% des porcs étaient porteurs de S. Typhimurium dans les

nœuds lymphatiques mésentériques, les amygdales, le caecum ou les fèces (Wilcock et

Olander, 1978; Woods et al., 1989). Suite à une infection expérimentale avec des

doses de 108 à 10" UFC, le niveau d'excrétion dans les matières fécales peut atteindre

10 UFC (unité formant colonie) /g de fèces pour S. Choleraesuis (Smith et Jones, 1967)

et 107 UFC/g de fèces pour S. Typhimurium (Gutzmann et al., 1976). D'auti-es études

avec des doses moins importantes ont été menées et Fedorka-Cray (1994) a démontré

que des porcs infectés avec une dose de 10 UFC de S. Typhimurium développaient un

état de porteur pour une courte durée. Gray et al. (1995) ont indiqué que l'infection

expérimentale des porcs soumis à une dose de 103 UFC de 5'. Choleraesuis n'entraîne

pas de signe clinique ni d'excrétion apparente de salmonelles. Par contre, une dose de

10 UFC de ce micro-organisme entraîne une infection persistante et une excrétion

sporadique de S. Choleraesuis dans les matières fécales pour une période de 9 à 12

semaines.

u
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Une étude de ù-ansmission naturelle de S. Typhimurium chez le porc a indiqué que

des porteurs asymptomatiques apparaissent lorsque des porcs naïfs sont exposés à une

population de porcs excrétant une dose inférieure ou égale à 10 UFC de S.

Typhimurium/ g de fèces (Fedorka-Cray et al., 1994). Par contre, Gray et al. (1995)

ont démontré qu'une exposition natiirelle de porcs exempts de salmonelles à des porcs

excrétant 10 UFC de S. Choleraesuis / g de fèces peut résulter en un épisode clinique

sévère. Il est donc probable que les porcs infectés excrétant Salmonella sont des

sources de nouvelles infections (Wilcock et Schwartz, 1992).

L'influence des antibiotiques sur la fréquence et la durée de l'excrétion des

salmonelles chez le porc est peu connu. Lors de salmonelloses entériques humaines,

l'usage d'antibiotiques tend à prolonger l'état de porteur (Dixon, 1965; Aserkoff et

Bennett, 1969). Chez les porcs démontrant une entérocolite, les antibiotiques ne

réduisent pas la durée ni le taiix d'excrétion fécale des salmonelles mais semble

produire l'effet contraire soit les augmenter (Wilcock et Olander, 1978; Jacks et al.,

1988). À l'opposé, l'antibiothérapie au début d'une infection septicémique à S.

Choleraesuis peut réduire de façon significative la durée et le taux d'excrétion fécale

(Jacks et al., 1981).

2.2.4 Prevalence chez le porc.

u

La plupart des épisodes de salmonellose suviennent dans les élevages intensifs en

début d'engraissement. En général, S. Typhimurium cause les signes cliniques chez les

porcs de 6 à 12 semaines d'âge mais rarement chez les animaux adultes, bien que
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l'infection soit présente. Toutefois, chez les animaux adultes, l'infection

asymptomatique reste souvent présente. Chez les porcelets, la présence d'anticorps

maternels confère une protection contre la salmonellose en période pré-sevrage

(Wilcock, 1978). 5'. Choleraesuis peut causer la maladie chez des animaux de tous les

âges.

u

La salmonellose porcine est retrouvée mondialement mais sa prevalence varie

beaucoup d'une région à l'autre (Gray et Fedorka-Cray, 1996). On note des variations

de prevalence entre les différents sérovars, certaines variations de prevalence pouvant

être associées à la virulence de souches endémiques dans une région, à la variation

génétique des souches eVou aux méthodes de détection utilisées. Toutefois, une

incertitude existe encore à propos de cette variation. Dans certains pays européens, des

programmes nationaux de contrôle des salmonelles sont en place depuis plusieurs

années déjà, ce qui a permis de réduire considérablement la prevalence des salmonelles

chez le porc. Au Danemark, une étude de séroprévalence par Bagessen et al. (1997)

indique qu'approximativement 5% des élevages sont contaminés par les salmonelles,

avec une prevalence de 1,3 % dans les viandes de porc. De plus, relativement peu

d'élevages présentent des signes cliniques de salmonelloses (Mousing et al., 1997). La

prevalence des salmonelles en Suède, telle que déterminée à l'aide de cultures

bactériennes des fèces, est ti-ès faible avec un pourcentage de 0,8% chez les porcs à

l'abattage. Ceci permet à ce pays de produire de la viande de porc quasi exempte de

salmonelles (0.01%) (Wiemp, 1994). Aux Etats-Ums, une étude nationale du NAHMS

(« National Animal Health Monitoring Service ») indique une prevalence de

salmonelles de 6,2% dans les matières fécales de porcs alors que 38,2% des élevages
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sont contaminés par les salmonelles (Ferris et Frerichs, 1996). Au Canada, le faible

nombre d'études qui ont été effectuées jusqu'à maintenant ne permettent pas de

connaître la prevalence réelle chez les animaux vivants. Lammerding et al. (1988) ont

cependant observé que 17,5% des carcasses de porc dans les abattoirs au Canada,

étaient contaminées par Salmonella spp. Au Danemark, Berends et al. (1997) ont

démontré que les animaiix vivants, porteurs de Salmonella sont de 3 à 4 fois plus

susceptibles de générer des carcasses de porcs contaminées par ce micro-organisme que

les animaux vivants exempts de Salmonella. L'infection se produit dans la première

semaine suivant l'introduction des animaux dans l'élevage et atteint de 80 à 100% de

prevalence à l'intérieur de 2 à 3 semaines. Environ 5 à 30% des porcs continuent

d'excréter les salmonelles à la fin de la période d'engraissement (Mousing et al., 1997).

Il a aussi été noté que 70% de la contamination des carcasses provient des porteurs eux-

même et que le 30% de contamination résiduelle est attribuée à la contamination croisée

produite par les animaux porteurs dans l'élevage. La contamination fécale des

carcasses est donc fréquente au moment de l'abattage et une contamination croisée peut

se poursuivre tout au long des opérations, contaminant ainsi les produits de viande

offerts aux consommateurs (Roberts étal., 1975; Berends étal., 1997).

u

Ferns et Frerichs (1990) ont rapporté que S. Choleraesuis est le second sérovar le

plus souvent rencontré aux Etats-Unis depuis 1979. Depuis une quinzaine d'années, les

cas de salmonellose associés à <S'. Choleraesuis ont augmenté aux Etats-Unis.

Cependant des études récentes semblent indiquer une diminution des cas de

salmonellose septicémiques dus à S. Choleraesuis (Schwartz, 1997) alors qu'une

augmentation des cas de salmonellose entérique porcine avec signes cliniques associées
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à S. Typhimurium est présentement observée (Ferris et Thomas, 1994; Sanford et

Tilker, 1994; Desrosiers, 1999). En Amérique du Nord, plusieurs autres sérovars de

Salmonella spp. sont retrouvés chez le porc, principalement S. Derby, S. Heidelberg,

S. Infantis, S. Mbandaka et S. Agona (Roof e/ al., 1992; Ferris et Thomas, 1994; Funk

etal.,ï999).

La viande de porc est une source de contamination pour l'homme. Le porc infecté

par les salmonelles qui quitte la fenne est considéré comme la principale source de

contamination des carcasses à l'abattoir. Dans les produits de viande de porc,

différentes études de prevalence ont été menées dans différents pays et indiquent que les

salmonelles sont présentes entre 0-48% au niveau des carcasses (Riley, 1970; Tacal et

Lawrence, 1980; Carr et al., 1996) et entre 0-30% dans les produits de porcs (Roberts et

al., 1975; Fukushima et al., 1987; Anon., 1994). Cette variation marquée est

probablement due à la réelle variation du taux de contamination mais aussi due aux

différentes méthodes de détection utilisées. Une contamination des produits de viande

est généralement associée aux mauvaises pratiques d'hygiène des employés sur la

chaîne d'abattage et de transfonnation, Cette contamination est notamment associée au

transfert mécanique de la contamination aux carcasses et produits de viande par

l'équipement et les ustensiles contaminés utilisés à l'abattoir (Berends et al., 1997;

Rheault et Quessy, 1999).

u
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2.3 Pathogenic et facteurs de virulence

Les caractéristiques cliniques et pathologiques des infections à salmonelles sont

extrêmement variables. La sévérité de la maladie est notamment influencée par le

sérotype, la virulence, la résistance acquise et naturelle ou la susceptibilité de l'hôte, la

voie d'infection ainsi que la dose infectante (Groisman et al., 1990). De façon générale,

les facteurs de virulence chez les salmonelles sont impliqués dans les diverses étapes de

l'infection telles l'adhésion et l'invasion ainsi que dans la survie à l'intérieur des

cellules de l'hôte (Finlay et Bmmell, 2000).

Malgré certaines différences dans les signes cliniques, plusieurs similarités

peuvent être relevées entre S. Choleraesuis et •S'. Typhimurium au niveau de leur

pathogenic. A ce jour, il est connu qu'environ 4% du chromosome de S. Typhimurium,

soit environ 200 gènes, codent pour des facteurs de virulence (Bowe et al., 1998). Les

gènes de virulence sont retrouvés sur un plasmide ou sur le chromosome comme unités

de un ou de quelques gènes (petits ilôts) ou en larges ensembles d'une série de gènes et

d'opéron (ilôts de pathogénicité) (Groisman et Ochman, 1997; Salama et Falkow, 1999;

Marcus e/flZ., 2000).

2.3.1 L'infection chez le porc

u

Les études des infections à salmonelles chez l'espèce porcine sont en nombre

limité. Cependant, certains aspects de la pathogénie sont à ce jour connus. Pour

reproduire expérimentalement la salmonellose porcine, de larges doses de salmonelles
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sont nécessaires (dose supérieure à 107 UFC). Toutefois, une faible dose provenant de

la contamination d'aliments permet une replication intraluminale du micro-organisme,

ce qui éventuellement entraîne l'infection et/ou la maladie chez l'animal (Schwartz,

1999). L'établissement de la maladie est souvent facilitée par des facteurs particuliers

de l'hôte, notamment un problème de péristaltisme, la composition de la flore

intestinale de l'animal, la susceptibilité de l'hôte ou l'élévation du pH gastrique (Clarke

et Gyles, 1993; Lalmanach et Lanthier, 1999).

Après leur absorption par la voie orale, les salmonelles passent par l'estomac où

la population bactérienne est grandement réduite. Ils colonisent ensuite l'intestin (Reed

et al., 1986; Hale, 1988). Le développement de l'infection s'y déroule en différentes

étapes : la croissance et prolifération des saknonelles dans l'intestin, l'invasion de

l'épithélium de la muqueuse et de la lamina propria, la stimulation de la sécrétion des

fluides et, finalement, la dissémination des salmonelles de l'intestin vers les nœuds

lymphatiques mésentériques et les autres organes (Reed et al., 1986).

u

Certaines études in vivo ont généré des données intéressantes sur la pathogénie

des infections à salmonelles chez le porc. Dans un modèle d'anses ligaturées chez le

porc, il a été démontré que la multiplication intraluminale varie selon les sérotypes.

Plus particulièrement, 5'. Typhimurium se multiplie en plus grand nombre dans la région

intraluminale que S. Choleraesuis, ce dernier étant plus invasif (Giannella et al., 1973;

Reed et al., 1986). La dissémination des salmonelles dans les nœuds lymphatiques

mésentériques est très rapide, soit 2 heures post-inoculation dans le modèle d'anses

ligaturées chez le porc et d'environ 24h post-inoculation par voie orale (Reed et al.,
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1986). Une étude de marquage immunoenzymatique a permis de démontré que 5'.

Typhjmurium a une faible tendance à envahir la muqueuse intestinale et ne démontre

pas de site spécifique de localisation intestinale, ni de préférence pour les plaques de

Peyer. Cependant, S. Choleraesuis avait une préférence marquée pour le côlon et la

surface luminale des cellules M des plaques de Peyer de l'iléon, par lesquelles il envahit

la muqueuse intestinale (Pospischil et al., 1990). Les tissus dans lesquels S.

Choleraesuis est plus susceptible de se retrouver sont la jonction iléocécale et les nœuds

lymphatiques iléocécaux, le contenu du caecum, les amygdales, les poiunons et le

côlon, et ceci indépendamment de la route d'inoculation (Gray et al., 1995). Watson et

al., (2000) ont étudié in vitro, l'interaction enù-e les macrophages porcins et les

différents sérovars de salmonelles, sans toutefois établir de corrélation avec la vimlence

des souches chez le porc.

2.3.2 Facteurs de virulence

Les ilôts de pathogénicité (SPI)

0

Les ilôts de pathogénicité (SPI) de Salmonella spp. sont défînis comme de larges

ensembles de gènes sur le chromosome des salmonelles qui sont requis pour la

virulence bactérienne (Marcus et al., 2000). Ces SPI ont été acquis via un transfert

horizontal par phages ou par plasmides, d'origine inconnue, et sont hautement

conserves à travers les différents sérovars de salmonelles. Au total, 5 îlots de

pathogénicité (SPT) ont été identifiés. SPT-1 est requis pour la pénétration des cdlules de

l'épithélium intestinal, soit l'étape de l'invasion. Les SPI-2, 3 et 4 sont requis pour la
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croissance et la survie bactérienne à l'intérieur de l'hôte, plus particulièrement lors de la

phase systémique de 1'infection. Récemment, les facteurs de virulence codés par le SPT-

5 ont été identifiés. Ceux-ci semblent être impliqués dans l'inflammation et la sécrétion

d'ions, ce qui correspond à la phase entérique de la maladie (Ochman et Groisman,

1996 ; Lucas et Lee ; 2000 ; Marcus et al., 2000).

Lipopolysaccharides

Le LPS, aussi nommé endotoxine, est une composante importante de la membrane

externe des salmonelles ainsi que des autres bactéries à Gram négatif (N ikaido et Vaara,

1985). U est considéré comme un déterminant majeur de la virulence. De façon

générale, le LPS intact confère une résistance à la phagocytose, à la bactéricidie par les

macrophages et à l'action du complément (Saxen et al., 1987; Robbins et al., 1992).

Certains LPS de souches de Salmonella ont une longue chaîne, ce qui prévient la

formation du complexe d'attaque membranaire (MAC) et permet d'éviter la lyse

cellulaire. La résistance au sérum est liée à l'expression d'une protéine de la membrane

externe, Rck, qui prévient la dernière étape de la formation du MAC. Les souches

rugeuses (R), caractérisées par des molécules de LPS incomplètes, sont moins vimlentes

que les souches lisses (S) qui possèdent un LPS complet. Ce phénomène serait

attribuable à la susceptibilité de ces souches à la bactéricidie à l'intérieur des cellules

phagocytaires (Clarke et Gyles, 1993).

u
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Les changements systémiques observés dans certaines formes de la salmonellose

tels le déclenchement d'une cascade de médiateurs (cytokines, lipides vasoactifs,

amines vasoactives, complément, système de coagulation) peuvent être aussi attribués

aux LPS (Clarke et Gyles, 1993). En effet, lorsque libérés dans le système sanguin, les

LPS provoquent, en favorisant la production de TNF (Tumor necrosis factor), des

symptômes de fièvre, d'anorexie, une diminution de la pression sanguine, une réduction

de la perfusion des tissus, une neutropénie, un état de choc et parfois la mort (Clarke et

Gyles, 1993).

Récemment, certains gènes activés par PhoP ont été associés à des modifications

de la structure de la membrane externe, notamment des changements au niveau de la

portion lipide A du LPS. Ces modifications peuvent en partie êù-e responsables de

1'augmentation de la résistance aux peptides cationiques antimicrobiens et de la

diminution de la production des cytokines de l'hôte, contribuant ainsi à la survie

intracellulaire (Ernst et al., 1999). En effet, il a été démontre que la modification du

lipide A réduit l'expression des molécules d'adhésion E-sélectine chez les cellules

endothéliales humaines et réduit la production de TNF-a par les monocytes humains

(Guo et al., 1997). Les peptides antimicrobiens sont des composantes importantes du

système immunitaire de l'hôte. Ils altèrent les membranes externes des bactéries à

Gram négatif via des interactions électrostatiques (Nicolas et Mor, 1995). Les

pathogènes se protègent donc de cette attaque en modifiant leur surface cellulaire pour

prévenir cette interaction électrostatique. Des études récentes ont démontré le rôle de

PhoP dans la régulation des modifications structurales du lipide A, la composante du

u.
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LPS qui stimule la libération de cytokines. Ces ta'avaux ont démontré que la croissance

bactérienne en présence de faible concentration de magnésium provoque l'addition d'un

aminoarabinose, d'un 2-hydroxymyristate et d'un pahnitate au lipide A du LPS(Guo et

al., 1997). Ces changements dans la structure du lipide A sont médiés par PhoP/PhoQ

et ont des conséquences fonctionnelles significatives: l'ajout d'un aminoarabinose sur le

LPS entraîne une augmentation de la résistance à la polymyxine.

Mobilité

L'invasion par les salmonelles peut aussi être influencée par la mobilité du micro-

organisme. Celle-ci permet à la bactérie de se déplacer activement vers les cellules de

l'hôte. La mobilité, assurée par la présence de flagelles, semble êti-e un facteur

important dans l'invasion par certaines salmonelles, mais pas pour tous les sérovars de

salmonelles. En fait, la présence de flagelles augmente les chances que le micro-

organisme puisse entrer en contact avec les cellules épithéliales. Des études ont

démontré que des souches ayant des flagelles polaires avaient plus de chances d'entrer

en contact et d'envahir les cellules épithéliales que les souches ayant des flagelles

péritriches (Jones et al., 1992). De plus, d'autres études ont démontré que des mutants

non mobiles de S. Typhimurium étaient incapables de pénétrer à l'intérieur des cultures

cellulaires (Betts et Finlay, 1992).

u
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Sidérophores et "heat-shock-proteins"

Le fer est essentiel à la multiplication bactérieime étant donné sa fonction de co-

facteur d'enzymes impliqué dans des voies de biosynthèses importantes, telle la

biosynthèse de l'ADN (ridonucléoside réductase). L'hôte limite la disponibilité de cet

élément dans le sang en utilisant par exemple, la transferrine, une protéine de liaison du

fer pour lequel elle possède une forte affinité. D'autre part, certaines bactéries

produisent des chélateurs de fer appelés sidérophores, qui possèdent également une

forte affinité pour le fer. Ces sidérophores (entérocholine et aérobactine) synthétisés par

les bactéries sont excrétés dans les liquides biologiques de l'hôte et lient le fer. Le fer

est ensuite rendu disponible pour la bactérie grâce à des récepteurs protéiques

spécifiques aux sidérophores situés sur la membrane externe des bactéries. Ces

récepteurs sont produits en réponse à une faible concentration de fer (Clarke et Gyles,

1993). Un sidérophore a été identifié chez S. Typhimurium: l'entérobactine (Benjamin

et al., 1985). Cependant, cette protéine ne semble pas nécessaire à la virulence.

u

Les "heat-shock-proteins" (HSP) sont des protéines produites en conditions de

stress et qui sont synthétisées par tous les types de cellules. Elles agissent comme

chapronine moléculaire dans les processus physiologiques (Seat-Wan Tang et a!.,

1997). Plusieurs HSP microbiennes semblent être impliquées dans la pathogénie et

agissent comme antigènes immunodominants chez plusieurs micro-organismes

pathogènes. Elles sont capables d'activer le système immunitaire de l'hôte, notamment

par la production d'anticorps. S. Typhimurium synthétise une trentaine de protéines

lors d'un stress environnemental, par exemple à l'intérieur des macrophages. Deux
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d'entres elles sont des HSP, soient GroEL et DnaK. Les mutants qui ne peuvent

produire ces HSP sont moins virulents chez la souris et ne survivent pas bien dans les

macrophages (Falkow et Mekalanos; 1990). Des études ont démontré que des mutants

avirulents, sensibles à l'action des macrophages, produisent des HSP mais ne

synthétisent pas certaines protéines nonnalement produites à l'intérieur des

macrophages. Ces observations indiquent que ces protéines sont importantes dans la

survie intracellulaire (Buchmeier et Heffron, 1990).

Plasmide de virulence

Plusieurs souches de Salmonella spp. portent de larges plasmides de 50-lOOkb

(Roof et al., 1992; Jones et Falkow, 1996) qui ont été associés à la virulence (Gulig,

1990). Des études antérieures indiquent que les plasmides portent des gènes liés à

1'invasion (Jones et al., 1982). Cependant il a été démonti-é que le plasmide n'était pas

requis pour l'entrée dans les cellules mais bien pour la persistance des salmonelles dans

le système réticulo-endothélial (Gulig et Curtiss, 1987). La perte de ce plasmide réduit

la virulence chez la souris de façon substantielle. La bactérie continue d'envahir les

plaques de Peyer mais n'est pas retrouvée en grand nombre dans le foie et la rate. La

région hautement conservée de ces plasmides contient 5 gènes qui sont désignés

^vRABCD. Comme pour les autres gènes de vimlence, l'expression des gènes du

plasmide de virulence est régulée par les conditions environnementales. Toutefois, le

rôle précis du plasmide de virulence demeure encore obscur (Guilloteau et al., 1996).

u
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2.3.3 Interactions des salmonelles avec les cellules épithéliales

Les mécanismes par lesquels les salmonelles pénètrent l'épithélium intestinal et

survivent à l'intérieur des cellules de l'hôte sont généralement étudiés chez la souris

(Finlay et Bmmell, 2000). Les modèles in vitro d'infection à S. Typhimurium ont

permis d'approfondir les connaissances sur la génétique, la biologie cellulaire et

l'analyse biocNmique des différentes étapes de l'infection. En utilisant des cultures

cellulaires, des données sur les interactions entre les salmonelles et les cellules

épithéliales ou les macrophages ont aussi été générées. Cependant, il demeure évident

que ces modèles ne reflètent pas entièrement la situation in vivo. Toutefois, les études

in vitro portant sur l'étape d'invasion des cellules par les salmonelles ont généré des

données similaires à celles décrites dans les modèles in vivo chez différentes espèces

animales (Jones et al., 1994). Chez la plupart des hôtes, S. Typhimurium envahit les

entérocytes (Reed et al., 1986; Watson et al., 1995) et les cellules M (Clark et al., 1994;

Jones et al., 1994; Pascopella et al., 1995). Les cellules M sont des cellules épithéliales

spécialisées retrouvées dans les plaques de Peyer, particulièrement au niveau de l'iléon.

Ces cellules M jouent un rôle important qui consiste à capter les bactéries par

endocytose, à partir de la lumière intestinale, pour ensuite les expulser par exoc^ose

dans le chorion où elles seront captées par des macrophages et présentées au tissu

lymphoïde pour stimuler une réponse immumtaire humorale et/ou cellulaire. L'invasion

s'effectue très rapidement, soit environ 15 minutes après l'inoculation (Jones et al.,

1996) (figure 2.2).

u
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Figure 2.2. Invasion de la muqueuse intestinale par les salmonelles.

(Adapté de Salyers et al., 1994)
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L'attachement aux cellules M semble être médié par des adhésines de type

fîmbriaire tels le fïmbriae LP (long polar) et le fimbriae de type l. Ceux-ci pennettent

rattachement des bactéries aux cellules hôtes (Bàumler et al., 1997). Des mutations

dans les opérons /p/(long polar funbriae) e\.flm (fimbriae de type l) réduisent l'entrée

de S. Typhimurium dans les cellules en culture (Emst et al., 1990; Bàumler et al.,
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1996). Ces facteurs semblent augmenter l'invasion; toutefois, ils ne sont pas requis. Le

récepteur cellulaire de ces adhésines au niveau des cellules de l'hôte demeure toutefois

encore inconnu (Lockman et Curtiss, 1992; Bâumler et al., 1996).

Suite à l'adhésion aux cellules M et aux entérocytes, l'invasion implique la

degradation des microvillosités cellulaires et des modifications dans le cytosquelette des

cellules de l'hôte afin de permettre la pénétration des salmonelles dans les cellules. Ce

phénomène est appelé « mffling » à cause d'une apparence d'ondulations membranaires

observée chez la cellule hôte défonnée. Ce rearrangement des filaments d'actine de la

surface cellulaire mène à l'intemalisation des salmonelles dans de larges vacuoles qui

ressemblent à des macropinosomes (Finlay et Brumell, 2000).

u

Ce rearrangement du cytosquelette observé en culture cellulaire est relié à une

augmentation des niveaux de calcium libre intracellulaire (Pace et al., 1993). Les ions

calcium activent certaines protéines de liaison de l'actine qui sont impliquées dans la

redistribution des filaments d'actine (Stossel, 1993; dark et al., 1994). Des études

antérieures ont relaté que Salmonella spp, pouvait déclencher ces ondulations

membranaires par l'activation du récepteur cellulaire EGF (epidermal growth factor).

Cette constatation était basée sur le fait que ce récepteur EGF des cellules Henle-407

était phosphorylé suite à l'infection des cellules par les salmonelles (Galan et al., 1992).

Comme les salmonelles, le EGF est connu pour stimuler des ondulations membranaires

cellulaires typiques. Malgré certaines similarités entre les réponses cellulaires au EGF

et l'invasion par salmonelle, certaines observations indiquent que ce récepteur cellulaire

EGF n'a pas un rôle primaire dans l'intemalisation des salmonelles dans les cellules.
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En effet, ces micro-organismes envahissent tout de même les cellules qui n'expriment

pas de récepteur EGF (Francis et al., 1993; McNeil et al., 1995).

Certains autres facteurs bactériens sont requis pour permettre l'invasion des

cellules par les salmonelles. Certaines protéines des salmonelles qui perturbent la

ù-ansduction du signal des cellules hôtes sont des actrices principales de l'invasion

bactérienne. Ces protéines sont transférées directement à l'intérieiu- des cellules hôtes

via des systèmes d'exportation nommés systèmes de sécrétion de type III (SSTT).

Plusieurs micro-organismes pathogènes, à Gram négatif, possèdent ces systèmes de

sécrétion de type III hautement homologues. La fonction principale des SSTT est de

coordonner la sécrétion et la translocation de séries de protéines effectrices dans les

cellules eucaroytes cibles. Salmonella spp., possède deux SSTT bien distincts, qui

sécrètent des protéines effectrices associées à la virulence et qui contribuent à des étapes

différentes du processus infectieux (Marcus et al., 2000). Le premier système de

sécrétion de type III (SSTT-1) est associé à l'invasion des cellules et est spécialisé dans

les événements de la phase entérique de la maladie, permettant au pathogène de pénétrer

la barrière épithéliale in vitro et in vivo (Galan et Curtiss, 1989). Le second système de

sécrétion de type III (SSTT-2) est impliqué dans les étapes de la sume intracellulaire

des salmonelles (figure 2.3). Ces systèmes de sécrétion sécrètent des protéines

effectrices associées à la virulence. Celles-ci sont subdivisées en deux groupes soient

les protéines translocatrices et les protéines effectrices transloquées. Les protéines

ù-anslocatrices sont essentielles pour la translocation des protéines effectrices sécrétées

à travers la membrane cytoplasmique des cellules eucaryotes (Marcus, et al., 2000)

u
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Le premier système de sécrétion, est encode à l'intérieur de l'ilôt de pathogénicité

l des salmonelles (SPI-1) et délivre une variété d'environ 30 protéines. Celles-ci

incluent des protéines de régulation, des composantes structurales du SSTT, des

protéines sécrétées et leurs chapronines (Wallis et Galyov, 2000). Plusieurs protéines

effectrices telles les protéines Sip {Salmonella invasion proteins) et Sop (Salmonella

outer proteins) pennettent 1'intemalisation du pathogène en induisant le rearrangement

des filaments d'actine (Galyov et ai, 1997; Zhou et a/., 1999). En plus de son rôle au

niveau de l'invasion des cellules, le système de sécrétion de type III sur SPI-1 est

impliqué dans certains auti-es aspects de la pathogénie des salmonelles, notamment dans

l'induction de la réponse inflammatoire de l'hôte, caractérisée par la production de

cytokines pro-inflammatoires, la sécrétion d'ions caractérisée par la diarrhée et

finalement par l'apoptose (figure 2.3). Ces protéines effectrices interagissent

directement avec le système de signalisation des cellules hôtes, indépendamment des

interactions adhésines-récepteurs à la surface des cellules (Collazo et Galan, 1997;

BrumeUetal., 1999).

u
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Figure 2.3 Interactions des salmonelles avec les cellules hôtes et implication des

deux différents systèmes de sécrétion de type III. SPI-1 est impliqué dans les étapes de

1'invasion alors que SPI-2 est impliqué dans la survie intracellulaire des salmonelles

(adapté de Hensel, 2000)
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Une fois à l'intérieur des cellules épithéliales, les salmonelles se répliquent à

l'intérieur d'une vacuole et bouleversent le processus classique de l'endocytose qui

consiste en une libération du matériel endocyté aux endosomes précoces qui se

transforment en endosomes matures (Méresse et al., 1999). Ces derniers ont des

récepteurs mannose 6-phosphate (M6PR), des glycoprotéines de la membrane des

lysosomes (Lgp) et d'autres protéines intégrales de la membrane, qui pennettent la

fiision avec les lysosomes secondaires (Mellman, 1996). A l'opposé, les salmonelles

demeurent dans la vacuole (SCV, 5'a/mone//û(-contaimng-vacuole) qui interagit de façon

transitoire avec les endosomes précoces. Cependant, ces SCV n'interagiront pas par la
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suite avec le système endosomal et ne se fusionneront pas avec les lysosomes, mais

semblent entrer en contact avec un compartiment non entièrement caractérisé appelé

Rab7 qui contribue à libérer les Lgp (glycoprotéines de type lysosomal) à la SCV

(Méresse et al., 1999). Quelques heures après l'intemalisation des salmonelles, des

stmctures filamenteuses inhabituellement riches en ce type de glycoprotéines sont

formées et constituent un prolongement de la membrane de la vacuole (Garcia del

Portillo et al., 1993; Mills et Finlay, 1994). L'apparition de ces filaments induits par les

salmonelles (Sif, Salmonella-mduced filaments) dans les cellules de l'hôte correspond à

l'étape de replication bactérienne (Garcia del Portillo et al., 1993). Il semble que la

replication des salmonelles soit nécessaire pour la formation de ces filaments.

Toutefois, le rôle de ces structures filamenteuses dans la pathogenic des infections à

salmonelles demeure encore inconnu (Finlay et Brumell, 2000).

2.3.4. Interactions des salmonelles avec les cellules phagocytaires

u

Le processus par lequel Salmonella progresse à l'intérieur des cellules a été

observé autant dans les cellules épithéliales (Garcia-del Portillo et Finlay, 1995) que

dans les macrophages en culture (Mills et Finlay, 1998). Toutefois, ce mécanisme

demeure encore méconnu. Des variations entre les différentes études effectuées à ce

jour par diverses équipes de recherches peuvent être attribuables à l'utilisation de

lignées cellulaires de macrophages différentes, de leur niveau d'activation respectif, de

la souche utilisée ainsi que de son stade de croissance. Un concept unanime a émergé

de ces études, indiquant qu'on observe une circulation intracellulaire particulière des

SCV et que la capacité des salmonelles à induire ce phénomène est essentiel à la
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pathogenic, probablement pour leur permettre de survivre et de se multiplier (Kingsley

etBàumler,2000).

Suite au passage des salmonelles à travers les entérocytes et les cellules M vers la

lamina propria, les salmonelles rencontrent les macrophages, les lymphocytes et les

leucocytes polymorphonucléaires (PMN), ces derniers étant récemment infiltrés au site

d'entrée des salmonelles (Wallis et al., 1986). Selon le sérovar impliqué et l'hôte

infecté, les salmonelles peuvent établir une infection locale dans la lamina propria qui

mène à la diarrhée et la fièvre (Miller et al., 1995). Toutefois, les sérovars spécifiques

d'espèce voyagent via le système lymphatique et le système sanguin afin de se

disséminer de façon systémique entre autres vers le foie et la rate. Cette dissémination

peut s'effectuer via les macrophages infectés dans lesquels les salmonelles survivent et

se multiplient (Gulig, 1996).

Les salmonelles sont capables de pénétrer à l'intérieur des macrophages de

différentes façons, notamment par la phagocytose classique et par macropinocytose. S.

Typhimurium se retrouve donc à l'intérieur d'un compartiment membranaire (SCV).

Les bactéries sont capables de survivre et de se répliquer à l'intérieur de cette vacuole et

ensuite de tuer cette cellule hôte infectée et se retrouver dans le milieu extracellulaire

(Fields et al., 1986). Plusieurs facteurs ont été identifiés chez S. Typhimurium et sont

requis pour la survie et la replication dans les cellules de l'hôte et pour causer la

maladie (Groisman et Ochman, 1997; Salama et Falkow, 1999). Ces facteurs sont, entre

autres, la biosynthèse des nutriments à l'intérieur de la SCV (Hoiseth et Stocker, 1981),

u
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la résistance aux réactifs intermédiaires oxygénés et azotés (Fang et al., 1999; Lundberg

et al., 1999) et la réparation de l'ADN endommagé (Buchmeier et al., 1993).

u

Le second système de sécrétion de type III, encode sur l'ilôt de pathogénicité 2

(SPI-2), est particulièrement impliqué dans la siuvie intracellulaire des salmonelles

(Ochman et Groisman, 1996). La propriété des sahnonelles à induire la

macropinocytose requiert un système de sécrétion protéique de type III, contact-

dépendant, qui transfert les protéines bactériennes sécrétées à l'intérieur de la cellule

hôte (Hardt et al., 1998). Les observations siu- l'expression des gènes SPI-2 et la

sécrétion par un SSTT suggèrent que le système PhoP/PhoQ agit comme un système

global pour la régulation des gènes de vimlence des salmonelles (Miller, 1989). SPI-2

appartient donc à un groupe de gènes requis pour la survie intracellulaire des

salmonelles qui sont activés par PhoP/PhoQ suite à leur entrée dans les macrophages.

PhoP et PhoQ font partie des systèmes de régulation à deux composantes qui permettent

aux bactéries de détecter et de répondre aux conditions environnementales en altérant

l'expression de certains gènes (Miller et al., 1989). Plus spécifiquement, PhoQ est une

protéine membranaire avec une activité histidine kinase qui répond au signal

environnemental en transférant un phosphate à la région N-terminale de PhoP. Lorsque

PhoP est phosphorylé, il se lie à des promoteurs spécifiques pour induire ou réprimer

l'expression de plus de 40 gènes. Des études sur la régulation des gènes activés par

PhoP, chez S. Typhimurium, ont démontré que l'activité de kinase de PhoQ pouvait

être réprimée par une augmentation de la concentration des cations divalents Mg et

Ça (Garcia et al., 1996). La liaison de ces cations à PhoQ pourrait causer des

changements de conformation de la protéine, permettant de réduire l'activité de kinase
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et la répression de l'expression des gènes activés par PhoP. Les produits des gènes

activés par PhoP jouent un rôle important dans certains aspects de la pathogénie des

infections à salmonelles, notamment dans la survie bactérienne, dans l'induction de la

fonnation de la vacuole SVC, dans l'augmentation de la résistance aux peptides

cationiques antibactériens de l'hôte ainsi que dans la résistance à une baisse de pH

(Ernst et al., 1999).

En résumé, les conditions expérimentales requises pour affecter ou favoriser

l'expression des gènes des systèmes de sécrétion de type III, au niveau de SPI-1 et SPI-

2 sont très différentes. En fait, l'expression des gènes au niveau de SPI-1 est augmentée

par des conditions limitantes en oxygène, lorsque l'osmolarité est élevée et à la fin de la

phase de croissance exponentielle (Bajaj et al., 1996). Ces indices environnementaux

réHètent les conditions renconti-ées par S. Typhimurium dans le lumen intestinal. A

l'opposé, l'expression des gènes du SSTT au niveau de SPI-2 est induite suite à une

carence nutritionnelle, laquelle reflète la situation à l'intérieur du phagosome de la

cellule hôte (Marcus et al., 2000).

2.3.5 Resistance de l'hôte aux infections à Salmonella

u

En plus des différents facteurs de virulence que possède chaque souche de

salmonelle, la résistance de l'hôte doit aussi être considérée dans le développement de

l'infection et/ou de la maladie clinique. Le système immunitaire fonctionne à travers

une série d'interactions humorales et cellulaires en réponse à l'envahissement par un

agent étranger (Sell, 1987). Différents mécanismes de résistance sont impliqués.
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Les mécanismes de défense naturels regroupent le système du complément, les

phagocytes et les barrières chimiques, physiques et microbiennes des différentes

surfaces du corps (Mold, 1999). Les cellules phagocytaires sont impliquées dans

l'ingestion et la dégradation des débris étrangers et dans la protection non spécifique de

l'hôte. En fait, les phagocytes sont en première ligne lors de la défense de l'hôte contre

les salmonelles. Cette réponse requiert la migration dirigée des phagocytes au site

d'infection, rattachement, l'ingestion des micro-organismes, la stimulation de la

flambée respiratoire, la fusion phagosome-lysosome, la dégradation des micro-

organismes et à la présentation des antigènes au système immunitaire. Malgré le fait

que ces cellules parviennent à détruire un grand nombre de bactéries envahissantes, les

salmonelles résistent à la bactéricidie par les phagocytes (Roof, 1989).

La réponse immunitaire aux infections à sahnonelles comporte différentes phases.

Dans un premier temps, l'élimination rapide de la majeure partie des bactéries ingérées

est visée. Par la suite, le système immuiùtaire doit limiter la croissance exponentielle

des bactéries restantes dans le système réticulo-endothéliale (SRE), principalement les

cellules mononuclées et les leucocytes polymophonucléaires (PMN). Cette maîtiise de

la croissance exponentielle dans le SKE se caractérise par une phase dans laquelle les

macrophages et les cellules NK (natural killer) sont les cellules effectrices, ayant l'IFN-

Y et le TNF-a comme médiateurs. Finalement, les micro-organismes retrouvés au

niveau des tissus sont éliminés suite à la participation du système immunitaire

(J\
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spécifique, des cellules T-dépendantes et par les mécanismes liés au complexe majeur

d'histocompatibilité (CMH) (Lalmanach et Lanthier, 1999) (figure 2.4).

u

Les fonctions du système immunitaire sont influencées par des molécules

spécifiques: les cytokines. Plusieurs cytokines possèdent la capacité de provoquer la

migration des cellules immunitaires, leur prolifération, leur activation et le

déclenchement des activités antimicrobiennes (Liles et VanVoorhis, 1995). Une variété

de produits bactériens de Salmonella spp. sont des inducteurs potentiels de l'expression

des cytokines par les cellules immunitaires (Wilson et al., 1998).
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Figure 2.4 Cytokines, signaux et résistance aux infections à salmonelles-Rôle central

des macrophages (Adapté de Lalmanach et Lanthier, 1999).
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En résumé, lorsque les phagocytes mononucléaires rencontrent les bactéries ou les

produits bactériens tels les LPS, ils ont un rôle central dans la résistance aux infections à

salmonelles. Ils sont ensuite activés, ce qui leur permet de réagir au processus

infectieux. Ceci s'applique plus spécifiquement à ceux portant l'allèle de résistance du

gène Nrampl (Natural resistance associated macrophage protein l). Cette réaction,
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débutant par la phagocytose, peut être médiée par l'expression de certains gènes, tels les

gènes d'expression des cytokines (IL-1, IL-6, TNF-a, ou IL-12), des gènes impliqués

dans la présentation des antigènes (CMH de classe II) eVou dans les fonctions

bactéricides (flambée respiratoire). L'expression de certains gènes se traduit par une

activité anti-microbienne accrue des macrophages avec la collaboration de l'IFN-y

produit par les cellules NK et/ou les cellules Thl (T-helper type l). L'activation des

macrophages peut cependant être contrôlée négativement par l'IL-10 produit par les

cellules Th2 (T-helper type 2). L'IL-10, étant antagoniste de l'effet de l'IFN-y sur les

macrophages et donc inhibiteur de la réponse bactéricide de l'hôte, cette cytokine

pourrait être impliquée dans la susceptibilité de l'hôte aux infections à salmonelles (Pie

et al., 1996).

La flambée respiratoire à l'intérieur des macrophages génère donc des réactifs

d'oxygène et d'azote (oxyde nitrique) tels les chloramines, les radicaux hydroxyles et

peroxyde d'hydrogène, lesquels sont convertis en acide hypochloré, un composé

fortement oxydant (Hassett et Cohen, 1989). Plus précisément, les radicaux superoxyde

(•Û2' ) et les radicaiix oxyde nitrique (N0*) peuvent réagir pour former le peroxynitrite

(OONO' ), ce composé ayant une puissante activité anti-microbienne. La fonction du

superoxyde dismutase que possède les salmonelles est non seulement de dégrader les

radicaux superoxyde mais aussi de prévenir la formation du peroxynitrite, conférant

ainsi une protection de la cellule bactérienne face à la bactéricidie (De Groote et al.,

1997).

u1
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La seconde composante du système immunitaire est l'immunité humorale

spécifique, qui correspond à la production d'anticorps par les lymphocytes B. Les

anticorps contribuent à la protection de l'hôte de différentes façons, soient par une

agglutination des agents infectieux qui contribue à augmenter la phagocytose, à

neutraliser les toxines, à bloquer rattachement bactérien, à opsoniser les bactéries et à

favoriser l'initiation d'une cytotoxicité à médiation cellulaire dépendante des anticorps

(Sell, 1987).

u

Les antigènes protéiques sont T-dépendants, la fonnation et la maturation des

anticorps est sous la dépendance des cellules B et T. Les épitopes immunogènes sont

présentés aux lymphocytes par les cellules présentatrices d'antigènes en association

avec les molécules du complexe majeur d'histocompatibilité de type II (Sell, 1987). Les

cellules Th activées expriment alors une molécule gp39 qui reconnaît spécifiquement le

CD40 sur les cellules B. Cette interaction libère alors des signaux d'activation aux

cellules B. De plus, les lymphocytes Th sécrètent des cytokines qui permettent

d'amplifïer la réponse humorale, pour induire la prolifération des cellules B, la sécrétion

d'anticorps et la formation des différents isotypes d'immunoglobulines. Les cellules B

stimulées poursuivent ensuite leur maturation dans les centres genninaux des follicules

lymphoïdes et se développent en cellules sécrétrices d'anticorps ou en cellules

mémoires. Les anticorps produits contre les antigènes protéiques sont de forte affinité.

Les antigènes T-indépendant induisent une réponse immunitaire sans la participation

des cellules Th antigène-spécifique. La plupart de ces antigènes sont des

polysaccharides (LPS), des glycolipides et des acides nucléiques qui se lient

efficacement aux immunoglobulines sur les cellules B afin d'induire une production
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d'antîcorps optimale. Les anticorps ainsi générés sont de faible affinité, appartiennent

en majorité à la classe des IgM et les cellules B activées ne se différencient pas en

cellules mémoires.

Les anticorps dirigés contre Salmonella spp. sont présents dans le sérum à la suite

d'une exposition à cet agent pathogène. Les cellules entières tuées et plusieurs

antigènes de Salmonella spp., notamment les LPS (Jimenz-Lucho et Leive, 1990) et les

protéines (Saxen et al., 1986; Udhayakumar et Muthkkamppan , 1987; Foulaki et al.,

1989) induisent la production d'anticorps. Il a aussi été démontré que le LPS est un

agent immunomodulateur qui augmente la réponse immunitaire des antigènes T-

dépendant (Ness et al., 1976).

u

L'importance de l'immunité hiunorale dans la protection des infections à

Salmonella spp. a été soulignée par Eisenstein et Sultzer (1983). Les experiences de

protection menées chez la souris ont démontré une meilleure survie suite à l'infection

expérimentale, une augmentation de la durée de la survie et une protection passive

contre des souches homologues. De plus, des évidences suggèrent que des anticorps

spécifiques dans le colostrum de vaches vaccinées avec Salmonella peuvent interagir

avec les micro-organismes dans le lumen de l'intestin des veaux et permettent

d'influencer le développement de l'infection (Royal, 1968). Le taux d'anticorps

spécifiques dans le sérum ne semble pas cependant être en corrélation avec la protection

de bovins infectés expérimentalement suite à une vaccination avec im mutant vivant

atténué ou des préparations dénaturées par la chaleiir de Salmonella spp. (Habasha,

1981; Lindberg et Robertsson, 1983). De plus, les animaux infectés ou immunisés avec
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Salmonella ne développent pas tous un titre d'anticorps contre cet agent pathogène,

même s'ils démontrent une augmentation de leur survie à une infection expérimentale

subséquente. Des anticorps dirigés contre les antigènes 0 des Salmonella non

typhoïdes ont semblé conférer une protection contre une infection subséquente (Robbins

et al., 1992). Une protection croisée a aussi été démontrée pour S. Typhimurium et S.

Dublin. Elle peut être attribuée à des composés antigéniques 0 communs et à certains

antigènes protéiques de type porines (Habasha, 1981; Lindberg et Robertsson, 1983).

La production d'IgA sécrétoires à la surface des muqueuses sont d'une

importance capitale afin d'éliminer les agents pathogènes tels les salmonelles,

particulièrement dans les premières étapes de l'infection. Tout au long de la vie, les

muqueuses sont continuellement exposées à des antigènes. La plupart des maladies

infectieuses se développent au niveau des surfaces muqueuses, et pour la plupart des

micro-organismes, elles sont limitées à ces sites. Pour combattre cette menace

constante, les vertébrés ont développé un système immunitaire mucosal complexe qui

permet de limiter les infections sans interférer avec les fonctions du tissu mucosal

(Klein, 1989).

u

La réponse en anticorps au niveau des muqueuses face aux antigènes de

Salmonella a été démontré chez le porc suite à l'infection expérimentale (Gray et al.,

1995) et à la vaccination (Stabel et al., 1993). Cependant, aucune étude n'a pu

démontrer une corrélation entre la résistance aux infections à Salmonella chez le porc et

la présence d'anticorps au mveau des muqueuses, et ce, malgré l'importance de

l'immunité mucosale (Gray et al., 1996).
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L'importance relative de l'immunité humorale par rapport à la réponse

immunitaire à médiation cellulaire suite aux infections à Salmonella spp. demeure

cependant encore controversée. Ce débat persiste et réside dans le fait que cet agent

pathogène a la capacité de survivre autant dans l'environnement inû-acellulaire

qu'extracellulaire. Les données disponibles suggèrent donc que les deux types

d'immunité sont nécessaires et importants pour la résistance aux infections à Salmonella

spp. A l'heure actuelle, il existe un manque d'information en ce qui a trait à la réponse

immunitaire du porc suite à une infection à Salmonella spp.

Susceptibilité de l'hôte aux infections à Salmonella spp.

La susceptibilité aux infections causées par les bactéries à Gram négatif est

largement déterminée par la réponse immunitaire innée envers le LPS. Depuis quelques

années, plusieurs équipes de chercheurs étudient les facteurs génétiques de l'hôte

responsables de la résistance naturelle aux maladies infectieuses et la susceptibilité de

l'hôte aux agents pathogènes intracellulaires (Bellamy, 1999).

u

Plusieurs gènes, chez la souris, affectant la résistance à une infection à Salmonella

spp. ont été étudiés. Parmi ces gènes, on retrouve les gènes Ity, pour la réponse

immunitaire à S. Typhimurium, le gène xid, pour l'immunodéfïcience liée au

chromosome X et codant une protéine kinase intracellulaire (BTEC, Burton's tyrosine

kinase), ayant un rôle dans l'apoptose, et le gène Lps, pour la réponse au LPS bactérien.

Le produit du gène Lps est le Toll-like receptor-4 (TLR-4), qui a une action régulatrice
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sur la réponse immunitaire au LPS (Malo et al., 1994; Poltorak et al., 1998 ; Quresni et

al., 1999). Ces récepteurs protéiques Toll sont jumelés à un système de signalisation

intracellulaire, qui permet l'activation de gènes impliqués dans le système de défense

imié de l'hôte (Means et al., 2000).

0

u

La survie des animaux lors de la première phase de l'infection, avant le

développement de l'immunité spécifique acquise, dépend de leur résistance naturelle.

Celle-ci contrôle la croissance exponentielle précoce des salmonelles dans les

macrophages du système réticulo-endothélial. Cette résistance naturelle ou innée est

sous le contrôle du gène Nrampl du locus Ity/Lsh/Bcg situé sur le chromosome l. Ces

derniers sont impliqués dans la résistance aux pathogènes intracellulaires

Mycobacterium bovis, Leishmania donovani et Salmonella Typhimurium

respectivement (Blackwell, 1989). Une mutation dans un allèle de ce gène détermine la

susceptibilité à l'infection avec des pathogènes intracellulaires. In vitro, l'expression du

gène Nrampl peut être induite par l'IFN-y et le LPS chez des macrophages de souris en

culture ainsi qu 'in vsvo suite à une injection intrapéritonéale chez la souris (Govoni et

al., 1997). Ce gène Nrampl a aussi été décrit chez diverses espèces animales telles le

mouton, le bovm, la volaille et le porc (Feng et al., 1996; Hu et al., 1996; Bussmann et

al., 1998; Sun et al., 1998). Toutefois, même si la structure du produit du gène Nrampl

a été bien caractérisée comme étant une protéine membranaire étroitement liée à la

famille des transporteurs de cations, sa fonction précise demeure encore incomiue

(Lalmanach et Lanthier, 1999). Ce gène influence la replication intracellulaire de ces

parasites dans les macrophages (Vidai et al., 1995). Le gène Nrampl code notamment
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pour une protéine membranaire, exprimée exclusivement dans les macrophages,

monocytes et leucocytes polymorphonucléaires. La protéine est localisée dans le

compartiment endosome-lysosome des macrophages et est rapidement acheminée vers

la membrane du phagosome contenant la particule étrangère lors de la phagocytose

(Govoni et Gross, 1998). Cette protéine semble jouer un rôle de transporteur de fer

(Searle et al.,, 1998) et semble affecter la replication des parasites intracellulaires en

altérant l'environnement intravacuolaire du phagosome contenant le microbe

(Gruenheid^a/,,1997).

u

En plus de ce gène de résistance, des gènes liés à la production de cytokines, ainsi

que des gènes d'expression des récepteurs de cytokines sont aussi impliqués dans la

resistance de l'hôte à l'infection par les saknonelles (DeJong et al., 1998). La réponse

précoce en cytokine peut probablement favoriser la différenciation des cellules T

subséquentes soit en type l (Thl) ou type 2 (Th2). Essentiellement, la réponse en

cytokine des Thl, caractérisée par la production d'IL-2 et d'IFN-y, est nécessaire pour

éliminer l'infection par les pathogènes intracellulaires. Des études récentes ont

démontré le rôle important de l'IL-12 dans la résistance aux infections à salmonelles.

En fait, il a été démontré que suite à une inoculation orale, les salmonelles induisent la

production de DL-12 au niveau de la muqueuse ainsi que dans les nœuds lymphatiques

mésentériques (Bost et Cléments, 1995; Kincy-Cain et al., 1996). Cette cytokine est

reconnue pour stùnuler la libération de I'IFN-Y, résultant ainsi en une activation des

macrophages et une résistance accrue à l'infection par les salmonelles (Ramarathinam et

al., 1991).
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2.4 Contrôle des infections à Salmonella spp.

Malgré d'appréciables efforts pour améliorer le processus d'abattage et limiter la

contamination des viandes par des bactéries pathogènes pour l'homme, un nombre

significatif de carcasses de porcs sont contaminées par des salmonelles. Il est donc

nécessaire de développer des moyens de contrôle de ce micro-organisme chez l'animal

vivant afin de réduire le taux de porteurs sains dans la population porcine et ainsi

réduire les risques de contamination des viandes lors de l'abattage.

2.4.1 Facteurs de risque

Berends et al., (1997), dans une étude portant sur les facteurs de risque et mesures

de contrôle pendant l'abattage des porcs et la tiansformation de la viande, considèrent

l'animal vivant comme le principal facteur de risque associé à la contamination par

Salmonella spp. Cette étude démontre qu'en fin d'engraissement, dans les élevages

contaminés, la probabilité que des animaux exempts de salmonelles deviennent infectés

est de 85%. Dans le cas où les animaux d'un seul enclos sont contaminés, la probabilité

que la transmission inter-parc se fasse est de 90% et la propagation de l'infection par le

personnel est évaluée à 60%. Outa-e ces considérations, les principaux autres facteurs de

risque identifies sont le manque d'hygiène à la fenne et, lors du transport, la nourriture

contaminée, l'utilisation d'agents antimicrobiens et le stress relie au transport et au

jeûne.

u
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Certains autres facteurs de risque ont été identifiés par Tielen et al. (1997). Le

statut hygiénique des élevages étant un facteur important. La pratique d'élevage en tout

plein-tout vide en petite section est une façon de créer un standard hygiénique élevé

dans la ferme par le nettoyage et la désinfection de chaque section après la sortie des

animaux. S. Choleraesuis, peut survivre plusieurs mois dans les matières fécales, ce qui

souligne l'importance à apporter à la décontamination de l'environnement afin de

réduire la prevalence des salmonelles, particulièrement à la ferme (Gray et a/., 1995).

Les fennes de grande dimension et la forte densité d'animaux sont deux éléments qui

favorisent la propagation et la persistance des salmonelles dans ce type de ferme.

2.4.2 Flores de compétitions

Les fondements de l'utilisation des probiotiques date des années 1900 avec les

études de MetohnikofF qui ont alors démonti-é les effets bénéfiques de l'utilisation des

lactobacilles du yogourt pour l'humain (Metchnikoff, 1908). Ce

terme probiotique signifie donc « en faveur de la vie » en opposition au terme

antibiotique signifiant « contre la vie ».

u

Ce terme a été proposé par Parker en 1974 pour désigner les micro-organismes et

substances qui contribuent au maintien de l'équilibre de la microflore intestinale. En

1989, les probiotiques ont été redéfini comme étant des préparations microbiennes

vivantes utilisées comme additif alimentaire et qui ont une action bénéfique sur l'hôte

en améliorant la digestion et l'équilibre intestinal (Fuller, 1989).
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Actuellement, les probiotiques sont connus comme étant des bactéries lactiques

sélectionnées, souvent composés de souches de Lactobacillus acidophilus et

Streptococcus faecium ou de souches de Bacillus spp. Ils sont utilisés dans les aliments

en forte dose et pendant de longues périodes afin de prévenir les désordres digestifs et

augmenter les perfonnances zootechniques (Vanbelle et al., 1990). D'autres auteurs

définissent les probiotiques comme étant des bactéries intestinales naturelles qui, après

inoculation par voie orale chez un individu, sont capables de s'établir, de coloniser le

tube digestif et de stabiliser la flore normale du tube digestif pour prévenir la

colonisation par des organismes pathogènes (Fuller et Gibson, 1997).

u

Les connaissances de la microflore du tractas digestif sont reliées aux différentes

études sur l'écologie microbienne effectuées à ce jour. Grâce à l'utilisation d'animaux

de laboratoire axéniques (sans germes), gnotoxéniques (axéniques ayant été inoculés par

une flore contrôlée) et holoxéniques (colonisés par une flore normale complexe et

inconnue), des progrès considérables ont été apportés dans la compréhension de

rétablissement de la microflore. En effet, il ressort de ces études que les micro-

organismes colonisent le tractus digestif des animaux nouveau-nés selon une dynamique

particulière d'une espèce animale à l'aut-e appelé séquence d'établissement (Tannock,

1988). Lors de la colonisation, les micro-organismes s'établissent sous la forme de

populations en équilibre, créant ainsi des habitats ou niches le long du tractus digestif.

La séquence d'établissement se termine lorsqu'un état d'équilibre s'instaure. Les

différences relatives à cet état d'équilibre, selon l'espèce animale, portent

essentiellement sur les espèces microbiennes et sur les sites du tractus où nichent les
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diverses populations de micro-organismes. Cependant, quelle que soit l'espèce animale,

la flore finale constitue alors une population stable et complexe constituée d'environ 10

12 micro-organismes/g de matières fécales, représentant environ 500 types bactériens

différents (Savage, 1977).

u

A la naissance, quelque soit l'espèce animale, le tube digestif est stérile. La

lumière intestinale sera colonisée par la flore environnante et ainsi que par la flore de sa

mère. La colonisation est rapide et est complétée en 5 à 6 jours. La colonisation débute

généralement par des colibacilles suivi des streptocoques, des bactéries anaérobies et

finalement, des lactobacilles. Cette microflore est subdivisée en 3 différents groupes :

le groupe principal dominant, la flore accompagnamce sous-dominante et la flore

résiduelle (Vanbelle et al., 1990). Le groupe principal dominant, qui est constitué de

plus de 90% de bactéries strictement anaérobies, est principalement composé de

bactéries des genres Bifidus, Lactobacillus et Bacteroides. La flore accompagnatrice,

environ 1% de la flore totale, est composée d'anaérobies facultatives qui sont

représentées par les Escherichia coli et les Enterococcus. La flore résiduelle (<0,001%)

est principalement composée de Cîostridium, Staphylococciis, Pseudomonas, Proteus,

de levures appartenant à l'espèce Candida ainsi que de bactéries avec un pouvoir

pathogène potentiel. Il faut cependant souligner qu'une partie de la biomasse de la flore

intestinale demeure inconnue (Gedek, 1989). Un équilibre s'établit entre les différentes

espèces microbiennes mais il peut varier selon le lieu anatomique (duodénum, iléon,

colon, caecum). On observe une variation de la flore microbienne selon l'âge des

anùnaux. Ceci peut dépendre de nombreux facteurs tels les sécrétions digestives,

l'acidité gastrique, les sécrétions biliaires, le péristaltisme intestinal, l'intégrité de la
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muqueuse intestinale et de la mucine qui la recouvre. La flore intestinale peut être en

outre modifiée par l'alimentation, l'antibiothérapie et par le niveau de stress de l'animal

(Savage, 1987; Gedek, 1989).

La période idéale pour l'utilisation des probiotiques chez les mammifères est la

période néonatale, plus spécialement lors des 4 premiers jours de la vie. Pendant cette

période, le jeune animal est protégé par le colostrum. Puisque le tube digestif est stérile

à la naissance, l'administration des probiotiques en nombre important peut jouer un rôle

protecteur vis-à-vis des agents pathogènes qui peuvent coloniser le tube digestif (Fuller,

1989). Il en est de même pour la période du sevrage. Puisque l'alimentation est

modifiée pendant cette période, la flore sera affectée. Il est donc recommandé de

débuter l'administration des probiotiques avant le changement alimentaire, en utilisant

des doses importantes pendant 8 à 15 jours, pour favoriser la présence de probiotiques

en quantité suffisante dans la lumière intestinale pendant la période du sevrage.

L'utilisation de probiotiques comme additif alimentaire est une autre façon de favoriser

l'équilibre de la flore intestinale et ce, pendant toute la période de croissance ou même

la vie entière de l'animal.

u

Plusieurs hypothèses ont été avancées pour expliquer le mode d'action des

probiotiques. Toutefois, ce domaine de recherche est encore controversé, et fait l'objet

de plusieurs spéculations. Certains mécanismes d'action ont été largement étudiés

(Fuller, 1989). Certains proposent que les probiotiques s'opposent à la prolifération des

bactéries pathogènes en compétitionnant pour les éléments nutritifs, en produisant des

acides organiques (lactiques), des substances antibiotiques (bactériocines), du H202, ou
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en empêchant l'adhésion des bactéries pathogènes. D'autres soutiennent que les

probiotiques produisent des métabolites capables de neutraliser les toxines bactériennes

"in situ" ou d'inhiber la production de métabolites toxiques. Certains enzymes sont

produits et améliorent l'utilisation digestive des aliments ou détoxifient les métabolites

nuisibles à la flore. De plus, ils stimulent le système immunitaire de l'hôte (Fréter et

al., 1983). En fait, Perdigon et al. (1995) ont observé que chez des souris holoxéniques

ayant ingéré du lait fermenté avec une souche de L. acidophilus et une souche de L.

casei, on observe une augmentation de l'activité phagocytaire et lymphocytaire. De

plus. De Simone et al. (1992) ont observé une légère augmentation de l'interféron

gamma chez des volontaires humains ingérant du yogourt frais. Il est donc possible que

des constituants de la membrane externe des cellules microbiennes puissent jouer un

rôle important comme immunomodulateurs.

Chez l'espèce porcine, des études d'exclusion compétitive à l'aide de cultures de la

flore cécale de porcs adultes ont généré des données intéressantes. Fedorka-Cray et al.,

(1997) ont noté ime réduction considérable de la présence de Salmonella Typhimurium

dans les tissus des porcelets supplémentés avec ces cultures bactériennes, suugérant que

l'utilisation peut être justifiée pour favoriser le conti-ôle des salmonelles chez le porc.

u

Une façon indirecte de favoriser une flore de compétition est l'utilisation de

prébiotiques. Par définition, ces composés sont des ingrédients alimentaires

difRcilement digestibles, comprenant entre autres les oligosaccharides, et qui stimulent

sélectivement la croissance et/ou l'activité de certaines bactéries présentes dans

l'intestin, notamment les bifidobactéries et les lactobacilles. Plusieurs études sur le
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mode d'action des prebiotiques ont été effectuées à ce jour. Certaines rapportent

l'utilisation de fructooligosaccharides (FOS) chez la volaille (Waldroup et ai, 1993;

Oyarzabal et Conner, 1996; Chambers et al., 1997), le porc (Howard et al., 1995) et

l'humain (Buddington et al., 1996). Des études chez la volaille ont démontré que le

FOS, additionné aux aliments, contribue à réduire la colonisation de l'intestin par les

salmonelles en modifiant la microflore intestinale (Bailey et al., 1991; Oyarzabal et

Conner, 1996).

2.4.3 Vaccination

Lors d'une infection par un pathogène intracellulaire, il y a certains mécanismes

par lesquels la réponse humorale ou spécifique peut contribuer à prévenir la maladie.

Ces étapes de l'infection sont notamment l'adhérence aux cellules de l'hôte, l'entrée et

la croissance intracellulaire (Baretta et al., 2000). L'interférence avec l'adhérence et

l'entrée des pathogènes intracellulaires semble être la méthode la plus efficace dans la

prevention de la maladie (Polyak et al., 1997). La prévention de l'adhérence peut êti'e

obtenue par l'induction d'une forte réponse immunitaire humorale, L'opsonisation avec

des anticorps spécifiques dirigés contre Salmonella peut réduire sa capacité d'adhérer

aux cellules de l'hôte (Fluckiger et al., 1998). La capacité d'induire une réponse

humorale, particulièrement la production d'IgA sécrétés à la surface de la muqueuse

intestinale, peut prévenir efficacement rétablissement des infections. Suite à l'entrée

du pathogène dans les cellules de l'hôte, une réponse à médiation cellulaire est

nécessaire afin de protéger l'hôte des envahisseurs (Barletta et al., 2000).

u
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Lorsque les salmonelles résident dans une vacuole à l'intérieur des cellules

présentatrices d'antigènes, les peptides immunodominants sont alors présentés par les

molécules du complexe majeur d'histocompatibilité de classe II (CMH-II) (Verjans et

al., 1995). La réponse en Th l est requise pour l'élimination des pathogènes

intracellulaires suite à leur enù-ée dans les cellules hôtes. La présence d'IL-12 permet la

réponse en Th l et l'IL-4 permet la réponse en Th 2 (Emoto et al., 1997). Il est donc

évident que la présence ou l'induction de différentes cytokines lors de la vaccination

contre un agent pathogène intracellulaire est détenninante afin de favoriser l'effet

protecteur du vaccin (Verma et al., 1995).

u

L'infection par les salmonelles induit une mémoire immunitaire qui génère une

protection significative contre l'infection, suite à une nouvelle exposition à cet agent

pathogène (Jones et Falkow, 1996). Il est notamment connu que l'immunité acquise

agit de concert avec l'immunité non-spécifîque afin de contrôler les infections à

salmonelles. La présence d'IgA sécrétoires au niveau de la muqueuse intestinale permet

d'y limiter la prolifération bactérienne et les dommages, prévenant ainsi les symptômes

de l'entérite (Michetti et al., 1994). De plus, les IgA sécrétoires peuvent aussi limiter

l'invasion bactérienne des entérocytes et des cellules M de la muqueuse. Par

conséquent, les IgA secrétaires seuls peuvent prévenir l'infection par certains agents

pathogènes entériques invasifs. Une étude de Michetti et al., (1992) relate la

susceptibilité des souris infectées par voie intrapéritonéales avec S. Typhimurium, alors

qu'elles étaient protégées lors d'une infection par voie orale, suggérant que les IgA

dirigés confa-e certains épitopes de S. Typhimurium ont un rôle déterminant dans la

protection.
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La vaccination contre les salmonelles est une sti-atégie intéressante pour contrôler

et prévenir la salmonellose chez les animaux puisque la détection des porteurs est

particulièrement difficile, étant donné l'excrétion intermittante de la bactérie dans les

matières fécales (Kramer et al., 1992). Les souches vaccinales de salmonelles vivantes

atténuées sont plus efficaces que les souches tuées ou que les vaccins sous-unitaires

pour induire une réponse immunitaire protectrice. En général, les vaccins vivants ont

une efficacité supérieure par leur capacité de stimuler une réponse immunitaire

cellulaire (Lindberg et Robertson, 1983) et une réponse humorale et sécrétoire (Matsui

et Arai, 1992),. Ils ont aussi une persistance accme chez l'hôte (Kantele et al., 1991) et

permet d'exprimer différents antigènes in vivo (Slauch et al., 1994). Les mécanismes

de protection à long terme, dépendent de différents facteurs, notainment, de la nature

des antigènes immunodominants, du degré de vimlence des souches de salmonelles et

de la résistance naturelle ou susceptibilité de l'hôte. Il a aussi été démonti-é qu'une

immunité humorale et cellulaire est obtenue suite à une immunisation par les vaccins

vivants (Mastroeni et al., 1993), ce qui confère une protection optimale chez les hôtes

susceptibles. Par contre, les vaccins tués génèrent une protection seulement chez les

hôtes ayant une résistance naturelle, probablement parce qu'ils ne peuvent induire de

réponse immunitaire cellulaire mais seulement une réponse humorale (Eisenstein et

Sultzer, 1983).

u

Plusieurs stratégies ont été utilisées pour rendre certaines souches de salmonelles

avirulentes (Chatfield et al., 1989; Cardenas et Clements, 1992). Il est possible

d'utiliser des mutants température-sensibles (Curtiss III et al., 1987), des mutants
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auxotrophes, par exemple AaroA, Aasd, Acys ou Athy (Galan et al., 1990 ; Smith et al.,

1984), des mutants déficients en purine ou dans la biosythèse de l'acide

diaminopimélique (mutants /^)ur et Âdap) (Clarke et Gyles, 1987; McFarland et

Stocker, 1987; O'Callaghan et al., 1988), des souches portant des déficiences dans

l'utilisation ou la synthèse des hydrates de carbone (mutants galE} (Germanier et Furer,

1971 ; Hone et al., 1987) et finalement, des mutants défectifs dans l'expression de

plusieurs gènes (Acya Âcrp ou ÀphoP) (Curtiss III et al., 1991). Ces différentes

approches ont généré des souches vaccinales avec des degrés variés de virulence et

d'immunogénicité (Clarke et Gyles, 1987 ; Curtiss III et al., 1991). Par exemple, les

mutants de S. Typhimurium AaroA et galE ne possèdent pas l'activité UDP-glucose

épimérase, cet enzyme qui convertit le UDP-glucose en UDP-galactose, un composé

essentiel à la synthèse du LPS de Salmonella spp. Ils sont avimlents et immunogènes

chez la souris (Hohmann et al., 1979; Hoiseth et Stocker, 1981; Hone et al., 1987).

Cependant, la mutation galE chez S, Choleraesuis ne réduit pas la virulence de cette

souche chez le porc, étant donné que le galactose est absent de l'unité répétitive

oligosaccharidique de l'antigène 0 de ce sérovar (Nnalue et Stocker, 1986).

u

La démonstration de l'importance de l'antigène 0 dans l'induction d'une réponse

immunitaire protectrice a mené à une nouvelle approche permettant de générer des

mutants avec leur LPS complet. Cette approche implique la production de souches

auxotrophes ayant une déficience dans la voie de synthèse de molécules aromatiques.

Ces souches ont besoin de suppléments nutritioimels non requis par les souches

parentales, qui se reflète par un besoin en composés aromatiques para-aminobenzoate et
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2,3-dihydroxybenzoate, nécessaires pour la replication de l'ADN (Robertson et al.,

1983). Un vaccin de S. Typhimurium (aromatique-dépendant) utilisé chez la souris et

les veaux a été efficace par les voies intramusculaires et orales pour réduire la maladie

et s'est révélé sécuritaire (Smith et a/-, 1984; Hook, 1990).

A l'opposé, les mutants de S. Typhimurium Âasd, Âthy et Jpur sont avirulents

chez la souris mais non immunogènes lors d'infection expérimentales suite à la

vaccination (Curtiss in et al., 1987; Nnalue et Stocker, 1987). Lorsque l'effet de ces

mutations ont été analysées chez la souris, tous les mutants ont démontré une réduction

de vimlence. Cependant, seuls les mutants AaroA se sont avérés avirulents pour ainsi

permettre leur utilisation comme vaccin vivant (Jones et al., 1991).

u

Certaines études ont démonti-é que les mutants Âcya Âcrp de S. Choleraesuis sont

avirulents et immunogènes chez la souris (Kelly et al., 1992) et chez le porc (Stabel et

al., 1993). La plupart des études de vaccination avec les différents mutants ont été

réalisées chez la souris. Cependant, une étude récente de Kennedy et al., (1999) a

comparé l'effîcacité chez le porc, de différents mutants Acya Acrp de S. Choleraesuis au

vaccin avimlent commercial SC54, une souche de S. Choleraesuis, purgée de son

plasmide de virulence de 50 kb et jugé séciiritaire et efficace chez le porc (Kramer et

al., 1992; Roof et Doitchinoff, 1995). La mutation non spécifique a été obtenue par

passages répétés dans des neutrophiles porcins. En résumé, les différents mutants Âcya

Âcrp générés et le vaccin SC54 ont démontré la même protection et un caractère

sécuritaire similaire. Toutefois, le nombre de porcs excréteurs de la souche de défi
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vimlente de S. Choleraesuis et la durée de l'excrétion se sont avérés inférieurs pour les

mutants Acya Acrp que pour la souche vaccinale commerciale (Kennedy et aï., 1999).

L'administration par voie orale de mutants vivants atténués permet d'utiliser la

route naturelle d'infection, ce qui facilite l'étape cruciale de présentation des antigènes

aux lymphocytes dans les tissus lymphoïdes associés au tube digestif. Ces événements

induisent notamment une production d'IgA sécrétoires à la surface des muqueuses

(Clarke et Gyles, 1993 ; Barletta et al., 2000). Il apparaît donc que le pouvoir

pathogène des salmonelles dépend de leur adaptation plus ou moins spécifique à un hôte

paniculier, de leurs facteurs de vimlence, de la dose infectante et de la voie

d'administration. De plus, des facteurs alimentaires ont aussi une incidence sur la flore

intestinale normale et sur le statut immunitaire de l'hôte (Kaye, 1996).

u
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ABSTRACT

The prevalence of Stilmonella spp. and Yersinia entêrûcolitica in finishing Swine

was evaluated using samples of cecal material. Samples were taken at six different

slaugtherhouses from 1420 healthy, 5-month-old pigs, raised by 223 producers in

Québec (1009 samples), Ontario (283) and Manitoba, Canada (128). Two different

broth media (Rappaport-Vassiliadis and Tetrathionate brilliant green) were used for the

selective enrichment oî Salmonella spp. The recovery of Y.enterocolitica was done by a

cold enrichment technique, followed by plating on a selective media (cefsulodin-

irgasan-novobiocin agar). Prevalence (with a 95% confidence interval) of Salmonella

spp. and Y.enterocolitica, were respectively 5.2% (4.0 to 6.4%), and 20.9% (18.8 to

23.0%). Overall, 24.6% of the animals tested were positive for one or both of these

pathogens. Since only a few herds (2.8%) appeared to be highly contaminated by

Salmonella spp., efforts should be undertaken in priority to conta-ol this pathogen in

those herds.

INTRODUCTION

u

Meat and meat products play a major role in the traiismission ofzoonotic diseases

(4, 18). Husbandry conditions during transport to slaugther may favor the growth or

shedding of a particular pathogen, so that when the animals arrive at the slaugtherhouse,

the pathogen can be an important component in the feces of pigs (22). During the

evisceration process fecal bacteria may accidentally contaminate the meat and

eventually cause diseases in humans (4). Healthy pigs were found to be earners of
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pathogenic strains of Y. enterocolitica and Salmonella spp, and are a source of infection

for humans (8,18).

Bean and Griffin (3) reported that from 1973 through 1987 pork was identifed as

the food véhicule in 25 outbreaks of human salmonellosis in the United States.

Lammerding et al. (12) recovered Salmonella from 17.5% of pork carcasses at slaughter

and S. Brandenburg, S.Derby. S.Infantis and Salmonella Typhimurium were the most

frequently isolated serotypes. Carrier animals are an important component in the

epidemiology of Salmonella. These animals shed Salmonella and may contaminate the

environment, instruments and eventually meat in abattoirs. Carrier animals are thought

to be important in disease dissémination (22).

Y.enterocolitica is another important cause of human gastrointestinal infections

and has been isolated from a wide variety of foods (13). Epidemiological and molecular

genetic evidence have shown that pork products are frequently identified as the source

of strains responsible of human infection (5). The predominant serotypes implicated in

human illness in Europe are 0:3 (9) and 0:9 (19), while the most common serotypes

causing gastroenteritis in humans in the United States arc 0:8 and 0:5,27 (10). Studies

in Ontario (19), Québec (14) and Saskatchewan, Canada (l l), have shown that the 0:3

serotype was the one most often recovered fi-om Canadian swine herds. These studies

found that 11.9% to 19% of swine carcasses in Canada were contaminated by

Y.enterocolitica.

0
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Given the failure of postharvest measures to control these pathogens, efforts are

now being made to control microbial pathogens at the fami level. Nevertheless,

evaluating farm-level control options requires knowledge of basic data such as

prevalence and distribution of pathogens in animals and production units. This study

was conducted to evaluate the prevalence of Salmonella spp. and Y. enterocolitica as

foodbome pathogens in finishing pigs at slaugtherhouse in parts of Canada and to

evaluate the prevalence distribution of these pathogens among différents herds.

MATERIALS AND METHODS

Collection of samples. All samples were obtained from finishing pigs

slaughtered between June 1995 and April 1996 in four abattoirs in Quebec, one in

Ontario, and one in Manitoba, Canada. A total of 1,420 samples were randomly

selected from healthy, 5-month-old pigs coming from 223 herds. Immediately after

evisceration and inspection, a small incision was made in the mid third of the cecum,

using a disinfected scalpel and two 1-g samples of cecal content were collected from

each animal. The identification number of the animal was noted in order to identify the

herd of origin. All samples from Quebec and Ontario were incubated within 12 hours

and 24 hours for samples from Manitoba.

u

Isolation and identification of Salmonella spp. One gram of cecal contents was

immediately added to a tube containing 9 mL of nutrient broth (Difco Laboratories,

Detroit, Mich.) and incubated for 18 to 24 hat 37°C. Following this pre-enrichment
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step, a 1-mL aliquot of nutrient broth was inoculated into 9 mL of two different broth

media for selective enrichment, Tetrathionate brilliant green (BBL Microbiology

systems, Cockeysville, Md.) and Rappaport-Vassiliadis (Oxoid, Hampshire, England),

and incubated for 48 h at 37°C. Then, one loopful (10 |iL) of each selective enrichment

media was inoculated onto a brilliant green sulfa agar (Difco) containing 20 f^g/mL of

novobiocin (Sigma Chemical Co., St-Louis, Mo.) and incubated for 24 h at 37°C.

Lactose-negative colonies were submitted to biochemical testing on Christensen's urea

and triple sugar iron media (Difco). Colonies suspected of being Salmonella spp.were

further tested by agglutination against polyvalent 0-antisera (Poly Al-Vi, Difco) and

Salmonella isolates were serotyped at the Health Canada Laboratory in Guelph, under

the supervision of Dr C. Poppe.

u

Isolation and identification of Yersinia enterocolitica. Recovery of

Y.enterocolitica was done by a cold enrichment technique. One gram ofcecal contents

from each animal was put in 9 mL of phosphate buffered saline and kept at 4°C for 6

weeks. At 3 and 6 weeks, samples were inoculated on Yersinia agar base (cefsulodin-

irgasan-novobiocin agar, Oxoid) containing the selective supplement SR 109 (Oxoid)

(17). Cefsulodin-irgasan-novobiocin plates were incubated at 28°C for 24 to 48 h in an

aerobic atmosphere. Typical colonies were inoculated on triple sugar iron and

Christensen's urea media (Difco) and incubated at 28°C for 24 to 48 h for presumptive

identification. Additionnai tests such as oxydase, citrate, rhamnose, sucrose, Voges-

Proskauer and API 20E system (Biomerieux, Ville St-Laurent, Qc) were done m order

to complete the identification. Serotyping of strains was done by slide agglutination
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using specific antisera against 0:3,0:5,0:8 and 0:9 antigens (Accurate Chemical &

Scientific Corporation, New York, NY). A Congo Red magnesium oxalate agar medium

was used fo detect expression of virulence-associated calcium dependency and Congo

Red absorbtion in Y.enterocolitica as described by Riley and Toma (16).

RESULTS

u

The prevalence of Salmonella spp. in finishing pigs was evaluated at 5.2 ±1.2%

with a 95% confidence interval. A total of 12 serotypes were identified (Table 3.1). The

most frequently isolated serotypes were S. Brandenburg (40.9%), S. Infantis (16.4%), S.

Derby (9.8%), S. Typhimurium (8.2%), S. Schwartzengnmd (4.9%) and S. Urbana

(4.9%). Three serotypes were isolated only in Ontario: S. Krefeld, 5'. Mbandaka and S.

Urbana. The frequency distribution ofherd-level Salmonella infection in finishing pigs

was calculated using herds where at least five samples were collected (Table 3.2). A

herd positive for Salmonella spp. was define as a herd where at least one positive

sample was found. Salmonella spp. was present in 26.2% of herds where at least five

samples were collected. The fi-equency distribution of Salmonella spp. among herds

showed that the highest prevalence was in the 10 to 20% interval (for 13.1% of the

producers). Two different selective enrichment media were tested for the isolation of

Salmonella spp., namely Rappaport-Vassiliadis and Tetrathionate brilliant green broth,

and both media showed similar efficiency (data not shown).
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The prevalence of Y.enterocolitica (Table 3.1) was evaluated at 20.9 ±2.1%.

Y.enterocôlitica was recovered from 67.3% of the herds where five or more samples

were collected, and the highest prevalence was also in the 10 to 20% interval (for

22.4% of the selected producer population) (Table 3.2). Four different serotypes were

identified, and the most frequently found serotypes were 0:3 (85.5%) and 0:5 (9.1%)

(Table 3.3). The presence of the plasmid associated with the vimlence of Y.

enterocolitica by detecting calcium dependency and Congo red absorbtion was

evaluated in all isolates. It was found that 76.7% were positive for the presence of the

virulence plasmid.

For both pathogens, seasonal incidence was evaluated, and a higher prevalence in

summer (5.2 to 9.0%) for Salmonella spp. was observed compared with 2.1 to 5.0% in

winter (p= 0.002). Seasonal variation was also observed for Y. enterocolitica. In

contrast, the prevalence in summmer was significantly lower (14.8 to 20.3%) than in

winter (18.6 to 25.1%, p==0.04).

u
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DISCUSSION

u

This study indicated that a significant proportion of healthy pigs (24.6%) were

carriers of either or both Salmonella spp. and V. enterocolitica. The prevalence of

Salmonella spp. in finishing swine reported in this study was found to be comparable to

the prevalence reported in other studies (6, 7, 23). The serotypes most often found in

Canada are generally among those most prevalent in the United States and Europe (6,

7), but differences were noted particularly concerning the prevalence of the different

serotypes in the population. For instance, S. Enteritidis was not found in this study

while S. Infantis is a serotype regularly isolated in Canada. Salmonella Typhimurium

was the fourth serotype in importance isolated in pigs in this study. We observed that

three serotypes (S. Urbana, S. Krefeld and S. Mbandaka) were only found m Ontario,

indicating a possible variation in serotypes according to the region. No Salmonella was

isolated in Manitoba but the low number of samples taken in this province cannot allow

us to conclude about the prevalence of Salmonella spp. in Manitoba. The Salmonella

spp. prevalence distribution among the diflferent producers was mainly under 20%,

indicating that contamination for this pathogen is limited to specific swine productions,

Only a few producers had animals with a carriage rate higer than 50% (2.8%). The

incidence of Salmonella spp. in pigs and the percentage of highly contaminated herds

are rather low in comparison with other types of animals production and would support

efforts to control this pathogen in production units, particularly in highly contaminated

herds. Extensive environmental and animal sampling is now being done in these herds

in order to gather epidemiological data concerning sources of infection by Salmonella

spp. Other studies in United States (2, 4) and Canada (12, 14) observed higher
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prevalence of Salmonella spp. in swine, These studies were done using carcasses, and it

is thus difficult to relate the percentage observed in cecal contents samples to

contamination of meat, since only a small proportion of carcasses are contaminated

during the slaughtering process. The percentage observed in carcasses may result in

cross contamination after the evisceration step.

The technique with Tetrathionate brilliant green and brilliant green sulfa media for

the isolation of Salmonella spp. was used in this study. Although a similar technique

gave good results in the recovery of Salmonella in environmental samples (15), it is

accepted that no bacteriological sampling can provide a full recovery of positive

animals. Given this, it is therefore possible that the real percentage of swine canying

Salmonella spp. could by higher that the one obsen/ed in our study.

D

The presence of 7. enterocolitica in 20.9% of pig cecal contents is in accordance

with other reports that identify swine as an important reservoir for this microorganism

(14, 20, 21). The most frequently isolated serotype was 0:3 (85.5%) and it is also the

most frequently isolated serotype from humans in Canada (13, 21). The serotype 0:3

has consistently been recovered from the cccal contents of healthy pigs in different parts

of the world (19). This serotype is common in pork and risk of cross-contamination of

other products, for example, ready-to-eat meat was shown to be a source of human

infection (1). Strains belonging to serotype 0:3 biotype 4 are responsible for yersiniosis

in Europe, Japan, South Afnca and Canada (10). The 0:5 serotype was isolated from

Ontario and Manitoba with a higher percentage (16.5% and 14.3% respectively) than

from Quebec (4.7%). Only a few strains isolated were 0:9 (3.3%) and 0:8 (0.4%). The
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Y.enterocolitica distribution among producers was also mainly under 20% but among

these, 12.2% of the herds showed a carriage rate higher than 50%. Since very little is

known about the epidemiology of this bacteriuffl on farms, more studies on these highly

contaminated herds are needed to propose efficient control measures for this pathogen.

0

This study confirmed that pigs are a significant reservoir of foodbome pathogens

such as Salmonella andY.enterocolitica. Mass production and rapid distiibution of

food pose a particular risk for widespread foodbome outbreak infection with thoses

pathogens. New on-farm initiatives in food safety, such as the application of hazard

analysis critical control point systems, will help reduce the risk of foodbome

transmission of pathogens. Identification of the sources of contamination and a better

conù-ol of those pathogens at the farm level will be needed to reduce incidence of

carcass contamination at slaugtherhouses.
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n TABLE 3.1: Distribution of Salmonella spp. serotypes according to the region
(û=61)

Serotypes

S. Brandenburg

S. Infantis

S. Derby

S. Typhimurium

5'. Schwartzengrund

S. Urbana

S. Agona

S. California

S. Senftenberg

S. Heidelberg

5. Krefeld

S. Mbandaka

Number of isolates

Québec
(n=1009)

Ontario
(n=283)

Manitoba
(n=128)

24

10

6

4

3

0

2

2

2

l

0

0

l

0

0

l

0

3

0

0

0

0

l

l

54(88.5%) 7(11.5%)

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

Total (%)

40.9

16.4

9.8

8.2

4.9

4.9

3.3

3.3

3.3

1.6

1.6

1.6

100%

u
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TABLE 3.2: Frequency distribution of herd-level foodbome pathogens in

fmishing pigs for herds where 5 or more samples were taken.

Intervals of prevalence of Salmonella spp. and Y. enterocolitica (%)a

0 0-10 10-20 20-30 30-40 40-50 50-60 60-70 70-80 80-90 90-100

Salmonella spp.

73.8 6.5 13.1 0.9 1.9 0.9 0.9 0.0 1.9 0.0 0.0

Y.enterocolitica

32.7 15.0 22.4 7.5 6.5 3.7 4.7 2.8 2.8 1.9 0.0

a Each interval represents a proportion of infected pigs greater than lower bound

indicated, and less than or equal to upper bound. Percentage in each interval

represents proportion of producers recognized positive.

u
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n TABLE 3.3: Dîstiibution of serotypes among samples positive for Y.
enterocolitica according to the region (n=275)

Number (%)

Serotypes Québec Ontario Manitoba Total

0:3

0:5

0:8

0:9

Nr

Total

156(91.8%)

8(4.7)
l (0.6)

5 (2.9)
0

170(61.8)

67 (73.6)

15 (16.5)

0

4 (4.4)

5 (5.5)

12 (85.7)

2 (14.3)

0

0

0

235 (85.5)

25 (9.1)

l (0.4)
9 (3.3)
5(1.8)

91(33.1) 14(5.1) 275(100)

"NT: nontypable

u
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ABSTRACT

Five porcine finishing units, previously identified as contaminated by Salmonella,

were sampled to identify possible sources ofcontaniination and to study the distribution of

Salmonella within the herds. A total of 208 environmental samples were taken and 87

samples (42%) were found contaminated by Salmonella spp. Salmonella was recovered

fi-om several types of samples. Among these, fecal material fi'om pens, building

environment such as doors, floors, ventilation units, dust and farm accessories were most

often found positive. Some of the flies and rodents were also positive. Two of the

finishing units were part of an integrated production system and the prevalence and

disûibution oî Salmonella spp. at different production steps of the integrated facilities were

studied. Forty-one farms were sampled and a total of 1923 faecal samples in randomly

selected pens were analysed. One hundred and fifty-one samples (7.9%) were positive for

Salmonella spp. Among the farms sampled, 70.7% (29/41) were positive for isolation of

Salmonella. The different levels in the integrated production were unevenly contanunated.

Replacement sow (15.9%) and finishing unit for gilts (21.9%) were the most contaminated

levels. Ten serotypes of Salmonella (n= 132) were identified in the production pyramid

\vith a predominance of Salmonella Derby (37.1%) and Salmonella Typhimurium (34. 1%).

Pulse Field Gel Electrophoresis analysis of the various isolates from serotypes and

Salmonella Typhimurium, Salmonella Derby and Salmonella Anatum showed no variation

in the genetic profiles, within each serotype, suggesting a vertical contamination

throughout the diflferent production steps.

Key words: Salmonella, swine, prevalence, contamination sources, genotypes

u
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INTRODUCTION

Salmonella infections rank among the most important causes of bacterial enteritis in

humans (Todd, 1995). At present, sahnonellosis is considered, along with

campylobacteriosis as one of the two most prevalent reported foodbome diseases in

industrialized countries (Doyle, 1981; Beran, 1995), most often associated with eating

contammated meat. Pork meat and pork meat-based products are significant sources of

infection in human (Beran, 1995).

Although Salmonella spp. may survive for long periods in the environment

(Thomason et al, 1975 ; Bohm, 1993) it is believed that the carrier animal is the major

source of infection for both animals and humans (Gray and Ferdorka-Cray, 1996). Swine

can carry Salmonella in both the intestinal tract and in the mesenteric lymphatic nodes

(Wood et al., 1989 ). Sti'ess factors, such as transport to the abattoir, have been shown to

promote shedding of Salmonella by carrier swine. This release of Salmonella contributes

to the contamination of carcasses and the environment at slaughterhouse (Wilcock and

Schwartz, 1992).

In many countries, efiforts are now being made to reduce the incidence of Salmonella

carriage at the fann level (Fedorka-Cray et al., 1994; Wierup, 1994; Oison, 1996; Dahl et

ai, 1997; Letellier et al., 1997). To do so, it is unportant to identify contamination sources

at the fann. The development of efiGcient on-farm strategies to control Salmonella spp.

requires knowledge of basic epidemiological data, such as prevalence and distiibution of

pathogens in animals and production units.

u The aim of the first part of this study was to identify, in herds known to be positive

for the presence of Salmonella (Letellier el al., 1999), possible sources of contamination.
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n In the second part, we evaluated the prevalence and distiibution of Salmonella spp. at the
different levels in an integrated swine production system.

MATERIALS AND METHODS

2.1. Collection of samples

Producers from five famis, where animals were found positive in a previous study by
bacteriological cultures of fecal material, agreed to participate in the project. Two of these
fanns were specifically choosen because of the presence of clmical signs during an
outbreak of sahnonellosis. The farms were sampled to identify sources of contamination.
A total of 208 samples were taken fi-om different locations within these five fann units.
Samplmg taken on each farm included random sample of pens (l g of fecal material fi-om
four sites), water (l mL m pens and main source) and feed (l g in pens), swabbing of the
doors (bottom and handle) and a 10 cm surface from the floors , farm accessories
(brooms, boots) and the ventilation units (except for one farm with natural ventilation).
Other environment samples were taken only when present or in significant number, such
as rodents (either intestinal content when animal were caught; trap swabbing; or sample of
soil fi'om nests), flies (pool of five), fecal material fi'om birds (pool of five), insects such as
grasshoppers, crickets and spiders, dust from windows sills and pipes (swab on four sites).

u

Finishing units C and D were part of an integrated production system. A total of
1923 samples of fecal material fi-om pens randomly selected were collected on 4l farms
fi-om the different production levels, begmnmg with replacement gilts (n=l) and sows
(gestation, n=l), followed by the fan-owmg house with nursery (n=l), the finishing units
for gilts (n=6), the commercial farrowing houses (n=14), the off-site nurseries (n==4) and
the commercial finishing units (n=14). Prevalence and 95% confidence interval (Fleiss,
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( ) 1981) were computed for each level of production. Feedstuffs and supplements (n=46)

were sampled fi-om the main milling. The farrowmg house was visited six times, sows

gestation and farrowmg houses were visited twice while the other production levels were

sampled once.

2.2 Isolation and ideûfificatioa oî Salmonella spp.

Each sample was put in a tube containing 9 mL of nutrient broth (NB) (Difco,

Deû-oit, MI) and incubated for 18-24 h at 37°C. A l mL aliquot of each pre-enriched

culture was inoculated into 9 mL of Teti-athionate brilliant green (TBG)(BBL,

Cockeysville, MD) for the selective enrichment of Salmonella spp. and incubated for 24 to

48h at 37°C. Then, one loopfiil (10 ^L) of TBG was inoculated onto a Brilliant Green

Sulfa agar (BGS agar, Difco) containing novobiocin (Sigma, St-Louis, MO) at 20 pg/mL

(Tate et ai, 1990) and incubated for 24 to 48h at 3 VC. Lactose negative colonies were

tested for iirease production and for typical reaction on Triple sugar iron media (Difco).

Colonies with a pattern suggestive of Salmonella spp. were tested by slide agglutination

with a polyvalent 0-antisera (Poly Al-Vi, Difco) and Salmonella isolates were serotyped

at the Agriculture and Agrifood Canada Laboratory in Guelph, under the supervision of Dr

C. Poppe.

2 J. Pulsed-field gel electrophoresis analysis

u

Pulsed-field gel electi-ophoresis (PFGE) was carried out on DNA which had been

exti^cted fi-om Salmonella spp. isolates and digested with Spe I as described previously

(Schwarz and Liebisch, 1994). DNA fogments were separated by electi-ophoresis m a

1.2% agarose gel at 200 V with a linear ramp switch time of 5 to 25 sec for 18 h with a

Gene Navigator apparatus (Pharmacia, Sweeden).
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RESULTS

The envu-onment of the five fanns exammed were found to be contaminated and the

number of positive samples on each fann ranged from 17 to 66%. On two of these fanns,

A and C, clmical signs compatible with salmonellosis had been noted. On farm A, pigs had

mild to severe diarrhea, some were prostrated and deaths were noted. Farm A was

extensively sampled and a large variety of samples were found positive (Table 4.1). Fecal

material fi-om dead animals (86 %), fecal material from pens (100 %), water (79 %) and

feedstufif (40 %) were found to be positive for the presence of Salmonella by culture.

Other samples within the barn such as doors, floors, ventilation units, and dust were found

positive for Salmonella. Despite the low number of samples takea, farm accessories like

boots, shovel and soil firom rodent's nests were also found positive. On this farm, flies

caught within the barn, and samples such as soil and water near dead animals close to the

fi-ont door were found positive.

On farm C, pigs had clinical signs similar to those of farm A but no mortality was

observed. No dead animals, flies or rodents were sampled on this farm. A total of 83.3%

of the samples of fecal material taken from the pens were found positive for Salmonella.

Water samples as well as samples taken from the doors, floors, ventilation units, and dust

were found positive. The boots of the animal caretaker working on this farm were also

found positive for Salmonella . Overall, 70 out of the 115 samples taken from herds with

clinical signs were positive for Salmonella m comparison to 17 out of the 93 samples taken

fi-om herds without clinical signs.

u

The average prevalence of Salmonella spp. in the fecal samples from the mtegrated

swine unit was 7.9% (Table 4.2). The highest prevalences were found in the replacement

gilts unit (15.9%) and finishing units for gilts (21.9%).
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The various isolates of Salmonella were found belonging for the most part to

serogroup B (76.5%), followed by serogroup Cl (10.6%) and El (10.6%) (Table 3). A

small percentage (2.4%) was not associated to any specific serotype. Among the isolates of

group B, Salmonella Derby and Salmonella Typhimurium (phage types 108, 104,169 and

771) were the most frequent. No Salmonella were isolated from the feedstuff's and

supplements sampled from the mam milling. On the same sampling day fi-om different

saniples, two different serotypes were recovered in 11 out of the 46 sampled herds, and a

maximum of three serotypes were detected in two herds.

Three different serotypes, Salmonella Typhimurium DT 108, Salmonella Anatum

and Salmonella Derby, were found throughout the integrated system and using

macroresù-iction analysis of DNA by PFGE, we did not detected any variation of the

genetic profile between isolates of the same phage type.

DISCUSSION

J

In the herds studied, many environmental samples such as water taken in the pen,

boots, floors, doors, rodent or rodent's nests were found to be contaminated. Althought we

cannot conclude that these positive samples were the source of the infection for swine,

there is no doubt that they could be involved in subsequent recontamination if appropriate

measures are not taken. Rodents and wildlife are well known vectors of Salmonella

(Muirhead, 1993; Davies et al., 1997). In addition, on farm A, where clmical signs were

present, a water sample taken from the main water supply was positive, indicatmg that

water can play a significant role in the spread of salmonellosis. This could explain the

high prevalence of Salmonella in the environment and in animals on this farm. However,

since many animals were found positive for Salmonella, we cannot exclude the possibility

of animal to animal transmission. Flies were positive for Salmonella on the highly
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contaminated farms and as mentionned elsewhere, they may be involved in the

dissémination of Salmonella in the environment as earner of microorganisms (Morse and

Duncan, 1974; Khalil et al., 1994). It is important to note that m these herds, dead animals

were possible sources of contamination. Disposal of dead animals in specific sites with no

risk of premise recontamination is thus an unportant feature ofabiosafety program. Given

the widespread dissémination of Salmonella in the environment of the afifected finishmg

unit, once assured that water is free of Salmonella, harsh hygienic measures such as

fiunigation or rigourous washing and disinfection combined with implementation of strict

sanitary measures and control of rodents and flies on the farm are indicated in order to

reduce contamination by Salmonella.

In herds without visible clinical signs, although several pens were found positive for

the presence of Salmonella, there was limited cross contamination of the environment.

Water and feedstuffs fi'om the pens were not found to be contaminated and the building

environment and accessories were less contaminated. It is of interest to point out that boots

of animal caretakers were found positive for Salmonella in both type of herds, indicating

that a particular attention should be given to the dismfection of boots to avoid the spread of

Salmonella. Given the fact that Salmonella was present in animal feces without massive

environmental contamination, this led us to believe that animals were the main source of

contamination in these herds.

u

In the second part of the study, the prevalence and distribution of Salmonella in the

integrated swme unit was evaluated at different levels of an integrated production system.

The overall prevalence was estimated at 7.9 and 70.7% of the farms sampled were positive

for Salmonella spp. by culture, indicating a wide distribution of this pathogen in the

integrated unit with a high contamination rate in replacement gilts level (15.9%) and

finishing unit for gilts (21.9%). Davies el al., (1998) also reported high prevalence (18-
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n 22%) o! Salmonella spp. in breeding animals. Given the risk of spreading Salmonella in

the steps above caused by the higher prevalence in reproducing animals on the top of the

integrated production, contt'ol measures were undertaken in priority as a first step of a

global conti-ol program.

Since no variation of the genetic profile was noted by PFGE within a same serotype,

this suggests that the origin of the containination of the pyramid by Salmonella

Typhùnurium DT 108, Salmonella Anatum and Salmonella Derby is the nucleus herd.

From these observations, it was concluded that in these swine herds. Salmonella infection

was transmitted vertically by the mti'oduction of the pathogen into herds via carriers at the

breeding level.

Conti'ol of the infection caused by Salmonella spp. is luiked to the detection of

carrier pigs, contaminated feed or water and ofenvu-onmental sources of infection. Pigs are

most likely to develop disease during periods of stress or when exposed to large numbers

of Salmonella (Allred, 1972). It is well documented that carrier pigs are positive for

Salmonella in the mesenteric lymph nodes, tonsils, cecum or feces (Wilcock and Olander,

1978; Wood et al., 1989). This facultative inti^cellular pathogen can avoid humoral

immunity in the inu^cellular environment. This suggests that a strong cellular response is

needed for the elimination of this pathogen (Sell, 1987). It would thus be important in the

future to find tools to reduce carriage of Salmonella in swme in order to achieve better

conù-ol of the contamination of carcasses at the slaughterhouse.

u

The demonstration of vertical ti^nsmission of Salmonella at different levels of an

integrated production system stresses the importance of reducing carriage in live ammals

by very stiict and constant farm hygiene measures, starting at breeding farms, combined
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n with other measures such as pmdent use of antibiotics and promotion of resistance to

colonization by Salmonella (Bercnds et a/., 1996).
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v^ Table 4.1. Environmental sampling iû swine herds positive for Salmonella spp.

Farms

Samples A* B e* D E

Fecal material fi-om pens 18/18 4/19 5/6 3/4 3/7
Water 11/14 0/2 1/3 0/2 0/1

Feedstuff 2/5 0/4 0/1 0/3 0/1

Floors 1/3 0/1 2/2 0/2 0/4

Doors 2/4 1/2 1/1 1/2 0/4

Ventilation units 2/8 2/8 0/3 - 0/3

Dust 2/2 - 0/2 0/1 0/1

Dead animals 12/14 - - - .

Rodents (animals and fraps) 1/4 1/3 - 0/1
Flies 6/7 - - 0/1 -

Spider, cricket, grasshopper 0/1 0/3 - - 0/1
Birds fecal material - - 0/3 0/4

Boots 1/2 - 1/1 - 1/1
Shovel 1/1 - 0/1 0/2 0/1

Broom 0/1 - - 0/2 0/1
Exterior (soil near dead animals) 1/7 1/3 0/1

Total

% positive

60/91

66

9/45

20

10/24 4/24 4/24

42 17 17

'Farms with clmical sahnonellosis

u
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Table 4.2. Prevalence and disfribution of Salmonella spp. in an integrated swine unit.

Production level*

(No. of sites)
No. of samples No. of positive

isolates

Replacement gilts (1) 63

Sow (gestation) (1) 148

Farrowing house-Nurseiy ( 1 ) 136

Finishing unit for gilts (6) 183

Commercial farrowing house (14) 656

Nursery ofF-site (4) 192

Commercial finishing unit (14) 545

10

8

3

40

37

2

51

Prevalence

(CI95%)b

15.9

5.4

2.2

21.9

5.6

1.0

9.4

(8.3-27.7)

(2.5-10.7)

(0.6-6.8)

(16.2-8.7)

(4.1-7.8)

(0.2-4.1)

(7.1-12.2)

Total samples

Total fanns

1923

4l

151

29

7.9 (6.7-9.2)

70.7 (54.3-83.4)

* The different production levek of an integrated swine unit arc mdicated m the same

order as the one followed by the pigs in the integrated unit.

''Confidence interval 95%

u
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Table 4.3. Serotypes and phage types of Salmonella isolated fixïm an integrated
swine production unit at different production levels (n=132)

Serogroups Serotypes

B

Cl

El

NA*

Total

Positive samples Proportion of total

number of isolates

Salmonella Derby 49

Salmonella Typhimurium 45
DT 108 (34)
DT 104 (6)
DT 169 (3)
DT 771 (l)
atypical (1)

Salmonella Heidelberg 6

S. Schwartzengrund l

Salmonella Ohio 11

Salmonella Infantis 3

Salmonella Anatum 14

1:6,7:-:- l

IroughO.'i:!^ l
I:4,5,12:-:-n-m l

10 132

37.1%

34.1%

4.5%

0.8%

8.3%

2.3%

10.6%

0.8%

0.8%
0.8%

^sfot associated to specific serotype

u



'-)

CHAPITRE 5

Assessment of various treatments to reduce carriage oî Salmonella in swine.

Manuscrit publié dans The Canadian Journal of Veterinary Research
2000,64:27-31

u



h

104

Assessment of various treatments to reduce carriage oî Salmonella in swine.

A. Letellier, S. Messier, L. Lessard and S. Quessy

Université de Montréal, 3200 rue Sicotte, St-Hyacinthe,

Québec, J2S 8E3 (Letellier, Messier)

Santé Canada, Laboratoire d'hygiène vétérinaire et alimentaire, 3400 Casavant

Ouest, St-Hyacinthe, Québec, J2S 7C6 (Lessard, Quessy)

Corresponding author: Dr. Sylvain Quessy

u



(

105

RÉSUMÉ

Dans cène émde, différentes stratégies, incluant des agents probiotiques et

prébiotiques, la vaccination et l'acidifîcation de l'eau de consommation ont été évaluées

afin de rédmre l'état de porteurs de Salmonella spp. chez le porc. Suite à une infection

expérimentale, une réduction de la colonisation des nœuds lymphatiques mésentériques

(NLM) par S. Typhimurium a été observée chez les animaux ayant reçu des

bambermycines, ainsi que chez les animaux vaccinés avec un vaccin vivant atténué.

L'acidifîcation de l'eau de consommation, l'utilisation de poudre d'œuf contenant des

immunoglubulines spécifiques dirigées contre S. Typhimurium et un vaccin à base

d'endotoxine n'ont pas amené de réduction de l'excrétion de Salmonella spp. chez des

animaux infectés expérimentalement. Cependant, une réduction de l'excrétion de S.

Typhimurium dans les fèces a été notée chez les animaux ayant reçu des

fhjctooligosaccharides (FOS) dans l'eau de consommation. Une modification de la flore

bactérienne des matières fécales des animaux supplémentés avec les probiotiques et les

prébiotiques a été observée lors de l'examen au Gram des frottis provenant des

écouvillons rectaux.

ABSTRACT

u

In this shidy, different strategies to reduce carriage of Salmonella spp. m pigs

were evaluated. Probiotics, prebiotics, vaccination, and acidification of drinking water

were assessed as means of reducing Salmonella. Acidification of water, use of egg yolk-

specific immunoglobulins, and vaccination with an endotoxin vaccine did not reduce
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Salmonella excretion in experimentally infected pigs, A reduction oî Salmonella in the

colonization of mesenteric lymph nodes was observed with the use of bambermycms
and a live attenuated vaccine. A reduction in the shedding of 5. Typhimurium was also

observed after supplementation with fhictooligosaccharides in drinking water. The use
ofprobiotics and prebiotics appeared to change the pig fecal bacterial flora as indicated
by Gram staining of smears from rectal swabs.

KEY WORDS: Swine, Salmonella, bambennycins, probiotics, vaccination, prebiotics.

INTRODUCTION

SaImoneUosis has become one of the most important zoonoses transmitted by

meat in developed coimtries (1). From 1977 to 1984, Bryan (2) observed that pork was

responsible for 11% of the Salmonella outbreaks attributed to meat. In addition to the

impact of salmonellosis on human health, it is also a major disease resulting in
economic losses for the swine industry (3).

u

It was reported that animals can become infected by contaminated feed, chrome

carriers inti-oduced into the herd, rodents or people who visited a contaminated fann

before entering the production unit (4-6). At the abattoir, the initial source of
contamination of the environment and animals, is the carrier pig, and transmission is

thought to occur by pig-to-pig contact or by exposure to the contaminated environment

(7). Current efforts to identify and eradicate the carrier population has been unpeded by

a lack of information regarding the epidemiology and pathogenesis of salmonellosis in
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swine and by the lack of practical means to control the carriage of Salmonella by
asymptomatic animals. Salmonella Typhimurium is one of the most frequently isolated
serovars in swine in Québec (8) and infections caused by this serotype are mainly
limited to the intestinal tract (9).

Clinical signs associated with infection by S. Typhimurium include diarrhea,
dehydration and death due to a necrotizing fibrinous enterocolitis (6, 10). The severity
ofenterocolitis produced by infection fi-om this serotype is variable (11). Once ingested,
S. Typhimurium attaches to and penetrates the intestinal mucosa and invades the lamina
propria where it is phagocytized by macrophages. Salmonella is then spread throughout
the body into organs such as tonsils, Peyer's patches, gastric, hepatic, jejunal and
ileocecal nodes (12). The duration of the shedding in feces is variable and Wood and
Rose (13) have demonstrated that S. Typhimurium persists in swine in low numbers for
at least 28 wk following experimental infection.

Since Salmonella is widely distributed in the environment, control is difficult to
achieve. In many countries, efiforts are now being made to reduce the incidence of
Salmonella infection at the fann level. Fedorka-Cray et al. (14) and Nisbet ^ ai, (15)
used competitive exclusion to control Salmonella in swine. The addition of organic
acids to water or feed seems to be promising for reduction of Salmonella m swine (16,
17).

(J
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The purpose of this study was to evaluate different treatments such as probiotics,

prebiotics, vaccination, water acidification and egg yolk immunoglobulins to control

Salmonella infections in pigs.

MATERIAL AND METHODS

Animals: Early-weaned 12 day-old Salmonella free piglets, as verified by culture

of fecal material and swabbing of tonsils, were randomly assigned to either control or

one of the treatment groups. Each group was composed of 10 pigs. Clinical signs were

monitored daily throughout the experiment by a veterinarian.

f
,y

Pig treatments: Water acidification (0.02% formic acid), administration of

probiotics, (Ferlac-2, Rosell Institute, Montréal, Québec; 2 x 10e colony fonning units

(cfu)/day, composed of Lactobacillus acidophilus (4%), L. rhamnosus (65%),

Enterococcus faecium (25%), Streptococcus thermophilus (5.9%) and L. buîgaricus

(0.1%) in feed), Flavomycin (Hoechst Canada, Regma, Saskatchewan; final

concentration of 0.5 g/ton of feed, Canada), fhictooligosaccharides (FOS) (Encore

Technologies, USA; 1% in water or feed) and cgg-yolk specific immunoglobulins (Ig

/piglet/day in the feed, Vetco Inc., St-Hyacinthe, Quebec) were used in different groups

from Day 0 (at 21 days of age) to Day 28. Two other groups were also immunized

with an endotoxm vaccine (Endovac-bovi, Bayer, USA; 2 mL intramuscularly) or a live

attenuated 5.Choleraesuis vaccine (SC54, 5.Choleraesuis strain 54, Boehringer, Iowa,

USA; an attenuated homologous derivative ofS.ChoIeraesuis sti-ain 38, was isolated via

passage through porcine neutrophils and cured of the 50-kb virulence plasmid, with no
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evidence of reversion after laboratory and field evaluations (22); 2 mL,intranasally) at

Day 0. The conti-ol group was not supplemented and each group was housed in

environmentally separate controlled facilities.

Challenge : For the experimental infection, a sfa-ain of Salmonella Typhimurium,

isolated from a septicémie pig (Faculté de médecine vétérinaire. Université de Montréal,

St-Hyacinthe, Québec) was used. This strain was inoculated into nutrient broth (NB,

Difco, Deti-oit, Michigan, USA) and incubated at 37°C for 18 h. The starting culture

was used to inoculate a fresh NB tube (1 :100). This culture was incubated at 37°C and

log phase bacteria were used for the challenge. A dose of 10 cfu was given orally to

each piglet in the different groups 14 days after the beginning of the treatment (Day 14).

Bacteriology and necropsy: Rectal swabs were collected 2d before and every 2d

after the challenge with S. Typhimurium and were processed as described below.

Fourteen days aflter the challenge (Day 28), pigs were euthanatized and the necropsy

was performed within 20 min, to avoid post mortem bacterial invasion of tissues.

Tissues collected for bacteriology were tonsils, liver, spleen, middle ileum, colon and

mesenteric lymph nodes (MLN). One gram of each tissue or offeces was homogenized

in 9 mL NB and incubated for 18 h at 37° C. One mL of NB of each specimen

submitted to the primary enrichment was inoculated into 9 mL ofteti'athionate brilliant

green (BBL, Cockeysville, Maryland, USA) and incubated for 24-48 h at 37° C, for

selective enrichment. Then, one loopful (10 pL) of the selective enrichment media was

inoculated on Brilliant green sulfa agar (BGS, Difco) containing novobiocin (Sigma

u
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Chemical Co., St-Louis, Missouri, USA) at 20 pg/mL and incubated for 24-48 h at 37°

C. Lactose negative colonies were examined biochemically by inoculation on urea and

Triple sugar ù-on slants (Difco). Colonies that corresponded to Salmonella spp. were

tested for agglutination by using polyvalent 0-antisera (Poly AI-Vi, Difco) and

Salmonella isolates were serotyped under the supervision of Dr. C. Poppe, Health

Canada in Guelph, Ontario, Canada. Quantitative bacteriology was done on MLNs.

Dilutions of homogenized tissues were made in PBS and colony forming units (cfu)

were evaluated by plating dilutions on BGS agar. Colonies that corresponded to

Salmonella were identified as described above.

Fecal flora evaluation. An evaluation of fecal bacterial populations was done.

Rectal swabs saturated by manure at Day 14 (0,5 g ± 0,04) were smeared on glass slide

and stained by the Gram procedure. Evaluation was performed by bacterial population

counts in 5 fields at lOOOx magnification and the predominant organism, as assessed by

shape and Gram stain, was noted for each group. Results are expressed as median

number of bacteria and the P-value was determined by a non-parametric Mann-

Whithney test.

PFGE analysis. Pulse-field gel electi-ophoresis (PFGE) was carried out to

compare the DNA profiles fi-om Salmonella strains isolated from each animal to the

profile of the experimental strain of S. Typhimuriiun. The DNA was exti-acted and

digested with Speï as described previously (18). DNA fragments were separated by

u



(
}

Ill

electrophoresis in a 1.2% agarose ge] at 200 V with a linear ramp switch time of 5 to 25

s for 18 h with a Gene Navigator appartiis (Pharmacia, Sweeden).

RESULTS

Following the experimental infection, 70% of the conti-ol pigs were colonized by

S. Typhimurium in the gut and 60% were infected in mesenteric lymph nodes (MLN)

(Table 5.1). There was no significant difference in numbers of 5. Typhimurium in MLN

(data not shown) between the different groups. Bacterial counts of less than 30 cfù

were observed in the MLN collected for quantitative evaluation.

u

No beneficial effect was observed when Endovac-bovi was used as a vaccine. In

ti-eated pigs, 100% of pigs were shedding the organism during the last 2 samplings.

Salmonella were recovered from 90% of MLN but only 30% of the ileal samples and

50% of the colon samples at post mortem. On the other hand, a reduction of the

presence of the bacteria in the MLN was noted with the SC54 vaccine, in comparison to

the conti-ol group. No change was observed in the shedding of the bacteria in feces.

However, a significantiy lower prevalence in the ileum (P<0.05, Fisher test) was noted,

and the distribution in other tissues was similar to that of the control group.

Furthermore, SC54 treated pigs had a good concordance between fecal shedding at the

last sampling (Figure 5.1) and the presence of the bacteria in MLN, ileum, and colon.

Acidification of the drinking water and administi^tion of egg yolk-specific

immunoglobulins directed against 5. Typhimurium were not effective in reducing

infection by Salmonella in swine.
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Prebiotics such as fi^ictooligosaccharides (FOS) and Flavomycin were associated

with the tendency, although not statistically significant, to reduce the shedding of S.

Typhùnurium in fèces. Flavomycin reduced the shedding of S. Typhimurium for only a

few days after the experimental infection but we also observed a tendency to reduce the

presence of the bacteria in MLN. The presence of FOS in the drinking water also had

the tendency to reduce the level of shedding (Figure 5.1) but this effect was not

observed when FOS was given in feed. Probiotics such as Ferlac-2 slightly reduced the

presence of bacteria in MLN and other tissues; however, no effect was observed on

shedding and only a slight reduction of the carrier state was noted when it was given in

the feed. The use ofFOS and Ferlac-2 together in the feed had no effect on Salmonella

infection in swine (Table 5.1).

The use of probiotics and prebiotics induced changes in the microbial flora in

colon (Table 5.2). A predominantly Gram positive microflora was noted in pigs

supplemented with FOS, Ferlac-2 or FOS in combination with Feriac-2.

f

u

No clinical signs were noted in pigs throughout the experiment. A PFGE analysis

was done in order to compare the DNA profiles from Salmonella strains isolated from

each infected animal to the profile of the challenge strain of S. Typhimurium. To

conclude that an animal had become a carrier of the experimental mfection strain of

Salmonella, the DNA profiles had to be the same. The DNA profiles of all but two

strains recovered from infected animals were identical to the profile of the challenge

strains. The only animal from which other Sûlmûnellu DNA profiles were observod
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were not considered in the compilation of the results. The DNA profile appeared similar

that of a Salmonella Derby serovar.

DISCUSSION

Pigs leaving the farm are considered to be the main source of abattoir

contamination by Salmonella (19). It is thus believed that pigs represent an important

reservoir of Salmonella spp. and can spread the bacteria throughout the abattoir

environment. Carrier pigs are positive for Salmonella in mesenteric lymph nodes,

tonsils, colon or feces (11,20) and development ofconti'ol measures to reduce fecal or

lymph node carriage of Salmonella in live animals would be an important step in the

reduction of this pathogen in meat products.

u

Salmonella spp. are facultative intracellular pathogens that can avoid humoral

immunity in the intracellular environment, suggesting that a strong cellular response is

needed for the elimination of this pathogen (21). Vaccination of pigs with SC54

vaccine, a S. Choleraesuis var kunzendorfwirulenî live strain, has been reported to be

beneficial in protecting pigs against the development of clinical disease from infection

by virulent S. Choleraesuis (22). In this study, the use of SC54 before experimental

mfection with S. Typhimurium resulted m a decrease in the bacteria in the MLN

suggesting that the use of an avirulent, live S, Choleraesuis vaccine can prevent the

colonization of MLN by S. Typhimurium. The significant reduction in prevalence

observed in the ileum would suggest that a stimulation of local defense mechanism,

such as an increase of immunoglobulins A, could also be involved in the vaccine's
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mechanism of action. Other live Salmonella vaccines for reduction of Salmonella were

studied in the past (25), but the use of the Typhimurium serovar in vaccine, given the

zoonotic potential of this serotype, may raise some concems m the context of the on-

farm control offoodbome pathogens.

It is recognized that prebiotic and probiotic supplements promote colonization by

beneficial microorganisms (23). We observed in this study that probiotics and prebiotics

changed the fecal bacterial flora: bambermycins had a tendency to reduced the

colonization ofMLN and FOS to reduced the shedding of Salmonella. The mechanism

by which probiotic and prebiotic supplements affect the microecology of the intestinal

tract was recently studied. It was suggested that one or more of the following

mechanisms may be involved: competition for nutrients (24), production of inhibitory

substances or antimicrobials that inhibit growth of certain enteropathogens (23),

competition for receptors or adhesins of the intestinal mucosa (23) and finally,

immunomodulation such as macrophage activation (26), an increase in IgA production

(27), cytokine production and an increase of T and B cells (28).

u

In a previous study (29) Fcrlac-2, used as a paste was found to be more efficient

in reducing colonization of MLN and other tissues by S. Typhimurium, in comparison

to administration in feed. This method of admuustration provided a constant

concentration of probiotic bacteria in the gut and competitive exclusion. In this

mechanism, microflora develop and adhere to the mucosal surfaces of the intestinal

ft-act. This prevents pathogenic bacteria from colonizing and thus excludes them from

lining the intestine. This study, as well as the investigation in horses by Parraga et
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û/.(30), indicated that the probiotic was not eflfective in reducing shedding of

Salmonella. Thus, it appears that this exclusion mechanism is not sufficient to avoid the

survival and replication ûîSalmonellci in mucus blanket without massive colôûi2âtion of

the cells of the mucosa.

u

The presence of FUS m water considerably reduced the shedding of S.

Typhimurium in fèces and changes were observed in gut microbial composition of

selected sections of the intestinal tract. Changes in microbial flora composition may be

achieved by different mechanisms. Colonization of the mucosa by Salmonella can be

reduced by direct antagonism mediated by antibacterial agents produced and secreted by

the microflora organisms (31). The combination of FOS with Ferlac-2 was not efficient

suggesting that probiotics and prebiotics, given together, became antagonists.

Flavomycin, consisting of bambermycins, is used to control pathogenic bacteria in

poultry, swine and cattle, has been investigated in Salmonella challenge models in

swine, and results showed that Flavomycin significantly reduced the rate and the

magnitude of Salmonella Typhimurium shedding in pigs (32). In the present study,

Flavomycin, at the concentration used, was effective in reducing the presence of

Salmonella in MLN but did not the shedding. It was shown that Lactobacillus spp. can

stimulate local immunity (23), and this may explain the reduction of Salmonella in

tissues. However, since the shedding was not affected by the microbial changes

observed, it would suggest that this competitive flora was not efficient in avoiding the

colonization of the intestine by Salmonella. The supplementation of feed by egg yolk

ùnmunoglobulins directed against 5. Typhimurium was not efficient in reducing the

shedding or coloni2ation of MLN by this bacteria. It is thus probable that
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immunoglobulins from eggs were altered by the swine digestive tract and failed to

recognize Salmonella before its penetration of the mucosa.

Finally, we observed that while only 10% of the control pigs were shedding the

bacteria in the feces at the last sampling, most of the animals were positive in MLN at

that time. This would suggest that, in most instances, the duration of shedding is limited

and that the carriage state in MLN is established soon after the infection.

In conclusion, it was observed that some probiotics and prebiotics can alter the

composition of the gut microflora to the benefit of the host. On the other hand,

vaccination with SC54 showed a significant reduction in the presence of S.

Typhimurium in the ileum and lower, but not significantly different, percentages in the

MLN, suggesting a potential effect to reduce the carrier state of S. Typhimurium in

ileum m swine. Field experiments should be done to evaluate the potential efficiency of

featments where a level of natural Salmonella contamination occurs. Resistance to the

infection was also noted in 30-40% of experimentally infected pigs, suggesting a natural

host resistance to Salmonella infection in some animals. A comprehensive study on host

response to SC54 vaccine, probiotics and prcbiotics is needed to better understand the

protection against Salmonella infection achieved by these treatments.

u
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(
) Table 5.1. Recovery of 5. Typhimurium from tissues and feces after experimental

infection of pigs receiving various freaftnent (percentage of animals positive).

Groups Liver Spleen Tonsils MLN Ileum Colon Feces

Control

Endovac

SC54

10% 0%

10 10

20% 60% 70%

40 90 30

10 10

Water Acidification 0 10

FOS in water 50 30

FOS in feed 40 10

Ferlac-2mfeedc 0 11

Ferlac-2 + FOS 10 0

Flavomycin 10 0

Egg-yolk 0 0

40

10

10

70

44

40

40

60

20

90

60

50

44

100

30

50

0b

80

50

40

89

70

50

70

10% 30.0%a

50 80.0

10 42.5

40

10

30

33

40

40

10

22.5

7.5

25.0

75.0

57.5

27.5

35.0

Endovac-bovi-cndotoxin vaccine, SC54-livc S. Cholcracsuis avirulcnt vaccine,

FOS-fhictooligosaccharides, Ferlac-probiotics; MLN-Mesenteric lymph nodes

8 Percentage as number of positive samples in relation to the maximum possible

number of positive samples

b Significantly different from control group (p<0.05, Fisher test)

0 In this group, one piglet died during the experiment
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Table 5.2. Evaluation of bacterial flora in the colon ofti'eated and control pigs

Groups Predominant flora Median number of bacteria

Control

FOS in feed

Ferlac-2 + FOS

Ferlac-2 in feed

SC54

FIavomycin

Egg yolk Ig

Gram positive and -negative rods

Gram positive rods and coccoi'd bacteria

Gram positive rods and coccoïd bacteria

Gram positive rods and coccoi'd bacteria

Gram positive and -negative rods

Gram positive rods

Gram positive and -negative rods

3.6

83.0*

68.1*

65.4*

42.2

63.9*

27.1

FOS-fhictooligosaccharides

* P- value < 0.001 (Mann-Whithney) in comparison to control group
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0
Figure 5.1. Shedding of S. Typhimurium m fèces following the experimental

infection of pigs in each group. Results were expressed as the percentage of positive

animals for Salmonella shedding in each group. Rectal swabs were taken every 2 d for

an 8-day period after experimental infection. The gray bar represents 2 d after

experimental infection, the red bar represents Day 4, black bar represents Day 6 and

white bar represents Day 8 after the experimental infection.
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CHAPITRE 6

Host response to various treatments to reduce Salmonella infections in
swine
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0 Host response to various treatments to reduce Salmonella infections in swine
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RÉSUMÉ

Dans cette étude, la réponse immunitaire de l'hôte a été évaluée, suite à

l'administration de différents faitements tels l'utilisation d'agents probiotiques,

prébiotiques et la vaccmation, afm de réduire la présence de Salmonella chez le porc. La

réponse de l'hôte aux dififérents traitements a été évaluée en étudiant le taux de

phagocytose par cytométrie en flux, l'activation des phagocytes du sang total par

bioluminescence, la production d'IgA dirigés contre S. Typhimurium et par un examen

histopathologique des tissus. Des différences significatives ont été observées au niveau de

l'activation des phagocytes sanguins daiis tous les groupes de porcs traités (/M).0001).

Chez les porcs vaccinés au SC54™, une réduction significative de la colomsation de

l'iléon par Salmonella a été observée (P < 0.05) ainsi qu'un taux d'IgA dirigés contre S.

Typhimurium plus élevé dans ce groupe en comparaison aux porcs contrôles non infectés

(P=0.0007). De plus, chez les porcs vaccinés au SC54™, des changements

histopathologiques significatifs (P < 0.05) ont été notés. La hauteur des villosités ainsi que

la densité de la couche de mucus et des cellules à gobelets dans l'iléon ont été réduites

chez les ammaux vaccinés comparativement aux anùnaux contrôles infectés. Ces

observations suggèrent que le vaccin SC54™ peut stimuler l'immunité locale et réduire la

presence de Salmonella au niveau de l'iléon chez le porc. L'utilisation de ce vaccin vivant

devrait être considérée dans des études en conditions naturelles d'mfection.
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ABSTRACT

Host-rcsponse was evaluated following the administration of various treatments as

probiotics, prebiotics and vaccination, to reduce Salmonella in swme. Response to the

ti-eatments were studied by the evaluation of phagocytosis rates by flow cytometiy, by

studying the activation of wliole-blood phagocytes by bioluminescence, the production of

IgA agamst S. Typhùnurium, and by histopathology. Significant differences were

observed in the activation of w^iole-blood phagocytes in all groups of treated pigs

(P=0.0001). In SC54™ vaccinated pigs, a significant reduction of Scilmoneîla m the ileum

was observed (P < 0.05) and the production ofIgA against S. Typhimurium was higher in

this group in comparison to uninfected control pigs (P=0.0007). Furthermore, significant

histopathological (P< 0.05) changes were observed in SC54™ vaccinated pigs. Villi

height and mucus and goblet cells density m the small intestine were reduced in vaccinated

pigs in comparison to mfected control pigs. Taken together, these findings suggest that

SC54™ vaccine can stimulate local immimity and reduce the presence of Salmonella m the

ileum in swme. Use of SC54™ vaccine should thus be considered in further field

experiments.

KEY WORDS : Carrier state, shedding, swme. Salmonella, mimune response, vaccination
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INTRODUCTION

Sahnonellosis is one of the most economically important enteric and septicémie

diseases affecting growing pigs in many parts of the world (1). Salmonella Typhimurium

is the most fi-equently reported Salmonella serovar fi-om human sources and typically

causes acute gastroenteritis (2). Failure to control Salmonella infection in meat animals has

resulted in salmonellosis becoming one of the most important zoonoses in developed

countries. In a study offood-bome disease from 1977 to 1984 (3), it was noted that pork

was responsible for 11% of the Salmonella outbreaks atb-ibuted to meat. Bean and Grifîîn

(4) reported that fi-om 1973 to 1987, pork was the food vehicle for 25 food borne outbreaks

on a total of 252 in United States. Carrier pigs are a source of contamination at slaughter.

Tn pigs, transmission is thouglit to occur by pig-to^ig contact or from exposure to the

contaminated environment (5). In many coiintries, efiforts are being made at a farm-level to

reduce the mcidence of infected live anunals (6,7,8,9). There is a need to increase the

animal resistance to Salmonella for the establishment of efficient on-farm conti-ol

sti^tegies.

The aim of this study was to evaluate host responses to the following treatinents :

probiotics (Ferlac-2™), fi-uctooligosaccharides (FOS), vaccmation with a live attenuated S.

Choleraesuis strain (SC54™), and their efRcacy in conti-ollmg Salmonella infections m

pigs.
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0 MATERIAL AND METHODS

Animals : Early-weaned 12 day-old Salmonella fi-ee piglets, shown to be free of

Salmonella by a rectal swab culture, were randomly assigned to either control or u-eatment

groups. Each infected group was initially composed of 10 pigs and uninfected coirtrol

group was œmposed of 5 pigs. Clinical signs were monitored daily throughout the

experiment.

Pig treatments : Fructooligosaccharides (FOS, 1% in feed; Encore Technologies,

Minnesota, USA); probiotics Ferlac-2™ (F2, 2 x 10 colony-formmg-units (cfu)/day m

feed. Resell Institute, Montreal, Canada, composed of Lactobacillus acidophilus (4%), L.

rhamnosus (65%), Enterococcus faecitim (25%), Streptococcus thermophilus (5.9%) and

L. bulgaricus (0.1%)) and intranasal vaccination (SC54™, Boehringer, Ridgefield, USA.)

were used in this study.

Experimental design : Each infected group was composed of 21-day-old piglets. The

SC54™ vaccination was done one time at Day 0. Other groups were supplemented from

Day 0 to Day 28 with each ti-eatment described above (FOS, FOS+F2, F2). All groups

were mfected at Day 14 and necrospied at Day 28. Infected control group (CTL) was not

supplemented but mfected and the uninfected control group was not supplemented and not

infected. Each group was housed in separate conti'olled facilities.

u
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Challenge : A field isolate of Salmonella Typhimurium, obtained from a septicémie pig

(Faculty of Veterinary Medicine, University of Montreal) was used. Salmonella

Typhimurium was inoculated mto Nirtrient broth (NB, Difco, Deti-oit, MI) and incubated at

37°C for 18 h. This culture was used to inoculate fi-esh NB tubes (1:100), that were also

mcubated at 37°C and bacteria in log phase were used for the challenge. A dose of 10 cfu

was individually given orally to piglets in groups vaccinated, supplemented and control, 14

d after the begining of each u-eatinent (Day 14).

Necropsy and bacteriology: As previously described by Letellier et al., (14), fourteen

days after the challenge (Day 28), pigs were euthanized by intravenous injection of

Euthanyl (MTC Pharmaceutique Ltée, Cambridge, Ont. Canada) and necropsied. Tonsils,

liver, spleen, middle ileum, colon, and mesenteric lymph nodes (MLN) were collected for

bacteriology. One gram of each tissue or fecal sample was homogenized m 9 mLNB and

mcubated 18 h at 37°C. One mL ofNB of each specimen in the primary enrichment was

fransfered to 9 mL of Teti-athionate Brilliant Green (BBL, Cockeysville, MD) and

incubated for 24 h at 37°C, for selective enrichment of Salmonella spp. Then, one loopful

(10 |^L) of the selective enrichment media was inoculated in Brilliant Green Sulfa agar

(BGS, Difco, Deti-oit, Ml) œntaimng novobiocin (Sigma Chemical Co., St.-Louis, MO) at

20 pg/mL and incubated for 24-48 h at 37°C. Lactose negative colonies were tested

biochemically on iirea and triple sugar iron slants (Difco, Deti'oit, MI). Colonies with

reactions characteristic of Salmonella spp. were tested by agglutination with a polyvalent

0-antisera (Poly Al-Vi, Difco, Deti-oit, Ml) and Salmonella isolates were serotyped at the

(J
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OfGce International des Epizootics (OIE) Salmonella Reference Laboratory, Health

Canada, Guclph, Ontario, Canada.

Collection of blood samples: Peripheral venous blood from the branchiocephalic trunk

was collected on Day 0 (before u-eatinent) and Day 14 (after treatment and before

challenge) in tubes containing heparin as anticoagulant. Total and differential leukocytes

counts were performed with an Abbott Cell-Dyn 3500 hématologie counter (Abbott

Laboratories, Rungis, France) at the hematology laboratoiy of the Facuhy of Vetermary

Medicme, University of Monti-eal. ff necessary, cells concentration was adjusted with

phosphate bufiTer salme (PBS) to approximately 1.0 x 10 cells/mL. Analyses were done

within 60 min after collection of blood samples.

Activation of phagocytes by cliemihiminescence assay: Whole blood was collected as

described above and used iinmediately to study the myeloperoxidase activity associated

with phagocytosis activity as described by Tatsuhito et ai. (10). Briefly, 200 pL of whole

blood was pre-equilibrated at 37°C in the lummometer chamber for 10 min and 200 pL of

luminol solution (10^ M) with 400 ^L ofPBS added. Background activity was monitored

for 10 nun before activation. The phagocytic response was stimulated with phorbol

myristate acetate (PMA, 200 pL, 10 fig/mL), a soluble imtiator of the metabolic burst The

samples were mixed, incubated at 37°C and the light emission was recorded over a period

of 60 min. These results were plotted as diflTerence of light emission between activation

level after (Day 14) and before (Day 0) treatments or vaccination.
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Labelling of S. Typhimurium: The strain was grown for 4 h in NB at 37°C, and the

bacteria were washed and resuspended m PBS at a concenfration of 109 cfii/mL. A volume

of 1 mL of bacterial suspension and 25|^L of a 20 mg/mL fluorescein isothiocyanate

(FTTC, Sigma, St.-Louis, MO, USA) solution were nuxed by rotation (100 RPM) for 60

min at 37°C. The FrTC4abelled bacteria were washed 3 times in PBS and suspended in

PBS to a final concenti^tion of 10 cfu/mL. Confinnation of the bacterial fluoresœnce was

provided by flow cytometry and fluorescence microscopy. Bacterial suspensions were

immediately used for the phagocytosis assay.

(J

Phagocytosis assay using flow cytometry: As described by Busqué et al. (11), 100 pL

samples of whole blood or whole blood diluted \vith PBS fi'om each ammal at Day 0 and

Day 14, were incubated with 10 ^L of live FITC-labelled S. Typhunurium and FITC-latex

beads (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA) as inert control. Samples were incubated

for 30 inin at 37°C, and phagocytosis was stopped by the addition of 4 mL of ice-cold

PBS. Erythrocytes (RBC) présent m samples were lysed using Immuno-Lyse reagent

(Beckman Coulter, Miami, USA) as described by White-Owen et al. (12). Cells were then

fixed by addition of 200 ^iL of 2% (w/v) parafonnaldehyde solution. Phagocytosis rates

were obtained by subtracting the percentage of phagocytosis at 40C (adherence control)

fi-om the percentage of phagocytosis obtained at 37°C. Flow cytometry analyses were

performed on a FACStar flow cytometer (Becton Dickmson, model 2350, Qume Drive,

San José, ÇA, USA) using 488 nm line of an argon ion laser and a 200-mV light output.

Data were acquired m mode list for 10,000 events and analyzed by Consort 30 software.

The flow system was equipped with a 75 (im nozzle tip, and the analysis was performed at
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a flow rate of 1,000 events per sec. Green fluorescence (FTTC) was collected with a

530/30 nm filter.

IgA detection by ELISA : A 10 cm portion of ileum was removed from each pig and

washed in 5 mL of PBS (pH 7.2). This preparation was œntrifuged and the supernatant

was filtered through a 0.22 (im filter. Each preparation was tested m PBS-Tween (100

f^L) in the ELISA test. The IgA titer was evaluated by an ELISA using the filfa^ted

supernatant fi-om heat-extracted surface membrane antigens of 5. Typhimurium that were

enzymatically ti-eated. Nunc™Polysorplates CNunc, Denmark) were coated with the final

dilution of 1/100 in 0.05M carbonate buffer pH 9.6 (Sigma), corresponding to 1.25 ^g of

total sugar per well. Plates were incubated overnight at 40C and blocked with 0.3%

caseine for 30 min. Plates were then washed with NaCl-Tween and supernatant was added

at dififerent dilutions for 1.5 h at 37°C. Plates were washed and anti-swine IgA-

Horseradish-peroxydase conjugate (Bethyl Laboratories Inc., Montgomery, Tx, USA) was

added for l h at 37°C. After washing the plates, a colour reaction was obtained by adding

ABTS (2,2'-Azino-bis (3-ethylbenz-thiazoline-6-sulfonic acid). Sigma, St-Louis, MO,

USA) in citrate buffer (Sigma). Plates were read at 414 nm in a Bio-Rad apparatus and

sample.

u

Histopathology: Evaluation of lésions was done in vaccinated, control and uninfected

groups and analysis of measurement parameters was done with the help of a computer

analysis system with a camera linked to an image processing and analysis system

(Quantimet 500, Leica Cambridge Ltd, England). Tissues were fixed in 10% buffered
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formalin for routine proœssing, paraflfin-embedded, sectioned at 3-4 ^im, and stained with

hematoxylm-eosin-saf&on (HES). Preparations for mucus and goblet cells analysis were

stained with Periodic-acid Schiff (PAS). Mesenteric lymph nodes (MLN) and small

mtestme preparations were analysed to determine the follicular area and cellular density in

MLN (magnification of 10050; length of the villi (lOOx)^ the area of the Peyer's patches

(100x), the cellular density in vi11i (250x) and the mucus and goblet cell density in small

mtestine (250x). For each examination, 5 fields were analysed by a pathologist without

knowledge of treatment groups.

Statistical analyses : A Mann-Withney non parametric test was used for the

histopathology analyses, phagocytosis assay and IgA production. To determùie the

significance of the activation of phagocytes, ratios oftreaunent groups (FOS, F2, FOS+F2

and SC54) were compared to that of control group using a repeated measures AND VA.

Group, time and Group*rime effects were examined.

RESULTS

No clinical signs were noted in the pigs throughout the experiment. In the PMA-

induced chemiluminescence response of whole blood phagocytes from treated and

control pigs, differences in the activation were observed between control and treated

pigs (73=0.0001). In comparison to control pigs, Ferlac-2™, FOS m combination with

Ferlac-2™, and SC54™ vaccmated pigs had significantly higher cell activation level(P

=0.009, P =0.001 and/* =0.04 respectively) whereas treatment with FOS alone was not

found to activate whole blood phagocytes (Figure 6.1).
u



136

0 No significant difference was noted between groups in the phagocytosis assay using

who\e blood phagocytes. A slight increase in latex beads phagocytosis was noted for all

groups at Day 14 (ratio >1). On the other hand, at Day 14, all groups, including conti-ol,

showed a reduction in the S. Typhimurium phagocytosis rate indicated by a ratio < 1

(Figure 6.2).

Results on IgA detection m the small intestine indicated that SC54™ vaccinated pigs

had a higher titer of IgA in ileum (median OD==0.721) in comparison to iminfected conu-ol

pigs (OD=0.063, P=0.0007) and other groups (OD=0.136 to 0.677) (Table 6.1).

Histopathologic exams revealed significant dififerences m the small intestine. The

villi height was shorter for vaccinated pigs in comparison to infected confol and

uninfected confa-ol pigs (P<0.05). The density of mucus and goblet cells was significantly

lower in infected control and vaccinated pigs (P<0.05) in comparison to uninfected confrol

pigs. Finally the cellular density in MLN tend to be higher in vaccmated pigs in

comparison to infected control group (Table 6.2).

DISCUSSION

Host response is cmcial to eliminate pathogens. Acquired resistance to infectious

disease may be expressed by a predominantly humoral or a cellular mechanism or, more

frequently, by a combination of both mechanisms (13). The host response involves
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three different cell types: phagocytes, thymus-dependent (T) lymphocytes, and thymus-

independent (B) lymphocytes. The normal, unstimulated phagocytic cell is able of

killing most nonpathogenic bacteria that gain entry to the tissues. However, the

presence of opsonic antibodies and activated macrophages are required to eliminate

pathogenic intracellular pathogens or facultative intracellular pathogens such as

Salmonella or Listeria monocytogenes.

We recently described the colonization of various tissues by Salmonella in control

and treated pigs using vaccination and supplementation with prebiotics and probiotics

(14). In this latter study, colonization in mesenteric lymph nodes (MLN) for SC54™

vaccinated pigs was reduced in comparison to the infected control group and a

significant reduction of recover}' oî Salmonella in ileum was also noted. In the present

study, phagocytosis from whole-blood phagocytes was not increased after

supplementation or vaccination, suggesting that systemic stimulation of phagocytes was

not sufficient to increase resistance to S. Typhimurium.

Supplementation with Ferlac-2™ or FOS in combination with Ferlac-2™

activated phagocytes without a significant réduction in number of animals with ileum

colonization. However, significant activation of whole blood phagocytes accompanied

by a significant reduction in the number of animals from- which Salmonella was

recovered from the ileum was observed after SC54™ intranasal vaccination. These

results suggest that the local immune response might be involved in the reduction of

Salmonella in the MLN and the ileum.

u
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0 We therefore studied the local immune response, particularly production ofTgA in

the small intestine. Most pigs vaccinated with SC54™ were protected fi-om

colonization by S. Typhimurium in the MLNs during experimental infection and these

pigs showed a significantly higher IgA titer in the small intestine in comparison, to

uninfected control group. Tn the group supplemented with Ferlac-2, the TgA titer was

also hi^ier than that of uninfected control group, without reduction of colomzati<m m

the ileum and MLNs, suggesting that the increase of IgA by itself is not sufficient to

protect pigs from Salmonella colonization. These observations suggest that local

immunity including IgA production, cellular immunity and the cytokine network, is

involved in the reduction of S. Typhimurium in MLN and ileum in vaccinated pigs,

Indeed, there was a tendancy to an increase in the cellular density in MLN with the use

of live vaccine SC54™. It suggests an increased in the number of lymphocytes,

plasmocytes or other secretory cells.

Histopathologically, there was a significant reduction of villi length in the ilcum

in vaccinated pigs in comparison to infected control and uninfected control pigs,

suggesting a desfruction ofvilli and a possible reduction of adhesion receptors. Bayer

et al. (15) in chickens and Wallis et al. (16) in rabbits, reported that animals mfected

with Salmonella had areas on their intestinal mucosal cells devoid ofmicrovilli or with

microvilli shortened by îoss of their tips. The carnage reduction of Salmonella in the

ileum and the MLNs m vaccinated pigs mi^it be associated with the loss of adhesion

receptors for Salmonella.
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Q Density of mucus and goblet cells in small intestine was significant lower in

infected and vaccinated pigs in comparison to uninfected pigs, suggesting a reduction in

mucus secretion or in the number of goblet cells. Arnold et al., (17) also observed a

reduction of intestinal mucus production in murine salmonellosis which was associated

with an increased level of tumor necrosis factor alpha (TNF-a).

In summary, these findings show that vaccination with SC54™, administrated

intranasally at weaning, has immuno-enhancing properties and reduces the presence of

S. Typhimurium in the ileum of swine. Field studies are now being performed in order

to evaluate the efficacy of vaccination with SC54™. Furthermore, histopathological

changes in the mucosa and submucosa of the ileum of pigs vaccinated with SC54™,

suggest that the local response to this treatment may be important in the outcome of the

infection.
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0 Figure 6.1. PMA-induced chemiluminescence response of whole blood phagocytes firom

treated and control pigs.
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0
Figure 6.2. Phagocytosis of Salmonella Typhimurium or latex beads by whole-blood

phagocytes.
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Table 6.1. Recovery ofIgA in small intestine (median OD) from pigs firom different

groups and percentage of animals colonized by Salmonella Typhimurium in mesenteric

lymph nodes (MLN) and ileum.

Groups IgA MLN Ileum

Uninfected control 0.06 3

Infected control

SC54

FOS

•IM

0.240

0.721

TM

0.136

Feriac-2™ 0.677a

Ferlac-2™+FOS 0.364

0%

60%

20%

50%

44%

100%

b b0%

70%

0%a

40%

89%

70%

aMann-Whitney P value < 0.05 in comparison to uninfected and infected conti-ol pigs.

^Data of percentage of animals colonized by Salmonella Typhimurium in mesenteric

lymph nodes and ileum was the first part of the study and were obtained from Letellier

et al. Can J Vet Res 2000. 64 :27-31 (14).

J
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-^ Table 6.2. Histopathological analysis of tissues from SC54™ vaccinated, infected conu-ol

and uninfected control pigs (median value)

J

Tissues Uninfected Infected SC54™ vaccinated

Conta^ol control

Mesenterîc Lymph Nodes

Follicular area (xl 000 ]Lim )

2^Cellular density (xlOOO jLim^)

113,8

352,8
î'

124,5

366,1

123,7

468,0
5

3
Sinall intestine

VilU height (|Lim)

Peyer's patches area (xl 000 fzm )

Cellular density in villi (j-im2)

Mucus/goblet cells (xl 000 jLim )

654,1

367,6

1474,0

29,6

589,5

423,9

2394,0

22,8

505,01

391,0

2184,0

14,81

173 value < 0.05 in comparison to uninfected and infected control group
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Dans un premier temps, afm d'identifier les mesures de contrôles possibles

pour les infections à Salmonella spp. chez le porc, il était primordial d'obtenir des
données épidémiologiques de base telles la prevalence et la distiibution dans les
élevages. Nous voulions aussi, identifier des élevages contaminés et plus

particulièrement des élevages démonti^nt une haute prevalence de ce micro-
organisme afin de mieux comprendre la distribution de la bactérie à l'mtérieur des
élevages contaminés. Ces informations étaient un pré-requis à toute suggestion
quant aux mesures de conti-ôle possibles à l'intérieur des élevages.

Toutefois, la problématique associée au contrôle à la ferme des infections à

Salmonella spp. chez le porc apparaît assez complexe, puisque l'animal à la ferme,

peut se contaminer par diverses sources. La transmission entre les animaux est

fi-équente, par l'alimentation ou par l'environnement à la ferme. L'identification des

animaux porteurs de salmonelles ainsi que l'identification des sources de

contamination par ce micro-organisme sont donc très importants afin de contrôler les

mfections à sahnonelles chez l'animal vivant et de réduire conséquemment, le taux
de contamination des carcasses à l'abattoir (figure 7.1).

J

La seconde partie du projet visait donc à réduire la pression d'infection dans

les élevages contaminés par les sahnonelles. Pour se faire, les sources de
contajmination ont été identifées, afîn de pennettre de réduire les cycles de

recontamination à la fenne. Ces résultats ont généré des données qui ont été mtégrées

dans le programme d'assurance qualité (modèle HACCP) à la ferme, présentement
en vigueur au Canada (section 7.2).
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n Puisque les animaux porteurs asymptomatiques ont été identifiés comme

source unportante de contammation des élevages, notamment les animaux de

remplacement, la dernière partie du projet visait à développer des stratégies de

tiaitement des animaux positifs à sahnonelles, afin de mieux contrôler ou même

éliminer l'état de porteur (section 7.3).

7.1 Données épidémiologiques concernant la prevalence de Salmonella spp.

dans les élevages porcins.

J

Le premier objectif du projet visait à préciser la prevalence de Salmonella spp.

chez le porc en fin d'engraissement et la distribution des différents sérovars dans les

élevages atm d'obtenir les données de base devant servir à rétablissement de

mesures de conù-ôle de Salmonella dans la population porcine. Des données

épidémiologiques sur la prevalence chez le porc en fm d'engraissement ont donc été

obtenues à l'abattoir par un échantillonnage de matières fécales pour la recherche de

Salmonella spp. (chapitre 3). Dans la première partie de cette étude, nous avons

observé une prevalence de 5.2% de Salmonella spp. dans les matières fécales des

porcs à l'abattoir. D'auti-es études, notamment au Danemark, aux Etats-Unis et au

Japon Cyoshida et al., 1995; Christensen et al., 1996; Fedorka-Cray et al., 1996) ont

obtenu des résultats comparables. Les sérovars les plus souvent reti-ouvés au Canada

étaient parmi les plus prévalents aux Etats-Unis et en Europe. Cependant, une

certaine variation existe dans la prevalence des dififérents sérovars dans la

population. Dans cette étude, 5. Typhimurium, un sérovar ù-ès souvent associé à des
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salmonelloses humâmes a été retrouvé au quatrième rang, alors qu'il est souvent
rapporté comme le plus prévalent dans certaines études (Di Guardo et al., 1992).

Il a été noté que la prevalence variait d'un élevage à Vautre et pour la majorité
des élevages, elle était inférieure à 20%. Ceci suggère que la contammation par cet
agent pathogène est limitée à certains sites de production. Il a été observé que, chez
un très faible pourcentage (2.8%) des élevages, la prevalence de Salmonella spp. était
de plus de 50%. Ce faible pourcentage d'élevages fortement contaminés est de
nature à faciliter le contrôle de cet agent pathogène à la ferme, contrau^ment à ce qui
est observé chez d'autres espèces animales, notamment la volaille, où la prevalence
est plus élevée et la bactérie présente dans la plupart des élevages.

7.2 Identification des sources de contaminadon et prévention de la
contamination à la ferme

J

Afin de pouvoir établir des mesures de contrôle des infections à Salmonella
spp. chez le porc, les différentes sources de contamination possibles à la ferme ont
été étudiées. La seconde étude (chapitre 4) portait sur l'identification des sources de
contamination des animaux dans cinq fermes à prevalence élevée et sur la
distidbution des salmonelles dans une pyramide de production mtégrée. En effet,
rinns les sù^ictures modernes en production porcine, plusieurs élevages appartiennent
à des pyramides de production mtégrée. Il est important de considérer la
contamination par Salmonella spp. dans ce type de production afin d'avoir un aperçu
du rôle relatif des différents niveaux de production.
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-^ Plusieurs échantillons de l'envu-onnement, comme l'eau de consommation

dans les parcs, les bottes, les planchers, les portes et la vermine étaient contaminés

par les sahnonelles. Cette étude ne pennettait pas de conclure que ces échantillons

positifs étaient des sources d'infection pour les porcs. Cependant, il n'y a aucun
doute qu'ils peuvent être impliqués dans le cycle de re-contamination des animaux si

des mesures strictes et adéquates ne sont pas entreprises pour détruire ou éliminer la
bactérie.

De plus, la présence de signes cliniques de salmonellose dans un élevage

semblait être reliée à un plus haut taux de contamination de l'envu-oimement et des

animaux par Salmonella spp. Il a été noté dans cette étude, que dans une des deux

fermes dans laquelle les animaux présentaient des signes cliniques sévères de

salmonellose (ferme A), un échantillon de l'eau de l'entrée principale à la ferme était

positif à la culture de salmonelles. Ceci mdique que l'eau peut jouer UD rôle

significatif dans la dissémination de la maladie. Ceci peut aussi expliquer la haute

prevalence de salmonelles dans l'environnement et chez les animaux de cette ferme.

Étant donné que plusieurs anunaux étaient positifs à la culture de sahnonelles, la
transmission animal-animal est aussi, tout à fait probable.

J

Les mouches étaient aussi positives à la culture de salmonelles dans les fermes

fortement contaminées, tel qu'observé par Morse et Duncan (1974) et Khalil et al.

(1994). Ces insectes, ainsi que la vennme (Muirhead, 1993; Davies et Wray, 1997)

peuvent être impliqués dans la dissémination des salmonelles dans l'environnement.
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n Dans les fermes sans signe clinique de sahnonellose (fermes B, D et E),

plusieurs parcs étaient positifs à la culture de salmonelles. Cependant, la

contamination de l'environnement était limitée. L'eau et la nourriture de ces parcs

n'étaient pas contaminées et l'environnement ainsi que les accessoires de fenne

étaient beaucoup moins contaminés que dans les fermes avec signes clmiques de

sahnonellose (fermes A et C). Il a été noté que les bottes des employés de ferme

étaient positives dans les deux types de fermes, indiquant que de bonnes pratiques

d'hygiène, notamment la désinfection des bottes, doivent être en place afin de réduire

la dissémination des saknonelles. Ceci va dans le sens des observations de Berends et

al. (1997), selon lesquelles la dissémination de Salmonella aux autres parcs se faisait

à 60% par le biais de l'humain.

Etant donné qu'une de ces fennes fortement contammées (fenne C), faisait

partie d'une pyramide de production intégrée, et sachant que les anùnaiix porteurs

asymptomatiques semblent être des sources de contammation importantes dans un

élevage, nous avons voulu connaître la distribution des Salmonella spp. dans les

différents niveaux de production dans ce type d'élevage.

J

Nous avons échantillonné les parcs de certains élevages dans les dififérents

niveaux de la pyramide de production intégrée. La prevalence totale a été estimée à

7.9% alors que 70.7% des fermes étaient positives à la culture de salmonelles,

indiquant une large disfribution de cet agent pathogène dans la production mtégrée,

avec les taux de contamination les plus élevés chez les femelles de remplacement

l
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(15.9%) et les engraissements de femelles (21.9%). Une étude américaine (Davies et

al., 1998) a aussi rapporté un taux de contamination élevé (18-22%) chez les

animaux de reproduction. Ces données suggèrent fortement que la provenance des

animaux de remplacement est un élément clef du contrôle des sahnonelles dans la

pyramide. Puisque nous savons déjà que plus du tiers des élevages sont contaminés

(chapitre 3), il apparaissait évident que les provenances multiples augmentent

considérablement les risques de contammation des élevages par Salmonella spp.

L'analyse des profils génétiques par électrophorèse en champs puisés (PFGE)

des différents isolats de salmonelles provenant de la pyramide de production mtégrée

n'a démontré aucune variation de profil enti-e les diflférents isolats d'un même

sérovar (figure 7.2). Ces données suggèrent que l'origme de la contamination de la

pyramide par S. Typhimurium DT108, 5'. Anatum et 5'. Derby se situait au niveau du

nucleus. Il a été conclu que dans ces élevages, l'infection par sahnonelles était

transmise verticalement aux dififérents niveaux de la pyramide, par l'inù-oduction de

cet agent pathogène dans les élevages via des porteurs asymptomatiques. Dans une

étude complémentaire de Quessy et al., (1999), il ressort que l'achat d'animaux de

remplacement de diverses provenances (multisources) était en corrélation avec la

presence de Salmonella spp. dans les élevages. La réduction du nombre de sources

pour les achats d'animaux doit nécessau-ement être considérée afin de réduire le

risque d'inti'oduire Salmonella spp. dans les élevages.

J
Un autre facteur important à considérer est le transport des animaux. Le sti'ess

associé à cette opération favorise l'excrétion des salmonelles chez les individus
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porteurs. Ce facteur n'a cependant pas été considéré dans cette étude mais est
relativement bien documenté dans la littérature (Berends, 1997) comme facteur de
risque associé à la contamination des élevages et des animaux à l'abattoir par
Salmonella spp.

Les données obtenues dans cette partie de l'étude ont également été intégrées
au progamme d'assurance qualité mis sur pied par le Conseil Canadien du Porc
(Quessy et Scovil, 1999). Dans une approche de la ferme à la table, le contrôle des
risques microbiens tel Salmonella spp. dans les produits de viande requiert la
participation de tous les segments de la production, notamment au niveau des fermes,
afin de réduire la prevalence de ce micro-organisme chez l'animal vivant. Par cette
approche, certains pays ont réussi à réduu'e considérablement le pourcentage des
produits de porc contaminés par Salmonella spp. (Bagessen et al.,1997).

Pour ce faire, il demeurait important d'élùniner ou tout au moins réduu-e le
taux de porteurs asymptomatiques de sahnonelles dans les élevages contaminés, afin
de mettre en place un système de contrôle préventif permettant de réduire la
contamination des carcasses à l'abattoir. C'est pourquoi nous nous sommes penchés
SUT revaluation de différentes stratégies afin de réduire l'état de porteur dans la
population porcine.

J
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7J Stratégies de réduction de l'état de porteur de salmonelles et réponse

immunitaire chez le porc

Le dernier objectif majeur du présent projet était d'élaborer des stratégies de

tiaitement chez l'animal vivant, dans le but de réduire l'état de porteur des

sahnonelles chez l'espèce porcme. Comme sous-objectif, nous voulions étudier la

réponse immunitau-e de l'hôte suite à l'administration des différents ti^itements.

Tel que déjà mentionné, le porc porteur de sahnonelles est la principale source

initiale de contamination de l'environnement et des autres animaux à la fenne et à

l'abattou-. Plusieurs efforts pour identifier et diminuer le nombre d'animaux porteurs

ont échoué à cause du manque d'information sur l'épidémiologie et la pathogenic des

salmonelles. S. Typhimurium, un des sérovars le plus fi-équement isolé de sources

humaine et porcine, a été utilisé dans cette étude (chapitre 5). Une fois mgéré, il

s'attache, pénètre la muqueuse intestinale et envahit la lamina propria où il est

phagocyté par les macrophages, afin de pouvoir se disséminer à fravers le corps dans

différents organes tels que les amygdales, les plaques de Peyer et les nœuds

lymphatiques mésentériques (Kramer, 1995). La durée de l'excrétion dans les fèces

est variable. Wood et Rose (1992) ont démontré que S. Typhimurium persiste chez

le porc en faible nombre au niveau des tissus, pour une période d'au moins 28

semaines, suite à une mfection expérimentale. Ces données démonù-ent que l'état de

porteur chez le porc est un élément important de la problématique, étant donné que

cet état peut persister pendant toute la période d'engraissement.

J
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Puisque Salmonella spp. peut se refrouver un peu partout dans

l'environnement, le contrôle de l'mfection chez l'animal vivant est particulièrement

difficile. Afin d'y parvenir, toutes ces sources possibles de contamination doivent

être identifiées et maîtrisées à la ferme. Les animaux mfectés doivent être traités

pour réduire l'excrétion en période de sti'ess, par exemple lors du transport vers

l'abattoir. Il est donc important de contrôler les infections à Salmonella spp. par des

boitements préventifs afin de réduire ou d'éliminer les animaux porteurs de ce

micro-organisme. Depuis quelques années déjà, certains groupes de recherche ont

tenté de réduire l'incidence des infections à salmonelles chez le porc à la ferme.

Fedorka-Cray et al. (1997) et Nisbet et al. (1996) ont utilisé l'exclusion compétitive

pour le contrôle des sahnonelles chez le porc. Ces études ont démontré une certaine

capacité à réduire la quantité de sahnonelles dans les différents tissus, sans toutefois

éliminer l'état de porteur. L'acidifîcation de la nourriture des animaux a été associée

à une réduction de l'excrétion du micro-organisme dans les matières fécales sans

toutefois qu'une réduction significative de l'état de porteiir au niveau des tissus soit

démontrée (vanSchie et Overgoor, 1987).

J

D'auû-es sti^tégies ont été envisagées à la ferme. Par exemple, l'élimmation

stratégique des animaux contaminés des élevages a été considérée (Dahl, 1997).

Cependant, la problématique reliée à l'efficacité de cette stratégie est liée à la

détection précoce et efiRcace des animaux porteurs. La vaccination avec différentes

souches de salmonelles tuées ou atténuées a aussi été évaluée chez l'espèce porcine

sans toutefois éliminer l'état de porteur (Roof et al., 1992). Toutefois, il était
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dififîcile de comparer ces différents traitements étant donné leur utilisation dans des
conditions expérimentales dififérentes.

Dans cette partie de notre étude, nous avons voulu évaluer la capacité de
différents traitements, comme les probiotiques, les prébiotiques, la vaccination et
l'utilisation d'immunoglobulmes spécifiques, à contrôler les infections à
S'.Typhùnurium chez le porc en période postsevrage. Cette période nous apparaissait
ùnportante étant donné que plusieurs animaux de diverses portées sont mélangés à
cette étape, ce qui augmente les risques de contamination par un anunal porteur.

Il est reconnu que les suppléments probiotiques et prébiotiqucs peuvent
promouvoir la colonisation de l'intestin par des micro-organismes bénéfiques pour
I'hote (Fuller et Gibson, 1997). Ils peuvent permettre une série de facteurs qui facilite
la compétition pour les nufrùnents (Saavedra, 1995), la production de substances
inhibitrices ou antimicrobiennes mhibant la croissance de certams agents
entéropathogènes (De Vuyst, 1994), ou encore la compétition pour certains
récepteurs de la muqueuse intestinale (Fuller et Gibson, 1997). Finalement, ils
peuvent avoir un effet ùmnunomodulateur. Ils peuvent favoriser l'activation des
macrophages (Perdigon,1995), l'augmentation de la production des IgA (Kailam,
1992) et l'augmentation de la production de cytokines et de cellules T et B
(Perdigon, 1992).

Dans une étude préliminaire (Letellier et al., 1997), l'utilisation du Ferlac-2 en
pâte s'est avérée efficace pour réduu-ela colonisation des nœuds lymphatiques



n

158

mésentériques (NLM, 20%) et des autres tissus (0%) par 5". Typhimurium, en

comparaison à l'adminis&ation dans les aliments sous forme de poudre (NLM, 44%).

Cette fomie d'administration en pâte procure un apport constant en micro-

organismes probiotiques dans le tube digestif et permet probablement d'établir une

exclusion competitive, empêchant les micro-organismes pathogènes de s'établir au

niveau de la muqueuse intestmale, de coloniser et de causer l'mfection. Toutefois,

l'excrétion des salmonelles n'a pas été affectée par l'utilisation des probiotiques,

suggérant que ce mécanisme d'exclusion compétitive n'était pas suffisant afin

d'éviter la survie et la replication des salmonelles dans la couche de mucus. Cette

hypothèse a également été avancée par Parraga et al. (1997).

L'utilisation des fi^ictooligosaccharides (FOS) comme agents prébiotiques,

dans l'eau de consommation des porcs, a pennis de réduire l'excrétion de S.

Typhimurium dans les matières fécales. Des changements considérables ont aussi

été notés au niveau de la composition de la microflore intestinale. En effet, les FOS

agissent en modifiant la microflore par augmentation de certaines populations entre

autres, les lactobacilles et les bifîdobactéries (Sahninen et al., 1996). Cependant,

aucune réduction significative de la colonisation des NLM n'a été observée, ce qui

suggérait que dans ces conditions expérimentales, le FOS n'empêchait pas les

salmonelles de pénétrer la muqueuse intestinale. Ceci laisse croire que la microflore

intestinale modifiée n'était pas sufRsamment stable au niveau de la surface

muqueuse pour exercer une exclusion compétitive efficace.

J
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Curieusement, la combinaison du FOS et du Ferlac-2 n'a pu réduire la
prevalence de salmonelles chez les animaux à l'étude. Ces données suggèrent que les
prébiotiques et les probiotiques, lorsque administrés ensemble, deviennent
antagonistes. Cependant, l'utilisation de ces agents ont amené une modification de la
microflore du côlon. Une prédominance en micro-organismes à Gram positifs a été
observée chez les aiumaux supplémentés avec le FOS, le Ferlac-2, la combinaison du
FOS avec le Ferlac-2 ainsi qu'avec la flavomycine.

La flavomycine, un additif alimentaire agissant comme facteur de croissance,
appartenant à la classe des bambermycines est utilisé depuis quelques années pour
contrôler les bactéries pathogènes chez la volaille, le porc et le bovin. Cet agent a
notamment été utilisé dans un modèle d'infection expérimental chez le porc (Fuller
et al., 1997). Les résultats ont démontré que la flavomycine réduit significativement
le taux et l'ampleur de l'excrétion de 5'. Typhimurium chez le porc (Francisco 1999).
Dans le contexte expérimental de notre étude, la flavomycine n'a toutefois pas
pennis de réduire l'excrétion de 5'. Typhimurium. Cependant, elle a permis une
réduction non significative de l'état de porteur au niveau des NLM.

J

Aucune diminution n'a été notée dans l'excrétion et dans la colonisation par
Salmonella dans les NLM suite à l'utilisation de la poudre d'œuf contenant des
immunoglobulines dirigées contre S. Typhiœuriiun. II est donc probable que les
ùnmunoglobulines contenus dans la poudre d'œufs ont été altérées par les enzymes
protéolytiques présents dans le fractus digestif du porc. Cette dénaturation a



n

160

probablement fait en sorte que les iinmunoglobulmes n'ont pu reconnaîù-e les
sahnonelles.

Il a été rapporté dans la littérature que la vaccination des anunaux par le vaccin

vivant SC54, une souche atténuée de S. Choleraesuis var kunzendorf, était utile pour

protéger les porcs contre les signes cliniques associés à l'infection par une souche

virulente de S. Choleraesuis (Kramer et al. 1992). Cependant, ce sérovar de

salmonelle n'est pas ou n'est que très peu présent au Caiiada (Sanford et Tilker,

1994). Cette souche vaccinale semble avoir le potentiel de générer une réponse

immunitau-e chez l'hôte, qui peut conférer un pouvoir protecteur contre d'auù-es

sérovars de salmonelles (Baum, 1996). Dans notre étude, le vaccm vivant SC54, a

permis de réduire la présence de S. Typhùnurium dans les NLM suite à l'mfection

expérimentale. Ceci suggère que l'utilisation d'une souche vaccinale avirulente de 5'.

Choleraesuis peut prévenir la colonisation des NLM par S. Typhimurium. Ceci

suggère que des anticorps dirigés contre d'auti-es structures que les LPS, par exemple

certaines protémes de la membrane externe, sont importants dans la protection

(Udhayakumar et Muthukkaruppan, 1987). La réduction significative de la présence

de S. Typhimurium dans l'Uéon, suggère que ce vaccin vivant stimule un mécanisme

de défense local, par exemple la production d'IgA.

J

Dans le dernier volet de cette étude, nous avons voulu vérifier cette hypothèse

en vérifiant la capacité de ces différents traitements à augmenter la résistance de

l'hôte à l'infection par salmonelles via la stunulation de la réponse immumtaire de

l'hôte. La réponse immunitaire de l'hôte a été étudiée suite à l'administi-ation des
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différents boitements. Plus particulièrement, nous avons évalué le taux de

phagocytose par cytométrie en flux, l'activation des phagocytes du sang complet par

bioluminescence, le taux d'IgA dirigés conti-e S. Typhimurium au niveau de l'iléon.

Nous avons aussi procédé à un examen histopathologique du fractus intestinal.

L'activité phagocytaire des phagocytes du sang complet n'a pas été augmentée

suite à l'administration de dififérents fraitements (Ferlac-2, FOS et vaccin SC54)

suggérant que la stimulation systémique des phagocytes n'était pas sufRsante pour

augmenter la résistance à I'infection à 5'. Typhimurium. Compte tenu de ces résultats,

la seconde étape fiit d'évaluer le niveau d'activation des phagocytes sangums et la

réponse immunitaire locale par la détection des immunoglobulines associées aux
muqueuses soient les IgA.

Dans un premier temps, il ressort que la supplementation des animaux avec le

Ferlac-2 ou FOS combiné au Ferlac-2 a pennis une augmentation du niveau

d'activation des phagocytes sanguins, sans réduction significative de la colonisation

par 5'. Typhimurium des NLM et de l'iléon chez ces animaux. Ces données

suggèrent que l'activation des phagocytes, telle qu'évaluée par l'augmentation des

radicaux libres d'oxygène (ROI) libérés lors de l'activation des cellules, n'est pas

suffisante pour éliminer les salmonelles chez les aiiimaux infectés. D'autre part, une

activation significative des phagocytes sanguins, accompagnée d'une réduction

significative de la présence de 5'. Typhimurium dans l'iléon des animaux vaccinés au

SC54, a été observée. Ceci suggère que la réponse immunitaire locale est impliquée

J
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dans la réduction du nombre de sahnonelles dans les NLM et dans l'iléon de ces

animaux.

^

À la suite de ces constatations, la réponse immunitaire locale a été étudiée,

particulièrement la production des IgA dans l'iléon. Chez les animaux vaccmés avec

le SC54, comparativement aux porcs non mfectés, la réduction de la colonisation des

nœuds lymphatiques mésentériques et de l'iléon par les salmonelles était

accompagnée d'un taux d'IgA plus élevé dirigés contre S'. Typhunurium au niveau de

l'iléon (P=0.0007). Cette observation est en accord avec les résultats de l'équipe de

Royal et al. (1968), ayant effectué une étude de vaccination par Salmonella chez les

vaches. Une production d'anticorps spécifiques dans le colostrum avait permis

d'interagir avec les micro-organismes du lumen de l'intestm des veaux et mfluencer

le développement de l'mfection. Ceci suggère une implication significative de la

réponse immunitaire locale lors de la vaccination par voie orale. Dans le groupe des

animaux supplémentés au Ferlac-2, le titre d'IgA était aussi plus élevé que chez le

groupe non mfecté (/î==0.002), en accord avec les résultats obtenus par l'équipe de

Kailan et al., (1992). Toutefois, aucune réduction de la colonisation de l'iléon et des

NLM par saknonelles n'a été observée. Ces données indiquent que la seule

augmentation du titre d'IgA n'est pas sufiTisante pour protéger les anùnaux de la

colonisation par Salmonella. Ceci suggère qu'une stimulation de l'immunité locale

par les IgA ainsi que l'immunité cellulaire, mcluant les réseaux de cytokines qui

activent notamment les cellules phagocytaires et les lymphocytes, pourraient être

ùnpliquées dans la réduction de la colonisation des NLM et l'iléon par Salmonella

chez les animaux vaccinés au SC54.
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De plus, une augmentation de la densité cellulaire a été observée au niveau des

microvillosités et des NLM lors de l'examen histopathologique des tissus des

animaux vaccinés au SC54. Cette observation suggère également qu'une stimulation

de la réponse immunitaire à médiation cellulaire est impliquée dans la réduction de
l'état de porteur de salmonelles.

D'autres changements histologiques significatifs ont été observés, notamment

une diminution de la hauteur des microvillosités au niveau de l'iléon chez les

animaux ayant reçu la souche avirulente du vaccin SC54 comparativement aux

animaux contrôles et aux animaux non infectés (/?<0.05). Ces observations

pourraient être associées à une destruction des entérocytes des villosités lors de

l'infection par les salmonelles et à une réduction possible de récepteurs d'adhésion.

Bayer et aï., (1977) et Wallis et ai, (1986) ont observé, chez la volaille et le lapin

respectivement, que chez les animaux infectés par salmonelles, les cellules

épithéliales de la muqueuse intestinale étaient dépourvues de microvillosités ou

avaient des microvillosités détruites ou raccourcies. La réduction de la présence des

salmonelles dans l'iléon et dans les NLM chez les animaux vaccinés poiurait être

associée en partie à une perte de récepteurs d'adhésion pour les salmonelles.

J.

J

La densité de la couche de mucus et des cellules à gobelet au niveau de l'iléon

était significativement plus faible chez les animaux vaccinés et chez les animaux

contrôles en comparaison aux animaux non infectés (P<0.05). Ceci suggère une
réduction de la sécrétion du mucus et/ou du nombre de cellules sécrétoires. Arnold
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et al (1993) ont aussi observé une réduction de la production de mucus intestinal lors
de la salmonellose chez la souris, celle-ci étant associée à une production accrue de

TNF-a. Ils ont observé, en accord avec nos observations, que lors d'une infection à

saknonelles, les villosités sont plus courtes et arrondies, et que le nombre de cellules
à gobelet est réduit ainsi que la quantité du mucus produite. Salmonella sécrète aussi
UDC heat-shock-protéine de 66 kDa comme facteur de virulence, lui pennettant de ce
lier au mucus intestinal (Ensgraber et al., 1992).

A la lumière des ces observations, il est permis de soulever l'hypothèse que

lors de la vaccmation avec la souche SC54, la destruction des villosités réduit les

sites d'attachement possible. De plus, la réduction du nombre de cellules à gobelet

entraîne une réduction de l'épaisseur de la couche de mucus qui réduirait également

les possibilités d'attachement de Salmonella spp. au niveau de l'épithélium intestinal.

Toutefois, l'excrétion des salmonelles dans les fèces n'a pas été affectée, suggérant
une certaine colonisation au niveau du tube digestif.

Finalement dans cette étude, il a été observé qu'environ 30 à 40% des animaux

mfectés avaient une résistance naturelle à l'infection par salmonelles. Ceci suggère

une résistance à l'infection chez certains individus, probablement liée à des gènes

particuliers impliqués au niveau des mécanismes de défense naturelle de l'hôte.
Plusieurs travaux récents ont notamment démontré que le gène Nrampl est impliqué

dans la résistance de l'hôte, ce qui serait liée aux fonctions des macrophages chez
dififérentes espèces animales, chez l'humain (Hu et al., 1996 ; Malo et al., 1994) ainsi
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que chez le porc (Sun et al., 1998). Des études complémentaires seront nécessau-es

afin de déterminer les facteurs impliqués dans la résistance naturelle des porcs aux

infections à salmonelles.

J
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n
Figure 7.1. Illustration de la problématique des infections à salmonelles chez
l'espèce porcine.
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^ Figure 7.2 Analyse par PFGE des isolats de S. Typhimurium DT 108 dans les différents

niveaux d'une production intégrée.
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f -^ Les différents volets de cette étude ont permis d'accroître les comiaissances en ce
qui concerne l'épidémiologie des infections à sahnonelles chez l'espèce porcine. Ils ont
également accru les connaissances sur les dififérents moyens de réduire la colonisation
des tissus par les salmonelles et sur la réponse immunitau-e de l'hôte impliquée dans la
réduction de l'état de porteur de ce microorganisme chez le porc. Plus précisément, les
conclusions suivantes ont été tirées de cette étude :

l- Le porc est un réservoir significatif de Salmonella spp., et représente ainsi un
certain danger comme source potentielle de contamination de la viande par les
matières fécales lors de l'éviscération des carcasses à l'abattoir.

2- Le porc est un anunal porteur asymptomatique de sahnonelles et constitue une
importante source de contamination des élevages.

3- La démonsû^tion de la transmission des salmonelles aux différents niveaux de la

production intégrée souligne l'importance de réduire le taiix de portage de ce micro-
organisme chez l'animal vivant plus particulièrement pour les fermes de
reproducteurs se trouvant en haut de la pyramide.

J

4- L'utilisation des agents prébiotiques et probiotiques, dans un contexte
experimental, permet de changer considérablement la microflore intestinale.
Cependant cette modification ne pennet pas de réduire le taux de porteur de
sahnonelles des porcs. Des expériences supplémentau-es seront nécessaires pour

j
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optumser le modèle afin que cette modification de la flore soit plus stable et exerce

un effet protecteur contre les agents pathogènes intestinaux, enti-e autre Salmonella
spp.

5- L'utilisation du vaccm SC54, vivant et avirulent, peut s'avérer une alternative

valable afin de réduire la pression d'infection. Cette utilisation devrait toutefois être
évaluée dans des études en conditions naturelles d'infection visant à accroîù-e la

resistance de l'hôte à l'infection.

6- Les changements histologiques observés au niveau de l'iléon suggèrent, de façon

générale, que le vaccin SC54 a des propriétés immunomodulafrices qui permettent
de duninuer la colonisation des tissus par Salmonella.

7- La réponse immunitau-e locale, plus particulièrement l'immunitéà médiation

cellulaire ainsi que la production d'IgA au niveau de l'iléon, est impliquée dans le

contrôle des salmonelles chez l'animal infecté expérimentalement.

8- Une résistance innée aux infections expérimentales à Salmonella chez certams

porcs a été observée, ce qui suggère l'implication d'un ou de plusieurs gènes de
resistance a Salmonella dans l'espèce porcine.

Dans ce projet de recherche, nous avons tenté de résoudre la problématique reliée

aux infections à Salmonella chez le porc par une réduction de l'état de porteur chez

l'animal vivant. Cette approche consistait à évaluer la capacité de certains traitements à
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modifier la réponse immunitaire de l'hôte afm de réduu-e l'état de porteur. Il serait
souhaitable, dans les projets futurs de considérer également la susceptibilité de l'hôte à
l'infection. En fait, cette étude a indiqué qu'environ le tiers des porcs étudiés
semblaient avoir ime résistance iiaturelle à l'infection par Salmonella, ce qui démontre
des variations considérables de susceptibilité entre les individus. Plus précisément, il
serait intéressant d'évaluer la susceptibilité des individus à l'infection en fonction des
facteurs génétiques de l'hôte, notamment le gène Nrampl. De plus, la présence d'IgA
au mveau de l'iléon semble être un des éléments importants daxis la réduction de la
colonisation des tissus par Salmonella.. Toute l'implication des cytokines devrait être
évaluée dans des travaux futurs. En effet, il est reconnu que l'élimination des agents
pathogènes intracellulaires facultatifs comme Salmonella requiert l'intervention de la
réponse immunitaire à médiation cellulaire, c'est-à-dire, l'activation des phagocytes par
les cytokines, produites entre autre par les lymphocytes T.

Ces ti^vaux ont donc pennis d'approfondir davantage la réponse de l'hôte face à
I'mfection par Salmonella Typhùnurium ainsi que sur les propriétés
immunomodulatrices de certams traitements susceptibles de réduire l'état de porteur, en
ofl&ant notamment un modèle d'infection expérimentale reproduisant cet état de porteur.

J
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ANNEXE A : Contribution à I'avancement des conuaissances.

Les travaux que nous avons effectués dans cette étude ont, d'une façon générale,

contribué à l'avancement des connaissances en ce qui concerne l'épidémiologie et le

contrôle des infections à Salmonella spp. chez l'espèce porcine. En ce qui concerne

l'épidémiologie, nos travaux ont montré la distribution de ce micro-organisme dans la

population porcine et dans les différents types d'élevages. De plus, ces données ont

permis d'identifier le porc comme réservoir important de salmonelles.

Les travaux que nous avons effectués ont également contribué à une meilleure

compréhension de la réponse unmunitaire de l'hôte suite à l'administration des différents

traitements. La stimulation de la réponse immunitaire locale suite à l'administration du

vaccin vivant avirulent jumellée à la réduction de l'état de porteur chez ces animaux a

généré des données importantes pour mieux comprendre la pathogenic des infections à

salmonelles et de contribuer à les contrôler chez l'espèce porcme.

De plus, les études que nous avons réalisées indiquent plusieurs avenues de

recherches futures. La stimulation de la réponse immunitaire locale, incluant

notamment la réponse à médiation cellulaire, via la présence de cytokmes, ainsi que la

presence d'unmunoglobulines A semblent être des critères importants qui méritent sans
doute d'etre étudiés de façon plus approfondie.

f L'utilisation d'une souche de S. Choleraesuis vivante avirulente demeure tout de

même une stratégie qui comporte un certain risque de réversion à la virulence. D'autres
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strategies sont aussi à envisager afin de contrôler les infections à Salmonella chez le

porc, notamment l'utilisation de souche bactériemie produisant des bactériocmes. Ces

micro-organismes colonisent l'intestin des porcelets et offrent une compétition aux

agents pathogènes tels Salmonella. Parmi les autres stratégies possibles, le

développement d'un vaccm à ADN contre Salmonella serait d'une grande utilité,

particulièrement par sa capacité de générer simultanément l'immunité humorale et

cellulaire. Ce vaccin pourrait être administré par voie parentérale afm de générer une

immunité mucosale et générer une protection contre les agents pathogènes intestinaux.

De plus, l'absence de réversion à la virulence, est un critère de sécurité essentiel d'un
vaccm.

Finalement, cette étude soulève un point important en ce qui a trait à la résistance

innée des animaux à l'infection par Salmonella spp. Des études supplémentau-es

concernant la présence de gènes liés à la résistance naturelle à l'infection par

salmonelles chez l'espèce porcine seraient importantes afin de sélectionner des animaux

ayant une résistance accrue aux agents pathogènes intracellulaires. En plus de

l'identifîcation de gènes de résistance, des études sur les mécanismes ou réponses

immunitaires liés à ces gènes, impliquées lors de la lutte confre les infections à

sahnonelles seraient une avenue de recherche très intéressante pour mieux comprendre

les mécanismes de résistance aux agents pathogènes mtracellulau-es.
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-^ LISTE DES ABBREVIATIONS

D

Aw : activité de l'eau

BTK : Burton's tyrosine kinase

CDC : Center of Disease Control

CMH : complexe majeur d'histocompatibilité

ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay

HACCP : Hazard analysis critical control points

HSP : heat-shock-proteinsEGF : epidermal growth factor
IFN : interfëron

Ig : immunoglobuline

IL : interleukine

LPS : lipopolysaccharide

MAC : complexe d'attaque membranaire

n : nombre d'échantillons

NK : natural killer

Nrampl : natural resistance associated macrophage protein 1

PCR : polymerase chain reaction

PMN : leucocytes polyinorphonucléaires

SCV : 5'a/mone//â'-containing-vacuole

SPI : ilôts de pathogénicité

SRE : système réticulo-endothéliale

SSTT : système de sécrétion de type III

TLR : Toll-like receptor

TNT : tumopr necrosis factor

UFC : unité formant colonie
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