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of isolated Salmonella strains in the veterinary sector using the rapid slide agglutination test, cahiers de la Référence, No. 2, CR2-09MO1.

http://www.afssa.fr/cahiersdelareference/numero2/PN60I0.htm

La réglementation européenne impose la maitrise de certains sérovars de Salmonella dans les troupeaux de poules
(Gallus gallus). Afin d’homogénéiser la fiabilité des résultats des laboratoires il est indispensable de posséder un
guide technique indiquant la démarche de sérotypage des Salmonella.

Cet article présente la méthode de sérotypage suivie par le laboratoire de I’Afssa, ainsi qu’une liste des sérums
indispensables a une identification sans ambiguité des sérovars réglementés dans la filiere avicole.

Contexte

Le systeme de nomenclature des Salmonella distingue 2
espéces: Salmonella bongori et Salmonella enterica. Lespéece
principale, Salmonella enterica, se décompose en 6 sous-
espéces: | (S. enterica subsp. enterica), Il (S. enterica subsp.
salamae), llla (S. enterica subsp. arizonae), lllb (S. enterica
subsp. diarizonae), IV (S. enterica subsp. houtenae) et VI
(S. enterica subsp. indica). Au sein de ces sous-espeéces, il
est possible de distinguer des sérovars caractérisés par leurs
antigénes somatiques (« O »), flagellaires (« H »), et capsulaire
(« Vi ») pour les sérovars Typhi, Paratyphi C et Dublin.

Dans le secteur vétérinaire, la réglementation européenne
impose la mise en place de plans de maitrise de certains
sérovars de Salmonella enterica subsp. enterica dans
différentes filieres de volailles. Sont concernés actuellement
les sérovars dits de « Santé publique », Enteritidis, Typhimurium
et/ou Virchow, Infantis, Hadar dans les troupeaux de I’espece
Gallus gallus (reproducteurs, poules pondeuses et poulets de
chair). Les troupeaux de dindes de reproduction et de chair
rentreront dans le dispositif de surveillance et de lutte en 2010
pour les sérovars Enteritidis et Typhimurium. Limplémentation
de cette réglementation en France prévoit une liste de
laboratoires agréés pour la réalisation des contréles officiels
et reconnus pour les auto-controles obligatoires (Note de
service DGAL/SDPPST/N2009-8058). Par ailleurs, quel
que soit le sérovar, tout isolement de salmonelle chez une
volaille ou dans son environnement est a déclarer au titre des
maladies a déclaration obligatoire. Dans ce contexte, et afin
d’homogénéiser la fiabilité des résultats des laboratoires, il
apparait utile de préciser des recommandations techniques
indiquant la démarche de sérotypage des Salmonella, ainsi
qu’une liste minimale de sérums dont il faut disposer pour
une identification compléte des 5 sérovars réglementaires et
permettant d’éviter toute confusion avec des sérovars ayant
une formule antigénique proche (Note de service DGAL/
SDPPST/N2009-8034).
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Principe de la méthode

La méthode conventionnelle pour le sérotypage des
salmonelles d’origine non humaine repose sur la détermination
d’une formule antigénique par agglutination rapide sur lame,
a I'aide de sérums spécifiques dirigés principalement vers les
antigenes de parois (« O ») ou de flagelles (« H ») ; le sérum dirigé
contre « Vi » étant utile pour le sérovar Dublin. Il est fortement
recommandé de rechercher les caracteres antigéniques apres
avoir préalablement identifié la famille, le genre, I'espéce et
la sous-espéce sur la base de caractéres morphologiques et
biochimiques. Il existe en effet de nombreuses communautés
antigéniques « O » au sein des Entérobactéries, et en particulier
entre Salmonella et Citrobacter freundii et Hafnia alvei. En
revanche, les antigénes « H » sont spécifiques de Salmonella.

Expression des résultats

Plus de 2500 sérovars, identifiés par leur formule antigénique,
sont classés selon le schéma de White-Kauffmann-Le Minor;
cette classification, établie dans un but de diagnostic, est mise
a jour par le centre collaborateur de référence de I'organisation
mondiale de la santé pour les Salmonella a I'Institut Pasteur
de Paris. Seuls les sérovars de la sous-espece Salmonella
enterica subsp. enterica portent un nom, assigné a la formule
antigénique (Grimont et Weill, 2007). Cette formule distingue
les facteurs « O » caractéristiques d’un groupe, des facteurs
« O » accessoires, qui peuvent étre absents ou présents.
Sur la forme, les facteurs accessoires liés a une conversion
bactériophagique sont soulignés, les autres apparaissent entre
crochets. La présence de facteurs accessoires n’intervient pas
dans le diagnostic du sérovar, mais présente un intérét comme
marqueur épidémiologique.

Mode opératoire

Le mode opératoire ci-dessous, suivi sur des souches pures
de Salmonella par le Laboratoire d’études et de recherches sur
la qualité des aliments et sur les procédés agro-alimentaires
de 'Afssa (Accréditation n° 1-0245 - Section Laboratoires),
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est donné en exemple. Il peut étre modifié selon les recom-
mandations spécifiques des fournisseurs de sérums.

1. Mise en évidence des principaux caractéres
biochimiques permettant la différenciation
des sous-espéces
La différenciation des sous-espéces de Salmonella est réalisée
a partir d’une culture de souche pure obtenue sur milieu
gélosé « Triple Sugar Iron » (TSI) incubé une nuit, permettant
la fermentation de trois sucres (lactose, saccharose, glucose)
et la production d’H,S. Lutilisation du malonate, la recherche
de la B-galactosidase (Test ONPG) et I'hydrolyse de la gélatine
sont également recherchées.

2. Recherche de souche auto-agglutinante

La précipitation d’une culture de souche pure dans un bouillon
« Trypticase Soja » signale la présence possible d’'une souche
auto-agglutinante.

Les souches auto-agglutinantes se caractérisent, sur une boite
de gélose, par des colonies « rough », de surface rugueuse a
bord dentelé.

3. Recherche des facteurs antigéniques somatiques « O »
La recherche des facteurs antigéniques est réalisée en mettant
en suspension des bactéries obtenues a partir d’une culture
pure sur TSI ou sur gélose nutritive, dans une goutte de sérum,
poly- ou monovalent, disposée sur une lame de plexiglas. La
suspension est agitée par de légers mouvements tournants.
Une agglutination se matérialise par I'apparition d’un fin granulat
blanchéatre dans la goutte apres quelques secondes (voire une
minute) et non dissociable par agitation.

Lutilisation de sérum polyvalent sert a orienter le typage vers
un nombre restreint de sérums monovalents caractérisant un
groupe. En cas d’agglutination a partir d’'un sérum polyvalent,
I'opération est réitérée avec les sérums monovalents entrant dans
la composition initialement testée. S’il n’y a pas d’agglutination
avec le mélange testé, 'opération est réitérée avec d’autres
sérums polyvalents jusqu’a obtention d’'une agglutination.
Remarque: la majorité des Salmonella isolées chez I'animal et
I’'Homme présente des facteurs antigéniques réagissant avec
les agglutinines contenues dans les sérums polyvalents « OMA »
ou « OMB », lorsqu’aucune agglutination n’est obtenue avec ces
mélanges, il est recommandé de tester le sérum anti-Vi.

4. Recherche des facteurs antigéniques flagellaires « H »
Les Salmonella présentent généralement 2 phases flagellaires.
Les phases flagellaires sont déterminées en mettant en
suspension des bactéries obtenues a partir d’une culture pure sur
TSI dans une goutte de sérum, comme décrit pour la recherche
des facteurs antigéniques somatiques. Lagglutination est plus
rapide que pour les facteurs « O », floconneuse et facilement
dissociable par agitation du fait de la rupture des flagelles.

A I'obtention d’un résultat positif pour un sérum monovalent,
il est vérifié, a l'aide de la classification de Kauffmann-White,
s'il s’agit d’'une Salmonella diphasique ou monophasique.

S’il s’agit d’'une Salmonella diphasique, la phase flagellaire
identifiée est bloquée (méthode d’inversion de phase) suivant
la procédure suivante: 1 a 2 gouttes de sérum de Sven Gard
(SG), comprenant le sérum spécifique de la phase flagellaire
déterminée précédemment, sont disposées dans une boite
de Petri et recouvertes de gélose SG fondue et maintenue en
surfusion a 47 °C += 2 °C. La gélose et le sérum sont homo-
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généisés par un mouvement tournant lent. La gélose refroidie
est ensuite ensemencée abondamment au centre de la boite
avec une culture pure obtenue sur un tube de gélose « Tryptone
Soja » (TSA), prélevée si possible dans une zone humide du
tube. La boite est mise en incubation a 37 °C pendant 18h +
2h sans étre retournée.

La deuxiéme phase flagellaire est recherchée par la méthode
d’agglutination précédemment décrite, a partir de colonies
prélevées a la périphérie de la zone d’envahissement de la
gélose SG.

En I'absence d’agglutinats ou en présence de la méme phase
flagellaire, 'opération d’inversion de phase est refaite au moins
trois fois, en repartant chaque fois de la derniéere culture obtenue
sur le milieu de SG. Si aucun résultat positif n’est trouvé, la
souche est considérée comme monophasique.

Une approche séquentielle des différents tests sérologiques
pour la recherche de facteurs antigéniques somatiques et
flagellaires est représentée en figure 1.

Discussion/Conclusions

Les principaux tests biochimiques et sérologiques pour
déterminer sans ambiguité les 5 sérovars surveillés en
élevage, par rapport aux sérovars de formules antigéniques
proches, sont présentés dans les tableaux 1 et 2. Compte tenu
du co(t et de la disponibilité de certains sérums, et du fait
que certains sérovars restent rarement isolés, de nombreux
laboratoires ne possedent pas tous ces sérums et envoient
les isolats au laboratoire de référence pour la confirmation de
leurs sérotypages.

La liste des sérovars de formules antigéniques proches de ces
sérovars réglementés est présentée dans le tableau 3.

Afin d’avoir une idée de la probabilité d’isoler ces sérovars au
sein de la chaine alimentaire, 'occurrence de ces sérovars,
recensée par le réseau Salmonella depuis une vingtaine
d’années, est présentée dans le tableau 4. Le réseau Salmonella
est composé d’environ 150 laboratoires d’analyses, publics ou
privés, répartis sur le territoire national. Chaque année, dans
le cadre de fonctionnement du réseau, I’Afssa recoit pour
sérotypage prés de 7000 souches de salmonelles isolées
de prélevements réalisés dans différents secteurs: élevage,
aliments destinés a ’Homme ou aux animaux, environnement
naturel. Ces envois de souches sont complétés par I’envoi
de récapitulatifs de résultats de sérotypage réalisés par les
laboratoires eux-mémes. La participation des laboratoires
s’inscrit dans une démarche volontaire; les données du réseau
Salmonella ne sont donc pas exhaustives. Par ailleurs, les
données du réseau Salmonella ne peuvent pas étre assimilées
a des données de prévalence des salmonelles isolées en
France. En effet, le réseau ne collecte pas l'information sur
le nombre de prélevements effectivement réalisés pour la
recherche de salmonelles, ni sur I'unité épidémiologique ciblée
par le plan d’échantillonnage (troupeau, couvoir, lot...). Par
ailleurs, la réglementation sur les salmonelles ne visant que
certains sérovars et certaines filieres d’élevage, elle exerce une
pression de contréle qui conduit a une surestimation du nombre
de souches de ces sérovars dans ces filieres, par rapport a
I'ensemble des souches collectées.

Cependant, le fonctionnement du réseau restant stable,
les informations recueillies permettent de considérer que
cette surveillance reflete a la fois la diversité des sources
de contamination dans les différents secteurs et certaines
tendances du terrain.
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Tableau 1: Principaux tests biochimiques et sérologiques, appliqués a une souche pure de Salmonella, pour la détermination
des 5 sérovars réglementés en filiére avicole

Tests biochimiques
et sérologiques

malonate

— facult.

gélatinase - facult.

Y glutamyl-transférase + facult.

OMA*
OoMB*

0:4,5
0:6,7,8
0:7
0:8
0:9
0:12
0:46
0:6,14,24
HMA*
HMB*
HMC*
HE*
HG*
H:g,m
H:g,p
H:i
H:m
H:p
H:q
H:r
H:s
H:t
H:z10
H:z15
H:x
H:1*
H:2
H:5
H:6
H:7
SG1*
SG2*
SG4*
SG5*
SG6*

Facult. = test facultatif; IP = Inversion de phase
* Composition des sérums polyvalents décrite en tableau 2

4e

+ facult.

+ facult.
+
+

- facult.

+ facult.

IP

+
+ facult.
+ facult.

+ facult.

+
+

— facult.

- facult.

- facult.

15

+ facult.

+
— facult.
+
— facult.
- facult.

IP

IP

Diagnostic différentiel entre les sous-espéces
de S. enterica (notamment entre Enteritidis
et sérovar proche de la sous-espece Il)

Diagnostic différentiel entre Enteritidis et Dublin
Agglutination de certains isolats en OMA et OMB

Si l'isolat est OMA+ et OMB+,
comparer les vitesses d’agglutination

Diagnostic différentiel entre Enteritidis et Hillingdon
quand g,m positif

Diagnostic différentiel entre Enteritidis et Blegdam

Diagnostic différentiel entre Enteritidis et Gueuletapee

Diagnostic différentiel entre Enteritidis et le sérovar
1,9,12:g,m,[s],t:[1,5,7][z,,] (sous-espece ).

Diagnostic différentiel entre Hadar et Glostrup

HE peut remplacer SG5
H1 peut remplacer SG6
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Tableau 2: Composition des sérums polyvalents utilisés dans le protocole décrit
Phase Sérums polyvalents Antigénes correspondants
OMA 1,212 + 4,512 + 9,12 + 9,46 + 3,10 + 3,15 + 1,3,19 + 21
<O OMB 6,7 + 6,8 + 11 + 13,22 + 13,23 + 6,14,24 + 8,20
H1 1,2+1,5+1,6+1,7 + z4
HE e,h +e,nx+en,z;
HG f,g+9,p+9gms+gm+mit
<A HMA a+b+c+d+1+2zy+2z,
HMB e,h +enx+enz;+G
HMC kK+y+L+z,+r
SG1 a+b+c+2z10
SG2 d+i+eh
« SG » SG4 r+z
SG5 e,n,X + e,n,z;s
SG6 1,2+1,5+1,6 +1,7 +z4

Police en gras: cette composition peut varier selon les fabricants.

Tableau 3: Liste des sérovars de formules antigéniques les plus proches de celles des 5 sérovars réglementés en filiére avicole

1 phase 1" phase 2¢ phase
Sérovar : (agglutination 2¢ phase Sérovar 3 (agglutination | (agglutination
avec HG*) avec H:i) avec H1)
Berta 1,912 [fl,9,1t] Typhimurium 1,4,[5],12 i 1,2
Enteritidis 19,12 g,m Lagos 1,4,[5].12 i 1,5
Gueuletapee 9,12 gm,s Agama 412 i 1,6
Blegdam 9,12 g.m,q Tumodi 1,412 [ Z,
Souche )
I 1,912 g,m,[s];t [155!7]: [242] monophasique 1’4’[5]’12 !
Il 1,912 ,m,s,t e,n,x
. 2 21%1:1%hehasi ue 1,4,[5].12 e
Dublin 1812Vl | gp -
Naestved 1,9,12 9,0, Souche immobile 1 ,4,[5],12
Rostock 1,912 g,p,u 1 phase 2° phase
Sérovar 3 (agglutination | (agglutination
NESEE i 94 avec H:r) avec H1)
! 2hilz gsit &,n,x Istanbul 8 z10 e,n,x
New Mexico 9,12 9,Zs 1,5 Hadar 6.8 210 en.x
I 19,12 9,2 [e,n,X] Chomedey 8,20 z10 e,z
Antarctica 9,12 9,263 Glostrup 6,8 z10 e,N,z
Rosenberg 9,12 9,Zgs
Sérovar (o H 1" phase | 2° phase Autres
Il 9,12 m,t e,n,x
Virchow 6,7,14 r 1,2
Pensacola 1,9,12 m,t [1,2] .
Infantis 6,714  r 1,5 [R1...], [Za7],[Zss] [246]
! iz m.t 1 Nigeria 6,7 r 1.6
I 1912 e Zg Colindale 6,7 r 17
Hillingdon 9,46 g,m Papuana 6,7 r e,n,z15

Source: Grimont PAD et Weill FX, 2007.
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Recherche des antigénes somatiques

—»4,5——»5 —»12

—»3,10,15 19—»1,2
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15
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s — 7 —» 1424
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22
13,22,23— "
—» 9 1,2 23
I 1
—» 21
—» 12
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OME —» 47— 48 —» 50 —» 51 —» 52 —p 53 —p 61
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Recherche des antigénes flagellaires
> 3 h
v
—» b E X
- > ¢ ™ e 7
HMA —» d HMB ™
—» i
G—» gm —» m —p gp—»p—pf—Ps—pt
—» Zio —»u
—» Zy —»q
> Y 2
—> T 5
v H1 6
HMC | > L = w !
QZ“ %
Z2g
—» k
—» zs —P Zxz Zu  Zmp
—» z

Figure 1: Tests séquentiels de sérums polyvalents et monovalents pour la recherche des antigénes somatiques et flagellaires
des Salmonella - cf. composition des sérums polyvalents, tableau 2 (figure a adapter selon la composition des sérums polyvalents).
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