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Résumé

Salmonella est 1'un des agents pathogenes les plus souvent associés aux maladies d'origine
alimentaire dans le monde. Les produits animaux, notamment la viande de volaille, sont
considérés comme les principales sources de contamination. Chaque étape de la chaine de
production peut avoir un impact sur la prévalence de Salmonella dans les produits d’origine

avicole, et ce, de la ferme a la table.

De nombreuses stratégies de contrdle ont été mises au point pour réduire la contamination des
carcasses de volailles par Salmonella, mais jusqu'a présent, il ne semble qu’aucune n’ait permis
d'éradiquer la bactérie dans la viande de volaille issue des usines d’abattage. De plus, on posséde
peu de connaissances en ce qui concerne la distribution, la prévalence et les sources de
contamination du produit de viande de volailles par ce pathogéne dans les établissements

d’abattage de poulets a griller au Canada.

L’objectif de ce projet €tait de générer des nouvelles connaissances quant a la prévalence et la
distribution de Salmonella sur les carcasses de poulets de chair et dans I’environnement de deux
abattoirs de volailles au Québec. Aussi, nous voulions déterminer, a 1'aide d'une caractérisation
moléculaire des isolats de Salmonella récupérés dans les deux usines, les sources principales de

contamination des carcasses de volailles.

Huit visites ont été réalisées dans chaque abattoir au cours des 6 mois de la phase terrain du
projet. Un total de 379 ringages de carcasses ont €té récupérés dans ces deux abattoirs a travers
5 grandes étapes critiques du procédé d’abattage. Des lingettes servant a I’échantillonnage de
I’environnement des abattoirs ont été é¢galement utilisées pour échantillonner sept sites critiques
des lieux d’abattage. Une moyenne de 42.3% des carcasses échantillonnées étaient contaminées
par Salmonella. L'étape de la saignée était significativement I'étape la plus contaminée

comparativement aux autres ¢€tapes critiques, avec une diminution progressive de la
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contamination au fil du processus d'abattage. De plus, la plumeuse et I’éviscérateur étaient les

sites d’échantillonnage critiques les plus contaminés pour I’environnement des abattoirs suivis.

Les sérotypes les plus isolés, autant a partir des carcasses que de I’environnement, et ce, pour
les deux abattoirs, étaient S. Heidelberg, S. Kentucky et S. Schwarzengrund. Notre étude suggere
que les oiseaux arrivant a I’établissement, par leurs statuts positifs, ainsi que l'environnement de
l'usine d'abattage représentent les principales sources de contamination des carcasses a I’étape
du refroidissement. Aussi, les résultats obtenus par I'analyse des courbes de fusion a haute
résolution (HRM) ont montré que si un lot qui entre a 1’abattoir est contaminé par le profil HRM
S. Heidelberg 1-1-1, la probabilité que les carcasses apres le refroidissement seront contaminées
par le méme profil est significativement supérieure. Finalement, le statut des carcasses d’un lot
contaminé est significativement associé au statut positif du lot précédent contaminé par ce méme

profil HRM.

Mots-clés : Salmonella, poulet, abattoir, ringage de carcasse, HRM, sources de contamination
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Abstract

Salmonella is one of the most common foodborne pathogens associated with human foodborne
illnesses worldwide. Animal products, especially poultry meat, are considered the main source
of contamination. Each stage of the production chain can have an impact on the prevalence of

Salmonella in poultry products, from the farm to the table.

Several control strategies have been developed to control the contamination of poultry carcasses
by Salmonella along the food production chain in order to improve the microbial quality of the
final product, but so far, none of them allowed for the complete eradication of the bacteria in
poultry meat at slaughter plants. In addition, there is limited knowledge on the distribution,
prevalence and sources of contamination of the poultry meat product by this pathogen in

Canadian broiler slaughtering establishments.

The objective of this study was to generate new knowledge on the prevalence and distribution
of Salmonella on broiler chicken carcasses and in the environment of two poultry
slaughterhouses in Quebec. Also, we aimed to find, using molecular characterization techniques
on the Salmonella isolates recovered from the two plants, the main sources of contamination of

poultry carcasses.

Eight visits were conducted in each slaughterhouse during the 6 months sampling period. A
total of 379 carcass rinsates were collected in two poultry slaughterhouses at 5 critical steps.
Samples were also recovered from seven critical sites of the process of the slaughterhouse
environment. overall, 42.3% of carcasses sampled were contaminated with Salmonella. The
bleeding step was significantly the most contaminated step, with a gradual decrease of the
contamination along the slaughtering process. Furthermore, the defeathering device and the
evisceration machine were the most contaminated critical sampling sites of the environmental

samples analyzed.
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The most frequently isolated serotypes, both from carcasses and environmental surfaces, for
both slaughterhouses, were S. Heidelberg, S. Kentucky and S. Schwarzengrund. Our study
suggests that birds arriving to the establishment, with their positive status as well as the
environment of the slaughter plant represent the main sources of carcass contamination. Also,
the results obtained by the high resolution melting (HRM) analysis showed that when a flock at
the arrival to the slaughter plant is contaminated by the HRM S. Heidelberg 1-1-1 profile, the
probability that carcasses sampled after chilling will be contaminated by the same profile is
significantly higher. Finally, the carcass status of a contaminated flock is also significantly

associated with the positive status of the previous flock contaminated by this same HRM profile.

Keywords: Salmonella, poultry, slaughterhouse, carcass rinsate, HRM, sources of

contamination
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Introduction

Encore de nos jours, Salmonella est I’un des pathogenes d’origine alimentaire le plus incriminés
lors de toxi-infections alimentaires (TIAs) dans le monde (Rajan, Shi, and Ricke 2017; Eng et
al. 2015). Entre 2006 et 2017, le CDC (Centers for Disease Control and Prevention) a rapporté
que Salmonella a contribué a environ 53,4% de toutes les éclosions de maladies d'origine
alimentaire aux Etats-Unis (Liu, Whitehouse, and Li 2018). Les infections d’origine alimentaire
causées par cet agent pathogéne n'ont pas vu leur nombre diminuer au cours des 15 derniéres
années (Chen et al. 2017). Aux Etats-Unis, on estime annuellement qu’environ un million de
cas de TIAs, dont 19 000 hospitalisations et 380 déces, sont causés par Salmonella (CDC 2018;
Batz 2011). Au Canada, les TIAs causées par Salmonella viennent au deuxiéme rang, apres
Campylobacter, comme cause des maladies d’origine alimentaire les plus signalées, avec un
nombre estimé de 125 000 cas diagnostiqués chaque année (Services 2016; Thomas et al. 2013).
La majorité de ces cas ne sont toutefois pas diagnostiqués ni déclarés puisque souvent la maladie
est auto-limitante et se guérit spontanément. L'infection se traduit généralement par de la fiévre,
de la diarrhée, des douleurs abdominales, des nausées et parfois des vomissements (Chlebicz
and Slizewska 2018). Toutefois, des complications peuvent survenir chez les populations a
risque, comme les nourrissons, les personnes agées et les patients présentant un déficit
immunitaire (Turgeon, Murray, and Nesbitt 2017; Cellucci et al. 2010; CDC 2012c;
Veeraraghavan Meyyur Aravamudan 2017).

L’humain se contamine quant a lui par contact direct avec des personnes malades, des animaux
de compagnie infectés ou par 1’ingestion d’aliments contaminés, majoritairement d’origine
animale (Braden 2006; Kimura et al. 2004; Zhao et al. 2001; Silva et al. 2011). D’autres denrées,
comme les légumes verts, les graines germées et les cantaloups ont aussi été¢ impliquées dans la
transmission (Hedberg et al. 1999; Services 2016). Les produits de la volaille sont de loin, parmi
toutes les denrées d’origine animale, les plus souvent associés a ces TIAs (Jinu, Singh, and

Singh 2015; Anumolu VK 2014; Kornacki 2010; Antunes et al. 2003).



En juillet 2015, la USDA-FSIS (United States Department of Agriculture-Food Safety and
Inspection Service) a €émis une alerte aux consommateurs concernant des produits de poulet crus
panés et congelés, comme des pépites, des batonnets ou des burgers de poulet, contaminés par
Salmonella (FSIS 2015). En 2017, I'agence canadienne d'inspection des aliments (ACIA) a
signalé a plusieurs reprises des cas de maladie associés a la consommation des produits de poulet
panés, non cuits et surgelés contaminés par Sal/monella (ACIA 2017b). L'environnement de
production contaminé par Sa/monella est la source principale d'infection des oiseaux en €levage
et de contamination des carcasses a 1’abattoir. En effet, Salmonella peut survivre pendant une
longue période dans l'environnement (Pui et al. 2011). Cette derniére source de contamination
est la plus importante. Une hygiéne impeccable lors de la préparation des repas est donc

essentielle pour se prémunir contre la contamination croisée.

Chaque étape de la chaine de production peut avoir un impact sur la prévalence de Salmonella
dans les produits d’origine avicole, depuis la ferme jusqu’a la table. L’abattage et la
transformation sont toutefois reconnus comme des étapes cruciales dans la préservation de
I’innocuité du produit (Althaus, Zweifel, and Stephan 2017; Arsenault 2007; Hue, Le Bouquin,
et al. 2011; Rasschaert 2007b; Rasschaert et al. 2008). La contamination des produits de
volailles par Salmonella dans les usines de transformation des viandes peut étre due a la
contamination croisée par le contact physique pendant le traitement des carcasses, comme un
mauvais nettoyage et désinfection des lignes de productions, et méme par un niveau d’hygiéne
inadéquat des travailleurs (Trampel 2000; Lillard 1990). La bactérie peut toutefois aussi étre
déja présente dans I’intestin ou sur 1’oiseau qui entre a 1’abattoir (Bryan, Ayres, and Kraft 1968;
Dougherty 1974). La contribution relative de la contamination par 1’environnement de
production versus la contamination déja présente chez 1’oiseau demeure toutefois encore
inconnue. Plusieurs études ont rapporté que les poulets vivants peuvent introduire Salmonella
dans l'usine de transformation des viandes (Zhu et al. 2017; Hue, Le Bouquin, et al. 2011; Bryan,
Ayres, and Kraft 1968; Rivera-Perez 2014). Ainsi, Salmonella, en colonisant le tractus digestif
des animaux, peut se retrouver sur la carcasse lorsque celui-ci est endommagé pendant le

processus d’abattage (Wray and Wray 2000).



D’autres étapes comme le transport ont aussi un role reconnu dans la dissémination de
Salmonella dans 1’usine de transformation des viandes. En effet, Marin et Lainez (2009) ont
rapporté que le transport vers l'abattoir augmente les risques de transmission de Salmonella en
raison de la contamination fécale de la peau et des plumes des oiseaux sains par les oiseaux
voisins infectés pendant la livraison (Marin and Lainez 2009). Une telle contamination entraine
une dissémination massive de Salmonella sur le long de la ligne de 1'abattage et peut contribuer

¢galement a la contamination du produit final (Lillard 1990).

11 a été rapporté qu'il existe de nombreuses €tapes au cours du processus d'abattage des volailles
pouvant conduire a la contamination par Sa/monella, mais plus particuliérement, les étapes de
I'échaudage, de la plumaison, de 1’éviscération et du refroidissement sont reconnues comme
étant les plus critiques (Rivera-Perez 2014; El-Aziz 2013). Etant donnée la forte prévalence de
Salmonella dans les troupeaux de volailles (Arsenault 2007), le contrdle de celle-ci au cours du
processus d’abattage et de transformation représente un défi de taille pour les transformateurs.
Les méthodes actuelles de controle des dangers microbiens mises en place en transformation
des viandes, les modé¢les d’analyse des risques et de maitrise des points critiques (HACCP), bien
qu’en application depuis des décennies, présentent leurs limites et ne parviennent pas a réduire
la contamination par Salmonella. Ces moyens de contrdle doivent donc étre optimisés a la
lumiere des connaissances nouvelles sur la distribution et les sources de contamination par

Salmonella dans les établissements d’abattage et de transformation de la viande volaille.

Pour se faire, une étude systématique visant a comprendre la distribution et les sources de
contamination de Sal/monella en utilisant les technologies de caractérisation moléculaire de
pointe réalisée a I’intérieur des établissements d’abattage et de transformation canadiens serait
un atout de taille, cette information n’étant pas disponible pour le moment. Le présent projet
vise donc a générer des connaissances nouvelles en ce qui concerne la prévalence, la distribution
et les sources de contamination du produit de viande par Salmonella dans deux établissements

d’abattage et de transformation de poulets a griller au Québec.



Recensement de la littérature

1. Salmonella

1.1 Découverte et historique

En 1885, Theobald Smith a découvert le genre Sal/monella a I’aide du biologiste et vétérinaire
américain Daniel Elmer Salmon (Dawoud et al. 2017; Schultz 2008). Smith et Salmon ont
travaillé pour le BAI (Bureau of Animal Industry) sur plusieurs problémes de santé associés a
I’industrie animale, tels que la peste porcine, la péripneumonie contagieuse bovine, la fiévre

bovine au Texas et la tuberculose bovine (Schultz 2008).

Au cours de ses deux premieres années au BAI, Smith a découvert Sal/monella enterica,
anciennement appelée Salmonella choleraesuis, en croyant que c’était la cause de la peste
porcine. Plus tard, il a ét¢ démontré que le choléra du porc était en fait une infection virale et
que le bacille isolé était un nouvel envahisseur (Dawoud et al. 2017; Schultz 2008). En 1900,

Salmonella a ét¢ nommé en I’honneur de Daniel Elmer Salmon (Brown 1935).

1.2 Caractéristiques générales

Salmonella est un genre appartenant a la famille des Enterobacteriacea. C’est un bacille a Gram
négatif, anaérobie facultatif, oxydase négative, catalase positive et non sporulé (Ryan et al.
2017; Batista et al. 2015). La taille varie entre 2.0 et 5.0 pm de longueur par 0.7 a 1.5 pm de
largeur (Karpe et al. 2016). La plupart des especes de Sal/monella sont mobiles grace a des

flagelles péritriches, a I'exception de S. Gallinarum, S. Pullorum et de certains mutants (Bergey



and Holt 1994; Euzeby 1999; Lopes et al. 2016). La température de croissance optimale de
Salmonella est de 37°C. Cependant, une croissance minimale a été enregistrée entre 2 et 4°C et

a une température maximale de 54°C (Adley and Ryan 2016).

Cliniquement les infections causées par Salmonella se traduisent généralement par une ficvre,
de la diarrhée, une déshydratation, des douleurs abdominales, des nausées, des maux de téte, et
parfois des vomissements (Chlebicz and Slizewska 2018). Les salmonelles ne sont pas connues
pour la libération de toxines dans les aliments contaminés, mais les bactéries ingérées sont
responsables de la maladie en se multipliant dans I'intestin de I'h6te (Sulaiman Rahman 2017).
Dans une étude sur des volontaires humains, il a été rapporté que le nombre nécessaire de
salmonelles pour produire une infection chez ’humain varie entre 10° et 108 bactéries, ce
nombre étant plus petit chez les personnes immunodéprimées telles que celles atteintes du SIDA
(le syndrome d'immunodéficience acquise) ou d’un cancer (Antunes et al. 2016; Sulaiman

Rahman 2017).

Le taux de mortalité est faible, ne dépassant pas 1%. Généralement, I’infection dure de 4 a 7
jours et la plupart des gens se rétablissent sans traitement (Silva et al. 2011; Chlebicz and
Slizewska 2018; Turgeon, Murray, and Nesbitt 2017; Sulaiman Rahman 2017; CDC 2007).
Cependant des complications peuvent intervenir surtout dans le cas ou I’infection traverse la
barriére intestinale et gagne la circulation sanguine, 1’utilisation des antibiotiques est nécessaire

dans ces cas (Eng et al. 2015; Robinson 2019).

Salmonella peut survivre longtemps dans I'environnement (White et al. 2006). Dans une étude
Norvégienne, il a été rapporté que des souches particulieres de Salmonella ont pu persister
jusqu'a 10 ans dans I’environnement d’une usine de transformation des aliments (Nesse et al.
2003). En 2013, Russo et al. ont rapporté que S. Agona était responsable de deux éclosions
d'origine alimentaire aux Etats-Unis (Russo et al. 2013). Dans ce cas, la bactérie aurait persisté
pendant 10 ans dans I’environnement d'une usine de transformation des aliments, et ce, malgré

les procédures de nettoyage et de désinfection du matériel contaminé (Russo et al. 2013). S.



Agona a d’ailleurs également été reliée a plusieurs €épidémies d'origine alimentaire récurrentes

(Russo et al. 2013; Brouard et al. 2007).

En ce qui concerne les abattoirs, il a été rapporté que Salmonella peut rester sur les surfaces et
I'équipement utilisés pendant le processus d’abattage et de transformation, et que les moyens de
nettoyage et de désinfection pouvaient échouer a ¢éliminer complétement cette contamination
(Corcoran et al. 2014). La persistance de Salmonella aprés le nettoyage et la désinfection peut
étre liée a des procédures inadéquates, méme si dans le contexte de procédures bien contrdlées,
la résistance a certains désinfectants doit aussi étre prise en considération (Corcoran et al. 2014;

Mueller-Doblies et al. 2010).

Il a été également démontré que la production de cellulose et la formation de biofilm peuvent
contribuer positivement a la survie de Salmonella dans 1’environnement des usines de
transformations des aliments (Rodrigues et al. 2011; Corcoran et al. 2014; Marin et al.
2009). Les biofilms aident & protéger Salmonella contre les agressions environnementales
comme celles des désinfectants chimiques qui sont généralement incapables d'éliminer la

plupart des bactéries associées au biofilm (Marin et al. 2009).

1.3 Taxonomie du genre Salmonella

Depuis le premier isolement de Salmonella, différents systémes ont été utilisés pour diviser le
genre en sous-genres, especes, sous-especes, groupes, sous-groupes et sérovars (ou sérotypes)
(Brenner et al. 2000). Aujourd'hui, le genre Salmonella est divisé en deux especes: Salmonella
enterica et Salmonella bongori (Dawoud et al. 2017; Brenner et al. 2000). Salmonella enterica
est divisée en six sous-especes: S. enferica subsp. enterica, S. enterica subsp. salamae, S.
enterica subsp. arizonae, S. enterica subsp. diarizonae, S. enterica subsp. houtenae, and S.

enterica subsp. indica (Issenhuth-Jeanjean et al. 2014).



Chaque sous-espece est divisée en sérovars selon le schéma de Kauffmann-White-Le Minor.

Les termes "sérovar" et "sérotype" sont généralement considérés comme synonymes (Ryan et

al. 2017). L'Institut Pasteur utilise le terme « sérovar », tandis que le CDC et I’ASM (American

Society of Microbiology) utilisent le terme « sérotype », en changeant toutefois progressivement

leur appellation vers « sérovar » afin de maintenir la cohérence de la nomenclature

internationale.

La classification antigénique de Salmonella repose sur la réaction d’anticorps avec trois types

d'antigénes de surface: 1’antigéne O, H et Vi (Su and Chiu 2007; Brenner et al. 2000; Dworkin
et al. 2006; Nataro et al. 2011).

L’antigene O, qui est discriminatoire seulement pour I’identification du sérogroupe. Il
est en effet présent sur toutes les bactéries de la famille. Il est aussi appelé antigene
somatique. Il fait partie des lipopolysaccharides (LPS), qui sont les endotoxines
bactériennes. L’antigéne O est en effet la chaine latérale de la molécule, composée en

plus d’un noyau central oligosaccharidique et du lipide A (Eng et al. 2015).

L’antigene H, correspond au flagelle dont sont pourvues certaines especes de bactéries.
Dans le cas des Salmonella, il est dit diphasique, car on observe 2 antigenes différents
selon la phase dans laquelle se trouve la bactérie. L’antigene de phase I est présent chez
toutes les bactéries de la sous-espece, mais reste spécifique, tandis que celui de la phase

2 ne I’est pas, et peut ainsi occasionner des réactions croisées (Eng et al. 2015).

L’antigene VI, est ’antigene de la capsule. C’est une structure qui entoure parfois la
paroi des bactéries, lui donnant une résistance supplémentaire aux mécanismes de
défense de I’hote. L’antigéne de surface VI est généralement de nature
polysaccharidique et il est découvert dans les sérotypes Typhi et Paratyphi (Eng et al.
2015; Bronze and Greenfield 2005).



Les formules antigéniques de tous les sérotypes connus de Sa/monella sont enregistrées dans le
schéma de Kauffmann-White-Le Minor (Ryan et al. 2017). Actuellement, selon la derniére mise
a jour publiée en 2014 (mise a jour de 2010), il existe environ 2659 sérovars dans le genre
Salmonella (2639 dans Salmonella enterica et 20 dans Salmonella bongori) (Issenhuth-Jeanjean
et al. 2014). Afin d’éviter toutes sortes d’erreurs ou de confusions, seul le centre collaborateur
de 1'0Organisation Mondiale de la Santé (OMS) de référence et de recherche sur les Salmonella
a le pouvoir de valider I’identification de nouveaux sérovars (Guibourdenche et al. 2010; Weill

2007).

1.4 Importance des infections a Salmonella en santé publique

L’¢épidémiologie de Salmonella, agent causal de la salmonellose, est d’un grand intérét en ce qui
concerne la santé publique. La salmonellose est la deuxiéme maladie entérique la plus
importante mondialement (Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories (BMBL)
5th Ed 2009). La maladie est a déclaration obligatoire au Québec. Ainsi, lorsqu'un test de
laboratoire révele la présence de Salmonella dans un prélevement, le laboratoire doit en informer

les autorités de santé publique de la région (MHSS 2016).

1.5 La prévalence de Salmonella dans la chaine de production

de volailles

Les infections alimentaires causées par Sa/monella sont d’une importance majeure en santé
publique. La transmission de Salmonella a 1'humain se fait le plus souvent par l'ingestion
d'aliments contaminés (Braden 2006; Kimura et al. 2004; Zhao et al. 2001; Silva et al. 2011).
Les produits de la volaille sont dans les productions animales, les plus souvent associées a la

contamination de I’homme (Anumolu VK 2014; Jinu, Singh, and Singh 2015; Kornacki 2010;



Antunes et al. 2003). Painter et al. (2013) ont estimé qu’entre 10% et 29% des Salmonella isolées
de cas de TIAs aux Etats-Unis étaient liées a la viande de volaille (John et al. 2013). Salmonella
s’aveére donc une préoccupation majeure en matiere de salubrité des aliments dans les milieux

d’abattage et de transformation des volailles.

Dans les usines d'abattage, les carcasses de poulet subissent plusieurs étapes de traitement telles
que I’insensibilisation, la saignée, I’échaudage, la plumaison, 1’éviscération, le refroidissement,
et, possiblement, des procédés de transformation secondaires pour produire les différentes
coupes et produits offerts sur le marché. Chacune de ces étapes peut avoir un impact sur la
prévalence de Salmonella dans les produits de viande de volailles (El-Aziz 2013; Rivera-Perez
2014; C. Mead 1995). La contamination par Salmonella des produits de viande de volailles a
l'abattoir et dans les usines de transformation serait principalement due a la contamination
croisée pendant le traitement des carcasses. Cependant, des études ont rapporté que 1'abattage
des oiseaux positifs a Salmonella entraine une contamination massive de la ligne d’abattage et
de traitement des viandes, et les procédures de nettoyage n’arrivent parfois pas a éliminer cette
contamination (Berrang et al. 2009; Byrd et al. 2002; Heyndrickx et al. 2002; Rasschaert et al.
2008). Les connaissances actuelles ne nous permettent pas de statuer sur la contribution relative
des oiseaux entrant a 1’abattoir par rapport au réle de la contamination de I’environnement

d’abattage dans le statut final du produit de viande par rapport a Salmonella.

Dans une étude portant sur la prévalence de Salmonella dans les troupeaux de poulets et de
dindes abattus au Québec, la prévalence de Salmonella dans les caeca était de 50% pour les
poulets et de 54% pour les dindes, respectivement (Arsenault 2007). A 1’échelle canadienne,
une ¢tude réalisée entre décembre 2012 et décembre 2013 a démontré que la prévalence de
Salmonella dans les lots de poulets a griller a I’abattoir était a 25,6 % (ACIA 2016). L’¢tude a
aussi rapporté que la prévalence de la bactérie sur les carcasses entieres de poulet et sur les

parties de carcasses transformées s’élevait respectivement a 16,9 % et 2 29,6 % (ACIA 2016).



D’autres étapes, comme le transport des oiseaux vivants, ont aussi un réle a jouer dans la
dissémination de Sa/monella tout au long de la chaine de transformation des viandes. En effet,
Marin et Lainez (2009) ont rapporté que durant le transport, il y’a une augmentation de la
prévalence de Salmonella a cause de la contamination croisée associée aux déjections des
oiseaux infectés (Marin and Lainez 2009). Une telle contamination entraine une dissémination
massive de Salmonella tout au long de la ligne d'abattage et peut conduire également a la

contamination du produit fini (Lillard 1990).

1.6 Isolement et culture

L’approche bactériologique classique pour 1’identification de la bactérie comprend plusieurs
¢tapes: pré-enrichissement, enrichissement sélectif suivi d’un isolement sur géloses sélectives
et de confirmations biochimiques et sérologiques. Une approche moléculaire pour Ia
confirmation est aussi possible (FSIS 2014; Skovgaard 1985; U.Methner 2013; Bell et al. 2016).
Le pré-enrichissement apporte les nutriments nécessaires pour la croissance et la multiplication
non sélective de toutes les bactéries capables de croitre dans le milieu (Andrews 1989; Langlais,
Thibodeau, and Fravalo 2019). Il permet a Salmonella de se multiplier afin de faciliter sa
détection subséquente. Le pré-enrichissement est habituellement réalisé dans de 1’eau peptonée

tamponnée (Yang et al. 2016; Hoorfar and Baggesen 1998).

L’enrichissement sélectif qui suit cette étape a pour role d’inhiber les bactéries compétitrices et
de favoriser la croissance de Sa/monella. 11 existe plusieurs milieux d’enrichissements sélectifs
tels que le milieu modifié semi-solide de Rappaport-Vassiliadis (MSRV) et le Rappaport-
Vassiliadis (base de soja) (RVS). Le MSRV représente une amélioration par rapport aux autres
milieux en bouillons d'enrichissement sélectif conventionnels puisqu’il contient des peptones
comme source de carbone et d’azote, facilitant ainsi davantage la croissance de la bactérie
(Carrique-Mas and Davies 2008). De plus, sa nature semi-solide permet, lors de I’incubation, la

formation d’un halo de croissance par les salmonelles s’éloignant du point d’inoculation grace
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a leur mobilit¢ (Smedt and Bolderdijk 1987; Worcman-Barnink et al. 2001). L’ajout de
novobiocine au milieu assure une plus grande sélectivité pour Salmonella en empéchant la
croissance des bactéries a Gram positif. Le milieu MSRYV est facile a utiliser et des résultats

négatifs peuvent souvent étre conclus par 1’absence visuelle du halo de migration (Read et al.

1994; Carrique-Mas and Davies 2008).

Les milieux sélectifs pour Salmonella permettent d’isoler des colonies typiques de la bactérie.
11 existe plusieurs milieux tels que XLD (Xylose Lysine Deoxycholate agar), BGS (Brilliant
Green Sulfa Agar), BIS (Bismuth Sulphite agar), Salmonella -Shigella (Gélose SS), et Bismuth
sulfite (La gélose de Wilson-blair modifiée) (Leon-Velarde 2012). Le milieu XLD permet de
sélectionner Salmonella basé sur sa capacité a fermenter le xylose (production d’énergie) et a
décarboxyler la lysine en cadavérine (¢quilibrage du pH du milieu suite & son augmentation par
fermentation du xylose). Le milieu BGS quant a lui contient du vert brillant qui est un inhibiteur
des bactéries a Gram positif et de la plupart des bacilles a Gram négatifs autres que Salmonella
(Stokes and Osborne 1955). La gélose contient également du lactose et du saccharose qui
représentent une source des glucides pour les bactéries en croissance (Stokes and Osborne
1955). Le milieu a été modifié par 1’ajout de sulfate de sodium a la formulation d'origine, et cet
ajout a contribué a une augmentation des propriétés sélectives du milieu (Stokes and Osborne

1955).

Les colonies de Salmonella sur milieu BGS apparaitre rose (ou incolores), car elles n’utilisent
pas les sucres présents, et ne provoquent donc pas d’acidification du milieu. Les contaminants
peuvent eux donner des colonies jaune-vert, parfois de couleur trés vive. Ils sont également
circulaires a périphérie lisse avec un centre blanc, tandis que les colonies de Salmonella sur

milieu XLD apparaitre de couleur noire sur des colonies roses translucides.

L’étape supplémentaire afin d’arriver a une confirmation de 1’identité de la bactérie se fait en
utilisant des tests biochimiques et sérologiques. Parmi les principaux tests biochimiques, on

retrouve le milieu différentiel TSI (Triple Sugar Iron) et a I’urée de Christensen.
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Le TSI correspond a un milieu de Kligler, auquel a été ajouté du saccharose, en plus du glucose
et du lactose déja contenus dans le milieu (Hajna 1945). Ce milieu est basé sur la fermentation
des sucres qui est facilement visible grace a la présence du rouge de phénol. Si les sucres sont
utilisés par la bactérie, le milieu va s’acidifier et prendre une coloration jaune. Ce milieu permet
aussi la mise en évidence de la production d’H2S, et parfois le dégagement de gaz (Hajna 1945).
Salmonella n’utilisant pas le saccharose ni le lactose, le milieu garde sa teinte rouge dans le
culot, mais prend une teinte jaune sur la pente. Cette coloration provient de I’utilisation du
glucose. Le culot devient en revanche noir, di a la production d’H2S. Le dégagement de gaz

n’est en revanche pas un critére spécifique.

Le test a ’'urée permet de mettre en évidence la dégradation de 1’urée par le biais d’une uréase.
Si I'urée est dégradée par cette uréase, il se forme de ’ammoniaque, qui est alcalin. Le rouge
de phénol met en évidence cette augmentation du pH, le milieu prend une teinte rose vif qui
n’est pas caractéristique de Sal/monella toutefois (urée négative) (Christensen 1946). Pour les
tests sérologiques de confirmation, des antisérums permettant de détecter les antigenes

flagellaires (H) et somatiques (O) sont généralement utilisés (Leon-Velarde 2012).

Un grand développement dans la détection rapide de Salmonella est observé dans le domaine
de la biotechnologie moléculaire. La réaction en chaine par polymérase (PCR) et la PCR
quantitative (QPCR) sont principalement utilisées comme méthodes de choix pour la détection
des salmonelles. De nombreux protocoles différents ciblant différents genes ou diverses régions
de geénes ont été publiés pour la détection et la confirmation de 1’identité de I’isolat (Nucera et
al. 2006; Guo et al. 2017; Anumolu VK 2014; Cohen, Mechanda, and Lin 1996; Cheng, Doran,
et al. 2015; Postollec et al. 2011; Malorny et al. 2003; Wang et al. 2018). Le geéne de virulence
invA est de loin le plus ciblé pour la détection spécifique des Sal/monella dans les échantillons
d’origine alimentaire et environnementale (Bell et al. 2016; Rahn et al. 1992; Chiu and Ou
1996). Le locus invA est présent et fonctionnel dans la plupart des sérotypes de Salmonella

(Collazo and Galan 1997). Cependant, certaines études ont montré que le gene invA était absent
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de certaines sérovars de Salmonella enterica comme S. Saint-Paul, S. Litchfield et S.

Senftenberg (Cohen, Mechanda, and Lin 1996; Malorny et al. 2004; Rahn et al. 1992).

La PCR est une approche simple et rapide, elle est utilisée pour la détection de Sa/monella dans
plusieurs produits alimentaires, tels que les ceufs et différentes viandes (O'Regan et al. 2008;
Chen et al. 2010; Malorny, Bunge, and Helmuth 2007; McGuinness et al. 2009). Elle présente
¢galement certains inconvénients, tels que la nécessité d’un équipement colteux et d’un
personnel qualifié, ainsi que 'utilisation de produits chimiques de nettoyage de I’ADN, ce qui
la rend difficile d’acces pour certains laboratoires en milieu alimentaire. de surcroit, le manque
de distinction entre les cellules vivantes et mortes fait en sorte qu’une confirmation par des
méthodes de culture standard est souvent nécessaire. Finalement, la sensibilité relativement
faible de cette approche (10* bactéries par millilitre) doit souvent étre compensée par des
méthodes de concentration de ’ADN comme 1’utilisation de billes magnétiques (Wang et al.
2012; Koyuncu, Andersson, and Haggblom 2010; Bell et al. 2016). Dans une étude réalisée par
Chen et al. (1997) ou le géne invA a été choisi comme gene cible dans la PCR TagMan™, les
résultats ont montré que la technique était capable d’avoir une spécificité et sensibilité¢ a 100%,
avec un succes de détection a moins de 7 UFC par réaction PCR dans les échantillons d'aliments

enrichis (Chen et al. 1997).

1.7 Les techniques de caractérisation

Les techniques de caractérisation des isolats ont une importance primordiale lorsque 1’on veut
comprendre la distribution et 1’origine de la contamination dans un contexte agro-alimentaire.
En effet, I’identification a I’espece n’est pas suffisamment discriminante pour pouvoir tirer des
conclusions dans un contexte d’épidémiologie en conditions industrielles. Il existe deux types
de techniques permettant la caractérisation de Sa/monella: les techniques phénotypiques et les

techniques génotypiques.
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Les techniques phénotypiques reposent sur les caractéres exprimés par les bactéries. Ils
comprennent notamment le sérotypage, le biotypage et le lysotypage (van Belkum et al. 2007;
Millemann 1998). Les techniques génotypiques ou moléculaires reposant sur le matériel
génétique sont quant a elles basées sur I’analyse de I’ADN plasmidique et de I’ADN
chromosomique de la bactérie (Millemann 1998). Plusieurs méthodes ont été proposées comme
alternatives potentielles au sérotypage de Salmonella puisque cette technique est reconnue pour
son faible pouvoir discriminant. Des techniques telles que le HRM (High Resolution Melting),
le PFGE (Pulsed-field Gel Electrophoresis) et le MLST (MultiLocus Sequence Typing) sont
parmi les techniques les plus fréquemment utilisées en remplacement (Zou et al. 2010; Achtman

2012; Bratchikov and Mauricas 2011).

1.7.1 Quelques techniques de caractérisation phénotypique

1.7.1.1  Le sérotypage

Le sérotypage est une méthode conventionnelle basée sur la réaction d’anticorps avec trois
antigénes bactériens de surface: les antigenes O, H et Vi (Su and Chiu 2007; Brenner et al. 2000;
Dworkin et al. 2006; Nataro et al. 2011; U.Methner 2013). Le schéma utilisé mondialement pour
l'identification sérologique de Salmonella est le schéma de Kauffmann-White-Le Minor (Ryan

et al. 2017).

Le sérotypage a été, pendant plus de 80 ans, la méthode de caractérisation primaire de choix
pour Salmonella (Wattiau, Boland, and Bertrand 2011). Cependant, comme nous 1’avons vu
précédemment, elle présente un certain nombre de limites pratiques (van Belkum et al. 2007).
Le sérotypage est laborieux, couteux, et prend beaucoup de temps, un minimum de trois jours
étant nécessaire pour identifier un sérotype (Nashwa 2009). De plus, il dépend de la disponibilité
des antisérums et réactifs et aussi de personnel hautement qualifié que la pratique de cette

méthode requiert (Alvarez et al. 2004; Cai et al. 2005; Strawn et al. 2014).
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Le typage sérologique de Sal/monella enterica fait appel a plus de 150 antigénes O et H, et plus
de 250 antisérums sont requis (Cai et al. 2005; Wattiau et al. 2008). Aussi, les anticorps associés
aux antigeénes du lipopolysaccharides (LPS) de certains sérotypes de Salmonella peuvent réagir
avec d'autres genres d'Enterobacteriaceae, en particulier Escherichia coli, ce qui peut conduire

a des résultats faussement positifs (Rundlof et al. 1998; Navarro et al. 2007).

1.7.1.2 Le lysotypage

Le lysotypage a été utile pendant des décennies pour la caractérisation phénotypique des
Salmonella (Baggesen et al. 2010). C’est une méthode qui permet de classer les souches d'une
méme espece en lysotypes, selon leur susceptibilité aux phages (Le Minor 1988). En Europe, le
lysotypage utilisant le systéme du LEP (Laboratory of Enteric Pathogens), a été largement utilisé
pour le sous-typage de S. enteritidis (De Lappe et al. 2009). Le schéma obtenu par ’utilisation
de cette méthode subdivise S. enteritidis en 74 lysotypes basé sur les réactions avec 16 phages
(De Lappe et al. 2009). Au Canada, la technique utilisée actuellement par I’ Agence de la santé
publique du Canada (ASPC) est celle décrite par Anderson et Williams (1956) (ASPC 2010).

Les principaux désavantages du lysotypage sont le manque de standardisation, une faible
reproductibilité et la demande d’un personnel bien entrainé (Baggesen et al. 2010). Bien qu’il
se soit avéré un bon outil dans les années '90 pour la caractérisation des souches et la surveillance
des épidémies, le systéme recommandé par le WHO (World Health Organization) pour le
lysotypage de Salmonella est complexe et ne représente plus un outil de premier choix, entre
autres, dii @ son pouvoir discriminant faible qui peut en faire une méthode problématique
lorsqu’elle est utilis€ pour la surveillance des agents pathogeénes pour ’homme, tels que
Salmonella (Baggesen et al. 2010; Baggesen and Wegener 1994; Hald, Lo Fo Wong, and
Aarestrup 2007).
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1.7.1.3 Le biotypage

Cette technique de typage est basée sur les caractéres biochimiques des salmonelles. La
subdivision de Salmonella en espéces et sous-espéces se fait grace a différents tests
biochimiques tels que la fermentation du glucose, la réaction d'uréase (négative), la lysine
décarboxylase, le test d'indole (négatif), la production de H»S et la fermentation du galactitol

(Le Minor 1988; Millemann 1998; Kumar 2009).

La technique de biotypage est généralement facile et peu cotteuse, elle permet a la fois la
confirmation de I’espéce et un niveau de caractérisation qui est directement proportionnel au
nombre de réactions biochimiques utilisées. Tous les tests peuvent étre effectués, méme dans
un petit laboratoire (van Belkum et al. 2007). En effet, ’utilisation d’une galerie API (analytical
profile index) permettant 1'identification de micro-organismes par la réalisation rapide et facile
de tests biochimiques miniaturisés. L’API est I'une des approches de choix lorsqu’il n’est pas

possible d’avoir accés a des méthodes génotypiques plus discriminantes.

D’une maniere générale, les techniques phénotypiques sont toutefois considérées relativement
peu discriminantes par rapports aux techniques génotypiques, comme nous le verrons

maintenant.

1.7.2 Quelques techniques de caractérisation génotypique

1.7.2.1 HRM (High Resolution Melting)

L'analyse des courbes de fusion a haute résolution (HRM), est une méthode basée sur PCR

quantitative (ou qPCR), ou PCR en temps réel (Wittwer et al. 2003; Gundry et al. 2003; Erali et
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al. 2008). La PCR en temps réel est une technologie capable d’amplifier et de détecter
rapidement ’acide nucléique d’organismes spécifiques en une seule réaction ou méme plaque
(Persing et al. 2011; Espy et al. 2006; Millar et al. 2007). La PCR en temps réel présente de
nombreux avantages, notamment par rapport a la PCR traditionnelle. L'un des principaux
avantages est que la formation du produit de la PCR peut étre surveillé en continu, en particulier
au cours des premiers cycles de l'amplification par PCR ou la formation du produit est
directement liée a la quantité d'ADN de départ. Cela signifie qu'il est possible de quantifier avec
précision la quantit¢é d'ADN dans 1'échantillon d'origine. De plus, elle est rapide, sensible et
spécifique et ne repose pas sur des méthodes post-PCR longues telles que 1’électrophorese sur
gel pour I’analyse du résultat (Espy et al. 2006; Wittwer and Hahn 2004; Persing et al. 2011).
Un certain nombre de systetmes de PCR en temps réel sont disponibles dans le commerce la
majorité sont basés sur la liaison de colorants fluorescents, tel que SYBR-Green I (Persing et al.

2011; Espy et al. 2006; Millar et al. 2007).

Le HRM est une méthode rapide, facile a utiliser et moins coliteuse que d'autres approches
comme le s€quencage nucléotidique (Bratchikov and Mauricas 2011; Bancerz-Kisiel et al.
2014). En 2012, Tong et Giffard ont étudié les avantages et les inconvénients de ’utilisation du
HRM en microbiologie. Leur étude suggere que le HRM posseéde un potentiel considérable en
microbiologie car il ne nécessite aucune procédure compliquée (Tong and Giffard 2012). De
plus, aucune sonde spécifique a une espece n’est requise, il suffit d’un colorant saturant et des
amorces ciblant les régions d’intérét spécifiques (Tong and Giffard 2012). Cependant, la
technique nécessite une machine PCR couteuse a 1’achat. On ne peut prendre de machine qPCR
standard, il faut avoir I’option HRM qui permet d’avoir une courbe de fusion précise au 0,1°C
comparativement a une courbe de fusion a tous les 1°C pour un appareil standard (Tamburro
and Ripabelli 2017). De plus, il faut employer du Evergreen et non pas su Sybr Green comme
fluorochrome, la fluorescence du Evergreen étant beaucoup plus stable et reproductible

(Tamburro and Ripabelli 2017; Persing et al. 2011; Espy et al. 2006; Millar et al. 2007).
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Le HRM est capable d'identifier les plus petites différences d'amplicons de PCR et il est donc
idéal pour le génotypage de polymorphismes mono-nucléotidiques, 1'identification des especes,
l'appariement des séquences et le balayage des mutations, sans nécessiter de séparation

supplémentaire, ni de traitement additionnel aprés la PCR (Reed et al. 2007; Erali et al. 2008).

La technique commence d'abord par une amplification par PCR, suivie par un traitement
thermique des amplicons afin de provoquer une fusion de I’ADN double brin amplifi¢ (Erali et
al. 2008; Reed et al. 2007). L'analyse HRM consiste a comparer, suite a une normalisation, la
forme des courbes de fusion afin de déterminer si deux amplicons contiennent des séquences
identiques ou différentes, conférant a cette approche un pouvoir de résolution beaucoup plus
¢levé que celui de I’analyse classique des courbes de fusion (Wittwer et al. 2003; Bratchikov

and Mauricas 2011; Bancerz-Kisiel et al. 2014).

Dans I’analyse par HRM, la différence observée pour les courbes de fusion d’'un méme gene est
expliquée par la température de fusion qui varie d’un amplicon a un autre et qui est attribuable
a la longueur et la teneur en bases nucléiques (guanine, cytosine, adénine et thymine) qui peut
varier (selon le géne amplifi¢) d’un sérotype a un autre et méme a I’intérieur d’un méme sérovar
(Reed et al. 2007; Erali et al. 2008; Herrmann et al. 2006). A basse température, I’ADN double
brin dans 1'échantillon donnera une fluorescence élevée, mais lorsque la température augmente,
I'ADN double brin est séparé en un ADN simple brin et la fluorescence diminue. Etant liées par
trois liaisons hydrogene, les guanines et les cytosines sont plus stables que les adénines et les
thymines qui elles, ne contiennent que deux de ces liaisons. Les séquences d'ADN ayant une
teneur ¢élevée en guanine et cytosine ont donc des températures de fusion plus élevées que les
séquences d'ADN possédant une plus faible teneur, une caractéristique génétique exploitée par

une approche par HRM (Druml and Cichna-Markl 2014).

L’approche par HRM a été appliquée avec succes en diagnostic clinique. Par exemple, Jeng et
al. (2012) ont utilisé cette approche en combinaison avec la qPCR pour la détection et

I’identification de Salmonella lors de bactériémies en utilisant le géne de I’ARNr 16S (Jeng et
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al. 2012). Plusieurs autres ¢tudes récentes ont rapport¢ que le HRM n'est pas seulement
applicable a la recherche clinique et au diagnostic, mais qu’il constitue également un outil
efficace dans l'analyse génétique et microbiologique des aliments (Wang, Zijlstra, and Génzle
2017; Ganopoulos et al. 2012; Druml and Cichna-Markl 2014). Ainsi, en 2011, Ganopoulos et
coll ont appliqué 1’approche par HRM pour la détection de 1'adultération du riz basmati. Cinq
marqueurs microsatellites ont été utilisés (RM1, RM72, RM206, RM241, RM287) pour

distinguer la différence entre cinq cultivars de riz Basmati et trois cultivars de riz non-Basmati.

Plusieurs études rapportent que le HRM est une bonne alternative qui permet a la fois, avec
certaines modalités, le génotypage et le sérotypage des micro-organismes pathogenes les plus
souvent associés aux TIAs (Antolinos et al. 2012; Bratchikov and Mauricas 2011; Hashemi et
al. 2018; Saeidabadi et al. 2017; Pietzka et al. 2011). Elle présente un bon pouvoir discriminant,

tout en étant facile a réaliser.

Le HRM a été appliqué pour la détection et l'identification rapides de plusieurs bactéries tels
que Staphylococcus aureus, Bacillus anthracis, Chlamydophila psittaci, Salmonella, Listeria,
Pseudomonas savastanoi, et aussi pour différencier Mycobacterium chelonae de
Mycobacterium abscessus (Fortini et al. 2007; Mitchell et al. 2009; Jin et al. 2012; Gori,
Cerboneschi, and Tegli 2012; D Odell et al. 2005; Jeng et al. 2012; Bratchikov and Mauricas
2011).

En 2012, Ajitkumar et al. ont utilisé le HRM pour identifier neuf agents pathogénes les plus
souvent incriminés lors de mammites bovines: Escherichia coli, Streptococcus agalactiae,
Klebsiella pneumoniae, Streptococcus uberis, Staphylococcus aureus, Mycoplasma bovis,
Arcanobacterium pyogenes, Corynebacterium bovis et Streptococcus dysgalactiae (Ajitkumar

etal. 2012).
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En 2011, Bratchikov et Mauricas ont utilisé le HRM pour le sérotypage de Salmonella. Sept
régions distinctes du génome de Salmonella ont été sélectionnées afin de différencier les
sérotypes: trois courtes régions distinctes nommées A, I et K; deux courtes répétitions
palindromiques groupées et réguliérement espacées (CRISPR1 et CRISPR2), ainsi que les geénes
yohM et shdA qui sont des séquences contenant un nombre variable de répétitions en tandem,
ou régions VNTR (Brat¢ikov and Mauricas 2009; Bratchikov and Mauricas 2011). Un total de
134 souches de Salmonella appartenant a la sous-espece enterica ont été différenciées en 45
génotypes uniques. Dans cette méme étude, les auteurs ont conclu que les régions associées aux
CRISPRs étaient les plus informatives et fournissaient les données de profil les plus complétes
(Bratchikov and Mauricas 2011). L’étude a rapporté aussi que la séquence ciblée pour le géne
yohM a également généré des profils riches. Cependant, celle-ci était moins instructive

(Bratchikov and Mauricas 2011).

En 2017, Mohammad Sadegh Saeidabadi et coll. ont aussi fait un essai de sérotypage de
Salmonella par 1’approche HRM, mais en utilisant cette fois-ci une seule région du génome
(hemD). Les résultats de cette étude ont montré I’impossibilité¢ de différencier des souches de
Salmonella par une approche HRM n’utilisant qu’un seul géne (Saeidabadi et al. 2017). Ainsi,
le HRM présente un pouvoir discriminant intéressant uniquement lorsque plusieurs genes

d’intérét sont ciblés.

1.7.2.2  MLST (Multi-Locus Sequence Typing)

Le Multi-Locus Sequence Typing (MLST) est une méthode basée sur la sélection et
I’amplification de certaines portions des génes de ménage bactériens, suivi du séquencage du
fragment plutét que de la migration €lectrophorétique des protéines comme le suggérait son
ancétre, le Multi-Locus Enzyme Electrophoresis (MLEE) (Maiden et al. 1998). Les génes de
ménage sont le plus souvent retenus car ils sont présents dans tous les isolats et ne sont pas
soumis a de fortes pressions conduisant a des changements de la séquence (Foley et al. 2007).

Aussi, les génes de ménage évoluent lentement, ce qui permet de les utiliser afin d’étudier la
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structure évolutive des populations bactériennes, comme il a déja été fait pour les salmonelles
(Perron et al. 2008). Un autre avantage de 1’approche par MLST est le pouvoir communautaire.
En effet, puisque les résultats obtenus sont hautement reproductibles et que ceux-ci peuvent
facilement étre partagés d’un laboratoire a un autre ou méme étre rendus publiques, cet aspect
facilite I’échange et la comparaison de résultats issus de nombreuses banques de données (Foley
et al. 2007; Achtman 2012). Actuellement, plus de 222 000 profils alléliques issus de 65 973
souches de Salmonella ont été établis et rapportés dans la base de données MLST publiée en

ligne et accessible publiquement sur http:/enterobase.warwick.ac.uk/species/senterica/,

http://pubmlst.org, ou http://enterobase.warwick.ac.uk (Ho et al. 2017).

L’approche par MLST est souvent comparée au PFGE. Bien qu’elle posséde un temps d'analyse
plus court, elle garantit une précision de prédiction des sérovars plus élevée, ainsi qu’un partage
et une comparaison des résultats obtenus facilités (Shi et al. 2015). Par contre, son pouvoir
discriminant est nettement moindre que celui du PFGE. De plus, le colit de typage des isolats

par MLST est deux fois plus élevé que celui du PFGE (Shi et al. 2015; Singh et al. 2012).

1.7.2.3 PFGE (Pulsed-field Gel Electrophoresis)

La méthode de 1’¢électrophorese en champ pulsé (PFGE) est encore considérée par certains
comme le “gold standard” des méthodes de typage moléculaire des isolats dans les enquétes
épidémiologiques. L approche par PFGE a longtemps été considérée comme la technique la plus
discriminante pour la caractérisation moléculaire des pathogeénes alimentaires bactériens
provenant des aliments (Berge, Adaska, and Sischo 2004; Schlichting et al. 1993; Ribot et al.
2006; Zou et al. 2012; Toshiyuki et al. 1995; Lytsy et al. 2017).

Les nouvelles méthodes de séquengage a haut débit permettent de nos jours d’atteindre un
pouvoir discriminant encore supérieur. Le PFGE utilise des champs pulsés pour séparer de gros

fragments d'ADN bactériens (Singh et al. 2006; Bohm and Karch 1992; Shomer et al. 2016).
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Ainsi, cette approche implique I'utilisation d'une ou de plusieurs enzymes de restriction afin de
générer un nombre limité de fragments d’ADN génomique bactérien de haut poids moléculaire.
Pour Salmonella, 1'enzyme de restriction la plus couramment utilisée est Xbal qui génere
habituellement entre 11 et 17 fragments d'ADN, chacun d’une taille variant de 40 a 800Kb
(Tamada et al. 2001; Tenover et al. 1995; Ridley, Threlfall, and Rowe 1998). Particuli¢rement
pour Salmonella, le typage par PFGE nécessite généralement ’utilisation de d’autres enzymes,
comme Blnl et Ceul afin d’augmenter le pouvoir discriminant de cette méthode, la rendant ainsi

plus fastidieuse (Levin 2009).

Le pouvoir discriminant €levé et la reproductibilit¢ de cette technique sont ses principaux
avantages par rapport aux autres méthodes de typage moléculaire telles que le ribotypage (CDC
2010a; Kagambega et al. 2013; Ross and Heuzenroeder 2005). Le PFGE est une méthode de
choix pour la caractérisation moléculaire des sérotypes de Salmonella et est largement utilisée
par le CDC (Bennett et al. 2003; Irvine et al. 2009; Ho et al. 2017; Threlfall et al. 1996).
Cependant, considérant la charge de travail associée a la réalisation de cette approche et
considérant ’accessibilit¢ de plus en plus facilitée a des méthodes de typage encore plus
discriminantes telles que le séquengage du génome complet, ’intérét pour le PFGE tend a

diminuer.

Un autre inconvénient du PFGE est la difficulté a normaliser les résultats afin de permettre la
comparaison intra et inter-laboratoires. Ainsi, une standardisation rigoureuse des protocoles est
nécessaire pour assurer la reproductibilité des analyses (Ribot et al. 2006; Kérouanton et al.
2007; Pietzka et al. 2011). La comparaison inter-laboratoires des résultats obtenus pars PFGE
est actuellement moins difficile grice a la mise en place du réseau PulseNet. Ce réseau,
coordonné par le CDC, repose sur I'utilisation de protocoles standardisés (Wattiau, Boland, and

Bertrand 2011; Swaminathan et al. 2001).
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1.7.2.4 WGS (Whole Genome Sequencing)

Le séquencage du génome entier (WGS) est l'analyse de la séquence d'ADN génomique
complete d'une cellule en une seule fois, fournissant la caractérisation la plus compléte du
génome (Morgensztern et al. 2018). La technique est de plus en plus adoptée pour plusieurs

raisons :

e La capacité de détecter la présence de plusieurs types de genes tels que les génes de
virulence, les geénes de résistance aux antimicrobiens ou les déterminants de sérotypes

(Bennedsen et al. 2011; Gilmour et al. 2013; Inouye et al. 2014).
e Le colt qui est considérablement diminu¢ au cours des derniéres années (Wilson 2012).

e La vitesse qui a augmenté avec le temps, passant de plusieurs jours ou semaines a moins
de 48 heures pour séquencer un génome microbien (Taylor et al. 2015; Koser et al.

2012).

Bien que les laboratoires utilisant le WGS pour la surveillance et la détection d'épidémies sont
en nombre bien limitées, on commence a montrer 1'intérét de cette technique pour le sous typage
et la caractérisation des isolats lors d'épidémies a des fins de santé publique (Joensen et al. 2014;
Henk et al. 2014; Kwong et al. 2015). Au Canada, le WGS s’est avérée tres utile pour
circonscrire une éclosion associée au poulet Shawarma, il a été capable d'identifier dix-huit cas
de S. Thompson (ASPC 2017). De plus, le WGS a montré dans d’autres études un bon pouvoir
discriminant pour les salmonelles; il a été capable de distinguer des souches de S. Newport
isolées en Asie de celles isolées dans les autres régions du monde (Cao et al. 2013), a permis
une tragabilité des souches de S. Bareilly lors d'une éclosion d'origine alimentaire aux Etats-
Unis jusqu'a des sites situés en Inde (Hoffmann et al. 2015), et une autre tracabilité des souches

de S. Enteritidis au Chili et d’autres pays du monde (Toro et al. 2016).
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Comme toute technique, le WGS présente des inconvénients, plus particulierement la difficulté
de trouver les bons outils de bio-informatique qui permettront d’analyser le grand nombre de

données générées par le séquencage (Kwong et al. 2015; Punina et al. 2015; Zankari et al. 2012).

Il existe de nombreuses autres méthodes de caractérisation phénotypique (profils d’anti
biorésistance, plasmidiques, Multi-Locus Enzyme Electrophoresis, ...) et génotypique
(Restriction Fragments Lenght Polymorphism-PCR, Multi- Lolus Variant analysis, ...).
Cependant, la description exhaustive de toutes ces méthodes dépasse le cadre de présent

mémoire.

Le choix d’une méthode de caractérisation dépend de différents aspects comme le nombre
d’isolats a caractériser, la période de temps couverte par 1’échantillonnage de ces isolats, le type
de microorganismes et la plasticité de son génome, le pouvoir discriminant de la méthode de
typage en regard des objectifs visés par 1’é¢tude et du budget disponible. Il n’est pas rare
d’employer dans un premier temps, une méthode moins fastidieuse, mais possédant tout de
méme un bon pouvoir discriminant, pour ensuite utiliser au besoin une méthode plus
performante nécessitant et demandant généralement un plus grand investissement en

équipement, en temps et en argent (Taboada et al. 2013).

2 Production et consommation de viande de volaille

2.1 Consommation de la viande de volaille

Les changements dans le mode de vie des consommateurs dans les pays développés ont conduit
a un marché de la viande de plus en plus orienté vers des produits faciles a manipuler et
transformés. La croissance de la consommation mondiale de la viande et des produits carnés est
remarquable, non seulement pour son ampleur, mais aussi par la constance de cette croissance

sur une longue période (Valceschini 2006). En 2014, la consommation de viande dans le monde
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a été estimée a 3 118 millions de tonnes, ce qui représente une moyenne de consommation

annuelle de 42,9 kg par habitant (Planetoscope 2015).

La viande est une source primaire d'eau, de gras et de de protéines, lesquelles fournissent tous
les acides aminés essentiels, du fer, des vitamines telles que les vitamines B6 et la vitamine B12,
et des micronutriments (Ferguson 2010). Cependant, dans les derniéres années, I’image de la
viande a relativement changé en raison des demandes des consommateurs devenus plus
consciencieux face a la teneur en graisses, en cholestérol et autres substances pouvant étre
impliquées dans les maladies les plus répandues a 1’échelle mondiale, comme les maladies
cardiovasculaires, 1’obésité, le diabete et les cancers (Santarelli et al. 2010; Ferguson 2010;
Cross et al. 2010; Micha, Wallace, and Mozaffarian 2010). En effet, les données
épidémiologiques suggerent, par exemple, une relation entre la consommation de viande rouge

et le risque de cancer du colon (Cavani et al. 2009; Cross et al. 2010).

En ce qui concerne les aspects nutritionnels, la viande de volaille correspond bien a la demande
actuelle des consommateurs pour une viande faible en gras, en sodium et en cholestérol
(Barroeta 2007; Givens 2009). Ainsi, la viande de volaille peut également étre considérée
comme un « aliment fonctionnel » qui apporte des nutriments bénéfiques sur la santé humaine,
tels que 1'acide linoléique conjugué (ALC), des vitamines, des antioxydants, et un ratio de gras

polyinsaturés n-6 a n-3 équilibré (PUFA) (Barroeta 2007; Hernandez, Cesari, and Blasco 2008).

La production et la consommation mondiales de la viande de volaille ont rapidement augmenté
et ce, dans de nombreuses parties du monde pour diverses raisons : son prix relativement bas et
compétitif par rapport aux autres viandes, I'absence d'obstacles culturels ou religieux, et des
propriétés diététiques et nutritionnelles intéressantes (Valceschini 2006; Cavani et al. 2009). Les
Chinois sont de grands consommateurs de viande de volaille avec 18,6 millions de tonnes
consommeées chaque année dans ce pays, suivis de pres par les Américains avec 16,3 millions
de tonnes annuellement (MAPAQ 2011; Canada 2010). Au Canada, la consommation du poulet

est en augmentation, avec une consommation annuelle moyenne qui était de 16.9 kg par habitant
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en 1980 et qui se situait a 33.1 kg par habitant en 2017, ce qui représente la plus importante
consommation de poulet jamais observée au Canada (AAFC 2018a). En 1999, la viande préférée
des Canadiens était le beeuf, mais depuis 2005, la viande de poulet est devenue la plus

consommée au Canada, suivie par la viande du beeuf et de porc (MAPAQ 2011; AAFC 2018a).

Cette grande demande a poussé l'industrie de la volaille a faire des investissements importants
dans le domaine de la transformation, en augmentant la disponibilité de la volaille dans une
grande variété de plats cuisinés (Cavani et al. 2009). Cette demande croissante pour la viande
de volaille a fait pression sur les éleveurs et les experts en nutrition animale afin qu'ils
augmentent le taux de croissance des oiseaux et misent sur l'efficacité alimentaire. Avec
I’amélioration de la génétique des oiseaux, les poulets et dindes d’aujourd’hui sont
commercialisés apres une durée de vie d’environ la moitié de ce qu’elle était a la fin du siecle
dernier, avec un poids corporel prés de deux fois supérieur au poids qu’ils présentaient au

moment de 1’abattage il y a 60 ans (Barbut et al. 2008).

2.2 La production de poulets au Canada

Le Canada est I’'un des pays les plus productifs en ce qui concerne la production de volailles
dans le monde. En 2017, la production de produits a base de poulet au Canada représentait une
industrie de 2.5 milliards de dollars avec 191 entreprises de transformation. On compte au pays
2 836 producteurs déclarés de poulet produisant 1.2 milliard de kilogrammes de viande (poids
éviscére), desquels 60,7% proviennent du Québec et de I’Ontario (AAFC 2018b; Canada 2018).
Le Québec et la Colombie-Britannique sont les seules provinces canadiennes a avoir connu une

augmentation de leur nombre de producteurs entre 1999 et 2009 (MAPAQ 2011).

Le succes de I’industrie du poulet au Canada peut €tre attribué a quatre composantes clés: une
certaine intégration, des contrats de production, des producteurs spécialisés dans des gammes

de poids spécifiques et des fermes relativement petites et spécialisées (Canada 2018).
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L’industrie du poulet au Canada est en croissance continuelle. Actuellement, 160 nouvelles

installations de production sont en construction en Ontario (Canada 2018).

La production avicole est exposée a plusieurs risques d'introduction et de propagation des
maladies infectieuses, lesquelles présentent un danger pour les troupeaux de volailles ainsi que
pour la sant¢ humaine. Des programmes de biosécurité et 1’application des bonnes pratiques
d’¢levage sont nécessaires afin de minimiser les risques de maladies en vue de protéger le
cheptel et I’économie canadienne, et ainsi fournir aux consommateurs des produits sains, de

qualité et abordables.

3 Epidémiologie de Salmonella

3.1 La contamination du produit de viande de volaille

Il est connu que la consommation de viande de poulet contaminée par Salmonella peut étre
associ¢e a des TIAs (Antunes et al. 2016). Environ 93,8 millions de cas de salmonellose
provoquant 155 000 déces sont rapportés chaque année dans le monde (Majowicz et al. 2010).
D’autres sources de contaminations telles que le contact avec des animaux, avec
I’environnement ou avec des personnes contaminées sont possibles méme si la salmonellose
d'origine alimentaire demeure la plus importante quantitativement avec un impact économique

et sanitaire tres élevé (Voetsch et al. 2004; Antunes et al. 2016).

Les enquétes épidémiologiques ont montré que la viande de poulet crue ou insuffisamment cuite
contaminée était le principal véhicule de transmission a 'Homme (Sandt et al. 2013; M'lkanatha
N et al. 2010). En juillet 2015, la USDA-FSIS a émis une alerte aux consommateurs de produits
de poulets crus panés et congelés, comme des pépites, des batonnets ou des burgers contaminés
par Salmonella (FSIS 2015). En 2017, I'ACIA a signalé plusieurs fois des cas de maladie

associés a la consommation des produits de poulet panés, non cuits et surgelés contaminés par
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Salmonella (ACIA 2017b). Aussi, lors d’une éclosion survenue en 2014 ou 59 cas confirmés,
dont 16 au Québec, ont été recensés, la source la plus probable de la contamination était le poulet
(ACIA 2016). Une autre éclosion en 2016 a été causée par la consommation du poulet
Shawarma, avec 18 cas de TIAs. L’ Agence de la santé publique du Canada (ASPC) a lancé une
enquéte afin d’identifier la source de contamination et prendre les mesures de contrdle
nécessaires. Les salmonelles ont été identifiées comme cause de 1’éclosion avec prédominance

du sérotype S. Thompson (ASPC 2017).

La distribution des différents sérotypes de Salmonella causant la TIA varie d’un endroit a un
autre. Au début des années 2000, le sérotype le plus isolé dans le monde selon la base de données
fournie par le SalmSurv (le Foodborne Disease Surveillance Network supporté par ’OMS) était
S. Enteriditis, suivi par S. Typhimurium et S. Newport (Galanis et al. 2006). S. Enteriditis était
le sérotype le plus isolé en Asie, en Amérique latine et en Europe, représentant respectivement
38%, 31% et 87% des isolats cliniques (Eng et al. 2015). En Afrique, S. Enteriditis et S.
Typhimurium ont été les plus fréquemment rapportées, ayant été observées respectivement dans
26% et 25% des cas humains de salmonellose (Eng et al. 2015). Aux Etats-Unis, entre 1996 et
2011, les sérotypes les plus rapportés €taient S. Typhimurium et S. Enteritidis, S. Newport, S.
Heidelberg, et S. Javiana (Boore et al. 2015). Aux Etats Unis et au Canada, plusieurs sérotypes,
tels que S. Heidelberg et S. Kentucky ont émergé comme sérotypes prédominants chez
les volailles et ont également ét¢ impliqués dans des cas de salmonellose humaine, au-dela de S.
Enteritidis (Dhanani et al. 2015; Hoffmann et al. 2014; Mazengia et al. 2014; CDC 2014b; Foley
et al. 2011; Meschke 2014; Lucie et al. 2010).

Les voies de contamination des carcasses de volailles par Salmonella sont trés variées et de
nombreux facteurs entrent en jeu de la ferme a la table. Les volailles, particulierement les poulets
de chair et les dindons, sont fréquemment colonisées par Salmonella et ne présentent
généralement pas de signes cliniques détectables. On parle ici d’infections sous-cliniques ou
encore d’oiseaux porteurs sains (Barrow et al. 2012; Cosby et al. 2015). Ces porteurs sont

considérés comme étant un facteur de risque important pour la transmission des salmonelles a
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la viande (Hugas and Beloeil 2014). Ainsi, les salmonelles peuvent étre transmises
horizontalement a l'intérieur d’un troupeau par 1’entremise de ces porteurs asymptomatiques,
mais aussi, plus rarement, verticalement a la descendance a partir d’oiseaux reproducteurs

infectés (Gast 1997).

La contamination des produits de volailles par Salmonella dans les usines d’abattage et de
transformation des viandes est notamment due a la contamination croisée par le contact physique
des carcasses avec 1’environnement contaminé de I’usine pendant le traitement (Trampel 2000;
Lillard 1990). En outre, les oiseaux contaminés peuvent jouer un role important dans cette
contamination, un troupeau positif a Sa/monella pouvant contaminer I’environnement, ainsi que

1'équipement d'abattage, jusqu'aux carcasses d'un troupeau exempt de Salmonella (Lillard 1990).

A l'abattage, lors de I’arrivée des oiseaux, le tractus gastro-intestinal peut déja contenir des
salmonelles et peut étre endommagé au cours du processus, entrainant la contamination des
carcasses (Rasschaert et al. 2008). Une telle contamination entraine une dissémination massive
de Salmonella le long de la ligne d’abattage et peut conduire également a la contamination du
produit final (Lillard 1990). En Belgique, depuis 1990, les troupeaux exempts de Salmonella
sont abattus avant les troupeaux positifs. Le statut de Salmonella est déterminé par 'analyse des
échantillons fécaux collectés dans le poulailler par le vétérinaire ou 1'éleveur quelques semaines
avant l'abattage. Malgré cette mesure de controle via I’abattage sélectif, plusieurs études belges
ont démontré que des carcasses de troupeaux exempts de Salmonella étaient contaminées apres
l'abattage (Rasschaert et al. 2008). Ceci laisse a penser que cette contamination peut provenir
des cages de transport ou méme de la chaine d'abattage elle-méme (Heyndrickx et al. 2002;

Rasschaert 2007b).

Le transport peut aussi jouer un réle dans la dissémination de Salmonella. En effet, pendant le
transport, les animaux sont soumis a des conditions de stress élevé associé entre autres a
I’entassement, aux changements de températures et a la privation d'aliments et d'eau (Rasschaert

2007b; Mainali et al. 2009). Ce stress peut se traduire par une augmentation de la prévalence
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d’oiseaux positifs a Salmonella en raison de 1I’excrétion de la bactérie par les oiseaux contaminés
et de la contamination fécale subséquente de la peau et des plumes des oiseaux voisins se
trouvant a proximité dans les cageots de transport (Marin and Lainez 2009; Klancnik et al. 2013;
Lillard 1990). Aussi, les cageots de transport peuvent également intervenir dans la
contamination des volailles, plusieurs études ayant mis en évidence qu’ils étaient trés souvent
contaminés par des souches de Salmonella (Slader et al. 2002; Rigby et al. 1980; Corry et al.
2002; Rigby et al. 1982).

Ainsi, le nettoyage et la désinfection inadéquats des cageots qui transportent les poulets peut
¢galement étre reliée a I’introduction des salmonelles dans les abattoirs (Ridley et al. 2011). Au
Canada, Rigby et al. ont effectué¢ des études pour vérifier la présence de Salmonella dans les
cageots de transport et ils ont constaté que 86.6% de ceux-ci étaient positifs avant méme que les
oiseaux ne soient chargés, alors qu’un lavage a 1'eau froide sous pression ne parvenait pas a

abaisser cette prévalence sous 73,5% (Rigby et al. 1980).

En ce qui concerne la chaine d’abattage, les poulets passent par un processus comportant
plusieurs étapes, dont certaines peuvent conduire a la contamination du produit de viande par
Salmonella. Les étapes de l'échaudage, de la plumaison, de I’éviscération et du refroidissement

semblent toutefois étre plus critiques en ce sens (EI-Aziz 2013; Rivera-Perez 2014).

3.2 La prévalence de Salmonella dans la viande de poulet

11 existe plusieurs études portant sur la prévalence de Salmonella dans la viande de poulet et les
résultats varient en raison de différents parameétres tels que les méthodes d’échantillonnage
employées, les techniques d’isolement de la bactérie utilisées, ainsi que les variations
géographiques. Ces variations rendent la comparaison de la prévalence entre les pays ou méme
entre les régions difficiles. Ces dernicres années, avec la mise en ceuvre de programmes de lutte

contre la salmonellose principalement dans la filiere avicole (par exemple dans ['Union
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européenne, aux Etats-Unis et au Canada), on a observé des changements de tendances en ce

qui a trait aux salmonelloses d'origine alimentaire et les sérotypes associés.

Le FoodNet (Foodborne Diseases Active Surveillance Network) est un réseau de surveillance
active des maladies d’origine alimentaire. Il fournit une base pour la politique de salubrité
alimentaire et la prévention des maladies aux Etats-Unis (CDC 2015). Il méne une surveillance
de neuf agents pathogénes bactériens responsables de TIAs bactériennes aux Etats-Unis (CDC
2015). Son dernier rapport publi¢ en 2017 décrit de grands changements dans l'incidence des
sérotypes de Salmonella associés dans les TIAs depuis I’année 2006. Il a rapporté une
diminution de l'incidence de l'infection par les sérotypes Typhimurium et Heidelberg au cours
des 10 derni¢res années, avec une augmentation de l'incidence des sérotypes S. Javiana et S.
Infantis et S. Thompson (Marder et al. 2018). 1l a été suggéré que ces résultats sont associés a
la diminution de la contamination de la viande de volaille par ces sérovars de Salmonella

(Marder et al. 2018; Crim et al. 2014).

La viande de poulet est parmi les plus importants vecteurs d'infection a Sal/monella pour
I’humain, de telle sorte que I'évaluation de la prévalence ou de l'incidence de la contamination
des carcasses par Salmonella est capitale afin de connaitre le niveau d'exposition, les tendances
et les risques pour la santé¢ publique. Actuellement, peu de données sont disponibles sur la
prévalence de Salmonella dans les carcasses de poulet abattus au Canada. Entre 1997 et 1999,
I'ACIA a rapporté une prévalence de 21,1% (ACIA 2000). Au Québec, Arsenault et coll. ont
rapporté une prévalence de 21,2% pour les carcasses de poulet échantillonnées avant la
réfrigération dans des abattoirs(Arsenault et al. 2007). Dans une autre étude réalisée par
Bohaychuk et al. en Alberta, 37,5% des carcasses a l’abattoir étaient contaminées par
Salmonella (Bohaychuk et al. 2009). Récemment dans une étude microbiologique de référence
nationale sur le poulet a griller au Canada, les gouvernements fédéral, provinciaux et territoriaux
du Canada (FPT) ont rapporté un prévalence de Sa/monella de 16.9 % sur les carcasses entieres
et de 29,6% sur les parties de carcasses transformées dans des établissements agréés par le

gouvernement fédéral entre décembre 2012 et décembre 2013 (ACIA 2016). Dans les autres
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pays du monde, différentes études ont rapporté des prévalences qui variaient entre 42,1% en
Corée, 41.7% aux Etats-Unis, 33% en Iran, 17,9% en Espagne, 7,3% en Thailande, et 6,67% au
Brésil (Brichta-Harhay, Arthur, and Koohmaraie 2008; Dallal et al. 2010; Ta et al. 2012; Bae et
al. 2013; Panzenhagen et al. 2016; Chotinun et al. 2014a; Capita, Alonso-Calleja, and Prieto
2007).

Comme discuté précédemment, plusieurs paramétres pourraient influencer la prévalence de
Salmonella tels que la procédure d’échantillonnage, le nombre d’échantillon, la méthodologie
utilisée pour I’isolement et 1’identification des bactéries, ainsi que la mise en application de
bonnes pratiques d’hygiéne dans les abattoirs échantillonnés, sans oublier la mise en place ou
non d’un programme HACCP. Tous ces parameétres rendent difficile la comparaison de la
prévalence de Salmonella entre deux établissements d’abattage et de transformation de poulets
a griller (Jorgensen et al. 2002; Bohaychuk et al. 2009; Cunha-Neto et al. 2018; Panzenhagen et
al. 2016; Matias et al. 2010).

4 La dissémination de Salmonella dans la viande de

poulet

4.1 La dissémination de Salmonella dans la ferme

Le poulet et les produits a base de poulet sont largement reconnus pour €tre des réservoirs
importants de Salmonella dans le monde (Baumler, Hargis, and Tsolis 2000). Certaines études
ont rapporté qu'il y a une grande association entre le statut Salmonella des oiseaux vivants et la
présence de carcasses contaminées (Cardinale et al. 2005). La contamination des carcasses de
volailles peut difficilement étre évitée lorsque les poulets sont déja contaminés a leur arrivée a

l'abattoir (Corry et al. 2002).
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Au couvoir, la contamination des oiseaux pourra se produire lors de 1'éclosion des poussins, la
présence de Salmonella chez les oiseaux dans les éclosoirs étant significativement associée a la
contamination du troupeau a la fin de la période d'¢levage (Cason, Cox, and Bailey 1994). 1l a
été rapporté que les poussins sont exposés a plusieurs sources de contamination par Salmonella
a la ferme d’engraissement: la litiére, I'aliment et méme les rongeurs et les insectes figurent
parmi les sources les plus importantes (Russell 2012; Gast ; Corry et al. 2002; Cox, Bailey, and
Berrang 1996).

Lorsqu'un oiseau est infecté par la bactérie, il ne présente généralement pas de signes cliniques
de maladie. Une fois que Salmonella atteint le caecum du poussin, elle joint I'épithélium ou elle
se multiplie pour atteindre des nombres élevés, et ce, dans une période relativement courte (Cox,
Bailey, and Berrang 1996). Dans ce cas, les poussins deviennent porteurs de la bactérie et
pourront 1’excréter dans leurs féces pendant des semaines, voire méme des mois selon la
catégorie et I’espece des oiseaux. Ces oiseaux peuvent ainsi servir de voie de transmission de
salmonelles de la ferme jusqu’a 1’abattoir en contaminant en premier lieu I’environnement du
poulailler (Cox, Bailey, and Berrang 1996; Russell 2012; Pui et al. 2011; U.Methner 2013;
Marin and Lainez 2009; CDC 2012a).

I1 a été suggéré que cette contamination des carcasses a I’abattoir pourrait étre réduite avec des
pratiques de gestion qui peuvent étre mises en ceuvre a 1’échelle de la ferme et du transport (Fries
2002; Rasschaert 2007a; Dincer and Baysal 2004). A la ferme par exemple, plusieurs pratiques
spécifiques sont recommandées par ’FSIS-USDA afin de diminuer la contamination des
oiseaux par Salmonella telles que la mise en place de mesures de biosécurité rigoureuses, le
contréle de I'humidité de la litiere, 1’utilisation d'acides organiques dans l'eau d’abreuvement
pendant le retrait des aliments et I’application de programmes de vaccination (USDA 2010). La
contamination par Salmonella pourra aussi survenir lors du processus d’abattage et de

transformation. C’est ce que nous allons développer dans la section suivante.
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4.2 La dissémination de Salmonella dans les usines d’abattage

et de transformation de poulets de chair

4.2.1 Portrait global des étapes d'abattage

Au Canada, vers I’age de 5 semaines, les poulets de chair sont transportés vers les usines
d’abattage et de transformation (Letstalkchicken 2018). Ils sont d’abord attrapés manuellement
a la ferme et placés dans des cageots, pour ensuite €tre chargés dans des camions de transport.
La procédure a généralement lieu la nuit ou tot le matin, et il est pratique courante que les poulets
soient privés de nourriture pendant huit a dix heures avant I’abattage (Smith 2014; Kettlewell
and Turner 1985). Le retrait de I'alimentation est important pour réduire la quantité de matériel
contenu dans le tractus gastro-intestinal des oiseaux et ainsi diminuer le risque de contamination

pendant le processus d’abattage (Smith 2014).

Le processus d’abattage des poulets de chair comporte plusieurs étapes subséquentes, la
premiere consistant a rendre les oiseaux inconscients et insensibles a la douleur, sauf lorsque
des considérations religieuses sont en jeu (Gerritzen et al. 2013; Barbut 2002). En effet, il existe
plusieurs types de systemes d’insensibilisation, tel que I’insensibilisation par électronarcose
(Berg and Raj 2015). L'insensibilisation par électronarcose au cours de laquelle les oiseaux sont
suspendus vivants par les pattes et ou la téte est entrainée a travers un bain d'eau électrifiée est
la forme d'insensibilisation la plus fréquemment utilisée pour les poulets de chair au Canada

(ACIA 2018b; Francois 2009).

Un tel systtme crée non seulement une perte de conscience chez les oiseaux, mais induit
¢galement un arrét cardiaque lorsqu'il est utilisé avec des parametres électriques appropriés, ce
qui présente plusieurs avantages pour le bien-étre des oiseaux. Ce systeme permet aussi de
détendre les muscles du cou pour un positionnement approprié¢ des tétes facilitant la saignée

(Lambooij et al. 2008). Au cours de celle-ci, les artéres carotides et les veines jugulaires des
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animaux sont tranchées par le biais d’une ou de deux lames rotatives (Barbut 2015; ACIA

2018a).

Les carcasses sont par la suite soumises a 1’étape d’échaudage qui consiste en un ringage des
carcasses dans un bassin a I’eau chaude afin de faciliter la plumaison, cette derni¢re se faisant
mécaniquement grace a une machine s’appuyant sur I’action mécanique de plusieurs doigts en
caoutchouc (Barbut 2015). L’étape qui suit la plumaison est 1’éviscération qui est généralement
faite de maniére automatique a I’aide d’un bras en forme de cuillére. Cette étape consiste a

extérioriser I’ensemble des organes internes des oiseaux.

Finalement, les carcasses sont rincées et ensuite transférées a la phase de refroidissement ayant
pour objectif d’abaisser la température des carcasses sous les 4 °C et de maintenir la
température a ce niveau pendant un minimum de 4 heures, en évitant la congélation (ACIA
2018c). Il existe en fait deux méthodes de refroidissement, le refroidissement par immersion en
eau froide et le refroidissement a sec utilisant de 1’air froid (Berrang et al. 2008). La méthode
de refroidissement a I’eau fait appel a de gros bassins remplis d’eau et de glace dans lesquels
les carcasses séjourneront pendant plusieurs minutes. Plus de 95% des établissements d’abattage
américains utilisent le refroidissement par immersion dans 1’eau, et certains d’entre eux utilisent
en surplus un plus petit réservoir servant a mettre en contact les carcasses avec un agent
antimicrobien (Smith 2014). Pour ce qui est du refroidissement a 1’air, les carcasses circulent
suspendues a des crochets dans une chambre ou est poussé de 1’air froid et ou 1’utilisation des
pulvérisateurs en nombre limité permet de prévenir la déshydratation de la peau (ACIA 2018c).
Cette technique est peu utilisée par les usines américaines mais elle est pratiquée dans les usines
européennes (Smith 2014). La température a cceur exigée pour le refroidissement a 1’air est aussi
de 4 °C, et il n'y a aucune durée d’exposition minimale a respecter pour ’atteindre (ACIA
2018c). De longs s¢jour dans cette chambre sont possibles a condition que la température de
l'air soit maintenue a 4 °C ou moins (ACIA 2018c). Apres refroidissement, les poulets sont
calibrés, puis transférés vers les chaines de découpe, emballage et étiquetage (Guerin et al. 2010;

Rivera-Perez 2014).
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4.2.2 L’importance de la ligne d'abattage dans la dissémination de

Salmonella

Le contrdle de Salmonella tout au long du procédé d’abattage des volailles a fait 1’objet de
quelques travaux de recherche. Il a été suggéré que les étapes de 1’abattage dont I'échaudage et
la plumaison, mais aussi I'éviscération et le refroidissement représentaient des étapes critiques
pour la contamination par Salmonella des produits de viande de volailles (Rivera-Perez 2014;
Althaus, Zweifel, and Stephan 2017). Ces étapes peuvent ainsi potentiellement étre associées a
une augmentation de la prévalence globale de Sal/monella dans 1’abattoir, ainsi qu’a une
augmentation du nombre de micro-organismes sur la surface des carcasses (El-Aziz 2013;

Rivera-Perez 2014; Althaus, Zweifel, and Stephan 2017).

La saignée représente pratiquement le début de la chaine d’abattage des oiseaux et certaines
¢tudes ont rapporté que les oiseaux entrants pouvaient contenir une charge importante de
salmonelles a leur arrivée a 1’abattoir (Bryan, Ayres, and Kraft 1968; Dougherty 1974). Une
telle contamination peut entrainer une dissémination massive de Sal/monella tout au long de la

ligne d’abattage, jusqu’au produit fini (Lillard 1990).

L'échaudage représente un site majeur de contamination croisée des carcasses par Salmonella
(Buhr et al. 2005). 11 a été rapporté que I'eau d’échaudage, méme si elle réduit le nombre total
des bactéries sur la peau, peut aussi servir de vecteur pour la contamination des carcasses par
les salmonelles (Rouger, Tresse, and Zagorec 2017; Reiter et al. 2007; Russell 2008). La chaleur
de I’eau lors du passage des oiseaux dans le bassin rend la peau plus tendre et provoque la
dilatation des follicules plumeux, facilitant la fixation des bactéries sur la peau des oiseaux
(Rouger, Tresse, and Zagorec 2017). Une eau d'échaudage de pietre qualité di a I’accumulation
de matieres organiques et de féces représente alors une source importante de contamination des
carcasses par Salmonella (Jun J et al. 1997; Li et al. 2013; Choi et al. 2014). Slavik et coll.

(1995) ont rapporté que Salmonella n'a pas été significativement réduite aprés un échaudage
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dans des conditions de température d’échaudage recommandées (Slavik, Kim, and Walker
1995). Adams et al. (2013) ont quant a eux expliqué que la persistance de la bactérie dans I'eau
d'échaudage pouvait étre reliée a la protection des salmonelles par les particules fécales, les

plumes (Adams et al. 2013).

L'étape de la plumaison est également considérée comme un point important de contamination
des carcasses par Salmonella (Hue, Allain, et al. 2011). Pendant la plumaison, les doigts de
caoutchouc de la plumeuse appliquent une pression sur les carcasses, ce qui peut provoquer une
¢vacuation de la matiére fécale a partir du cloaque. Les salmonelles, lorsque présentes chez ces
oiseaux, peuvent ainsi se retrouver sur les surfaces extérieures et intérieures des doigts de
caoutchouc et ainsi servir de source de contamination pour les oiseaux ou mémes les lots
subséquents (Arnold and Yates 2009; Duffy et al. 2014; Veluz, Pitchiah, and Alvarado 2012).
Dans un tel cas, lors de la plumaison suivante, les bactéries résiduelles seront transférées des
doigts de caoutchouc de la plumeuse aux carcasses du nouveau lot abattu, engendrant une

contamination croisée (Ellerbroek, Lienau, and Klein 2010).

Au cours du procédé d’abattage, toutes les étapes présentent un risque de contamination croisée,
mais I’étape de 1’éviscération est sans aucun doute celle représentant le plus grand risque. Des
¢tudes ont rapporté que le processus d'éviscération peut conduire a une augmentation
considérable de la contamination croisée par Sa/monella (Reiter et al. 2007; Santos et al. 2011;
Carrasco, Morales-Rueda, and Garcia-Gimeno 2012). Rivera-Pérez et al. (2014) ont rapporté
que le processus d'éviscération et le lavage par pulvérisation représentaient un grand risque de
contamination croisée des carcasses de poulet par les salmonelles. Cette méme étude a aussi
rapport¢ que le jeline adéquat des oiseaux avant |’abattage, ainsi que 1’ajustement des

équipements permettent de réduire le risque de contamination a cette étape (Rivera-Perez 2014).

Le refroidissement est un processus visant a diminuer la température interne des carcasses de
poulets de chair afin d'inhiber la multiplication des bactéries (Carrasco, Morales-Rueda, and

Garcia-Gimeno 2012; James et al. 2006). Le refroidissement par immersion est le plus utilisé
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aux Etats-Unis, tandis que le refroidissement par air est le plus utilisé en Europe, au Brésil et au
Canada (Owens, Sams, and Alvarado 2000). Cependant, cette étape présente un risque
potentiellement élevé de contamination croisée, surtout lors du refroidissement par immersion
dans I’eau (Munther et al. 2016). Cette contamination peut étre expliquée par la libération de
matieres organiques et de microorganismes des carcasses dans I'eau du refroidisseur (Munther
et al. 2016). Des études ont rapporté que ce processus augmentait le risque de contamination
croisée considérant le nombre de carcasses partageant le méme bain d'eau glacée (Goksoy,
Kirkan, and Kok 2004; Smith, Cason, and Berrang 2005; James et al. 1992; Possas et al. 2017).
Cependant, dans le procédé de refroidissement a 1’air, bien qu'il y ait moins de contact entre les
carcasses, la possibilité d'une contamination croisée microbienne peut également se produire
suite aux éclaboussures pouvant étre causées par I’utilisation de pulvérisateurs d'eau lors le

processus de refroidissement (Mead et al. 2000).

4.2.3 Les principales méthodes de controle de Salmonella dans les

établissements d’abattage et de transformation de la volaille au Canada

La salubrité alimentaire est I’un des enjeux les plus importants dans la commercialisation de
tout type d’aliment; la viande de volaille ne fait pas exception. Jusqu’a présent, les
gouvernements et les industries canadiennes ont choisies I’application de systemes de gestion
de la qualité telle que le systtme HACCP pour tenter de diminuer la prévalence des agents
pathogeénes comme Salmonella dans les établissements d’abattage et de transformation. Avant
d’élaborer des plans HACCP, I’établissement doit élaborer et mettre en ceuvre des programmes
préalables afin de limiter 1’introduction possible de dangers pour la salubrité des aliments
produits et qui pourraient étre attribuables a I’environnement de 1’usine ou aux différentes
pratiques opérationnelles. Plusieurs pays ont rendu obligatoire 1’utilisation du systeme HACCP,

tandis que d’autres en ont recommandé la mise en ceuvre a I’inspection (Barbut 2002).
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Par la suite, d’autres mesures plus ciblées ont ét¢ mise en place, telles que 1’ajout de produits
désinfectants aux douches ou a I’eau du refroidisseur. Dans le refroidisseur a I’eau par exemple,
des substances telles que des composés chlorés, ammoniums quaternaires, du sulfate de méthyle
ou de l'acide peracétique (acide peroxyacétique) sont ajoutées aux réservoirs d'eau afin de
réduire la contamination microbienne des carcasses qui y séjournent (Guastalli et al. 2016;
Holah et al. 2002). Au Canada, entre 2014 et 2015, le ministere de 1'Agriculture, de
I'Alimentation et des Affaires rurales de 1'Ontario (MAAARO) a fait des essais quant a 1'emploi
du chlore et de I'acide peracétique comme agents antimicrobiens utilisés dans les refroidisseurs
d'un certain nombre d'abattoirs de volailles situés en Ontario. L'acide peracétique s'est révélé
nettement supérieur au chlore dans les systémes de refroidissement, quelle que soit la taille de
ceux-ci. Ce produit a permis de réduire considérablement les populations de microorganismes
responsables de la détérioration des aliments, ainsi que plusieurs agents pathogénes, y compris

Salmonella (The Ontario Ministry of Agriculture 2016).

Jusqu’a présent, aucune méthode n’a permis d'éradiquer Salmonella dans les carcasses de
volailles. De plus, I'amélioration de la qualit¢ microbiologique des carcasses de poulets dans les
usines d’abattage et de transformations a ses limites. Par ailleurs, si le contrdle était mieux
intégré dans la filiere de production et se rendait jusqu’a la ferme, la contamination croisée
pourrait étre considérablement minimisée rendue a 1’étape de 1’abattage. Néanmoins, il est
important d’optimiser les moyens de contrdle actuels a la lumiére des connaissances nouvelles
sur la distribution et les sources de contamination par Salmonella dans les établissements
d’abattage et de transformation de la viande volaille. Pour se faire, une étude systématique visant
a comprendre la distribution et les sources de contamination de Salmonella & I’intérieur des

¢tablissements d’abattage et de transformation canadiens serait un atout de taille.

Le présent projet vise donc a générer des nouvelles connaissances quant a la prévalence et la
distribution de Salmonella sur les carcasses de poulets de chair et dans 1I’environnement de deux
abattoirs de volailles au Québec. Aussi, de déterminer, a 'aide d'une caractérisation moléculaire

des isolats de Salmonella récupérés, les sources principales de contamination des carcasses de
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volailles. En d'autres mots, il s'agit de savoir si c'est 'environnement de l'usine d'abattage ou
bien les oiseaux entrants, par leur statut positif, qui sont responsables du statut final des

carcasses.
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1 Introduction

Salmonella 1s an important zoonotic pathogen having a significant economic and health impact
on animals and humans worldwide (Voetsch et al. 2004; Kirk et al. 2015). Salmonella is a Gram-
negative facultative anaerobic non-spore forming bacteria, and members of this species are
predominantly motile microorganisms belonging to the Enterobacteriaceae family. The
Salmonella genus contains two species, namely enterica and bongori. Sa/monella enterica is
divided into six, each divided into serovars (Bergey and Holt 1994; Euzeby 1999; Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories (BMBL) 5th Ed 2009; Coburn, Grassl, and
Finlay 2007). According to the latest update published in 2014, there are approximately 2659
serovars in the genus Salmonella (2639 for Salmonella enterica and 20 for Salmonella

bongori)(Issenhuth-Jeanjean et al. 2014).

In the early 2000s, the most frequently isolated serotypes in the world, according to the database
provided by World Health Organization (WHO) Global Foodborne Infections Network (GFN)



(formerly WHO Global Salm-Surv (WHO GSS)), were S. Enteriditis, followed by S.
Typhimurium and S. Newport (Galanis et al. 2006; Hendriksen et al. 2011). In the United States,
between 1996 and 2011, the most frequently reported serotypes were S. Typhimurium, S.
Enteritidis, S. Newport, S. Heidelberb and, S. Javiana (Boore et al. 2015). With the exception of
this latter serotype which was linked to the contact with amphibians, the others are frequently
isolated from food products (Boore et al. 2015). Moreover, in the United States and in Canada,
serotypes such as S. Heidelberg and S. Kentucky have emerged as the predominant serotypes in
poultry and have also been incriminated in cases of human salmonellosis, beyond S. Enteritidis
(CDC 2014b; Foley et al. 2011; Lucie et al. 2010; Mazengia et al. 2014; Hoffmann et al. 2014;
Dhanani et al. 2015).

In humans, the foodborne Salmonella infection typically translates into a range of clinical
symptoms, usually characterized by fever, abdominal pain, nausea, and sometimes by vomiting
(Chlebicz and Slizewska 2018). In some cases, human salmonellosis may be associated with a
dramatically more severe systemic disease, particularly in the immunocompromised population
(Gordon 2008). In Canada, Sa/monella ranks as the third bacterial leading cause of domestically
acquired food-borne illness, after Clostridium perfringens and Campylobacter, accounting for

125,000 human disease cases each year (Thomas et al. 2013; Services 2016).

The pathogen transmission to humans is most often occurring through the ingestion of
contaminated food, where meat, eggs, dairy products, and vegetables are identified as the main
contributing vehicles (Silva et al. 2011; Braden 2006; Kimura et al. 2004; Zhao et al. 2001).
Among animal protein sources, poultry meat is considered as a major source of the pathogen for
human food poisoning (Sulaiman Rahman 2017). Due to the high prevalence of Salmonella in
poultry flocks, its control during the slaughter and processing activities is a major challenge for
the poultry industry (Arsenault et al. 2007). Several studies have reported that live birds can
introduce Salmonella in the meat processing plant (Bryan, Ayres, and Kraft 1968; Hue, Le
Bouquin, et al. 2011; Zhu et al. 2017; Rivera-Perez 2014). Indeed, as Salmonella colonizes the
digestive tract of the animals, any damage to the gut associated with the slaughter activities that
results in a leakage of the intestinal content is a risk for the contamination of poultry meat

(Rivera-Perez 2014; Mead 1993). The identification of critical control points (CCPs) to manage
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this risk is a key approach in chicken slaughterhouses (Rivera-Perez 2014). As a CCP is defined
as a step at which control measures can be applied to prevent or to eliminate a food safety hazard,
food processors have largely relied on the application of this preventive approach in their
production processes (ACIA 2018d). In a poultry slaughterhouse, for example, several methods
are available to identify CCP. The whole carcass rinse approach is one of the sampling methods
used for establishing the Salmonella status of a carcass (Cox et al. 2010). Several attempts have
been made at refining and improving the sensitivity of the method (Lillard 1989; Henry et al.
2013; Cox et al. 2010; Rivera-Perez 2014).

Though the recent advances in molecular diagnostic methods have made the detection of
foodborne pathogens more accurate and convenient, rapid detection and differentiation of
Salmonella serotypes could still be a challenge for the food industry. The choice of a typing
method depends on various factors such as the number of samples, the period covered, the type
of microorganisms including the genome plasticity and the desired discriminatory power
according to the objectives of the study. For Salmonella, it is relatively common to use a first
method of characterization that is less tedious to complete a first sorting step and then use, on a

limited number of isolates, a more discriminant method which is usually more expensive.

From an industrial perspective, a molecular characterization approach must be easy to perform,
fast, allows for the treatment of many samples, and should not be too expensive. Many
techniques for the differentiation of Salmonella based on the genome typing are proposed
(Bratchikov and Mauricas 2011; Bancerz-Kisiel et al. 2014; Tamada et al. 2001; Yachison et al.
2017). Recent studies indicate that High Resolution Melting (HRM) analysis can be applied to
both clinical research and diagnostic purposes, as well as for food analysis (Wang, Zijlstra, and
Génzle 2017; Ganopoulos et al. 2012; Druml and Cichna-Markl 2014). The HRM-based
Salmonella genotyping method is a novel, interesting approach which is very rapid, robust, easy
to interpret, and affordable when compared to other techniques such as whole genome
sequencing (Bratchikov and Mauricas 2011; Bancerz-Kisiel et al. 2014). Thus, the amount of
information this approach generates can be valuable in the agri-food sector. Until now, no

systematic study using modern molecular characterization technologies and aiming at
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understanding the sources of contamination of broiler chicken carcasses by Salmonella and the

distribution of this pathogen in commercial poultry processing plants have been conducted.

The objective of the current study was then to generate new knowledge regarding the
distribution, the prevalence and the sources of contamination of broiler chicken carcasses by

Salmonella in two commercial poultry slaughter establishments in Québec, Canada.

2 Materials and Methods

2.1 Plants and flock selection

Sampling for this study was carried out in two different commercial poultry processing plants
in the province of Québec, Canada, between the months of February and July of 2017. Surveyed
abattoirs characteristics are shown in table II. For both slaughter plants, sampling visits were
scheduled according to the number of flocks slaughtered per day, with a minimum number of
five different broiler chicken flocks that needed to be available for a sampling visit to be

conducted. During each visit, five different flocks were sampled.

2.2 Sampling approach

2.2.1 Carcass sampling

Carcass sampling was carried out at five critical steps of the processing line: P1: after bleeding,
with the feathers still attached to the carcass; P2: at time of transfer between the live-receiving
and the evisceration departments, before evisceration; P3:before chilling, P4:after water-
immersion chilling and P5:after dry-air chilling (Rivera-Perez 2014). A total of 5 birds were

sampled randomly and were chosen from the last one-third of each sampled flock. For each
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sampled flock, one carcass was sampled at each critical step of the processing line. However,

only four birds were sampled for flocks from which air-chilled carcasses were not available.

Each sampled carcass was placed in a sterile plastic bag (Fisher Scientific, Ottawa, Nasco
Poultry Rinse Sample Bag), and a 550 ml volume of buffered peptone water (BPW) (Biokar
diagnostic, Beauvais, France) was added. The carcass was vigorously shaken for 1 min before
being removed aseptically from the bag. The full 550 ml volume of rinsate was recovered,
placed on ice, transported back to the laboratory and stored overnight at 4°C. Samples were

individually processed the morning after.

2.2.2 Environmental sampling

Both slaughtering plants were also investigated through environmental samplings that were
carried out at seven critical sampling locations (CSLs). According to Luning et al., CSLs were
defined as surfaces on which contamination, growth and survival of microorganisms can occur
due to the type of operations performed, or to the risk of the applied prevention strategies not
being fully effective in controlling contamination (Luning et al. 2011). CSLs were defined as
follows: CSL1: the feather-plucking rubber fingers; CSL2: the conveyor belt between the live-
receiving and the evisceration department; CSL3: the evisceration machine; CSL4:the floor
surface in the evisceration department; CSLS: the conveyor belt before chilling; CSL6: the
conveyor belt after chilling; CSL7: a stainless-steel equipment surface in contact with the meat
products located in the packaging department. Samplings were conducted after the sanitation
procedures, prior to the slaughter activities (PS), as well as at the end of the work shift (OP). A
total of 14 samples were collected during each visit conducted in both slaughter plants. Both

abattoirs were visited 8 times.

Sterile gauze moistened in a 10 mL neutralizing buffer volume (DE Neutralising Broth, LabM,
Ltd. UK) were used to rub a 10 cm X 10 cm surface on each CSL. After sampling, swabs were
put back into their respective sterile bags, placed on ice and transported back to the laboratory

where further analysis was performed within the same working day.
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2.3 Sample treatment and microbiological examinations

From each carcass rinsate, a 200 ml volume was centrifuged for 20 minutes at 15 000 g. The
supernatant was removed, a volume of 4 ml of BPW was added to the pellet and vortexed until
complete suspension of the pellet. For each sample, a 1 ml volume of this suspension was
distributed into 9 ml of sterile BPW and was homogenized. The tubes were incubated at 37 °C
for 24h. Three equidistant drops of 100 ul each, from the pre-enriched culture were inoculated
onto the surface of Modified Semi-Solid Rappaport-Vassiliadis Agar (MSRV) plates (Lab M,
Heywood, United Kingdom). Plates were incubated at 42°C for 24 h and then examined for
bacterial growth, which could be interpreted by the development of a white migration zone.
When no growth or migration was observed, plates were re-incubated for an additional 24h and
re-assessed. Typical migrations on MSRV medium were sub-cultured on both Brilliant Green
Sulfa Agar (BGS) (BD Difco, Franklin Lakes, NJ, United States) and Xylose lysine
deoxycholate agar (XLD) (Biokar Diagnostics, France, ISO 6579), and were incubated at 37°C
for 24h. For BGS agar plates, an additional 24h incubation period was added to confirm
Salmonella growth. Suspect colonies on BGS and XLD were confirmed as Salmonella using
triple sugar iron agar (Lab M, Heywood, United Kingdom) and urea agar (Lab M, Heywood,
United Kingdom), followed by sero-agglutination using Salmonella O antiserum Poly A-I C Vi
(Statens Serum Institute, Denmark). Positive cultures were subcultured on Blood Agar plates
(Oxoid, Nepean, ON, Canada) and stored at -80°C in Brucella agar freezing media (Becton,
Dickinson and Company, Sparks, MD, United States) containing 25% glycerol (Fisher
Scientific, Bridgewater, NJ, United States).

For environmental samples, a volume of 20 ml of BPW was added to each gauze-containing
bag. Bags were homogenized for 1 min and incubated at 37 °C for 24h. The same Salmonella
detection protocol as the one applied to carcass rinsates was also carried out for environmental

samples.
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2.4 Preparation of genomic DNA

The DNA extraction protocol using a 10% Chelex 100 (Bio-Rad Laboratories, Mississauga,
Ontario) solution in water was applied (Malorny et al. 2004) (Levin 2009). Briefly, three to five
colonies of each suspected Salmonella isolate were suspended in 1 ml of sterile water, vortexed
and centrifuged at 12 000 g for three minutes. After removal of the supernatant, 200 pL of
the10% Chelex 100 solution were added to the bacterial pellet, vortexed and then boiled at
100°C for 20 minutes. A volume of 125 pL of the supernatant was recovered after a second
centrifugation at 12 000 g for three minutes, transferred into sterile eppendorfs and stored at -

20°C until used for molecular analysis.

2.5 InvA-PCR for Salmonella confirmation

All recovered isolates were confirmed as Salmonella using an invA-based PCR approach (Rahn
et al. 1992; Brichta-Harhay, Arthur, and Koohmaraie 2008). PCR amplifications were
performed using a TProfessional Basic 96 thermocycler (Biometra GmbH, Germany). The
reaction mixture contained 1puL of each primer (10nmol/pL)(Bhatta et al. 2007), 3ul of extracted
genomic DNA, 2.5uL of reaction buffer (10X ThermoPol Reaction Buffer, NEB,Canada), 2uL
of dANTPs (10mM) (Bio Basic Inc. Ontario, Canada), 0.5uL of Taq DNA Polymerase (NEB,
Canada) and 15pL of sterile water.

Reaction conditions were conducted according to the protocol published by Chiu and Ou (Chiu
and Ou 1996). The PCR program was as follows: an initial denaturation step at 94°C for 1 min,
followed by 35 cycles of denaturation at 94°C for 30 s, annealing at 54.2°C for 30 s, extension

at 72°C for 2 min, and final extension step at 72°C for 10 min.

The PCR amplified products were visualized and photographed under UV illumination
following electrophoresis on a 1% agarose gel containing 0,01% SYBR Safe DNA gel stain
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(Invitrogen, Ontario, Canada). A 100 bp ladder (Track It, Invitrogen, Ontario, Canada) was used

as a molecular weight marker.

2.6 Real-time PCR and High-Resolution Melt curve analysis

HRM-based genotypic characterization was performed on all PCR confirmed Salmonella
strains. DNA templates used for the conduct of the approach were 1:10 dilutions of the DNA
products obtained using the DNA extraction protocol. Each 20uL reaction volume contained
12.4uL of sterile water, 0,8uL of each primer, 4uL. of EvaGreen mastermix (Montréal Biotech,
Montréal, QC, Canada), and 2pL of genomic DNA.

Primers used and linear normalization regions were selected according to the protocol published
by Bratchikov and Mauricas (Bratchikov and Mauricas 2011). Real-time PCR and HRM curve
analysis were performed using a LightCycler 96 real timePCR thermocycler (Roche diagnostics,
Mannheim, Germany). Based on the work published by Bratchikov and Mauricas, three
genomic regions were chosen: two CRISPRs (CR/ and CR2), and one VNTR region (YohM).

For each HRM-typed strain, the combined analysis of the three curves generated by the
amplification and denaturation of the three selected genes was associated with an HRM type.
HRM-typed isolates were grouped according to their HRM type and representative isolates of
each HRM type identified were serotyped by the Laboratoire d’épidémio-surveillance du

Québec (Ministere de 1’ Agriculture, des Pécheries et de I’ Alimentation du Québec).

2.7 Statistical analysis

Data collected from all samples were analyzed descriptively and tabulated using Excel office
365. A multivariable logistic regression was used to model the overall Sa/monella contamination

according to the slaughter plant (1 vs. 2), with standard errors adjusted for clustering within

48



flocks. Each analysis was performed separately for carcasses, environmental samples at PS and

environmental samples at OP.

A multivariable logistic regression analysis was used to model positives carcasses according to
critical steps and slaughtering order, and it was conducted separately for each slaughterhouse.
A Tukey-Cramer adjustment for post-hoc multiple comparisons was applied. The Salmonella-
positive carcass status was established according to the result obtained on either one or both
culture media (BGS and XLD) (i.e. positive if positive status to either of the two-culture media)
used. The P5 critical step was excluded because of a too low number of positive samples to be

considered for the model to converge.

A second logistic regression analysis was used to model Salmonella environmental samples
status, according to the slaughter plant (1 v. 2), to the CSL and to the sampling period (PS v.
OP) with adjusting for aggregation by plant visit. A conditional logistic regression analysis (unit
= culture medium) considering the matching by sample was used to model the status of the
carcass (positive or negative) by culture medium. The same model was used to model the most
common serovar Salmonella status (i.e. positive / negative for S. Heidelberg, positive / negative
for S. Kentucky, positive / negative for S. Schwarzengrund, positive / negative in other

handsets). The same analyzes were used for environmental samples.

Finally, a logistic regression to predict the flock status after chilling (presence of a specific
genotype (HRM profile) on the carcass sampled at P4 or P5) according to the status of the flock
in the previous steps, the status of the previous flock and the status of the recovered
environmental samples at PS. A model adjustment was applied for aggregation by slaughter
visit. An alpha value of 0.05 was used to determine statistical significance. All statistical

analyses were conducted in SAS 9.4.
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3 Results and discussion

Important research gaps remain to be filled in order to better understand the sources of
contamination and the distribution of Salmonella in Canadian commercial poultry
slaughterhouses. Therefore, the aims of the current study were to generate new knowledge on
the prevalence of Salmonella serovars at five critical steps of the slaughter process using
molecular characterization techniques, to compare the proportion of broiler chicken carcasses
positive for Salmonella at each step of the slaughter process. Also, to investigate the presence
of the pathogen in the environment of two poultry slaughter plants in Québec, Canada, and to
establish the contributing role of both the abattoir’s environment and the incoming birds in the
prevalence and distribution of serovar-specific positive broiler chicken carcasses at critical steps

of the slaughter process.

A total of 379 broiler chicken carcasses were sampled between February and July 2017 in the
two surveyed slaughter plants. Both abattoirs were visited 8 times each and 79 flocks were
sampled. Globally, 46% and 38.6% of all carcasses sampled at various steps of the slaughter

process were positive for Salmonella in Abattoir 1 and 2, respectively (table I).

In Canada, very few studies investigating the prevalence of Salmonella on broiler chicken
carcasses have been conducted at the slaughter plant level. Despite that, the overall prevalence
of Salmonella contamination of broiler chicken carcasses observed in the current study is similar
to the 37.5% prevalence reported by Bohaychuk et al. in Alberta (Bohaychuk et al. 2009), and
to the 31.6% prevalence found in the Ontario Ministry of Agriculture, Food and Rural Affairs
(OMAFRA) baseline study (Johnson P 2003). It is however higher than the 21.1% prevalence
reported by the Canadian Food Inspection Agency (CFIA) in the baseline survey conducted
between 1997 and 1998 (ACIA 2000). It’s also higher than the 16.9% prevalence found by the
federal, provincial and territorial (FPT) governments in a study conducted in Canada (ACIA
2016), and than the 21.2% prevalence reported from the broiler chicken carcasses sampled prior

to chilling in three commercial abattoirs in Quebec, Canada (Arsenault et al. 2007).( figure 1)
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(ACIA 2000; Johnson P 2003; Arsenault et al. 2007; Bohaychuk et al. 2009; ACIA 2016) (Brichta-Harhay, Arthur,
and Koohmaraie 2008; Dallal et al. 2010; Ta et al. 2012; Bae et al. 2013; Panzenhagen et al. 2016; Chotinun et al.
2014a; Capita, Alonso-Calleja, and Prieto 2007).

Figure 1. A figure that resume the overall prevalence of Salmonella on broiler
chicken carcasses observed at the slaughter plant level in Canada and several countries
around the world

The global prevalence of Sa/monella observed in the current study (46% and 38.6%) is close to
the prevalence observed in other countries, including the United States (41.7) (Brichta-Harhay,
Arthur, and Koohmaraie 2008), Iran (33%) (Dallal et al. 2010), Vietnam (45.9%) (Ta et al.
2012), and Korea (42.1%) (Bae et al. 2013), but is also higher than the one observed in Brazil
(6.67 %) (Panzenhagen et al. 2016), Thailand (7.3%) (Chotinun et al. 2014a) and Spain (17.9%)
(Capita, Alonso-Calleja, and Prieto 2007). However, factors such as the use of different
sampling procedures, sample sizes, bacterial isolation and identification methods, as well as the
implementation of programs such as employee training and Good Manufacturing Practices and
Hazard Analysis and Critical Control Points by surveyed slaughter plants could all impact the
prevalence of Salmonella reported by these abovementioned studies and represent a limit for
making any comparison (Jergensen et al. 2002; Bohaychuk et al. 2009; Cunha-Neto et al. 2018;
Panzenhagen et al. 2016; Matias et al. 2010). (figure 1)
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The Salmonella prevalence at each critical step of the slaughter process for both surveyed

slaughterhouses are presented in Table I.

Abattoir 1 Abattoir 2
No. samples No. positive No. samples No. positive (%)
(o)
Critical step
P1 40 37 (92.5) 39 35(89.7)
P2 40 21 (52.5) 39 17 (43.6)
P3 40 15 (37.5) 39 15 (38.5)
P4 40 18 (45.0) 39 2(5.1)
P5 40 1(2.5) 23 0 (0.0)
Total 200 92 (46) 179 69 (38.6)

P1: After bleeding, P2: Before evisceration, P3: Before chilling, P4: After immersion water chilling, P5: After dry-
air chilling.

Tableau I.  Number of carcass rinsates and Salmonella prevalence at each
critical step of the slaughter process for both surveyed

slaughterhouses

For both slaughterhouses, the critical step that was the most frequently detected as positive for
the presence of Salmonella was P1, with nearly 91.1% of the carcasses sampled at this step
identified as positive. This percentage was higher than the one found in a study conducted by
Walter Rivera Perez et al. in Costa Rica in 2014 (60%), and in the study conducted by Hernandez
et al. in Colombia in 2017 (14.4%) (Rivera-Perez 2014; Sanchez-Plata 2017). However, this
prevalence is similar to what was reported by Yamatogi and al. (100%) in 2016 and Mellor and
al. (98.9%) in 2010 (Mellor et al. 2010; Yamatogui et al. 2016).

Results of the current study suggest that most of the birds were already contaminated by the
pathogen before their arrival to the slaughter plant, this contamination probably occurring at

earlier steps of the production system such as on the farm or during transport. When birds
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become infected on the farm, Salmonella is normally carried out asymptomatically in their
digestive tract (Rasschaert 2007b; Mainali et al. 2009; Chotinun et al. 2014b; Cason et al. 2004).
Thus, during transport to the abattoir, the close proximity of birds and the stress induced by
those conditions may significantly increase the prevalence of positive birds detected upon their
arrival to the slaughter plant (Rasschaert 2007b; Mainali et al. 2009; Klancnik et al. 2013). This
may result in a massive dissemination of Salmonella among the birds, and subsequently, along
the slaughter line to the final meat product (Lillard 1990; Buncic and Sofos 2012). However, it
cannot be ruled out that some of the observed Salmonella contamination may originate from the
very first steps of the slaughter process, such as via the contaminated hands of workers, the knife
used for bleeding, or even from the shackles on which birds are hung (Fletcher 2002; Lillard
1990).

In the current study, Salmonella was detected at every sampling point of the processing line
identified as critical, except for P5, (air chilling) in Abattoir 2. Similarly, only one positive
sample was found at this step in the Abattoir 1 (table I). Based on these results, it could be
argued that, air chilling shows a good ability to reduce carcass contamination by Sa/monella.
For Abattoir 1, the contamination level of the carcasses sampled decreased from 37.5% after
evisceration to 2.5% after air chilling. Similarly, for Abattoir 2, the prevalence of Salmonella-
positive carcasses decreased from 38.5% after evisceration to 0% after air chilling. Previous
studies have explained this trend by the fact that poultry carcasses submitted to air chilling are
less in contact as they are suspended individually, which reduces the risk of cross-contamination
(Doyle 1995). In contrast, James et al. in a review published in 2006 reported that the air chilling
process was associated with little or even no significant reduction of several bacterial agents
present on broiler chicken carcasses, including Sa/monella (James et al. 2006). Similarly, in the
study conducted by Huezo et al. (2007) no significant difference was observed for Salmonella

count on chicken carcasses after air chilling (Huezo et al., 2007).

Although an increase in the prevalence of pathogens has been observed after carcass
evisceration in some research work (Park et al. 2015; Figueroa et al. 2009; Hue et al. 2010;
Rivera-Perez 2014; Matias et al. 2010), results of the current study showed no significant change

in Salmonella prevalence at this step of the slaughter process. The observed Salmonella
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prevalence after evisceration (37.5% and 38.5%) was however slightly higher than the
prevalence reported by Arsenault et al. in Quebec in 2007 (21.2%), and by Hernandez et al. in
Colombia in 2017 (12.5%) (Arsenault et al. 2007; Sanchez-Plata 2017). Findings of the current
study are however similar (40%) to those published by Rivera and Zamora in 2014 in Costa

Rica (Rivera-Perez 2014).

Interestingly, when comparing the contamination level at the various steps of the slaughter
process between the two slaughterhouses, two different pictures can be drawn. Abattoir 2
performed well at reducing Salmonella contamination level between the live-receiving and the
evisceration departments, also both of after the water immersion and air chilling steps. However,
for Abattoir 1, there was also reduction of Salmonella contamination level between the live-
receiving and the evisceration departments and only after the air chilling step. Nearly half of the
sampled carcasses at immersion chilling step in Abattoir 1 were found to be positive for the

presence of Salmonella.

It was reported that the efficacy of the chilling process is highly variable and depends upon
several factors like the initial bacterial load and the type of system used (Demirok et al. 2013).
We suggest that some differences in the water-immersion chilling systems featuring the
surveyed plants can explain the observed differences in the prevalence of Salmonella-positive
carcasses. The carcass chilling step was more efficient at reducing Salmonella for Abattoir 2
than for Abattoir 1 despite similar chilling water temperatures (1°C — 3°C) and immersion times
(between 90 and 110 minutes) (Table II). However as opposed to Abattoir 1, Abattoir 2 was
relying on a counter-flow chiller for which the water turnover was nearly four times higher
compared to the water change rate for the chiller of Abattoir 1. Also, the addition of peracetic
acid to the cooling water in Abattoir 2 and the absence of such processing aid in the cooling

system of Abattoir 1 might also have contributed to the observed differences. (table II)
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Abattoirs

Type of immersion water chiller

Not counter-flow

Processing description Abattoir 1 Abattoir 2
Line speed 225 birds / min 230 birds / min
No. of scalding tanks 3 2
Minimum scalding temperature 53.33°C 50°C
Maximum scalding temperature 57.22°C 61.7°C
Scalding time Imin 30sec Imin 20sec
Plucking time 35sec 26sec
Carcass sanitizer N/A Peracetic acid

Counter-flow

Immersion water chiller tank temperature 1°C-3°C 1°C

Time in immersion water chiller 1h 30min 1h 50min

Air temperature in dry-air chilling room -3°C-2°C 0.6°C

Time in dry-air chilling room 1h 30min 1h 47min

Water turnover 35 L/ min 110 L / min
Tableau II. Surveyed abattoirs’ processing characteristics

The reduction in Sa/monella positive carcasses after the water-immersion chilling step observed
in Abattoir 2 is in line with what has previously been reported by other authors (Northcutt et al.
2003; Rivera-Perez 2014; Yamatogui et al. 2016). The significant decrease, from 38.5% to
5.1%, in the prevalence of broiler chicken carcasses positive for Salmonella between the transfer
and chilling steps observed in Abattoir 2 supports the critical role of chilling in the control of
Salmonella along the slaughter process. Previous research work has shown that immersion
chilling relying on an appropriate water renewal rate and on the use of an effective carcass
sanitizing treatment can be efficient at reducing carcass bacterial loads and preventing bacterial
multiplication, as well as controlling the microbiological status of the cooling water (Northcutt
et al. 2006; James et al. 2006). One can foresee that the implementation of those measures in
Abattoir 1 could generate similar results. Indeed, the chilling system have been changed since

this project and preliminary results suggest improvement on the contamination level.
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Both processing plants were also investigated through environmental samplings that were
conducted after the sanitation procedures, prior to the slaughter activities (PS), as well as at the

end of the work shift (OP). Results are shown in Table III.

CSLs Abattoir 1 Abattoir 2
No. samples  No. positive (%) No. samples  No. positive (%)

PS
CSLI1 8 6 (75) 8 5(63)
CSL2 8 1 (13) 8 0 (0)
CSL3 8 1 (13) 8 0 (0)
CSL4 8 3 (38) 8 0 (0)
CSL5 8 1(13) 8 0 (0)
CSL6 8 0 (0) 8 0 (0)
CSL7 8 0 (0) 8 0 (0)
Total 56 12 21) 56 5(9)

OP
CSL1 8 8 (100) 8 7 (88)
CSL2 8 4 (50) 8 4 (50)
CSL3 8 1(13) 8 6 (75)
CSL4 8 6 (75) 8 7 (88)
CSL5 8 3(38) 8 5 (63)
CSL6 8 3(38) 8 0 (0)
CSL7 8 3(38) 8 0 (0)
Total 56 28 (50) 56 29 (52)

CSL1: feather-plucking rubber fingers, CSL2: conveyor belt: live receiving to evisceration, CSL3: evisceration
machine, CSL4: floor surface evisceration, CSLS5: conveyor belt before chilling, CSL6: conveyor belt after chilling,
CSL7: stainless steel cut-up room, PS: environmental sampling-post-sanitation, OP: environmental sampling-
operations.

Tableau III.  Number of samples collected and prevalence of Salmonella-
positive samples in at each critical environmental sampling

location for both surveyed slaughterhouses
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A total of 224 environmental surfaces were sampled in the two surveyed slaughter plants. For
both plants, samplings that were conducted after the slaughter activities (OP) showed a
significantly higher Salmonella prevalence than the one that was observed for samples collected

after the sanitation procedures (PS) (p<0.001).

In both surveyed plants, the defeathering device (CSL1) was the most contaminated CSL, both
at PS and OP, an observation correlating with many other studies reporting the defeathering
machine as a critical point for microbial cross contamination (Nde et al. 2007; Ono and
Yamamoto 1999; Allen et al. 2003). The high contamination rates observed for the incoming
birds, as well as the ineffectiveness of the cleaning and disinfection procedures at eliminating
the pathogen could explain those findings. Also, the high Salmonella prevalence observed for
CSLA4 in this study supports a role of the evisceration step in the cross contamination of the
carcasses (Rivera-Perez 2014; Reiter et al. 2007; Santos et al. 2011; Carrasco, Morales-Rueda,

and Garcia-Gimeno 2012).

A total of 432 Salmonella isolates (302 recovered from the carcass sampling and 130 recovered
from the environment sampling) confirmed using an invA-based PCR protocol were typed using
an HRM approach. Each typed isolate was attributed a 3-digit number corresponding to the
HRM profile obtained following analysis of the fusion curves for CRI, CR2 and yohM genes.
Typing results are presented in the tables IV and V.

Salmonella serotype =~ Number of strains Genotypes Number of samples per genotype
isolated
Abattoir CR1 CR2 yohM Abattoir
1 2 1 2
S. Heidelberg 75 43 1 1 1 73 40
9 1 1 2 3
S. Schwarzengrund 34 22 5 5 5 34 20
4 5 1 - 1
5 5 13 - 1
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S. Kentucky 34 34 6 6 1 34 34
S. Mbandaka 14 6 X 8 2 13 -
1 11 2 1 -
X 24 2 - 2
X 23 2 - 1
26 24 2 - 2
1 24 2 - 1
S. Enteritidis 8 11 7 4 4 8 11
S. Hadar - 6 28 27 24 - 4
28 28 5 - 1
29 1 25 - 1
S. Senftenberg 2 - 12 12 10 2 -
S. Thompson 6 - 2 2 2 6 -
S. Fresno - 1 31 1 26 - 1
S. Agona 1 - 11 10 8 1 -
S. Brandenburg - 2 6 26 23 - 2
S. Worthington - 2 X 29 1 - 2
0O:4 H:i H:- 1 - 3 17 5 1 -
Total 175 127

X: results that did not correspond to the CT cut-off.

Tableau IV.

carcass sampling for both surveyed abattoirs

HRM subtyping results for Salmonella isolates recovered from

Salmonella serotype Number of strains isolated Genotypes Number of samples per genotype
CRI CR2 YohM
Abattoir Abattoir
PS OP OP PS OP PS OP
S. Heidelberg 13 12 16 1 1 1 13 12 1 13
23 1 1 - - 4 3
23 1 16 - - 1 -
1 22 1 - - 2 -
S. Schwarzengrund 7 11 11 5 5 5 5 11 - 4
4 5 1 2 - - 4
4 5 14 - - - 2
3 21 15 - - - 1
S. Kentucky - 12 16 6 6 1 - 9 - 6
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6 15 1 3
6 6 18 1 4
1 1 19 1
6 6 19 4
24 6 19 1
S. Mbandaka 1 3 2 X 8 2 1
X X 2 3
X 25 2 2
S. Enteritidis 3 6 7 4 4 3 6
S. Thompson 1 14 13 5 1
S. Fresno 2 15 4 1 2
S. Infantis 1 32 30 27 1
T:k:- 4 16 16 5 4
Total 22 47 9 52

PS: environmental sampling-post-sanitation, OP: environmental sampling-operations, X: results that did not
correspond to the CT cut-off.

Tableau V.  HRM subtyping results for Salmonella isolates recovered from the

environmental sampling conducted for both surveyed abattoirs

S. Heidelberg, S. Schwarzengrund and S. Kentucky were among the most frequently isolated
serovars from the carcass and environmental samplings conducted in both surveyed plants. In
the United States and in Canada, S. Heidelberg and S. Kentucky have emerged as predominant
serotypes in poultry and have also been involved in human salmonellosis, beyond S. Enteritidis
(CDC 2014a; E.Mazengia et al. 2014; USDA 2014; CDC 2010b; Hoffmann et al. 2014; Dhanani
et al. 2015; Foley et al. 2011).

There is limited data available on the most frequently isolated Salmonella serotypes in Canadian
poultry slaughterhouses. According to the Canadian Integrated Program for Antimicrobial
Resistance Surveillance (CIPARS), the most isolated Salmonella serotypes in Canadian
slaughterhouses were S. Heidelberg (55%) and S. Kentucky (18%) in 2003, and S. Kentucky
(40%), S. Enteritidis (19%) and S. Heidelberg (14%) in 2008 (PICRA 2008, 2003b, 2003a). Up
to 20006, the prevalence of S. Heidelberg was higher than prevalence of S. Kentucky, after which
S. Kentucky was predominant until a re-emergence of S. Heidelberg in 2014 (ASPC 2015).

59



Since 2015, S. Kentucky is the most frequently reported serovar in Canada, with S. Heidelberg
now ranking as the fourth poultry-associated serovar (ASPC 2015). Results of the current study
are thus in line with what is observed at the national level. Our data are however reporting the
emergence of the Salmonella Schwarzengrund serotype, which appears to be a trend observed

at the provincial level only (ASPC 2015).

HRM has been described as a rapid and less expensive alternative for the genotyping and
serotyping of pathogenic microorganisms most often associated with foodborne illness
(Antolinos et al. 2012; Bratchikov and Mauricas 2011; Hashemi et al. 2018; Sacidabadi et al.
2017; Pietzka et al. 2011). This study is the first using a HRM approach, as a genotyping method,
to investigate the distribution of Sa/monella serovars in commercial poultry processing plants.
As shown in Figure 1, each typed isolate has genotype-specific fusion curves for the three
genomic regions analyzed. These data illustrate the genotypic diversity of Salmonella strains

isolated in this study.
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yohM — Normalized melting curves yohM — Normalized melting peaks
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Figure 2. Graphical representation of the HRM analysis of the CR1, CR2
and yohM genomic regions of Salmonella strains. For each graph, samples of
the same HRM profile are represented by the same color for each genomic

regions of Salmonella strains.

Using a slightly modified version of the approach described by Bratchikov et al., only one HRM
profile was identified for most of the serotypes, except for few serotypes such as S. Heidelberg,
S. Schwarzengrund, S. Mbandaka and S. Hadar, for which more than 1 HRM profile could be

identified among the recovered Salmonella isolates.

A total of 40 different HRM profiles were identified among all the Salmonella isolates recovered
from both carcass and environmental samples collected in the two abattoirs. Among these HRM
profiles, 17 were only present in the environmental samples, 17 were recovered from the
carcasses solely, and 6 were found on both types of samples. Similarly, 22 HRM profiles were
found only in Abattoir 1, 12 were unique to Abattoir 2, and 6 were common to the two plants.
In most cases, when two isolates of a same serotype were isolated from the same sample, the
same HRM profile was present (115/118 for carcasses, 44/48 for environmental samples).

Salmonella serotype distribution according to critical steps and to CSLs are shown in table VI.
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Serotype

Carcasses

Environmental samples
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OP

Pl P2 P3
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P1: After bleeding, P2: Before evisceration, P3: Before chilling, P4: After immersion water chilling, P5
fingers, CSL2: conveyor belt: live receiving to evisceration, CSL3: evisceration machine, CSL4: floor surface evisceration, CSLS5: conveyor belt before chilling,
CSL6: conveyor belt after chilling, CSL7: stainless steel cut-up room, PS: environmental sampling-post-sanitation, OP: environmental sampling-operations.

Tableau VI.

: After dry-air chilling, CSL1: feather-plucking rubber

Salmonella serotypes distribution according to critical steps and to CSLs for both surveyed abattoirs
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In the current study, S. Heidelberg was the only serotype isolated from the carcasses sampled
after air chilling. According to FoodNet Canada Annual Report (2013), S. Heidelberg
consistently ranks as one of the top three most prevalent causes of Canadian human
salmonellosis (PHAC 2013). Also, S. Heidelberg was associated with a more invasive human
disease and a higher Salmonella-related deaths when compared with the other nontyphoidal
Salmonella serotypes (PHAC 2018b; Crump et al. 2011; Jones et al. 2008). In 2017, S.
Heidelberg was responsible for 9 cases of foodborne illness in six Canadian provinces and
territories, and frozen raw breaded chicken products were identified as the source of this
outbreak (PHAC 2018b). Even though S. Kentucky appears to cause relatively fewer human
illnesses, the number of cases is increasing in the United States, from an annual average of 66
cases between 2002 and 2005 to 99 during the 2006 to 2012 period (CDC 2012b). Cheng et al.
suggested that S. Kentucky prevalence in poultry could be associated with its metabolic
adaptation to the chicken cecum (Cheng, Pedroso, et al. 2015). The paucity of data on
Salmonella serotypes distribution along the critical steps of the poultry slaughter process

unfortunately makes difficult any comparison of the results obtained in the current study.

For the isolates recovered from the environmental sampling, S. Heidelberg, S. Schwarzengrund,
S. Kentucky and S. Mbandaka were the only serotypes isolated at OP. They were isolated mostly
at CLS1 and CLS4 in Abattoir 1 and at CLS1 for Abattoir 2. S. Heidelberg was isolated from
all environmental surfaces sampled, except for CSL6. S. Schwarzengrund was isolated at PS for
Abattoir 1, but not in Abattoir 2. This serovar was not isolated from the environmental surfaces

sampled after the immersion water chilling for both slaughterhouses.

Several previous studies have shown that Salmonella can persist for many years in the food
processing environment despite intensive cleaning procedures and disinfection of contaminated
equipment and surfaces (Russo et al. 2013; Vestby et al. 2009; Nesse et al. 2003). The way
Salmonella survives and persists in the slaughterhouse environment in the face of extreme
conditions outside of its host remains poorly understood. Also, there are few studies
investigating and comparing the factors involved in this persistence between Salmonella strains.

Although it has been shown that biofilm formation is important for the persistence of Salmonella
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in the environment (Joseph et al. 2001; Jones and Bradshaw 1996; Humphrey et al. 1995; Vestby
et al. 2009), this is clearly not the only contributing factor. Other elements may be associated

with the persistence of some strains on the carcasses or in the slaughter environment.

One of the objectives of the current study was to better describe the sources of contamination of
poultry carcasses along the slaughter process and contributing to the Salmonella status of the
final meat product. In order to achieve this objective, a logistic regression model was applied to
predict the status of the flock (presence of a HRM profile on carcasses sampled at P4 and P5)
according to three different criteria: the Salmonella-status of the sampled flock at previous steps
of the slaughter process, the Salmonella status of the previously slaughtered flocks and the
Salmonella-status of the environmental samples collected at PS on the same sampling visit. The
distribution of HRM profiles according to the type of sampling and to the abattoir are presented
in Table VII and VIIL
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HRM Carcasses Environnemental samples

profile PS OP
Serotype (CRI- Pl P2 P3 P4 PS5 CSL1 CSL4 CSL3 CSL2 CSLS CSL6 CSL7 CSL1 CSL4 CSL3 CSL2 CSLS CSL6 CSL7
CR2-
YohM)
Abattoir 1

S. Agona 11-10-8 1 - - - - - - - - - - - - - - - - -
S. Enteritidis 7-7-4 1 - 1 2 - - - - - - - - 1 - - - - 1 -
S. Fresno 15-14-1 - - - - - - - - - - - 1 - - - -
S. Heidelberg 1-1-1 16 8 7 11 1 1 2 1 1 1 - - 2 1 - - 1
S. Heidelberg 1-2-1 - - - - - - - - - - - - - - - - 1 R -
S. Heidelberg 9-1-1 - 1 - - - - - - - - - - - - - - - R -
S. Kentucky 6-15-1 - - - - - - - - - - - - - 1 - 1 - 1 -
S. Kentucky 6-6-1 2 7 6 4 - - - - - - - - - 1 - 2 1 1 1
S. Mbandaka 1-11-2 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
S. Mbandaka X-8-2 8 1 1 - - 1 - - - - - - - - - - R R -
S. Mbandaka X-X-2 - - - - - - - - - - - - 2 - - _ _ _ -
0:4 H:i H:- 3-17-5 - 1 - - - - - - - - - - - - - - - - -
S. Schwarzengrund 4-5-1 - - - - - - 1 - - - - - - - - - - - -
S. Schwarzengrund 5-5-5 15 2 2 - - 4 - - - - - - 4 2 - - - - -
S. Senftenberg  12-12-10 1 - - - - - - - - - - - - - - - - R -
S. Thompson 14-13-5 - - - - - 1 - - - - - - - - - - - R -
S. Thompson 2-2-2 - 2 - 1 - - - - - - - - - - - - - - -
7:k- 16-16-5 - - - - - 1 - 1

P1: After bleeding, P2: Before evisceration, P3: Before chilling, P4: After immersion water chilling, P5: After dry-air chilling, CSL1: feather-plucking rubber
fingers, CSL2: conveyor belt: live receiving to evisceration, CSL3: evisceration machine, CSL4: floor surface evisceration, CSLS5: conveyor belt before chilling,
CSL6: conveyor belt after chilling, CSL7: stainless steel cut-up room, PS: environmental sampling-post-sanitation, OP: environmental sampling-operations, X:
results that did not correspond to the CT cut-off.

Tableau VII.  Distribution of positive samples per HRM profile according to the type of sampling in Abattoir 1
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HRM Carcasses Environnemental samples
profile PS OP
Serotype (CCII;Z]—- PL P P P P5 CSL CSL CSL CSL CSL CSL CSsL7 CSL CSL CSL CSL CSL CSL CSL
YohM) 2 3 4 1 4 3 2 5 6 1 4 3 2 5 6 7
S. Brandenbur 6-26-23 - 1 - - - - - - - - - - - - - - - - -
S. Enteritidis 7-7-4 3 - 4 - - - - - - - - - 1 1 1 - - - -
S. Fresno 31-1-26 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
S. Hadar 28-27-24 - 1 - 1 - - - - - - - - - - - - - - R
S. Hadar 28-28-5 - 1 - - - - - - - - - - - - - - - R _
S. Hadar 29-1-25 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - _
S. Heidelberg 1-1-1 16 4 4 - - 1 - - - - - - - 1 2 3 2 - -
S. Heidelberg 1-22-1 - - - - - 1 - - - - - - - - - - - - -
S. Heidelberg 23-1-1 - - - - - 2 - - - - - - 2 - - - - - R
S. Heidelberg 23-1-16 - - - - - 1 - - - - - - - - - - - R R
S. Heidelberg 9-1-1 2 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
S. Infantis 32-30-27 - - - - - - - - - - - - 1 - - - - _ _
S. Kentucky 1-1-19 - - - - - - - - - - - - - - - 1 - R R
S. Kentucky 24-6-19 - - - - - - - - - - - - 1 - - - - R R
S. Kentucky 6-6-1 9 8 5 - - - - - - - - - 1 2 1 1 - - -
S. Kentucky 6-6-18 - - - - - 1 - - - - - - - 1 - - 1 - -
S. Kentucky 6-6-19 - - - - - - - - - - - - - - 2 1 - R R
S. Mbandaka 1-24-2 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - _
S. Mbandaka 26-24-2 2 - - - - - - - - - - - - - - - - R R
S. Mbandaka X-23-2 - -1 - - - - - - - - - - - - - - _ R
S. Mbandaka X-24-2 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - _
S. Mbandaka X-25-2 - - - - - - - - - - - - 1 - - - - _ _
S. Schwarzengrund 3-21-15 - - - - - - - - _ _ _ _ _ _ _ _ 1 _ _
S. Schwarzengrund 4-5-1 - - - 1 - - - - - - - - - 1 - - 1 - _
S. Schwarzengrund 4-5-14 - - - - - - - - - - - - 1 - - - - - -
S. Schwarzengrund 5-5-13 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
S. Schwarzengrund 5-5-5 7 2 3 - - - - - - - - _ 1 1 1 _ _ _ _
S. Worthington X-29-1 1 - - - - - - - - - - - - - - - - _ _

P1: After bleeding, P2: Before evisceration, P3: Before chilling, P4: After immersion water chilling, P5: After dry-air chilling, CSL1: feather-plucking rubber
fingers, CSL2: conveyor belt: live receiving to evisceration, CSL3: evisceration machine, CSL4: floor surface evisceration, CSLS5: conveyor belt before chilling,
CSL6: conveyor belt after chilling, CSL7: stainless steel cut-up room, PS: environmental sampling-post-sanitation, OP: environmental sampling-operations, X:
results that did not correspond to the CT cut-off

Tableau VIII.  Distribution of positive samples per HRM profile according to the type of sampling in Abattoir 2
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The model allowed for the analysis only for Abattoir 1 considering the low number of
Salmonella-positive carcasses at P4 and P5 in Abattoir 2. The three predominant HRM profiles
identified (S. Heidelberg 1-1-1, S. Kentucky 6-6-1, S. Enteritidis 7-7-4) from the typing of the
Salmonella strains isolated from the carcass rinse samples recovered after cooling in Abattoir 1
were analyzed separately. The model converged only for S. Heidelberg 1-1-1 HRM profile.

Results of the analysis are presented in Table IX.

Flock status for No. flocks No. (%) flocks with S. Odds ratio
S. Heidelberg 1-1-1 Heidelberg 1-1-1 detected ~ Odd ratio 95% CL P-value
according to the critical on carcasses after water- estimate
step immersion and air chilling
P1
Positive 16 43.8 3.0 1.1-7.9 0.03
Negative 24 20.8
P2
Positive 8 87.5 37.8 2.9-367.9 <0.01
Negative 32 15.6
P3
Positive 7 714 9.3 1.1-78.2 0.04
Negative 33 21.2
Previous flock (carcasses)
Positive 20 45.0 4.6 1.0-20.9 0.05
Negative 20 15.0
PS status — zone 12
Positive 5 0.0 No tested
Negative 35 343
PS status — zone 22
Positive 15 60.0 11.0 0.6-190.0 0.09
Negative 25 12.0
PS status — zone 3?
Positive 0 - No tested
Negative 40 30.0

aZone 1 : CSL1, Zone 2 : CSL2, CSL3, CSL4, CSLS5, Zone 3 : CSL6, P1: After bleeding, P2: Before evisceration,
P3: Before chilling, CSL1: feather-plucking rubber fingers, CSL2: conveyor belt: live receiving to evisceration,
CSL3: evisceration machine, CSL4: floor surface evisceration, CSL5: conveyor belt before chilling, CSL6:
conveyor belt after chilling, PS: environmental sampling-post-sanitation.

Tableau IX.  Statistical test results of the relation between the flocks contaminated by
S. Heidelberg 1-1-1 HRM profile at P4 and P35 (after chilling) and the
sampled flock at previous steps of the slaughter process (P1, P2 and P3),
the previously slaughtered flocks, and the environmental samples
collected at PS on the same sampling visit for the same profile



Results showed that the carcass positive status of a flock at both bleeding, transfer and
evisceration stages are a significant predictor of the final carcass status of the same flock
sampled after chilling. Also, a trend was observed from the Salmonella status of the
environmental surfaces sampled at PS for Zone 2 (the set of wipes sampled at CSL1 CSL2,
CSL3, CSL4, and CSLS5). The results therefore suggest that the status of birds entering the
slaughterhouse has a significant influence on the carcass status at chilling for some HRM
profiles. The present study also demonstrated that the carcass status of the previous flock (all
stages combined) is also a significant predictor for carcass contamination of a subsequent flock
by the S. Heidelberg 1-1-1 profile. In fact, slaughtering birds of a lot contaminated with this
profile significantly the likelihood of contamination of the carcasses of the next flock on the
slaughter line, possibly pointing that HRM type has a particular resistance of the slaughter

process.

4 Conclusion

Overall, the results obtained confirm the importance of the Sa/monella status of the incoming
birds on the contamination of the final product. Moreover, our results support that some
genotypes would be more likely to persist along the slaughter process. The current study also
illustrates the importance of the chilling step in the control of Sa/monella on broiler carcasses.
Indeed, a significant reduction of the carcass Salmonella contamination after air chilling was
observed for both abattoirs, whereas water-immersion chilling was proven efficient only for
Abattoir 2. It underlines the importance of the design and features of the water-immersion
chilling process in the final carcass Salmonella status. One can foresee that the implementation
of measures in Abattoir 1 in chilling system could generate improvement of Salmonella
contamination. Indeed, the chilling system have been changed since this project and preliminary

results suggest improvement on the contamination level.

Finally, given the obvious differences observed in the contamination patterns of the various

steps in these two slaughterhouses, this study highlights the importance of adopting an
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appropriate sampling design when investigating the sources of contamination and considering
the application of control measures for Salmonella at the slaughter plant level. In our hand HRM

has been found very useful in that regard.

69



Discussion générale

Salmonella est un agent pathogéne zoonotique ayant un impact économique et sanitaire
important sur les animaux et les humains dans le monde entier (Voetsch et al. 2004; Kirk et al.
2015; Kate et al. 2015). Entre 2006 et 2017, le CDC a rapporté que Salmonella a contribu¢ a
environ 53,4% de toutes les infections d’origine alimentaire au Etats-Unis (Liu, Whitehouse,
and Li 2018). Salmonella se classait au deuxiéme rang des 31 principaux agents pathogénes
acquis aux Etats-Unis (Scallan et al. 2011). Au Canada, Salmonella est le troisiéme agent
pathogéne pour les maladies bactérienne d'origine alimentaire, aprés Clostridium perfringens et
Campylobacter, et est responsable d’environ 125 000 cas humains de maladie chaque année

(Thomas et al. 2013; Services 2016; PHAC 2018a).

La transmission de Salmonella a 'homme se fait le plus souvent par l'ingestion d'aliments
contaminés (Braden 2006; Kimura et al. 2004; Zhao et al. 2001; Silva et al. 2011). Les produits
animaux, notamment la viande de volaille, sont considérés comme les principales sources de
contamination (Braden 2006; Foley et al. 2011). La USDA-FSIS et I’ACIA ont signalé plusieurs
cas de maladie associés a la consommation des produits de poulets panés, crus ou congelés,
comme des pépites, des batonnets ou des burgers, contaminés par la bactérie au cours des

dernieres années (ACIA 2017b; USDA-FSIS 2018; ACIA 2017c).

Chaque étape de la chaine de la production des viandes peut avoir un impact sur la qualité
microbiologique du produit fini. Il a été rapporté dans plusieurs études que le processus
d’abattage et de transformation peut avoir un effet important sur la contamination des produits
de viande de volailles par Salmonella (El-Aziz 2013; Rivera-Perez 2014; Althaus, Zweifel, and
Stephan 2017). Certaines étapes du procédé d’abattage, dont I'échaudage et la plumaison, mais
aussi l'éviscération et le refroidissement, représentent des étapes critiques pour cette

contamination (Rivera-Perez 2014; Althaus, Zweifel, and Stephan 2017). La présente étude



s’intéresse a la contribution de toutes ces étapes dans la contamination du produit de viande.
Ainsi, des échantillons de ringage de carcasses de volailles ont été récoltés a la saignée, au
transfert, aprés [’éviscération et a la suite du refroidissement. Des échantillons de
I’environnement d’abattage et de certains équipements, tels que la plumeuse et 1’éviscérateur

ont aussi été récoltés.

De nombreuses méthodes d’action ont été mises au point pour mieux gérer la contamination des
carcasses par Sal/monella, mais jusqu'a présent, il ne semble qu’aucune n’ait permis d'éradiquer
la bactérie dans la viande de volaille et 'amélioration de la qualité microbiologique des carcasses
de poulets dans les usines d’abattage et de transformation a ses limites. Il est donc important
d’identifier les points de controle critiques spécifiques a la contamination du produit de viande
par Salmonella et de développer de nouvelles méthodes de contrdle adaptées aux différentes

usines de transformation de viande de volailles.

Cette étude est la premiere du genre. En effet, a notre connaissance, aucune étude systématique
visant a étudier les sources de contamination et la distribution de Salmonella en utilisant les
technologies de caractérisation moléculaire de pointe n’a ¢été réalisée a I’intérieur
d’établissements d’abattage et de transformation de volailles canadiens. Nous avons, dans ce
projet étudié la prévalence et la distribution des différents sérovars de Salmonella sur les
carcasses de poulets de chair, mais aussi dans I’environnement de deux abattoirs de volailles au
Québec. Un second objectif était aussi de déterminer le principal facteur a 1’origine de la
contamination des carcasses, a savoir I’environnement de 1’usine de transformation, ou le poulet
lui-méme, et ainsi identifier I’élément contribuant au statut final de la carcasse a la fin du

procédé.

L’échantillonnage pour la présente étude était fait dans deux abattoirs de poulets de chair dans
la province de Québec au Canada. Ces abattoirs ont été choisis de concert avec le partenaire
industriel impliqué dans ce projet. Malgré le fait que ces abattoirs aient des techniques
d’abattage et d’éviscération typiques de ce qui est retrouvé au Québec, les résultats obtenus dans

la présente étude ne nous permettent toutefois pas de faire inférence a I’ensemble des abattoirs
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de volailles canadiens, considérant la présence de particularités propres a chacun des plans
d’abattage suivis, et le role de facteurs intrinseéques a chacun des établissements. D’ailleurs,
comme nous le verrons, la situation quant a la distribution de la contamination par Salmonella
varie nettement d’un abattoir a un autre, ce qui tend a supporter le fait que les caractéristiques
propres a un abattoir sont au moins aussi importantes que les principes généraux de ceux-ci en

ce qui a trait au contrdle de Salmonella.

Un total de 379 carcasses a été échantillonnées dans ces deux abattoirs a travers 5 grandes €tapes
critiques du procédé (Gaucher et al. 2018; Rivera-Perez 2014). La méthode d’échantillonnage
utilisée dans ce projet est le ringage des carcasses avec de 1’eau peptonée tamponnée (EPT), a
I’inverse de certaines autres études utilisant des méthodes telles que 1’excision de la peau du cou
des volailles ou méme 1’écouvillonnage (Capita, Prieto, and Alonso-Calleja 2004; Cox et al.
2010). L'EPT est un bouillon de pré-enrichissement couramment utilisé pour la récupération des
agents pathogeénes dans les aliments (Baylis, MacPhee, and Betts 2000). Aussi, I'EPT est I'un
des bouillons les plus souvent utilisés pour la détection de Sa/monella dans une vaste gamme
d’aliments (Baylis, MacPhee, and Betts 2000). Nous avons choisi cette technique de ringcage de
carcasses pour différentes raisons. Tout d’abord, elle figure parmi les techniques les plus
souvent utilisées jusqu'a présent dans les différentes études scientifiques, ce qui rend la
comparaison avec les résultats d’autres études plus faciles (Capita, Prieto, and Alonso-Calleja
2004; Sanchez-Plata 2017; Handley et al. 2018; Rivera-Perez 2014; Cox et al. 2010). D’autre
part, elle est aussi utilisée a des fins réglementaires, ce qui permet donc de s’ajuster a ce que le
partenaire industriel doit faire pour respecter ces exigences (ACIA 2017a). Aussi, la technique
permet d’échantillonner I’ensemble de la surface de la carcasse (extérieur et intérieur) et de
garder celle-ci intacte, ce qui entraine moins de pertes. Finalement, cette approche est plus
sécuritaire et bien adaptée a la détection des bactéries a faible incidence et a répartition inégale

sur la carcasse (Capita, Prieto, and Alonso-Calleja 2004; Cox et al. 2010).

Il est intéressant de noter que depuis peu, il est recommandé d’additionner un agent neutralisant
a PEPT afin de réduire I’effet des agents antimicrobiens qui peuvent étre présents dans les
liquides de ringage des carcasses suite a I’exposition de celles-ci a ces agents lors du processus

de refroidissement. Cet aspect n’a pas été considéré lors de 1’échantillonnage conduit dans la
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présente étude, cette nouvelle réglementation étant entrée en vigueur aprés le démarrage de la
phase d’échantillonnage (Berrang et al. 2018; USDA-FSIS 2016). Ceci ne semble pas avoir
affecté significativement notre capacité a trouver des échantillons positifs étant donné les fortes
prévalences obtenues et le grand nombre d’isolats de Salmonella récupérés. Par contre, comme
il était attendu que des agents antimicrobiens pouvaient €tre présents dans les échantillons
prélevés de I’environnement des abattoirs suite a la présence de résidus associés aux procédures
de lavage et de désinfection, particulierement pour les échantillons prélevés immédiatement
apres la conduite de ces procédures, nous avons utilis€¢ un milieu tamponné neutralisant pour la

récupération et le transport de ce type d’échantillons vers le laboratoire.

En ce qui concerne I’enrichissement sélectif, nous avons choisi le milieux MSRV pour plusieurs
raisons. Premiérement, ¢’est un milieu qui représente une amélioration par rapport aux autres
bouillons d'enrichissement sélectif conventionnels di a la présence de peptones comme source
de carbone et d’azote pour la croissance bactérienne (Carrique-Mas and Davies 2008). Aussi, il
a ét¢ montré dans plusieurs études que I’efficacité du milieu MSRV est équivalente ou
supérieure a celle des autres milieux d’enrichissement sélectifs (Smedt and Bolderdijk 1990; De
Zutter et al. 1991; De Smedt et al. 1991; Worcman-Barnink et al. 2001). Finalement, ce milieu
est avantageux pour la facilité de la lecture des résultats, des résultats négatifs pouvant souvent

étre obtenus par I’absence visuelle du halo de migration de la bactérie.

Afin d’augmenter la sensibilité de détection des salmonelles, deux milieux d’isolement (BGS et
XLD) ont été utilisés. Nous voulions évaluer I’impact respectif de chacun de ces deux milieux
sur la prévalence d’échantillons positifs globalement identifiés, mais aussi pour chaque étape
critique, sur le nombre et la diversité¢ des sérotypes identifiés. Les résultats statistiques ont
montré que le milieu de culture n’influence pas globalement la probabilité que I’échantillon de
carcasse soit trouvé positif (p=0.30). En réalisant I’analyse par étape, la méme conclusion est
obtenue pour 1’étape « P1 » (p=0.74), « P2 » (p=0.48) et « P3 » (p=1.00). En ce qui a trait aux
autres étapes, la distribution des données n’a pas permis la réalisation de cette analyse. En
combinant toutes les €tapes, le milieu de culture n’influence pas la probabilité que I’échantillon
de carcasse soit trouvé positif a S. Heidelberg (p=0.67), a S. Kentucky (p=1.00), a S.

Schwarzengrund (p=1.00), ou a tous les autres sérotypes identifiés et combinés (p=0.44). De la
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méme manicre, pour les échantillons provenant de 1’environnement, le milieu de culture
n’influence pas globalement la probabilité que I’échantillon de lingette soit positif (p=1.00). En
combinant toutes les surfaces échantillonnées, le milieu de culture n’influence pas la probabilité
que I’échantillon de lingette soit trouvé positifa S. Heidelberg (p=0.67), a S. Kentucky (p=0.74),
a S. Schwarzengrund (p=0.71) ou aux autres sérotypes identifiés et combinés (p=0.66). Ces
résultats nous laissent croire que ’utilisation d’un seul milieu sélectif pour 1’isolement est
possible et n’influence pas les résultats obtenus. De surcroit, la préférence d’utiliser le milieu

XLD se justifie par la facilité de lecture des résultats lui étant associés par rapport au milieu
BGS.

Un des objectifs de la présente étude était aussi de vérifier si I’ordre d’abattage influence la
contamination croisée des carcasses. Une analyse de régression logistique multiple modélisant
le statut des carcasses contaminés par Salmonella selon I’ordre d’abattage a été réalisé. Les
résultats de 1’analyse statistiques ont montré que la contamination du 5e lot abattu est
significativement plus ¢élevée que celle du 3e (p=0.01) et le 4e (p=0.01), uniquement pour
I’ Abattoir 2 toutefois, les résultats n’étant pas significatifs pour I’ Abattoir 1 (p=0.52, 4 d.f.)
(Table X).

Abattoir 1 Abattoir 2
Nb samples Nb positifs (%) Nb samples Nb positifs (%)
Ordre d’abattage
1 40 21 (52.5) 37 18 (48.7)
2 40 17 (42.5) 38 14 (36.8)
3 40 17 (42.5) 38 10 (26.3)
4 40 17 (42.5) 36 10 (27.8)
5 40 20 (50.0) 30 17 (56.7)

Tableau X.  The impact of the slaughter order on the risk of carcass

contamination for both surveyed slaughterhouses
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Cette observation va dans le méme sens que les études qui suggerent que I’abattage logistique
est une stratégie qui aide a diminuer de la prévalence de Salmonella sur les carcasses de poulets.
En effet, basé sur ces observations, ’abattage des lots contaminés par Salmonella en fin de quart
de production permettrait ainsi de réduire 1I’impact de la contamination croisée sur le statut des

lots subséquents, tel que nous 1’avons observé dans la présente étude.

Actuellement, il n’existe quelques études canadiennes qui ont ét¢é menées afin d’évaluer la
prévalence de Salmonella dans les abattoirs de poulets de chair. La prévalence globale observée
dans la présente étude et qui est de 1’ordre 46% pour 1’ Abattoir 1 et de 38,6% pour Abattoir 2,
est similaire a ce qui a été rapporté par Bohachyk et al. en Alberta en 2009 (37.5%), le Ministere
de I'Agriculture, de I'Alimentation et des Affaires rurales de 1'Ontario (MAAARO) en 2003
(31.6%) (Bohaychuk et al. 2009; Johnson P 2003). Cependant, la prévalence globale obtenue
est légerement supérieure a ce qui a été rapporté par 1’Agence canadienne d’inspection des

aliments (ACIA) entre 1997 et 1998 (21.1%) (ACIA 2000).

Dans la présente étude, I’étape de la saignée (P1) était significativement plus contaminée que
les autres étapes critiques, et ce, pour les deux abattoirs. Plus de 92.5% et 89.7% des carcasses
de I’Abattoir 1 et 2, respectivement, étaient contaminées a cette étape par Sal/monella. Ce taux
¢levé de contamination au début du processus d’abattage peut présenter un risque pour la
transmission de Sal/monella tout au long de la ligne d’abattage, jusqu’au produit final. Le taux
de contamination a la saignée (P1) observé dans la présente étude est supérieur a la prévalence
nationale rapportée pour Salmonella dans les lots de poulets a griller élevés sur des fermes
canadiennes et abattus dans les établissements agréés par le gouvernement fédéral du Canada
en 2013 (25,6%) (28.9% pour la province du Québec). Cette prévalence est aussi plus élevée
que celle observée dans I’étude réalisée par Rivera et Zamora en 2014 au Costa Rica (60%) et
par Hernandez et al. en Colombie en 2017 (14.4%) (Mellor et al. 2010; Rivera-Perez 2014;
Sanchez-Plata 2017; ACIA 2016). Elle est cependant similaire ce qui a été rapporté par
Yamatogi et al. en 2016 au Brésil (100%) et par Mellor et al. en 2010 en Australie (98.9%)
(Yamatogui et al. 2016; Mellor et al. 2010).
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Nos résultats suggerent que les oiseaux étaient déja contaminés avant 1’arrivée aux abattoirs et
qu’ils s’¢étaient potentiellement contaminés a la ferme ou pendant le transport. Cependant, on ne
peut exclure qu’une partie de la contamination puisse provenir d’une contamination croisée au
moment de I’accrochage des oiseaux sur la chaine d’abattage, via les mains des travailleurs de
I’usine, ou le couteau / la lame utilisés pour la saignée (Fletcher 2002). Toutefois, puisque
plusieurs études rapportent que les oiseaux entrants pourraient introduire Salmonella dans
l'usine d’abattage et de transformation des viandes, I’hypothése d’une contamination préalable
a I’arrivée de ceux-ci a I’établissement d’abattage est fort probable (Bryan, Ayres, and Kraft
1968; Dougherty 1974; Zhu et al. 2017; Hue, Le Bouquin, et al. 2011; Rivera-Perez 2014). Des
études supplémentaires sont nécessaires afin de connaitre les réservoirs principaux et les voies
majeures de transmission de Salmonella sur les oiseaux entrants dans les établissements

d’abattage et de transformation des poulets a griller au Canada.

Certains ¢léments ont été identifiés comme ¢étant liés a la contamination des oiseaux par
Salmonella a la ferme, notamment 1’alimentation, litiére, le contact avec des oisecaux ou les
résidus d’éclosion (duvet, coquille) au couvoir et le retrait des aliments avant 1’abattage (Corry
et al. 2002; Corrier et al. 1999; Ramirez et al. 1997; Rigby et al. 1980). De plus amples
informations sur le role de la ferme et du transport dans la dissémination de Salmonella dans les
usines de transformation des viandes de volailles sont mentionnées dans le chapitre de la

recension de littérature.

Le transport de la ferme a l'abattoir est aussi considéré comme une source de contamination des
volailles par Salmonella. Plusieurs facteurs peuvent intervenir dans cette contamination,
notamment le contact avec de la matiere fécale contaminée des oiseaux se retrouvant en grande
proximité lors du transport, les caisses de transport contaminées par du matériel résiduel, les
longs temps de transport, les temps d'attente une fois a I’usine et les conditions de stress ¢élevé
engendré par I’entassement des oiseaux dans les cageots de transport, les changements de
températures et la privation d'aliments et d'eau (Rasschaert 2007b; Mainali et al. 2009; Marin
and Lainez 2009; Klancnik et al. 2013; Lillard 1990; Heyndrickx et al. 2007; Heyndrickx et al.
2002; Slader et al. 2002; Corry et al. 2002; Rigby et al. 1980; Rigby et al. 1982; Mulder 1995).
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Dans la présente étude, Salmonella a été détectée a toutes les €tapes critiques du procédé, a
I’exception de 1’étape P5 (apres le refroidissement a 1’air) pour I’ Abattoir 2. Le refroidissement
a I’air dans cette é¢tude a démontré une bonne capacité a réduire la contamination des carcasses
par Salmonella. Dans I’ Abattoir 1, la contamination des carcasses échantillonnées est passée de
37.5 % apres 1’éviscération a 2.5 % apres le refroidissement a 1’air. Similairement, dans
I’ Abattoir 2, la contamination a diminu¢ de 38.5 % a 0% entre les étapes de I’éviscération et du
refroidissement a 1’air. Nos résultats peuvent étre expliqués par le fait que les carcasses, lors du
refroidissement a 1’air, sont moins en contact les unes avec les autres compte tenu qu’elles sont
suspendues individuellement sur une chaine, ce qui réduit les risques de contamination croisée
(Doyle 1995). Aussi, I’air froid, a ’'inverse de 1’eau qui est utilisée lors du refroidissement par
immersion, ne représente pas un véhicule important de transport des bactéries et
conséquemment, pas une source importante de contamination pouvant &tre responsable de la
contamination croisée des carcasses (Doyle 1995; Sanchez et al. 2002). Aussi, dans le cas qui
nous concerne, les chambres de refroidissement a 1’air des deux usines offraient des
températures ne favorisant pas la croissance des salmonelles sur les carcasses de poulets (-2°C
a -3°C pour I’Abattoir 1 et 0.6°C pour I’Abattoir 2). En effet, la température minimale de
croissance de Salmonella est de 5° C (James et al. 2006; Bailey 1987; Rouger, Tresse, and
Zagorec 2017). Le systéme de refroidissement a 1’air est couramment utilisé en Europe, bien
qu’il commence a étre de plus en plus présent en Amérique du Nord, au Brésil et au Canada

depuis le début des années 2000 (Owens, Sams, and Alvarado 2000).

Certains transformateurs affirment que le refroidissement a I’air est la méthode de choix pour
optimiser la qualité microbiologique du produit de viande (Fletcher 2002). En revanche, James
et al., dans une revue de la littérature (2006), ont rapporté que le refroidissement a I’air générait
peu ou pas de réduction significative pour plusieurs agents bactériens, y compris Salmonella
(James et al. 2006). De méme, dans 1’étude réalisée par Huezo et al., aucune différence
significative n’a été observée pour les concentrations de Salmonella sur les carcasses de poulet

apres le refroidissement a 1’air (Huezo et al. 2007).

D’autre part, plusieurs études ont rapporté une augmentation de la contamination apres

I’éviscération (Park et al. 2015; Rivera-Perez 2014; Figueroa et al. 2009; Hue et al. 2010; Matias

77



et al. 2010). Dans notre étude, une augmentation significative de la contamination des carcasses
apres 1’éviscération n’a toutefois pas été notée, et ce, pour les deux abattoirs. Il faut souligner
qu’avec des taux de contamination initiaux d’environ 85%, ceci rendait plus difficile

I’observation d’une augmentation.

D’une maniére générale, si I’on compare les prévalences de Salmonella a travers les différents
étapes critiques dans les deux abattoirs, le portrait apparait trés différent. Pour 1’ Abattoir 1, le
taux de contamination a significativement diminué entre les étapes de la saignée et du transfert,
mais la prévalence de carcasses positives pour Sa/monella est par la suite demeurée stable tout
au long de la ligne d’abattage. Ce n’est uniquement qu’apres le refroidissement a 1’air ou une
diminution significative de la prévalence a pu étre observée. Cette tendance a aussi été observée
pour I’Abattoir 2, et de fagon intéressante, cette diminution de la prévalence s’est montrée

significative autant pour I’étape du refroidissement a I’air que celle du refroidissement a 1’eau.

Il peut étre suggéré que la réduction significative de la prévalence de Salmonella a 1’étape du
transfert (aprés 1’étape de 1’abattage, ¢échaudage et plumaison des oiseaux mais avant
éviscération) pour les deux abattoirs pourrait étre reliée au traitement thermique des carcasses
di a leur passage dans le bassin d’échaudage. En effet, il a été rapporté que 1’eau chaude réduit
la contamination par Sa/monella (Buncic and Sofos 2012; Yang, Li, and Johnson 2001). Yang
et al. (2001) ont aussi abondé dans le méme sens et ont souligné I’importance d’une température
d’échaudage adéquate afin d’obtenir I’effet escompté quant a la maitrise du pathogene (Yang,

Li, and Johnson 2001).

La diminution significative de la contamination apres le refroidissement a ’eau n’a été observée
que pour I’ Abattoir 2. Cette observation nous laisse penser que le refroidisseur de 1’ Abattoir 2
présente des caractéristiques, soit de conception ou en lien avec ses modalités d’utilisation, le
rendant plus efficace que celui de 1’Abattoir 1 pour maitriser la contamination du produit de
viande. Ainsi, ces caractéristiques intrinseques, combinées aux divers produits chimiques
utilisés a I’intérieur de ces deux refroidisseurs dans le but d’assurer un contrdle antimicrobien
des carcasses sont fort probablement les responsables des différents résultats observés a cette

¢tape (tableau II).
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Etant donné les résultats obtenus, il est important de souligner que lors de la présente étude,
aucun produit de désinfection n'a été ajouté au refroidisseur de 1’Abattoir 1, tandis que pour
I’ Abattoir 2, de 1'acide peracétique a été ajouté. Par surcroit, le type de refroidisseur a immersion
utilisé dans chacune des deux usines était aussi tres différent, celui-ci étant a contre-courant pour
I’ Abattoir 2, alors que ce n’était pas le cas pour I’ Abattoir 1. Autre facteur a considérer, la durée
de refroidissement et le taux de renouvellement d’eau ont été différents pour les systémes des
deux abattoirs. La durée moyenne de refroidissement était de 90 minutes et de 60 minutes pour
I’Abattoir 1 et 2, respectivement. Finalement le taux de renouvellement d’eau était plus
important dans le systétme de refroidissement de 1’Abattoir 2 avec 110L/minute, alors qu’il

n’était que de 35L /minute pour I’ Abattoir 1.

Ainsi, il serait logique de penser que la présence d’acide peracétique dans le refroidisseur de
I’ Abattoir 2 pourrait avoir une influence sur les résultats obtenus et sur les différences marquées
observées entre les deux établissements d’abattage. La présence résiduelle de cet acide dans les
liquides de ringage des carcasses pourrait aussi voir contribu¢ a ces différences compte tenu de

I’absence d’agent neutralisant dans le milieu d’échantillonnage utilisé.

Au cours de la présente étude, I’environnement des deux usines a également été étudié. Des
lingettes servant a 1’échantillonnage de I’environnement des abattoirs en post-lavage et
désinfection, mais aussi en cours de production ont été utilisées pour sept sites critiques. Selon
Luning et al. (2011), un site critique est un endroit ou la contamination, la croissance et / ou la
survie d’un micro-organisme peut survenir si les stratégies de prévention appliquées ne sont pas
totalement efficaces pour controler la contamination (Luning et al. 2011). Les surfaces
environnementales échantillonnées dans la présente étude ont donc été choisies en fonction de

cette définition.

Une analyse de régression logistique multiple modélisant le statut des surfaces contaminés par
Salmonella selon la période d’échantillonnage (PS vs. OP) a montré que les échantillons
prélevés a la fin des opérations étaient significativement plus contaminés que ceux récupérés
suite aux procédures de nettoyage et désinfection (p <0,001) pour les deux abattoirs.

Généralement, avant I’abattage, I’environnement de 1’ Abattoir 2 était moins contaminé que celui
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de I’ Abattoir 1. Pour les lingettes récupérées apres les procédures de nettoyage et désinfection,
Salmonella a été isolée seulement a partir de la plumeuse de 1I’Abattoir 2. A I’inverse, pour
1’ Abattoir 1, la bactérie a été isolée a partir de toutes les surfaces échantillonnées, mise a part le
convoyeur situé apres le refroidissement a 1’eau et sur la surface d’acier inoxydable investiguée
au département d’emballage et de découpe. Ces résultats suggerent que les procédures de
nettoyage et désinfection conduites dans 1’ Abattoir 2 étaient plus efficaces pour maitriser la

contamination résiduelle par Sa/monella que celle réalisées dans 1’ Abattoir 1.

En ce qui concerne les échantillons d’environnement récupérés pendant la production,
Salmonella a été isolée a partir de toutes les CSLs, a I’exception des structures échantillonnées
apres le refroidissement a 1’eau et a I’air, mais aussi de la surface d’acier inoxydable située au
département d’emballage de 1’Abattoir 2. Encore une fois ici, on a observé que 1’ Abattoir 2
gérait globalement mieux la contamination environnementale a Salmonella pendant la
production que ce que I’ Abattoir 1 était en mesure de faire. Il a été suggéré que la différence des
résultats pourrait étre reliée a la nature de I’assainisseur utilisé dans chaque abattoir. Des
désinfectant au peroxyde d'hydrogene, des acides organiques et des acides inorganiques ont été
utilisés pour I’ Abattoir 1, tandis que des ammoniums quaternaires ont été utilisés pour I’ Abattoir

2.

Les résultats obtenus au cours de notre étude montrent que la plumeuse et 1’éviscérateur étaient
les sites d’échantillonnage critiques les plus contaminés pour les deux abattoirs. Plusieurs études
ont rapporté que la plumeuse représentait un facteur de risque important pour la contamination
croisée des carcasses (Nde et al. 2007; Ono and Yamamoto 1999; Allen et al. 2003). 11 est
possible de suggérer que la prévalence ¢levée de Salmonella a la plumeuse serait reliée a la
contamination €levée des carcasses a la saignée, mais aussi que les procédures de nettoyage et
de désinfection ne seraient pas pleinement efficaces pour éliminer cette contamination résiduelle
au niveau de la plumeuse des deux abattoirs (75% et 62% des lingettes récupérées a la plumeuse
en post-lavage et désinfection aux Abattoir 1 et 2, respectivement, ont été trouvées positives
pour la présence de Salmonella). En ce qui a trait a la contamination ¢€levée de 1’éviscérateur,

nos résultats sont en accord avec ce qui a été rapporté dans des études précédentes (Rivera-Perez
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2014; Reiter et al. 2007; Santos et al. 2011; Carrasco, Morales-Rueda, and Garcia-Gimeno
2012).

En plus de s’intéresser a la prévalence et a la distribution de Salmonella sur les carcasses de
poulet de chair et dans I’environnement de I’abattoir, la présente étude visait a étudier les
différents sérotypes isolés des échantillons de ringage de carcasses et des lingettes ayant servi a
échantillonner I’environnement des deux abattoirs. Un total de 432 isolats ont été typés (302
isolats issus des carcasses et 130 isolats issus des lingettes). L’approche utilisée pour la
caractérisation en est une par HRM, accompagnée d’un sérotypage servant a confirmer le
serotype des souches controles. La méthode par HRM a été retenue pour plusieurs raisons, telles
que sa facilité d’exécution, son faible colit et surtout pour sa capacité a caractériser rapidement
un nombre élevé d’isolats comme c’est le cas pour la présente étude. Chaque isolat caractérisé
par 1’approche HRM est présenté par un génotype codé par trois chiffres selon les profils de
courbes de fusion obtenues pour les 3 genes retenus : CRI, CR2 et yohM (Tableaux IV et V).
Un total de 40 génotypes différents ont été identifiés parmi tous les isolats typés, incluant les
isolats issus des carcasses et des lingettes. Parmi ces 40 génotypes, 17 ont été retrouvés
uniquement sur les lingettes, 17 ont été retrouvés uniquement sur les carcasses, et 6 génotypes
ont été identifiés sur les deux types d’échantillons. De méme, 22 génotypes ont été retrouvés
uniquement dans 1’ Abattoir 2, 12 ont été retrouvés uniquement pour 1’ Abattoir 1, et 6 génotypes
¢taient communs aux deux abattoirs. Dans la majorité des cas, lorsque deux isolats d’un méme
sérotype étaient récupérés d’'un méme échantillon, le méme génotype était aussi retrouve
(115/118 pour les carcasses, 44/48 pour les lingettes).

Les sérotypes les plus isolés au cours de la présente étude, autant a partir des carcasses que des
lingettes, et ce, pour les deux abattoirs étaient S. Heidelberg, S. Kentucky et S. Schwarzengrund.
Il existe actuellement peu de données sur les différents sérotypes de Salmonella les plus
retrouvés dans les abattoirs canadiens, mais selon le Programme intégré canadien de
surveillance de la résistance aux antimicrobiens (PICRA), les deux principaux sérotypes
détectés dans les abattoirs canadiens étaient S. Heidelberg (55%) et S. Kentucky (18%) en 2003
et S. Kentucky (40 %), S. Enteritidis (19 %) et S. Heidelberg (14 %) en 2008 (PICRA 2008,
2003b, 2003a).
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Le dernier objectif du présent projet visait a déterminer, a l'aide d'une caractérisation
moléculaire des isolats de Salmonella récupérés, les sources principales de contamination des
carcasses de volailles. Plus précisément, le but était de pouvoir établir si I'environnement de
l'usine d'abattage ou si les oiseaux entrants, par leur statut positif, contribuaient majoritairement
au statut final des carcasses. Pour ce faire, a 1’aide des tests statistiques, nous avons tenté
d’établir un lien entre le statut final d’une carcasse (a la fin du refroidissement a 1’air et/ou a
I’eau) et le statut des carcasses issues de ce méme lot, mais a des étapes précédentes du procédé

d’abattage (P1, P2 et P3), et ce, pour des génotypes HRM spécifiques.

Une régression logistique, avec un ajustement pour 1’agrégation par journée d’abattage, a été
utilisée afin de prédire le statut du lot au refroidissement (présence d un génotype sur la carcasse
¢chantillonnée au refroidissement a 1’air et/ou a I’eau) selon le statut du lot aux étapes
précédentes, mais aussi selon le statut du lot abattu précédemment et selon le statut des lingettes
ayant servi a échantillonner I’environnement de ’abattoir suite aux procédures de lavage et de
désinfection. Le modele statistique choisi a permis d’effectuer 1’analyse uniquement pour
I’Abattoir 1 étant donné le faible nombre de carcasses positives au refroidissement pour
I’ Abattoir 2. Les trois génotypes les plus fréquemment isolés des carcasses au refroidissement
pour I’ Abattoir 1 ont été analysés de fagcon séparée (S. Heidelberg 1-1-1; S. Kentucky 6-6-1; S.
Enteritidis 7-7-4). Toutefois, le modéle statistique convergeait seulement pour S. Heidelberg 1-

I-1.

Les résultats ont montré que le statut de la carcasse d’un lot autant a 1’étape de la saignée, du
transfert que de I’éviscération est un prédicteur significatif du statut d’une carcasse de ce méme
lot échantillonnée apres le refroidissement (tableau IX). Aussi, une tendance a été observée avec
le statut des lingettes échantillonnées en post-lavage a la zone 2 (CSL2, CSL4, CSL3, CSLS5)
(Tableau IX). Ces résultats suggeérent donc que le statut des oiseaux entrants a une influence
significative sur le statut des carcasses au refroidissement pour certains génotypes obtenus par

la caractérisation par HRM et associés a des sérotypes spécifiques de Salmonella.

La fagon dont Salmonella survit et persiste dans 1’environnement d’abattoir face aux conditions

extrémes rencontrées en dehors de son hote reste mal comprise et il n’existe malheureusement
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que peu d’études comparant les facteurs reliés a la persistance entre les différentes souches de
Salmonella. Plusieurs études antérieures ont montré que les salmonelles peuvent persister
pendant plusieurs années dans I’environnement des usines de transformation des aliments, et ce,
malgré les procédures de nettoyage intensif et de désinfection des surfaces et équipements
contaminés (Russo et al. 2013; Vestby et al. 2009; Nesse et al. 2003). La formation de biofilms
par Salmonella est un des moyens utilisés par la bactérie afin d’assurer sa persistance dans
I’environnement (Joseph et al. 2001; Jones and Bradshaw 1996; Humphrey et al. 1995).
Plusieurs ¢études ont rapporté que les salmonelles sont capables de former un biofilm sur
différentes surfaces telles que le verre, le plastique et I’acier (Hood and Zottola 1997; Joseph et
al. 2001; Solano et al. 1998; Woodward et al. 2000; Stepanovi¢ et al. 2004), tout comme sur des
surfaces organiques comme le persil (Lapidot, Romling, and Yaron 2006). Dans une étude
menée dans une usine de fabrication de farine de poisson et d'aliments pour animaux, Vestby et
al. (2009) ont rapporté que la capacité de formation de biofilm est un facteur important de
persistance des souches de Salmonella dans I'environnement des usines. Les sérotypes
fortement persistants (S. Agona et S. Montevideo) dans cette méme étude ont été reconnus
comme étant de bons producteurs de biofilms, alors que le sérotype Typhimurium, qui ne
démontrait pas de persistance, avait des capacités de formation de biofilm plus faibles (Vestby
et al. 2009). Méme s'il a ét¢ démontré que la formation de biofilms est importante pour la
persistance de Salmonella dans 1’environnement, ce n'est clairement pas le seul facteur
contributif. D'autres caractéristiques pourraient €tre associées a la persistance favorisée de

certaines souches sur la carcasse ou dans 1’environnement d’abattage.

La présente étude a également permis de démontrer que le statut des carcasses du lot précédent
(toutes les étapes confondues) est également une variable prédictive significative pour le statut
de contamination par Sa/monella des carcasses d’un lot subséquent par le profil S. Heidelberg
1-1-1 obtenu par HRM. En effet, le fait d’abattre des oiseaux d’un lot contaminé par ce profil
augmente significativement les chances de contamination des carcasses du lot suivant sur la
ligne d’abattage. Cette observation, combinée avec les résultats précédents démontrant que
I’ordre d’abattage intervient dans la contamination croisée des carcasses (la contamination du

Se lot abattu est significativement plus €levée que le 3e (p=0.01) et le 4e (p=0.01)) suggere que
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le milieu d’abattage (environnement de 1’usine) peut intervenir dans la contamination des

carcasses pendant le processus d’abattage.

Il est donc possible de conclure, pour ce dernier objectif, que l'environnement de I'usine
d'abattage, tout comme les oiseaux entrants, sont des éléments intervenant dans la contamination
des carcasses dans les usines d’abattage de poulet de chair examinées par la présente étude.
Cependant, cette étude démontre aussi que la réduction des taux de contaminations €levés par
Salmonella observés en début de procédé d’abattage est possible grice a un processus de

refroidissement efficace (refroidissement a 1’eau dans I’ Abattoir 2).

La présente é¢tude comporte toutefois certaines limites. En effet, les deux abattoirs suivis étaient
intéressés de connaitre leur statut quant a Sa/monella. On ne peut exclure que cet intérét puisse
étre reli¢ a des problémes dans la gestion de ce micro-organisme. De plus, bien que ce soit 2
abattoirs typiques de ce qu’on retrouve au Québec comme abattoirs sous juridiction fédérale, les
possibilités d’inférences avec les autres abattoirs Québécois sont limitées. En effet, il est
difficile d’extrapoler a ’ensemble des abattoirs québécois ou méme canadiens nos trouvailles
puisque les 2 abattoirs appartiennent a un méme intégrateur et qu’ils présentent des profils bien

différents.

Dans la méme ligne de pensée, méme si les lots abattus provenaient de I’ensemble du territoire
québécois, le design de 1’¢étude fait en sorte que ceux-ci ne sont pas nécessairement représentatifs
de la situation globale du Québec en ce qui a trait au niveau de contamination des élevages par

Salmonella.
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Conclusion

Ce projet a permis de mettre en évidence de nouvelles connaissances quant a la prévalence et la

distribution de Salmonella sur les carcasses de poulets de chair et dans 1I’environnement de deux

abattoirs de volailles au Québec.

Cette étude est la premiére du genre au Canada, et grace a une caractérisation moléculaire des

isolats de Salmonella récupérés dans les deux usines, il a été possible d’identifier les principales

sources de contamination des carcasses.

De maniére plus spécifique, voici les conclusions que 1’on peut tirer de notre étude :

1-

Les principales sources de contamination des carcasses apres refroidissement identifiées
dans cette étude ont été les oiseaux entrants a 1’établissement par leur statut positif, puis
secondairement I'environnement de 1'usine d'abattage.

Dans les deux abattoirs étudiés, I'étape de la saignée €tait 1'étape la plus contaminée, avec
une diminution progressive de la contamination au fil du processus d'abattage.

Dans les deux abattoirs étudiés, la plumeuse et I’éviscérateur étaient les sites
d’échantillonnage critiques les plus contaminés pour les échantillons d’environnement.
Une gestion des taux de contamination élevés par Salmonella sur les oiseaux entrants est
possible grace a un processus de refroidissement efficace.

Si un lot entrant est contaminé par S. Heidelberg 1-1-1, la probabilité que les carcasses
apres le refroidissement soient contaminées par ce profil HRM est significativement
supérieure.

La contamination initiale par S. Heidelberg 1-1-1 engendre une plus grande probabilité
de contamination aux étapes d'abattage suivantes.

Le statut des carcasses d’un lot contaminé par S. Heidelberg 1-1-1 est significativement
associ¢ au statut positif du lot précédent, cette observation est combinée par

I’intervention de 1’ordre d’abattage dans la contamination croisée des carcasses.
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&- La distribution et les niveaux de contamination de Salmonella dans un établissement

d’abattage peuvent varier significativement d'un abattoir a un autre.

Perspectives

Les résultats de la présente étude pavent la voie a de futures études sur 1’épidémiologie de
Salmonella en filiére avicole, sur I’identification des points critiques pour I’introduction et la
dissémination de la bactérie dans la chaine de production. Par ailleurs, d’autres études sur les
mécanismes de résistance aux conditions rencontrées dans les établissements d’abattage et de
persistance pour certains génotypes de S. Heidelberg sont a envisager. Aussi, il serait intéressant
de regarder si les souches émergentes comme S. Schwarzengrund observées sur les carcasses
¢chantillonnées lors de la présente étude seront reliées, au cours des mois ou des années a venir,
a des cas humains de salmonellose. En effet, il est reconnu que lorsqu’un sérotype particulier

émerge a I’abattoir ou a la ferme, il est possible de le retrouver chez ’humain ultérieurement.
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