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1. Salmonella 

1.1.  Historique  

Salmonella est une bactérie ubiquitaire, pathogène pour les humains, provoquant des fièvres 

entériques, gastro-entérites et septicémies. Elle peut également infecter de nombreuses 

espèces animales en plus des humains. 

Salmonella, en particulier S. Typhi, accompagne l'humanité depuis l'Antiquité. Des preuves 

évolutives basées sur l'analyse phylogénétique des souches de S. Typhi indiquent qu'un 

ancêtre de S. Typhi existait il y a 15 000 à 50 000 ans (Kidgell et al., 2002). Dans les textes 

grecs et chinois datant de centaines d'années avant J.C., divers auteurs ont reconnu la présence 

de cette maladie (Sanchez-Vargas et al., 2011). Dans une récente étude, des génomes de 

Salmonella S. Paratyphi C ont été isolés chez des victimes d’une grande épidémie qui a 

décimé la population cocoliztli au Mexique en 1545 (Vagene et al., 2018).  

Cette bactérie a été découverte au XIXème siècle par Karl Joseph Eberth, après l’observation 

de bacilles dans les ganglions lymphatiques abdominaux et la rate de patients atteints de la 

fièvre typhoïde. Il avait publié ses observations en 1880 et 1881 et sa découverte a ensuite été 

vérifiée et confirmée par des bactériologistes allemands et anglais, dont Robert Koch 

(Marineli et al., 2013). 

En 1884, Théobald Smith a isolé de l'intestin d'un cochon mort une "bactérie" qu'il pensait 

être la cause du choléra porcin (Evangelopoulou, 2010). Bien que cette bactérie ait été isolée 

pour la première fois par T. Smith, Daniel E. Salmon, le chef de Smith, a revendiqué le mérite 

de la découverte et le nom du genre Salmonella a été choisi d’après son nom (Schultz, 2008).  

1.2.  Taxonomie et nomenclature 

La taxonomie actuelle et la nomenclature du genre Salmonella a fait l'objet de débats depuis 

que Le Minor & Popoff (1987) ont proposé des changements dans les années 1980 (Tindall et 

al., 2005). La taxonomie repose sur des aspects génétiques, biochimiques et sérologiques 

(MacKenzie et al., 2017). Les nouvelles souches de Salmonella peuvent être classées en 

espèces et sous-espèces selon la parenté de l'ADN, montré à l'origine par hybridation ADN-

ADN, et la présence ou l'absence de 11 caractères biochimiques (Crosa et al., 1973; Nataro et 

al., 2011)  
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Le genre Salmonella ne comporte que deux espèces, S. enterica et S. bongori. S. enterica est 

divisé en six sous-espèces: S. enterica subsp. enterica, S. enterica subsp. salamae, S. enterica 

subsp. arizonae, S. enterica subsp. diarizonae, S. enterica subsp. houtenae, S. enterica subsp. 

Indica (Figure 1).  

 

Figure 1. La taxonomie de Salmonella et sa classification générale. Le genre Salmonella est classé 

en espèces, sous-espèces et sérovars sur la base de Kauffman-Le Minor schème (Mac Kenzie et 

al. 2017) 

Les sérovars appartenant à S. enterica subsp. enterica sont désignés par un nom généralement 

lié à l’endroit  géographique où le sérovar a été isolé pour la première fois. Ce nom est écrit 

en lettres romaines (non en italique) et la première lettre est une lettre majuscule. Les sérovars 

appartenant à d'autres sous-espèces sont désignés par leurs formules antigéniques, suivant les 

sous-espèce (Popoff et al., 2003).  

Salmonella enterica subsp. enterica contient plus de 2500 sérovars, différenciés par leur 

présentation antigénique (Tindall et al., 2005). Cependant, la plupart des infections humaines 

sont causées par un nombre limité de sérovars (Hendriksen et al., 2011). 

Pour les sérovars appartenant à S. enterica et S. bongori, la formule antigénique est attribuée 

en utilisant le schéma de Kaufmann-White le Minor. 
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Cette classification antigénique de Salmonella est traditionnellement basée sur la réaction 

d'anticorps avec 3 types d'antigènes de surface: les antigènes somatiques O (64 variantes), 

flagellaires H (11 variantes) et capsulaires Vi (Grimont and Weill, 2007). Par convention, les 

antigènes identifiés pour une souche donnée sont rapportés dans une formule antigénique, 

dans laquelle est indiqué le nombre de sous-espèces suivi des antigènes O, H1 et H2 séparés 

par des points-virgules (Wattiau et al., 2011). 

Antigène O : L'antigène O est un polysaccharide thermostable présent sur la surface externe 

du lipopolysaccharide. Chaque antigène O est composé de 5-6 unités de sucre. La variation 

des unités de sucre, les liaisons covalentes entre les sucres et la liaison entre les sous-unités de 

l'antigène O résultent en différents antigènes O. Plusieurs antigènes O peuvent être exprimés 

ensemble à la surface d'une seule cellule (Raetz and Whitfield, 2002). 

Antigène H: L’antigène H est composé de sous-unités de flagelline et sont la partie 

filamenteuse du flagelle. Les sérovars de Salmonella expriment soit un type d'antigène H 

(sérovar monophasique) ou, pour la plupart, deux types d'antigène H (le serovar est 

diphasique). Salmonella est unique parmi les bactéries entériques à cet égard. Chez 

Salmonella, la flagelline est une protéine monomérique de 55 kDa codée par les gènes fliC et 

flijB qui s'assemblent pour former l'ensemble des filaments de l'appareil flagellaire nécessaire 

à la motilité bactérienne (Nataro et al., 2011; Ryan et al., 2017; Zeng et al., 2003). Ils 

expriment la phase 1 de l’antigène H et la phase β de l'antigène H, respectivement. Le gène 

fliC est situé dans l'un des opérons de biosynthèse flagellaire, et il est présent dans toutes les 

salmonelles. Le gène fljB est situé dans une région du génome unique aux salmonelles et est 

présent dans quatre des sous-espèces S. enterica (sous-espèces I, II, III b, et IV) (McQuiston 

et al., 2011). Les deux loci fliC et fljB sont régulés de manière coordonnée de sorte qu’un seul 

antigène à la fois est exprimé dans une seule cellule, par l'intermédiaire d'un mécanisme de 

variation de phase (Silverman et al., 1979).  

Antigène Vi : L'antigène Vi, découvert par Felix & Pitt en 1934 est un polysaccharide 

capsulaire retrouvé principalement chez S. Typhi et S. Paratyphi C, ainsi que dans quelques 

souches de S. Dublin et Citrobacter freundii. Le polysaccaride capsulaire interfère avec les 

défenses spécifiques et non spécifiques de l’hôte et est considéré comme un facteur de 

virulence principal (Robbins and Robbins, 1984).  
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1.3. Morphologie et caractéristiques  

Les salmonelles sont des bacilles droits mesurant 0,7-1,5 × 2,0-5,0 μm, conformes à la 

définition générale de la famille des Enterobacteriaceae. Salmonella est Gram négatif, 

anaérobie facultative et  habituellement mobile par des flagelles péritriches (Figure 2). Les 

colonies ont généralement un diamètre de 2 à 4 mm (Le Minor and Popoff, 1987). Les 

caractéristiques biochimiques sont présentées dans le tableau 1.  

                          

Figure 2 . Colonie de Salmonella enterica Subspecies enterica Sérovar Typhimurium. 

Microscopie électronique en scanner. Bar = 1 μm. Source: Muhsin Özel, Gudrun Holland, Rolf 

Reissbrodt/Robert Koch Institut 

Les salmonelles peuvent se multiplier dans diverses conditions environnementales en dehors 

des hôtes vivants. Elles ne nécessitent pas de chlorure de sodium pour la croissance, mais 

peuvent se développer en présence de 0,4 à 4% de sodium (Pui et al., 2011). Elles sont 

sensibles à la chaleur et tuées à une température de 70°C ou plus. Elles peuvent se multiplier 

entre 2 et 57°C avec une température optimale de croissance de 37°C. Salmonella a besoin 

d’un minimum d’eau disponible (aw de 0,93), mais les cellules survivent bien dans les 

aliments secs. Le pH minimal pour la croissance est de 4,05 et la croissance optimale se 

produit à pH 7 (Adams and Moss, 2007).  
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Tableau 1. Caractéristiques biochimiques de Salmonella enterica susp. enterica 

Caractéristiques Réaction usuelle 
Catalase + 

Oxydase - 

Acide produit par D-glucose + 

H2S à partir du TSI + 

Indole - 

Citrate + 

Lysine décarboxylase + 

Ornitine décarboxylase + 

Urease - 

Rouge de méthyle + 

Voges-Proskauer - 

Dulcitol + 

Galacturonate - 

Gelatinase - 

Glucose + 

Lactose - 

Malonate - 

Salicine - 

Sorbitol + 

TSI : Triple sugar iron gélose  + : Positive ; - : Négative 
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1.4.  Génome  

Les chromosomes des entérobactéries sont des mosaïques composées de régions colinéaires 

entrecoupées de « boucles » ou « îlots » uniques à certaines espèces. Les îlots codent parfois 

pour des fonctions de pathogénicité (appelés îlots de pathogénicité de Salmonella, SPI), des 

CDS (Coding DNA sequences) et des pseudo-gènes (McClelland et al., 2001).  

Une comparaison des génomes de plusieurs entérobactéries séquencées met immédiatement 

en évidence certains traits communs importants. Toutes ont un seul chromosome de 4,3 à 5,0 

Mb (McClelland et al., 2004; Parkhill et al., 2001; Perna et al., 2001)  

L'ADN extra chromosomique se trouve sous forme de plasmides qui portent souvent des 

gènes associés à la virulence ou à la résistance aux antibiotiques. 

 Les gènes du « core génome » sont, en général, partagés entre les espèces entériques et ont 

des fonctions du gènes de ménage associés à la colonisation et la transmission intestinale. Ils 

peuvent jouer un rôle dans le métabolisme ou la biosynthèse des polysaccharides ou coder 

pour des protéines structurelles communes (Baker and Dougan, 2007)..  

1.5.  Distribution  

Les salmonelles sont largement représentées dans l'environnement et peuvent causer un large 

éventail de maladies chez les humains et les animaux. De nombreux animaux peuvent être 

atteints ou servir d’hôtes pour Salmonella, comme les mammifères domestiques et sauvages, 

la volaille et d’autres types d’oiseaux, les reptiles, les amphibiens, les poissons et quelques 

invertébrés (Hoelzer et al., 2011).  

La salmonelle s’introduit habituellement dans les milieux agricoles par l'intermédiaire 

d’excréments d'animaux. La maladie peut affecter toutes les espèces d'animaux domestiques; 

les jeunes animaux, les femelles gestantes ou allaitantes étant les plus sensibles.  

De nombreux animaux, en particulier les porcs et la volaille, peuvent également être infectés 

sans développer de signes cliniques, ils sont dits porteurs sains ou porteurs asymptomatiques. 

Ces animaux peuvent participer à la propagation de l'infection entre les troupeaux et être une 

source de contamination alimentaire et d'infection humaine (OIE, 2008).  

1.6.  Spécificité de l’hôte 
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Le degré d'adaptation de l'hôte varie selon les sérovars de Salmonella et affecte la 

pathogénicité pour l'homme et les animaux (Chen et al., 2013). Les sérovars de la sous-espèce 

enterica peuvent être divisés en trois groupes  en fonction de leur capacité à infecter une 

grande variété d'hôtes (Singh, 2013): 

1
er

 groupe: Sérovars sans restriction. Ce groupe comprend des sérovars qui ont une large 

gamme d'hôtes appelés aussi sérovars non restreints car ils infectent presque tous les animaux. 

Ce groupe comprend des sérovars comme S. Typhimurium et S. Enteritidis. Ils provoquent 

des maladies entériques légères, en persistant chez l'hôte sans symptômes cliniques graves. Ils 

ont également la capacité de produire des infections semblables à la typhoïde chez les souris 

et les humains. 

2
eme

 groupe : Sérovars adaptés à l’hôte. Ce sont des sérovars qui provoquent une infection 

systémique très grave chez leur hôte préférentiel et sont généralement excrétés sans aucun 

symptôme clinique lorsqu'ils infectent accidentellement d'autres hôtes différents. Des sérovars 

tels que Dublin, Choleraesuis, entrent dans cette catégorie, car ils ne provoquent des 

infections systémiques que chez les bovins et les porcs respectivement.  

3
eme

 groupe : Sérovars restreints à un seule hôte. Ils provoquent exclusivement une infection 

systémique, qui s'avère souvent fatale chez leur hôte, présentent un tropisme élevé pour les 

organes lymphatiques de leur hôte et prolifèrent dans les tissus fœtaux. Les sérovars tels que 

Typhi, Gallinarum, Abortusequi, appartiennent à ce groupe.  

1.7.  Diagnostic 

1.7.1. Méthodes de détection conventionnelles pour Salmonella 

Les méthodes conventionnelles pour détecter la présence de Salmonella peuvent être divisées 

en trois étapes : détection, identification et désignation du sérovar. Pour réaliser des enquêtes 

épidémiologiques et associer des souches avec des cas cliniques de salmonellose, il est fait 

appel à du sous-typage ou caractérisation génotypique.  

Les méthodes basées sur la culture sont toujours les techniques de détection les plus utilisées 

et restent la référence pour la détection de Salmonella en raison de leur sélectivité et 

sensibilité (Odumeru and Leon-Velarde, 2012). Il faut généralement 3-4 jours pour obtenir un 

résultat d’identification. 
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En santé humaine, le diagnostic repose sur des coprocultures, c’est-à-dire en l’isolement 

direct des selles humaines sur des géloses sélectives. La gélose Salmonella-Shigella (S.S.) est 

souvent utilisée pour l’isolement sélectif des Salmonella et des Shigella dans les prélèvements 

cliniques (selles). Les agents inhibiteurs sont les sels biliaires, le vert brillant et le citrate de 

sodium. Ils empêchent la pousse de toutes bactéries Gram+ et rendent difficile la croissance des 

bactéries Gram- autre que Salmonella et Shigella. Le milieu contient du thiosulfate pouvant 

donner du H2S. Celui-ci est révélé par le citrate ferrique. Le milieu contient du lactose pouvant 

être fermenté. La fermentation est révélée par le virage de l'indicateur coloré, le rouge neutre à 

sa teinte acide. Les colonies caractéristiques de Salmonella (lactose négatif) sont opaques, 

translucides ou transparentes et généralement avec un centre noir (H2S positif). Les colonies 

caractéristiques de Shigella (lactose négatif) sont incolores. Les coliformes qui réussissent à 

pousser sur ce milieu sont rose-rouge (lactose positif). 

En santé animale, il existe la Norme Française NFU 47-102 (Figure 3) qui est celle utilisée en 

France pour la mise en évidence des bactéries du genre Salmonella chez les mammifères 

(AFNOR, 2008).  

Cette norme NFU 47-102 comporte les étapes suivantes :  

Pré-enrichissement : Le pré-enrichissement se fait dans un milieu non sélectif ce qui 

augmente le taux de récupération de Salmonella en permettant la réparation de cellules 

endommagées (Adams and Moss, 2007). Le milieu utilisé pour le pré-enrichissement dans la 

NF U 47-10β est l’eau peptonnée tamponnée (EPT).  

Enrichissement : Les milieux pré-enrichis après incubation sont inoculés dans des milieux 

sélectifs contenant deux ou plusieurs composés inhibiteurs tels que les sels biliaires, le 

thiosulfate, la novobiocine, etc. L'utilisation d'inhibiteur dans un milieu sélectif permet une 

croissance de Salmonella tout en supprimant la propagation de d'autres bactéries (Lee et al., 

2015). La NFU 47-102, utile pour le dépistage d’un portage asymptomatique de Salmonella, 

utilise le milieu gélosé semi-solide modifié de Rappaport Vassidialis (MSRV) associé au 

bouillon de Muller-Kaufmann au tétrathionate et novoviocine (MKTTn). Ces milieux sont 

incubés respectivement à 41,5° C pendant 18-24 heures (AFNOR, 2008; Odumeru and Leon-

Velarde, 2012). La gélose semi-solide modifié Rappaport-Vassiliadis (MSRV) est destinée à 

la détection de souches de Salmonella motiles et ne convient pas à la détection de souches de 

Salmonella non mobiles (ISO, 2010), mais la combinaison  avec le bouillon MKTTn permet 
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d’augmenter la sensibilité de la méthode et de mettre en évidence des salmonelles peu 

mobiles (AFNOR, 2008).  

 

Figure 3. Mode opératoire pour la détection et l'identification des salmonelles selon la NF-U-47-

102 

Isolement : Les milieux d'enrichissement sélectif sont striés sur un milieu sélectif solide 

(gélose) pour permettre l’isolement des colonies de Salmonella tout en inhibant 
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simultanément la croissance d'autres bactéries (Lee et al., 2015). L’intérêt des milieux 

chromogéniques a été démontré dans un certain nombre d'études ; la sensibilité et la  

spécificité de ces milieux sont améliorées par rapport aux milieux sélectifs traditionnels pour 

la récupération de Salmonella et d'autres entérobactéries (Humphries and Linscott, 2015). Les 

milieux Xylose Lysine Désoxycholate (XLD) ou Xylose Lysine Tergitol 4 (XLT4)  utilisés 

dans le NF U 47-102, utilisent trois caractéristiques : la formation d’acide lors de l’utilisation 

de sucres contenus dans le milieu, la décarboxylation de la lysine en cadaverine, et la 

production de hydrogène sulfuré à partir de thiosulfate de sodium en présence de citrate 

ferrique ammoniacal (AFNOR, 2008). Sur XLD et sur XLT4, les colonies de Salmonella sont 

rouges avec un centre noir et peuvent présenter un halo jaune après β4 heures d’incubation sur 

XLT4.  

D’autres géloses chromogéniques sont proposées dans le commerce pour isoler de manière 

sélective Salmonella : IBISA, ASAP Salmonella, ChromID®Salmonella, CASE, 

COMPASS® Salmonella, CHROMagar Salmonella, IRIS®Salmonella, RAPID’Salmonella. 

 

Identification des colonies caractéristiques : Les colonies caractéristiques sont repiquées sur 

des géloses sélectives et non sélectives afin de s'assurer que les contaminants éventuels, tels 

que Proteus spp sont absents.  

La Norme NF-U-47-102 indique que dans le cadre du dépistage d’un portage 

asymptomatique, pour confirmer les colonies caractéristiques, soit il faut utiliser une gélose 

Kligler et un milieu de décarboxylation de la L-lysine, ou une gélose lysine-fer et un milieu 

urée indole. Pour identifier les colonies caractéristiques, des trousses de diagnostic 

commerciales qui incluent les mêmes caractères peuvent également être utilisées. Les 

caractères biochimiques identifiés dans le milieu de Kliger sont résumés dans le Tableau 2. 

Les milieux de Kligler poussés et glucose négatif, quel que soient les résultats de la lecture 

des gaz, H2S et lactose, ne demandent pas à être confirmés. Toutes les autres souches devront 

subir des tests biochimiques supplémentaires. 

Les tests biochimiques peuvent être réalisés avec des sucres aqueux peptonés ou des systèmes 

commerciaux tels que le système API (Analytique Profile Index).  
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Tableau 2. Résultats des caractères biochimiques dans le milieu de Kliger 

* la production d’HβS peut masquer la lecture du Glucose 

** certaines salmonelles peuvent fermenter le lactose. 

***certaines salmonelles ne produisent pas d’HβS 

La confirmation du genre Salmonella peut être simplifiée par l’usage de la technique 

MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization Time-Of-Flight Mass 

Spectrometry). Cette technique repose sur l’obtention d’un spectre protéique de la souche à 

identifier et la comparaison de ce spectre protéique à ceux de la base de données créée par le 

fournisseur de l’appareil. Par exemple, la base de données créée par Bruker Daltonique 

(Wissembourg, France) comprend les spectres protéiques de 20 souches de Salmonella.  

1.7.2. Dénombrement 

Actuellement, presque toutes les données quantitatives qui ont été générées pour Salmonella 

ont été obtenues par méthodes de bactériologique traditionnelle (Malorny et al., 2008). 

Pour le dénombrement de Salmonella, les laboratoires de diagnostic ont besoin d'une méthode 

hautement sensible et spécifique car généralement le nombre de cellules dans les matrices 

issues de la production primaire est faible et la flore annexe peut influencer la croissance de la 

bactérie cible (Hoorfar, 2011).  

La méthode classique de dénombrement consiste en la préparation de la suspension mère, de 

façon à obtenir une répartition aussi uniforme que possible des micro-organismes contenus 

dans la prise d’essai, et si nécessaire, de dilutions décimales en vue de réduire le nombre de 

micro-organismes par unité de volume pour permettre d’effectuer le dénombrement des 

colonies. Un volume de 100µl de la suspension mère et des dilutions décimales (deux au 

minimum) est alors étalé sur des géloses sélectives. Après la période d’incubation spécifiée 

(24h en général), le comptage des colonies caractéristiques est fait pour chaque gélose 

Caractères 

biochimiques 

Réaction 

négative 
Réaction positive 

Résultats pour la 

majorité des Salmonella 

Fermentation du glucose Culot rouge Culot jaune Glucose + ou illisible* 

Oxydation du lactose Pente rouge Pente jaune Lactose - ** 

Production de H2S 
Pas de couleur 

noire 

Couleur noire du culot et 

quelques fois de la pente* 
H2S +*** 

Production de gaz 
Pas de bulle 

d’air 

Apparition de bulles d’air 

qui font décoller la gélose 
Gaz + 
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contenant moins de 150 colonies au total. Au-delà de ce chiffre, les colonies non 

caractéristiques risque de ne pas être visibles. Cette méthode de dénombrement direct par 

comptage des colonies est intéressante car elle donne un résultat en un jour mais la lecture des 

géloses peut être rendu difficile par la présence de la flore annexe et du faible nombre de 

salmonelle dans l’échantillon à dénombrer.  

C’est pourquoi, il est aujourd’hui proposé de dénombrer les salmonelles des matrices 

alimentaires ou environnementales par la méthode du nombre le plus probable. Cette méthode 

dite semi-quantitative est décrite dans la partie 2 de la norme XP CEN ISO/TS 6579-2 (2013) 

et repose sur une technique miniaturisée (Figure 4). Le résultat est exprimé en NPP/gr.  

 

Figure 4. Présentation simplifiée du protocole sur MSRV miniaturisé 
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Mais cette technique n’est pas adaptée pour les salmonelles immobiles car elle repose sur la 

mobilité de la bactérie dans le milieu mini-MSRV et la visualisation d’un halo de migration 

après multiplication et migration des salmonelles dans ce milieu.  

1.7.3. Caractérisation phénotypique et génotypique des souches 

La caractérisation phénotypique des salmonelles repose principalement sur la détermination 

du sérovar des souches. Mais pour aller plus finement dans la caractérisation des souches, il 

est nécessaire d’appliquer des méthodes de typage moléculaire. Celles-ci sont très utiles pour 

la surveillance de ce pathogène et l’investigation de toxi-infections (Ruppitsch, 2016). 

Sérotypage  

Le sérotypage a été initialement proposé par Fritz Kaufmann et P. Bruce White en 1934 en 

tant que un schéma de classement de Salmonella, et élargi au fil des ans pour inclure les  plus 

de 2500 sérovars (Grimont and Weill, 2007). Cette procédure est basée sur l'agglutination de 

la bactérie avec des sérums spécifiques pour identifier les variations des antigènes somatiques 

O et flagellaires H. Un sérovar est représenté par une formule antigénique (par exemple, I ,4, 

5,12:i: 1,2) indiquant les sous-espèces et les antigènes O, H1 et H2. Les sérovars dans les 

sous-espèces, peuvent être nommés aussi avec des noms (par exemple, Salmonella enterica 

sérovar Typhimurium).  

Les groupes O, les premiers individualisés furent désignés par des lettres de l'alphabet. Puis il 

fut nécessaire de poursuivre par des chiffres. Il est, actuellement, plus logique de désigner 

chaque groupe O par le facteur O caractéristique. Les lettres sont provisoirement conservées 

entre parenthèses. Ex. O:4 (B) ; O:18 (K) (Grimont and Weill, 2007). Plusieurs antigènes O 

peuvent être exprimés ensemble à la surface d'une seule cellule, mais en revanche, bien que la 

plupart des salmonelles possèdent deux copies différentes du gène codant pour la protéine 

flagellaire, ces bactéries ont la propriété unique d’expression d’une seule protéine flagellaire à 

un moment (Wattiau et al., 2011). Si une phase est indétectable, une méthode appelée 

inversion de phase est utilisée. Elle consiste à inhiber la phase dominante par un antisérum 

spécifique sur un milieu spécial, par exemple le Sven Gard, qui permettra la croissance de la 

population bactérienne qui exprime l'autre phase de l’antigène H (McQuiston et al., 2011). Le 

sérotypage est largement utilisé et peut fournir une identification définitive des isolats basée 

sur la diversité de la formule antigénique mais son pouvoir discriminant peut se montrer 
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insuffisant dans la recherche de la source des épidémies occasionnés par des sérovars 

communs (Kerouanton et al., 2007). 

PFGE : Electrophorèse sur gel à champ pulsé 

Ce type d'électrophorèse a été développé en 1984 (Schwartz and Cantor, 1984) afin de séparer 

les grandes molécules d'ADN (> 50 kb) que l'électrophorèse classique en gel d’agarose ne 

permet pas de résoudre, même en diminuant au maximum la concentration d'agarose (en 

dessous de 0.4% les gels sont impossibles à manipuler). 

Cette méthode a été adaptée à Salmonella dans les années 1990 (Olsen et al., 1992; Ridley et 

al., 1998). Cette technique utilise des endonucléases de restriction pour couper l’ADN du 

chromosome en 5 à 20 fragments de différentes longueurs d’environ 10 kb à 900 kb (Gaul et 

al., 2007). Ces fragments ne peuvent pas être séparés dans un gel d’agarose classique. Le 

principe de l'électrophorèse en champ pulsé consiste à alterner l'orientation du champ 

électrique au cours du temps. Chaque changement de champ électrique réoriente la molécule 

d’ADN dans le gel augmentant ainsi la probabilité que la molécule d’ADN passe à travers les 

mailles du gel. Cette probabilité dépend de la taille de la molécule et la vitesse de migration 

d'un fragment d'ADN dans le gel varie dans le sens inverse de sa taille. L'électrophorèse en 

champ pulsé permet ainsi de séparer des fragments d'ADN d'une taille allant de moins de 1 kb 

à une dizaine de mégabases. Pour ce type d'électrophorèse, il n'est pas possible d'utiliser des 

ADN purifiés par les techniques classiques car ces techniques les cassent en fragments d'une 

taille inférieure à 100 kb. Pour éviter la cassure mécanique des molécules d'ADN les cellules 

sont incluses dans des blocs ou plug d'agarose (Figure 5). 

La PFGE est restée longtemps la méthode «gold standard» de typage de Salmonella et a été 

adoptée par de nombreux laboratoires de référence pour la surveillance et les enquêtes sur les 

maladies d'origine alimentaire (Golab et al., 2016; Kerouanton et al., 2007; Wattiau et al., 

2011). Cette technique permet d’évaluer la relation génétique entre les isolats suspectés 

d’avoir une relation épidémiologique. La technique est utile pour la prise d'empreintes 

génétique des souches dans des situations épidémiques et se caractérise pour son fort pouvoir 

de discrimination (Wattiau et al., 2011).  
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Figure 5. Schéma de la méthode PFGE (Pulsed-Field Gel Electrophoresis) (CDC : 

https://www.cdc.gov/pulsenet/pathogens/protocol-images.html) 
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MLVA : Multilocus variable-number tandem-repeat (VNTR) Analysis 

La MLVA est une méthode de typage à haute résolution qui a été développée pour le 

diagnostic de Salmonella par Lindstedt en 2003 (Lindstedt et al., 2003) et qui s'est répandue 

dans les laboratoires de santé publique pour Salmonella et a été étendue à d'autres pathogènes 

alimentaires (Dimovski et al., 2014). La méthode est rapide, robuste et facile à utiliser. Elle 

consiste à déterminer la longueur de séquences courtes répétées en certains locus: les 

répétitions en tandem polymorphes VNTR (variable-number tandem-repeat). La méthode 

repose sur l’amplification par PCR des VNTR à l’aide d’amorce spécifique de ces régions. 

Les amplicons sont ensuite séparés par électrophorèse pour vérification de l’amplification, 

puis par électrophorèse capillaire pour déterminer précisément la taille du fragment. Les 

tailles des fragments sont ensuite entrées dans une base de données pour déterminer le nombre 

de répétition pour chaque locus  (Figure 6). 

 

Figure 6. Schéma de la méthode MLVA (Multilocus variable-number tandem-repeat (VNTR) 

Analysis) (CDC : https://www.cdc.gov/pulsenet/pathogens/protocol-images.html) 

Un profil MLVA est généralement exprimé comme une chaîne de nombres de longueur N, qui 

représente le nombre de copies de séquences répétées à chacun d'un ensemble de N loci en 

cours d'analyse. Par exemple, le profil 3-4-3-10-12 indique 3 copies répétées au locus 1, 4 

copies répétées au locus 2, et ainsi de suite (Dimovski et al., 2014). Pour l’analyse des 

https://www.cdc.gov/pulsenet/pathogens/protocol-images.html
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souches de S. Typhimurium, la MLVA cible les cinq locus variables : STTR3, STTR5, 

STTR6, STTR9 et STTR10 (Lindstedt et al., 2003). La méthode s'est révélée très utile pour 

les recherches de sources épidémiques, car elle a la capacité de différencier des souches 

étroitement apparentées. Elle est techniquement simple et peu couteuse à mettre en œuvre. 

Cependant, le champ d’application de chaque MLVA est généralement  lié à un sérovar 

unique (Wattiau et al., 2011; Wuyts et al., 2013). Un schéma a été publié récemment pour     

S. Dublin (Vignaud et al., 2017), mais pas encore pour S. Derby. 

CRISPR: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats 

Cette méthode est utilisée en routine en France par le Centre National de Référence (CNR-

ESS, 2017) sur les génomes de sérovar Typhimurium et de son variant monophasique. Elle est 

basée sur le séquençage des régions CRISPR pour Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeats mise en évidence en 1987 par le japonais Ishino chez Escherichia coli 

(Ishino et al., 1987). Ces séquences d’ADN sont généralement associées aux gènes cas, le tout 

formant un système d’immunité adaptative, retrouvé également chez d’autres bactéries (Rath 

et al., 2015). 

Chez Salmonella, il existe deux régions, CRISPR1 et CRISPR2 séparées par 20 kb dont une 

partie contient la machinerie CAS 92 (CRISPR-associated genes). Chaque région est 

caractérisée par la succession de séquences directes répétées d’ADN (DR ou direct repeats) 

d’une longueur moyenne de β9 pb et régulièrement intercalées par des séquences non 

codantes de 32 pb appelées spacers (27 en moyenne par souche). Le contenu en spacers d’une 

collection globale de 750 souches représentatives de plus de 130 sérovars dont les plus 

fréquemment impliqués en pathologie humaine, comme Typhimurium et Enteritidis, a été a 

inventorié par cette méthode (Fabre et al., 2012). Plus de 3800 spacers ont été mis en évidence 

par séquençage Sanger des deux régions (de 500 pb à 4 kb par région). Le contenu en spacers 

de chaque souche (de 1 à 124 par région) est parfaitement corrélé au sérovar.  
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MLST : MultiLocus Sequence Typing 

Cette méthode repose sur le séquençage de plusieurs locus codant pour des gènes de ménage 

(housekeeping genes) en vue de mettre en évidence des mutations sur ces gènes. Des numéros 

d'allèles sont alors affectés à des séquences uniques et la combinaison des numéros d'allèles 

donne un code se référant à un ST (Sequence Type). Plusieurs schéma de MLST sont décrits 

pour Salmonella (Wattiau et al., 2011).  

Les données MLST sont accessibles sur des bases de données librement accessibles via 

internet (http://pubmlst.org/; http://mlst.ucc.ie/mlst/dbs/Senterica). Ces bases permettent la 

comparaison des souches entre laboratoires. Les inconvénients de la MLST sont le temps de 

travail nécessaire pour amplifier, séquencer et analyser la séquence nucléotidique des 

fragments d'ADN cibles, ce qui la rend peu adaptée pour les laboratoires de routine (Figure 

7).  

 

Figure 7. Schéma pour la MLST (Ruppitsch, 2016) 

 

  

http://pubmlst.org/
http://mlst.ucc.ie/mlst/dbs/Senterica
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NGS/ WGS  

Le séquençage de l'ADN a été inventé dans la deuxième moitié des années 1970. Deux 

méthodes ont été développées indépendamment, l'une par l'équipe de Walter Gilbert (Maxam 

and Gilbert, 1977), aux États-Unis, et l'autre par celle de Frederick Sanger (en 1977), au 

Royaume-Uni (Sanger and Coulson, 1975).  Cette dernière technologie a pris de l’essor, avant 

d’être remplacée dans les années 2000 par des technologies de séquençage à haut débit, NGS 

(Next-Generation Sequencing) ou WGS (Whole Genome Sequenging).  

Ces méthodes ont révolutionné le domaine de la génomique, de la génétique et de la 

microbiologie (Ruppitsch, 2016). 

La NGS permet un débit rapide, et, de nos jours, avec l'introduction de la troisième ou 

quatrième génération d'instruments NGS, une analyse peu coûteuse de plusieurs centaines de 

gènes ou de génomes bactériens entiers en une seule journée (Almeida and Araujo, 2013). 

Le séquençage du génome dans son entier fournit des données plus précises pour comparer les 

souches et identifier les épidémies, que les techniques standards (MLVA, PFGE). C’est une 

méthode rapide et abordable qui permet de comparer les souches entre elles mais également 

d'obtenir des informations génétiques sur les bactéries telles que la résistance aux 

antibiotiques ou la virulence (Figure 8) ou le sérovar, via le WG MLST (Ashton et al., 2016) 

L’analyse de séquences est réalisée par bio-informatique pour récupérer, analyser et 

sauvegarder les données biologiques (Granberg et al., 2016). Après l’acquisition des donnés, 

l’élimination de l’information des séquences non pertinents dérivées de contaminants est 

nécessaire. De nombreux algorithmes ont été développés pour lire les séquences (Schbath et 

al., 2012) et le choix de ces algorithmes est basé sur les besoins de l’utilisateur. 
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Figure 8. Schéma de la méthode WGS (Whole Genome Sequencing) (CDC : 

https://www.cdc.gov/pulsenet/pathogens/protocol-images.html) 
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2. Les salmonelloses 

L'épidémiologie des infections associées à Salmonella varie considérablement selon le 

sérovar. La fièvre entérique ou fièvre Typhoïde, causée par S. Typhi et S. Paratyphi, entraîne 

généralement une maladie grave affectant les populations des pays en voie de développement, 

alors que les infections par des Salmonella non typhoïdes ont tendance à guérir d’elle-même 

et à affecter des communautés dans le monde entier (Hardy, 2004). 

Sur les quelque 600 millions de cas de maladies humaines provoquées par 31 dangers 

d'origine alimentaire en 2010, les agents infectieux responsables des maladies diarrhéiques 

représentaient la grande majorité, avec 550 millions de cas (WHO, 2015). Parmi ces dangers, 

Salmonella sp. est l'une des 4 principales causes mondiales des maladies diarrhéiques (WHO, 

2017).  

2.1. La fièvre Typhoïde 

La fièvre typhoïde (Tableau 3) reste un problème de santé publique important dans le monde, 

en particulier dans la population des pays pauvres. Elle cause 7,6 millions de cas dans le 

monde (WHO, 2015), et est endémique dans de nombreuses régions d'Afrique et le continent 

asiatique ainsi que des pays comme l'Amérique centrale et du Sud et le Moyen-Orient (Crump 

and Mintz, 2010). La plupart des cas signalés dans des pays développés sont liés aux voyages 

(Cooke et al., 2007; Eng et al., 2015). Les cas de la fièvre entérique sont mal caractérisés dans 

les pays pauvres en raison de la disponibilité limitée des ressources pour le diagnostic, des 

outils de surveillance et par conséquent des données épidémiologiques. Les humains sont les 

uniques réservoirs de S. Typhi et S. Paratyphi et la voie de transmission inclut l'ingestion 

d'aliments et d'eau contaminés avec des excréments de patients et de porteurs. La voie 

principale de contamination par S. Paratyphi est la nourriture vendue dans la rue (Crump and 

Mintz, 2010; Sanchez-Vargas et al., 2011).  
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Tableau 3. Caractéristiques de la fièvre typhoïde (ANSES, 2011) 

Durée 
moyenne 

d’incubati
on 

Populatio
n 

cible 

Principaux 
symptômes 

Durée de 
symptôm

es 

Durée de la 
période 

contagieuse 
Complications 

Formes 
asymptomatiq

ues 

3 jours--1 
mois 

Cosmopoli
te toutes 
classes 
d’âges 

Fièvre 
prolongée 
Anorexie 

Constipation le 
plus souvent ou 

diarrhées 
Somnolence, 
prostration le 
jour insomnie 

nocturne, 
Macules rossés 
au niveau du 

flanc 

_ 

Pendant toute la 
durée » du 

symptôme et 
plusieurs 

semaines après 
10% des 

patients restent 
excréteurs 

pendant 3 mois 
après le début 

des symptômes 
2-5% 

deviennent des 
porteurs 

chroniques 

Complications 
digestives 

(hémorragies, 
perforations 
Localisations 
extradigestive 

ostéite, cholécystite 
Complications 
myocardiques : 

insuffisance 
cardiaque 

Létalité (1% avec 
antibiothérapie 

adaptée) 

Oui + portage 
asymptomatiqu

e chronique 

2.2. Salmonelloses non typhoïde  

2. 2.1. Epidémiologie 

Les chiffres dans le monde 

La salmonelle non-typhoïde est l'agent pathogène bactérien le plus commun causant des 

infections gastro-intestinales dans le monde entier (Chen et al., 2013). En 2010, les 

Salmonella enterica non typhoïdes étaient responsables de 4 millions de DALYs (Disability-

Adjusted Life years - années de vie ajustées sur l'incapacité) et de 59 000 décès dont 32 000 

dans deux sous-régions africaines (WHO 2015). D'après les données de 2001 à 2005, le 

sérovar le plus commun responsable de l'infection par les Salmonella non typhoïdes est 

S. Enteritidis, suivi de S. Typhimurium, et, contrairement à la Salmonella typhoïde, les 

animaux sont le principal réservoir de Salmonella non typhiques (Eng et al., 2015; Galanis et 

al., 2006). D’autres sérovars sont souvent associés aux salmonelloses non typhiques comme 

S. Newport, S. Heidelberg, S. Typhimurium monophasique etc. 

Les chiffres dans l’Union Européenne (UE) 

Salmonella sp. est la deuxième zoonose la plus rapportée dans l’Union Européenne en 2016 

(Figure 9). Le nombre total de cas de salmonelloses rapportés était de 96 039, et confirmés de 

94 530 (taux de notification de 20,4/100000 habitants). Parmi les cas confirmés, 9 061 cas 

étaient associés à des épidémies. Les cinq sérovars les plus fréquemment liés aux cas humains 
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dans l'UE en 2016 étaient, en ordre décroissant: S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. 

Typhimurium monophasique, S. Infantis et S. Derby (EFSA and ECDC, 2017).  

Les chiffres en France 

En France, Campylobacter spp., Salmonella spp. et les norovirus, sont responsables de 73% 

des cas de maladies apportées par les aliments et 76% de toutes les hospitalisations associées. 

La salmonelle est classée au troisième rang des causes de maladies d'origine alimentaire 

(12%), et elle se place aussi comme la deuxième cause d'hospitalisation (24%) et première 

cause de décès (27%) (Van Cauteren et al., 2017). Les cas rapportés et confirmés de 

salmonelloses en France en 2015 étaient de 10 305 (EFSA and ECDC, 2016) mais d’après 

d’autres estimations, ce nombre pourrait atteindre 192 450 cas (90% IC 108,445–383,362) 

chaque année (Van Cauteren et al., 2015).  

 

 

Figure 9. Nombre et taux de notification des zoonoses humaines confirmées dans l'UE 2016 

(EFSA, 2017) 
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En France, le CNR-ESS (Centre National de Référence des Escherichia coli, Shigella et 

Salmonella) a enregistré 10 545 isolements humains de Salmonella au cours de l’année β016, 

dont 9 826 en France métropolitaine (CNR-ESS, 2017) ; De 2005 à 2015, le sérovar 

prédominant était Typhimurium alors que le sérovar Enteritidis était en baisse constante pour 

ne plus occuper que la 3ème place en 2011 (Tableau 4).  

Tableau 4. Les 20 principaux sérovars de Salmonella en France au cours des années (CNR-ESS, 

2017) 

 

 

En 2016, pour la 1ère fois depuis 2004, le sérovar Enteritidis reprend la 1ère place des sérovars 

responsables des salmonelloses humaines, cela est principalement dû à une diminution du 

sérovar Typhimurium. Cette diminution soudaine reste inexpliquée, elle est homogène au 

regard des régions d’isolement, du sexe et de l’âge du patient. Le sérovar de formule 
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antigénique 1,4,[5],12:i:- (variant monophasique de Typhimurium) a pris une place 

prépondérante parmi les isolements de salmonelles en France, en constante augmentation 

d’année en année depuis 2008 (principalement dû à la dissémination internationale du clone 

multi-résistant aux antibiotiques, 4,5,12:i:-) (CNR-ESS, 2017). 

2.2.2. Transmission et facteurs de risque  

La transmission des Salmonella non typhiques à l'homme peut se produire par l’ingestion 

d'aliments ou d'eau contaminés, par la consommation d'animaux infectés, ou par contact direct 

ou indirect avec des animaux infectés par Salmonella dans les maisons, les cliniques 

vétérinaires, les jardins zoologiques ou dans d'autres lieux publics ou privés (Figure 10) (Eng 

et al., 2015; Mughini-Gras et al., 2017). 

La consommation de viande crue ou insuffisamment cuite reste un facteur du risque de la 

salmonellose attribuable aux trois productions principales de viande, c'est-à-dire les porcs 

(8,6%), les bovins (9,4%) et les poulets de chair (8,7%) (Mughini-Gras et al., 2014). 

Récemment, de plus en plus de rapports établissent un lien entre les légumes crus et les fruits 

contaminés par Salmonella et les toxi-infections alimentaire (Wiedemann et al., 2014). 

Les pratiques de cuisine comme la fréquence de nettoyage des surfaces ou le fait de ne pas 

utiliser une planche à découper pour la viande crue sont des facteurs de risque spécifiques de 

l’infection par les salmonelles (Mughini-Gras et al., 2017). Le contact avec les animaux est 

responsable d'un certain nombre de cas de salmonelloses humaines chaque année, et le risque 

pour la santé publique varie selon les espèces animales, le groupe d'âge, la pratique de 

l'élevage et l'état de santé. Certaines sous-populations humaines sont considérées plus à risque 

dû à des facteurs de risque biologiques ou comportementaux. 
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Figure 10. Exemple schématique des facteurs de risque spécifiques pour la salmonellose 

humaine (Mughini-Gras et al., 2017) 

De nombreuses infections humaines causées par contact direct avec des animaux tels que le 

bétail, les porcs, les chevaux, les chats, les chiens etc. sont attribuées à des causes 

professionnelles, à l'environnement agricole et à la contamination au niveau familial (Hoelzer 

et al., 2011). L'utilisation d'antibiotiques est un facteur de risque de salmonellose associée aux 

porcs et aux bovins ainsi que l’utilisation de certains médicaments pour usage humain qui 

réduisent la barrière acide de l’estomac (inhibiteurs de la pompe à protons) augmentant ainsi 

le risque de contracter la salmonellose (Chen et al., 2016; Crump et al., 2015; Mughini-Gras 

et al., 2017). 

2.2.3. Signes cliniques 

La forme la plus courante d'infection par Salmonella est la gastro-entérite aigue (Chen et al., 

2013). Le nombre de salmonelles qui doivent être ingérées pour provoquer des troubles 

digestifs chez les adultes en bonne santé serait de 101 à 1011 bactéries, et les troubles gastro-

intestinaux se manifestent d’autant plus vite que la dose ingérée est élevée. La dose 

infectueuse causant la salmonellose chez 50% des sujets exposés serait de l’ordre de quelques 

dizaines de bactéries pour les sérovars Typhimurium et Enteritidis, quelle que soit la 

population exposée (ANSES, 2011). 
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Les nourrissons, les jeunes enfants mal nourris et les personnes immunodéprimées, par 

exemple les malades du VIH (Virus d’inmunodéficience Humain), sont plus sensibles aux 

infections (Ao et al., 2015). Les infections dans les pays pauvres sont moins bien comprises 

que dans les pays industrialisés. Le paludisme et la malnutrition prédisposent aux maladies 

invasives chez les enfants et le VIH prédispose autant les enfants que les jeunes adultes 

(Crump et al., 2015). Dans les pays industrialisés, les salmonelles non-typhoïdes provoquent 

généralement une entérocolite limitée avec diarrhée chez l'homme, et une bactérémie qui se 

produit chez environ 6% des patients atteints d'entérocolite diarrhéique.  

La période d'incubation peut varier de 4 heures à 72 heures après l'ingestion de nourriture ou 

d'eau contaminée et les symptômes peuvent impliquer un début aigu de fièvre (38-39°C) et de 

frissons, de nausées et vomissements, coliques abdominales et diarrhée. La fièvre disparaît en 

72 heures et la diarrhée sanglante s’arrête 3-7 jours aprés infection (Chen et al., 2013) 

(Tableau 5). 

Tableau 5. Caractéristiques des salmonelloses non-typhiques (Anses, 2011) 

Durée 
moyenne 

d’incubation 

Population 
cible 

Principaux 
symptômes 

Durée de 
symptômes 

Durée de la 
période 

contagieuse 
Complications 

Formes 
asymptomatiques 

6-72 heures 
Le plus 

souvent de 
12-36 heures 

Cosmopolite 
tous classes 

d’âges 

Nausées 
vomissements 

Douleurs 
abdominales 

Diarrhées 
Maux de tète 

Frissons 
Fièvre à 39-

40°C 

5-7 jours 

Généralement 
de plusieurs 

jours à 
plusieurs 
semaines 
Parfois 

plusieurs 
mois : 1% des 

patients 
adultes et 5% 
des enfants de 

moins de 5 
ans peuvent 

rester 
excréteur 
pendant 

moins de 12 
mois 

Bactériémie 
dans 3 à 10 % 

des cas 
Déshydratations 

Taux 
d’hospitalisation 

(22,1%) 
Taux de 

mortalité (0.8%) 

Oui 

2.2.4. Systèmes de surveillance 

En France, le système de surveillance intégré pour Salmonella couvre toute la chaîne 

alimentaire, de l'élevage aux cas humains. De nombreux acteurs contribuent à ce système de 

surveillance «mosaïque». Les cas de salmonellose sont surveillés par :  
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1- Le Centre National de Reference de Salmonella (CNR-ESS, de l’Institut Pasteur) qui 

collecte de souches humaines envoyées sur une base volontaire par laboratoires 

médicaux privés et publics, 

2- L’Institut National de Veille Sanitaire (InVS, Santé Publique France) pour le recueil 

des déclarations obligatoires des cas de maladies entériques.  

Concernant les réservoirs animaux de Salmonella, destinés à l'alimentation, deux systèmes 

parallèles rassemblent des données sur les niveaux de contamination dans les différents 

produits au niveau national :  

3- 1-La Direction Nationale de l’Alimentation (DGAL), rattachée au Ministère 

d’Agriculture Français, coordonne les plans d'échantillonnage à la ferme, l’abattoir, ou 

la distribution, dans le cadre des surveillances basées sur la réglementation.  

4- 2- Le réseau Salmonella, hébergé par l’Agence française de l'alimentation, de 

l'environnement Santé et sécurité du travail (Anses), rassemble des souches de 

salmonelles non humaines envoyées sur une base volontaire par les laboratoires 

vétérinaires et alimentaires, publiques et privés, répartis sur l'ensemble du territoire 

nationale (Danan et al., 2012; David et al., 2013). 

2.2.5. Réponse immunitaire contre Salmonella 

Réponse immunitaire innée 

Mucus et peptides antimicrobiens 

Les premiers obstacles contre l’invasion de Salmonella dans l’intestin, sont la couche fine de 

mucus qui couvre la surface de l’épithélium de l’intestin, et la production en quantité de 

peptides antimicrobiens. Ces peptides antimicrobiens sont des protéines qui fonctionnent 

comme des antibiotiques en endommageant la membrane cellulaire de la bactérie. Les cellules 

de Paneth des cryptes intestinaux sont les producteurs les plus importants de peptides 

antimicrobiens (Ouellette, 2006). 

Survie intracellulaire dans les macrophages 

Une fois que Salmonella a passé à travers les cellules M et les entérocytes, elle est confrontée 

aux macrophages et aux cellules dendritiques qui phagocytent la bactérie et secrètent les 

cytokines pro-inflammatoires (Salazar-Gonzalez et al., 2007). Tous les monocytes expriment 

les PRR (Patter Recognition Receptors) qui détectent les molécules PAMPs (Pathogen 
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Asociated Molecular Pattern). Les Toll-like Receptors (TLRs) dans la membrane des cellules 

(TLR1,2,4,5,6,10) et dans les vésicules intracellulaires (TLR3,7,8,9,11,13) sont les premières 

PRRs qui détectent la présence de Salmonella (Medzhitov, 2001). Les TLR détectent 

différents PAMPs extracellulaires et intracellulaires comme les LPS (Lipopolysaccharides), 

les lipoprotéines bactériennes, le peptidoglycane, la flageline l’ADN etc.  

Les macrophages infectés et activés tuent ou limitent la réplication de Salmonella à travers la 

production d’enzymes lysosomales, d’enzymes intermédiaires de l’oxygène réactif, 

d’enzymes intermédiaires du nitrogène réactif, et d’autres peptides. Les macrophages et les 

lymphocytes ont développé des mécanismes de surveillance pour reconnaitre la présence de 

PAMPs dans le cytosol, comme les NLR (Node Lyke Receptors) (Broz et al., 2012). 

Inflammation de la muqueuse intestinale 

Après l’invasion de Salmonella, une inflammation massive de la muqueuse intestinale se 

produit et elle est caractérisée par la sécrétion de cytokines essentielles comme les 

interleukines IL-18 et IL-23. Ces dernières amplifient les réponses inflammatoires par le 

mécanisme de signalisation paracrines qui induit aux cellules T résidentes de secréter 

massivement l’interféron gamma (IFN-), l’IL-ββ et l’IL-17 (Godinez et al., 2009). La 

libération de l’IL-18 est critique pour que les cellules T secrètent les interférons gamma (IFN-

) in vivo (Srinivasan et al., 2007). La cytokine IL-23, quant à elle, induit la production de 

cytokines pro-inflammatoires IL-17 et IL-22 dans de nombreuses cellules d’origine innée et 

adaptative comme les neutrophiles, les cellules T α et σ, et les cellules Th 17 (Helper 

lymphocite T 17) (Ouyang et al., 2008).  

L’activation de Th17 par Salmonella induit la production de chimiokines qui sont 

responsables du recrutement des neutrophiles dans le site d’infection. Ces neutrophiles 

suivent le gradient des chimiokines, entourent et tuent Salmonella (Liu et al., 2009). D’autres 

cellules comme les macrophages et les cellules NK (Natural Killer), l’INF-Ȗ et le Facteur de 

Nécrose Tumoral (TNF-α) éliminent les microorganismes des tissues. 

Dans les infections par Salmonella, l’IFN- Ȗ joue un rôle important dans la première étape de 

l’infection et de grandes quantités d’ARN messager codant pour les INF-Ȗ sont trouvées dans 

le tissu lymphoïde associé à l’intestin. Pendant la première semaine d’infection les cellules 

chargées de produire les INF-Ȗ sont les lymphocytes T (Nauciel and Espinasse-Maes, 1992). 

Cependant d’autres cellules peuvent aussi avoir un rôle essentiel de production d’INF-Ȗ, 

pendant la diminution de la quantité de Lymphocytes T, comme les cellules NK, sous 
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l’induction de l’IL-18, et les macrophages, sous l’induction de l’IL-12 (Chan et al., 1991; 

Lalmanach and Lantier, 1999; Mastroeni et al., 1999). 

Réponse immunitaire adaptative 

L’immunité adaptative de Salmonella nécessite autant la réponse des lymphocytes T que des 

immunoglobulines. La bactérie rencontre les phagocytes soit dans le tractus gastrointestinal, 

soit pendant la pénétration de l’épithélium de la muqueuse (Vazquez-Torres et al., 1999). 

Salmonella est ensuite disséminée systématiquement dans les phagocytes pour coloniser les 

organes comme le foie et la rate. Les immunoglobulines spécifiques produites par les cellules 

B peuvent opsoniser les bactéries extracellulaires qui sont phagocitées par les macrophages. 

Les macrophages peuvent agir comme des cellules présentatrices d’antigènes (APC cells), et 

pésentent l’antigène au MHC (Major histocompatibility complex). Après s’être attachés au 

MHC, ces peptides sont présentés aux récepteurs des cellules T (TCR). D’autres cellules 

peuvent agir comme des cellules présentatrices d’antigènes, comme les cellules dendritiques 

et les lymphocytes B. Les cellules dendritiques, reconnaissent le LPS ou la flagelline de 

Salmonella à travers l’augmentation de l’expression des molécules MHC de type II et des 

molécules co-stimulatrices CD80, CD86 et CD40 (CD = Cluster de différenciation). Ce 

processus permet la présentation de l’antigène aux cellules T CD4, ce que permet une liaison 

vitale entre les réponses immunitaires innées et  adaptatives (Srinivasan et al., 2007). La 

reconnaisance des antigens par le TCR permet l’activation et l’expression des cellules CD4+. 

Les cellules CD4+, sont absolument requises pour le contrôle de l’infection de Salmonella. 

Une fois les CD4+ activées, elles stimulent les lymphocytes B qui vont produirent des 

anticorps et aussi des lymphocytes cytotoxiques CD8. L’expansion massive de cellules T 

CD4+ spécifiques à Salmonella et l’aquisition rapide des fonctions de Th1 (help T 

lymphocytes 1) stimule la libération des cytokines inmunomodulatrices, comme les INF-Ȗ, 

TNF-α, IL-12, IL-18 (Griffin and McSorley, 2011; Mittrucker et al., 2002). 

Rôle des anticorps  

Rôle des anticorps sécrétoires (SIgA) 

Le rôle de SIgA spécifique à Salmonella parait être minime dans l’immunité protective. Les 

anticorps sécrétoires sont produits en réponse au microbiote commensale et leur génération ne 

dépend pas de l’infection par Salmonella (Cummings et al., 2009). 
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Réponse des anticorps-spécifiques contre Salmonella 

Le LPS, exposé à la surface des bactéries Gram négatives, produit une forte réponse des 

anticorps pendant l’infection due à S. Typhimurium (Brown and Hormaeche, 1989). La 

plupart des réponses médiées par les cellules B ciblent les chaînes polysaccaridiques de 

l’antigène O spécifiques à chaque sérovar, dans la partie extérieur de la molécule. La réponse 

des anticorps spécifique à Salmonella dépends de multiples antigènes de Salmonella et 

incluent les LPS et des protéines comme l’OmpA, les porines, la protéine Flic et une protéine 

de choc thermique cellulaire. D’autres structures comme les flagelles et fimbriae sont aussi 

ciblées par la réponse de cellules B (Cummings et al., 2009). Les anticorps spécifiques contre 

ces structures sont tous considérés comme protecteurs (Mastroeni, 2002). 

Salmonella se trouve la plupart de temps dans le SCV des phagocytes, mais elle peut devenir 

extracellulaire une courte période pendant laquelle les anticorps peuvent agir directement sur 

elle (Cunningham et al., 2007). L’opsonisation bactérienne produit par les anticorps 

spécifiques entrave la colonisation bactérienne in vivo. 
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3. Virulence 

3.1. Facteurs de virulence  

Salmonella enterica exprime divers facteurs de virulence communs à la plupart des sérovars. 

Les principaux facteurs de virulence sont le système de sécrétion de type III (T3SS), le 

lipopolysaccharide (LPS), les polysaccharides de surface, les fimbrae, les flagelles, et les îlots 

de Pathogénicité. Par contre S. Typhi, Paratyphi et Dublin sont les seuls sérovars à exprimer 

l’antigène capsulaire (Vi). Les facteurs de virulence des sérovars de Salmonella sont codés 

principalement par les îlots de pathogénicité de Salmonella SPI (Figure 11) (de Jong et al., 

2012). 

   

 

Figure 11. Facteurs de Virulence de S. Typhimurium et S. Typhi (De Jong et al, 2012) 

3.1.1. Fimbriae ou pili  

Ce sont des structures à poils courts, de 2-8 nm de large et 0,5-10 µm de long, principalement 

composés de protéines hélicoïdales nommées fimbrines (Collinson et al., 1996; van Asten and 

van Dijk, 2005). Divers types de fimbriae ont été décrits chez S. Typhimurium et 

interviennent dans l’adhésion et la formation des biofilms : Fimbriae type 1 (McClelland et 

al., 2001), Fimbriae en boucle (curly fimbriae) (Baumler et al., 1997; Kukkonen et al., 1993; 

Romling et al., 1998), Fimbriae Pef (Friedrich et al., 1993), Fimbriae Std (Chessa et al., 
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2008; Chessa et al., 2009). Les Fimbriae Type IV ont été décrits chez S. Heindelberg, 

S. Typhi et S. Paratyphi (Karuppiah et al., 2013).  

Les 8-11 gènes qui codent les protéines impliquées dans la biosynthèse, la structure et 

l’assemblement des fimbriae sont généralement groupés dans un opéron de 7-9 kb. Pour 

S. Typhimurium LT2 (McClelland et al., 2001), les 12 opérons putatifs qui codent pour les 

fimbriae sont de type « chaperone-usher pili » : stc, bcf, fim, lfp, saf, stb, std, stf, sth, sti, stj. 

Tous ces gènes sont placés dans le chromosome sauf le gen pef qui est localisé sur un 

plasmide.  

3.1.2. Flagelles  

Les flagelles peuvent être aussi requis pour les processus de pathogénicité, spécialement dans 

la chimiotaxie et l’attachement à la cellule. La synthèse et les fonctions des flagelles 

nécessitent l’expression de plus de 50 gènes qui sont répartis sur au moins 17 opérons (flh, flg, 

fli, flj, mot, che, tar, tsr, et aer) qui constituent les régulons flagellaires (Chilcott and Hughes, 

2000).  

S. enterica exprime alternativement deux protéines filamentaires flagellaires différentes FljB 

et FliC, dans un processus connu sous le nom de variation de phase flagellaire (Bonifield and 

Hughes, 2003). La variation de phase, exploitée par la majorité des Salmonella flagellées, 

pourrait être une façon d’échapper au système de défense de l’hôte. La motilité fournie par les 

flagelles et le sens de rotation des flagelles dans les infections de Salmonella a fait l'objet de 

plusieurs études conduisant à des conclusions ambiguës sur leur rôle possible dans l'adhésion 

et l'invasion des cellules eucaryotes et dans la pathogenèse des Salmonella (van Asten and van 

Dijk, 2005). 

3.1.3. Lipopolysaccharide 

Le lipopolysaccharide (LPS), composant majeur de la membrane externe de la bactérie Gram 

négatif, joue un rôle important dans l'interaction entre les cellules et la contribution de 

l'environnement à la virulence chez les bactéries pathogènes. Le LPS est composé de trois 

domaines : la région lipidique A hydrophobe interne, le noyau oligosaccharidique et la chaîne 

externe O polysaccharide (Schnaitman and Klena, 1993). L’antigène O est constitué de 

chaînes répétées de polysaccharides, de galactose, rhamnose et mannose.  
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Selon le nombre de sous-unités répétées liées au noyau lipidique A, l’antigène O peut être 

classé comme région :  

 courte ou S, avec 11 ou 17 monosaccharides ;  

 longue ou L, de 16 à 35 sous-unités ;   

 très longue ou VI, avec 35 à 100 sous-unités ou plus.  

La longueur du polymère est responsable des différentes interactions avec l'hôte (Raetz and 

Whitfield, 2002). Les formes longues et très longues de l'antigène O sont impliquées dans des 

différents processus comme la résistance à l'action des neutrophiles et à la lyse des phages, à 

l’action bactéricide du complément sérique et la protection des peptides cationiques et jouent 

un rôle important lors de l'adaptation bactérienne et de la colonisation intestinale (Holzer et 

al., 2009; López et al., 2012; Okamura and Spitznagel, 1982). Les gènes rfaE, rfaC, rfaH 

codent la biosynthèse du noyau du LPS et se trouvent dans le cluster rFa (Schnaitman and 

Klena, 1993). 

3.1.4. Plasmides de virulence 

Un locus plasmidique de 7,8 kb contient les cinq gènes de la virulence plasmidique des 

salmonelles (spv). Ces gènes sont désignés spv RABCD. L'expression de gènes spv pourrait 

jouer un rôle dans la multiplication intracellulaire des Salmonella (Rotger and Casadesus, 

1999). 

3.1.5. Toxines  

Endotoxines 

Les endotoxines ont été décrites pour la première fois par Richard Pfeiffer et Eugenio 

Centani, à la fin du XIX siècle, chez des animaux d’expérimentation. Le lipide A 

(endotoxine), est la partie hydrophobe du lipopolysaccharide (LPS), et est composé de 

glucosamine phospholipidique. Elle constitue la monocouche externe des membranes externes 

de la plupart des bactéries Gram négatives (Raetz and Whitfield, 2002). Dans les 

macrophages, le lipide A s’accroche au récepteur TLR4 (Toll Like Receptor 4), ce qui 

déclenche la biosynthèse des cytokines et des médiateurs de l’inflammation tels que les TNF 

(Tumoral Necrosis Factor)-α et ȕ et l’IL-1 (Interleukine 1). Dans le cas de sepsis sévère, une 

surproduction de cytokines et de facteurs de coagulation peut endommager les vaisseaux 

sanguins ce qui précipite le choc septique (Raetz and Whitfield, 2002). 
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Exotoxines 

Les exotoxines produites par Salmonella peuvent être subdivisées en deux types : 

 Cytotoxines (verotoxines) sensibles à la trypsine, produisent de la cytotoxicité dans 

les cellules Vero. Elles  ont la capacité de tuer les cellules des mammifères.  

 Enterotoxin thermolabile (Stn) qui a une masse moléculaire d'environ 29 kDa et est 

codée par le gène stn. Le gène stn est présent dans les sérovars de S. enterica (Moore 

and Feist, 2007; Murugkar et al., 2003), mais sa fonction dans la pathogénicité de 

Salmonella n’a pas été élucidée (van Asten and van Dijk, 2005). Elle pourrait être liée 

au maintien de l’intégrité et de la composition de la membrane (Nakano et al., 2012) 

3.1.6. Antigène Capsulaire (Vi) 

L'antigène Vi est un polysaccharide capsulaire trouvé principalement chez S. Typhi et 

S. Paratyphi C (Virlogeux-Payant and Popoff, 1996). L’antigène Vi capsulaire ne participe 

pas à la colonisation bactérienne, par contre il diminue la réponse inflammatoire locale et 

améliore la virulence systémique (Marshall and Gunn, 2015). 

3.1.7. Les îlots de Pathogénicité 

Un îlot de pathogénicité (PAI) est un groupe d'éléments génétiques mobiles qui jouent un rôle 

central dans la virulence des bactéries pathogènes. Les PAI abritent des gènes de virulence et 

sont présents seulement chez les agents pathogènes. La composition caractéristique diffère du 

core génome et ils sont associés avec des éléments génétiques mobiles comme des plasmides, 

transposons et phages. L’instabilité génétique est une caractéristique de ces éléments. Certains 

facteurs de virulence codés par des PAI sont les systèmes d'absorption du fer, les adhésines, 

les toxines formatrices de pores, les protéines provoquant l'apoptose, les super antigènes, les 

lipases et les protéases sécrétées, etc. (Hacker et al., 1997; Schmidt and Hensel, 2004) . 

Les PAI de Salmonella sont nommés SPI pour Salmonella Pathogenicity Islands. Il en existe 

5 majeurs et au moins 12 autres îlots, SPI-6 à SPI-17 , ont été décrits (Hensel, 2004). 

 SPI-1 

SPI-1 est présent chez S. enterica et S. bongori. C’est un locus chromosomique de 40 Kb situé 

au centisome (cs) 63 du chromosome. Il est nécessaire pour l'invasion des cellules hôtes et 

l'induction de l'apoptose des macrophages (Galan, 2001). SPI-1 code pour un système de 

sécrétion de type III (T3SS). Ce système fonctionne comme une aiguille (ou seringue) 
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moléculaire qui permet d’injecter des protéines effectrices dans la cellule cible infectée. Ces 

protéines modifient les routes de signalisation de la transduction, ce qui produit 

temporairement la réorganisation du cytosquelette d’actine dans la cellule hôte (Figure 12). 

Parmi ces protéines, SofE et SopE2 interfèrent avec la fonction des protéines de la cellule 

hôte de la famille de GTPases, qui régulent la formation des filaments de F-actine (Hardt et 

al., 1998).  

 

Figure 12. Invasion de Salmonella dans les cellules hôtes (non phagocytes) médié par SPI-1 

(Gerlach & Hensel, 2007) 

 SPI-2 

SPI-2 code pour un autre type de système de sécrétion de type III, il est localisé dans le 

centisome 30 du chromosome. Sa taille est de 40 kb et il porte des gènes qui sont requis pour 

l’infection systémique et la réplication dans les macrophages (Amavisit et al., 2003; Hensel et 

al., 1997). Il est également impliqué dans la capacité de S. enterica à survivre dans les 

phagocytes et dans la réplication dans les SCV chez de nombreuses cellules eucaryotes.  

SPI2 est également nécessaire pour empêcher l’entrée dans les SCV de la NADPH-oxydase et 

de l’Oxyde nitrique synthase (iNOS) (Chakravortty et al., 2002). Ce mécanisme permet à 

Salmonella d’échapper aux dommages causés par les réactifs intermédiaires de l'azote et 

l'oxygène, comme le peroxynitrite, générés par l’action de ces enzymes (Figure 13) (Schmidt 

and Hensel, 2004). 
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Figure 13. Survie intracellulaire de S. Typhimurium dans les macrophages médiée par SPI-2 

(Gerlach & Hensel, 2007) 

 SPI-3 

SPI-3 porte 10 gènes importants pour la survie dans les macrophages et la croissance dans des 

conditions pauvres en ions Mg++ (Blanc-Potard et al., 1999). SPI-3 code une protéine auto 

transporteuses MisL qui permet à S. Typhimurium de s’attacher à la fibronectine et qui est 

apparue comme un facteur d’adhésion impliqué dans la colonisation intestinale (Dorsey et al., 

2005). 

 SPI-4 

SPI-4 a été identifié pour la première fois 1998 comme un fragment génomique spécifique de 

S. Typhimurium (Wong et al., 1998). Il a toutes les caractéristiques d’un îlot de Pathogénicité 

et forme une insertion de 25 kb chez S. Typhimurium. SPI-4 porte le gène siiE codant pour un 

facteur d’adhésion non fimbriae et l’opéron siiABCDEF codant pour un système de sécrétion 

de type I (T1SS). Ce système a comme fonction la translocation de protéines effectrices mais 

aussi l’injection des adhésines dans la cellule hôte (López et al., 2012). 

 SPI-5 

SPI-5 a été décrit comme un locus de petite taille (7,6 kb) qui a été inséré dans la partie 

adjacente au tRNA serT. Il a une structure en mosaïque et porte des gènes qui codent pour la 

pathogénicité entérique de Salmonella. SPI-5 porte le gène qui code pour SopD, une protéine 

effectrice du T3SS (codé par SPI-1) (Wood et al., 1998) et le gène pipB qui code une protéine 

effectrice pour le T3SS (codé par SPI-2) (Knodler et al., 2002). 
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3.2 Mécanismes de virulence et cycle d’infection 

La route primaire d’infection par Salmonella chez les humains est la voie féco-orale. Le 

premier obstacle à surmonter au sein de l'hôte est le pH acide de l'estomac. Pour traverser 

cette barrière Salmonella active la réponse de la tolérance à l’acide (Acid Tolerance Response 

ATR) qui aide a maintenir le pH intracelluire plus élevé, à des valeurs de l’environement 

extracellulaire (Foster and Hall, 1991). 

Après être entrée dans l'intestin grêle, la salmonelle doit atteindre et traverser la couche de 

mucus intestinal avant de rencontrer et d'adhérer aux cellules épithéliales intestinales. Pour 

échapper aux peptides antimicrobiens dans l’intestin, Salmonella a développé différents 

mécanismes comme le système de transduction de signal PhoP-PhoQ qui détecte la présence 

de peptides cationiques antimicrobiens et l’activation de PhoQ qui produit une réponse de 

transcription qui modifie le lipide A de la bactérie par acétylation (Miller et al., 1989). Un 

autre mécanisme est la production d’enzymes qui empêchent la production de lipocalin-2 une 

protéine qui séquestre le Fer et empêche la croissance de Salmonella (Fischbach et al., 2006). 

En particulier, Salmonella peut cibler la population des cellules M (microfold cells) 

recouvrant les plaques de Peyer (PPs), mais peut aussi envahir les entérocytes non 

phagocytaires (Takeuchi, 1967). Les cellules M sont associées à de plus petits agrégats 

lymphoïdes connus sous le nom de GALT (gut associated lymphoid tissues) (Ohno et al., 

2012). La glycoprotéine β (GPβ) s’exprime dans les cellules M agit comme un récepteur pour 

les pili de type I des bacilles à Gram négatif tels que E. coli ou S. enterica (Hase et al., 2009). 

L’infection par Salmonella dans les cellules se déroule selon les étapes suivantes. 

3.2.1. Adhésion 

L'adhésion de Salmonella aux cellules hôtes est l'étape cruciale de l'infection qui permet aux 

bactéries de coloniser l'intestin de l'hôte. L'adhésion à l’épithélium par Salmonella est facilitée 

par les flagelles et les fimbriae présents sur la surface des cellules bactériennes (Darwin and 

Miller, 1999). D’autres récepteurs de l’hôte interagissent avec des facteurs d’adhésion des 

agents pathogènes comme le lipopolysaccharide (LPS) et la capsule (Wagner and Hensel, 

2011). Une fois que Salmonella a pris contact avec la lumière intestinale, elle a besoin d’un 

contact initial avec l’épithélium pour interagir avec la cellule cible. Ce processus se produit 

par motilité et chimiotaxie, mais aussi grâce à l’intervention de différents déterminants de 

virulence comme les fimbriae et les adhésines  et  le système de sécrétion de type III (T3SS). 
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L’attachement étroit entre la bactérie et la cellule eucaryote est un prérequis indispensable 

pour la translocation. 

3.2.2. Invasion  

La capacité de Salmonella à accéder aux cellules épithéliales intestinales est conférée par de 

nombreux gènes de virulence codés par l’îlot de Pathogénicité (SPI-1) (Finlay and Brumell, 

2000). Les protéines codées par SPI-1 forment un système de sécrétion de type III (T3SS). Ce 

système possède une base ancrée dans la membrane ainsi qu’une aiguille creuse formée d’une 

seule protéine polymérisée. Cette aiguille permet le transport de plusieurs protéines 

bactériennes directement dans le cytosol de la cellule hôte. Le T3SS codé par SPI-1 confère la 

capacité d'envahir les cellules non phagocytaires et de coloniser le tractus gastro-intestinal de 

leurs hôtes. D'autre part, un autre T3SS codé par SPI-2 permet à Salmonella de survivre dans 

les cellules eucaryotes et de se propager aux organes internes, tels que le foie et la rate. Les 

deux T3SS sont présents dans tous les sérovars de S. enterica et correspondent aux 

déterminants de virulence les plus importants chez Salmonella. Un autre système de sécrétion, 

le type IV, codé par le SPI-19 est exigé pour S. Gallinarum pour infecter les macrophages 

(Blondel et al., 2013). Les protéines effectrices transloquées permettent effectivement aux 

bactéries de «détourner» de nombreux processus intracellulaires essentiels à travers deux 

mécanismes nommés  « Trigger » et « Zipper » (Figure 14).  

Mécanisme Trigger: Ce mécanisme induit de grands réarrangements du cytosquelette 

d'actine de l’hôte, ce qui engendre une érosion intense de la membrane et une internalisation 

des bactéries. Ce mécanisme implique la formation d’un TγSS. 

Mécanisme Zipper: Ce mécanisme implique des petits réarrangements des protéines du  

cytosquelette. Les protéines de surface des bactéries, interagissent avec les récepteurs de la 

membrane cellulaire. Cette interaction produit l’activation des voies de signalisation des 

cellules hôtes conduisant au remodelage de l'actine. 
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Figure 14. Mécanismes Zipper et Trigger  A : Zipper. B : Trigger, S. Enteritidis envahis des 

fibroblastes via le mécanisme Zipper(C) et Trigger (D). Rosselin et al., 2012 

3.2.3. Formation du SCV (Salmonella containing vacuoles) et réplication  

La modification interne produit dans la cellule induit la formation de prolongations dans la 

membrane cellulaire qui engloutissent les bactéries ayant adhérées. Les vacuoles qui se 

forment s’appellent Salmonella containing Vacuoles (SCV). Ces vacuoles représentent le 

compartiment intracellulaire dans lequel Salmonella peut survivre (Francis et al., 1993). En 

condition normale, la présence de l’antigène bactérien active la fusion des lysosomes avec le 

phagosome, ce qui engendre la dégradation de la bactérie. Cependant, Salmonella utilise le 

système de sécrétion de type III pour injecter d’autres protéines qui changent la structure du 

compartiment. Dans ces conditions la fusion des lysosomes est bloquée et cela permet la 

survie de Salmonella dans le milieu intracellulaire et la réplication de la bactérie (Eng et al., 

2015).  

Dans les macrophages et les cellules épithéliales l’invasion est suivie d’une phase de latence 

de 3-4 heures après laquelle la bactérie intracellulaire commence la phase de réplication, à ce 

moment, la bactérie se localise dans une structure nommé SiFs (Salmonella induced 

filaments) dont la fonction reste inconnue. Les SCV migrent dans une localisation péri-
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nucléaire près de l’appareil de Golgi et sortent dans la sous-muqueuse (Finlay and Brumell, 

2000). Salmonella utilise l’augmentation de l’acidification de l’environnement dans le SCV 

pour réguler ses gènes et établir une niche intracellulaire (Arpaia et al., 2011).  

3.2.4. Colonisation des macrophages et dissemination  

Les salmonelles sont englouties par les phagocytes, en particulier les neutrophiles, les 

monocytes inflammatoires, qui se différencient en macrophages, et les cellules dendritiques. 

Les cellules dendritiques absorbent directement les bactéries de la lumière intestinale en 

ouvrant les jonctions serrées et en envoyant des dendrites à la lumière. Les salmonelles sont 

ensuite phagocytées et un nouveau SCV se forme, ce qui leur permet d'assurer leur survie et 

leur réplication.  

Salmonella peut induire l’apoptose dans les macrophages en utilisant le system SPI-1, pour 

échapper aux cellules immunitaires et empêcher l’inflammation (Finlay and Brumell, 2000). 

La migration de ces phagocytes infectés, spécialement les macrophages, facilite la 

dissémination systémique de la bactérie via la circulation sanguine vers plusieurs autres tissus 

tels que la rate, le foie et le système réticuloendothéliale où ce pathogène se multiplie 

préférentiellement (Eng et al., 2015; Fabrega and Vila, 2013). A partir du site d'infection 

initiale dans les plaques de Peyer, Salmonella peut se déplacer par les ganglions lymphatiques 

afférents aux ganglions lymphatiques mésentériques, et finalement être drainée à travers les 

tissus systémiques par les vaisseaux lymphatiques.  

Pour échapper à la réponse immunitaire des cellules T, la salmonelle développe des 

mécanismes comme l’immunosuppression directe de cellules T (Srinivasan et al., 2007). 
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4. Salmonella en Filière Porcine 

4.1. La Filière porcine en France  

4.1.1. Importance 

La production de porcs en France peut être visualisée comme une pyramide de sélection à 

trois niveaux: les élevages de sélection, les élevages de reproduction et les fermes de 

production (porcs charcutiers) (Figure 15). Les fermes de multiplication approvisionnent 

d’autres élevages en truies reproductrices ou porcelets. La sélection des porcs se déroule à 

travers les « organisations de sélection de porc français » régulées par le gouvernement qui 

coordonnent et guident l‘amélioration génétique et collectent les données de généalogie, 

performance reproductive, croissance, type de carcasse et qualité de la viande (IFIP, 2004). 

 

Figure 15. Structure pyramidale et classification des types d’exploitations incluant la chaîne 

d'approvisionnement du porc (IFIP, 2004) 

La France est le 3ème producteur du porc de l’Union Européenne après l’Allemagne et 

l’Espagne. En β016, le nombre total de têtes porcines était de 1β,793 millions (3trois3.com, 

2018). La production porcine française se concentre sur le Grand Ouest, 73% des porcs étant 

produits en Bretagne, Pays de la Loire et Basse-Normandie. Près de 24 millions de porcs ont 
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été abattus en 2013, ce qui représente 2,15 millions de tonnes de poids de carcasse. Cela 

représente 10% de la production de l’Union Européenne. La majorité des porcs français 

(95%) sont abattus dans 23 abattoirs spécialisés, dont 10, tous localisés en Bretagne et Pays de 

la Loire, ont une capacité d’1 million de porcs par an.  

Un quart de la production de porc en France est consommée sous forme de viande (70 % de 

commercialisation en supermarchés et hypermarchés) et 50 % sous forme de charcuterie. La 

consommation de porcs par habitant était de 32 kg/habitant/an en 2013 contre 37 kg/habitant/ 

an en 2007 (FranceAgriMer 2015). 

4.1.2. Elevages de porcs en France 

Les types d’élevage 

Il existe quatre types d’élevages (Roguet et al., 2014): 

 Exploitations porcines spécialisées sans ou avec très peu d’herbivores. Ces 

exploitations représentent 39% des élevages et 61% des porcs y sont produits. Elles sont 

subdivisées en trois sous types : naisseur /engraisseur ou naisseur ou engraisseur.  

Les naisseurs / engraisseurs. Il s’agit du type d’élevage le plus répandu en France. Il assure 

toutes les étapes de l’élevage, de la naissance des porcelets à l’engraissement des porcs 

charcutiers. Les exploitations ont en moyenne 215 truies et disposent de 59 hectares (ha).  

Les naisseurs : L’éleveur élève les truies, les verrats, fait naitre les porcelets et les élève 

jusqu’au moment de leur sevrage. Ces exploitations ont en moyenne 4γ1 truies et 33 (ha)  

Les engraisseurs : L’éleveur se fournit en porcelets sevrés auprès d’un autre éleveur 

« Naisseur » et élève les porcs charcutiers jusqu’à ce qu’ils soient prêts à partir pour 

l’abattage. Cette période d'engraissement dure environ 6 mois et permet d'amener les animaux 

à un poids de 115 à 120 kilogrammes de poids vif  (INAPORC, 2017). 

 Les exploitations d’élevages de polyculture-élevage : Ces exploitations représentent 

19% des élevages et 11% des porcs y sont produits. Ce type d’élevage est subdivisé en deux 

sous types selon que des herbivores sont associés ou non aux porcs. 

Les exploitations d’élevages mixtes : Ce type d’exploitation est subdivisé en deux sous 

types selon que le porc est associé à des vaches laitières ou d’autres herbivores.  

Les exploitations d’herbivores ou des grandes cultures spécialisées comprenant un petit 

atelier porcin (4% des élevages et 1 % des porcs).  
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Les systèmes d’élevage 

Il existe en France γ systèmes d’élevage pour les porcs : en bâtiment sur caillebotis, en 

bâtiment sur paille, en plein air. En fonction de ses aspirations et des caractéristiques de son 

exploitation (ancienneté, surface, nombre de personnes, climat…), l’éleveur fait le choix de 

l’un ou l’autre mode d’élevage. Il peut également combiner élevage sur paille et élevage sur 

caillebotis, ou encore bâtiments et accès extérieur pour les animaux. 

L’élevage en bâtiment sur caillebotis 

Ce système représente 90% des élevages de porcs en France. Il est le plus répandu en Europe 

et dans le monde. Les animaux vivent dans des bâtiments dont le sol est ajouré. Appelé 

caillebotis, ce sol permet l’évacuation rapide des déjections animales et de l’eau de lavage du 

sol dans des fosses situées dans la partie basse des bâtiments. Le porc est un animal qui aime 

la propreté : l’élevage sur caillebotis répond à ce besoin en permettant de garder un espace de 

vie toujours propre pour les animaux. Le mélange de déjections et d’eau s’écoule ensuite vers 

des cuves de stockage : les fosses à lisier. Le lisier est stocké en attendant le moment propice 

à la fertilisation des cultures.  

L’élevage en bâtiment sur litière 

Ce type d’élevage représente 5% des élevages de porcs en France. Comme pour l’élevage sur 

caillebotis, les porcs sont élevés dans des bâtiments à une différence près : le sol n’est pas 

ajouré mais bétonné et recouvert d’une litière. Cette litière, faite la plupart du temps de paille, 

peut également être constituée de sciure ou de copeaux de bois. Ce type d’élevage nécessite 

d’avoir suffisamment de paille disponible et demande davantage de main d’œuvre car la 

litière doit être changée régulièrement pour conserver un espace suffisamment propre aux 

animaux. Ce système est en outre souvent lié à des démarches qualité spécifiques. 

L’élevage en plein air 

Ce type d’élevage représente 5% des élevages de porcs en France. Dans ces élevages, les 

animaux sont élevés à l’extérieur. Le porc étant un animal sensible aux variations de 

température, il doit être protégé du froid et de la chaleur. L’éleveur dispose alors des abris 

paillés à l’intérieur et surmontés d’une toiture en tôle. Il met également en place des clôtures 

de protection contre la faune sauvage. Ce système d’élevage nécessite de disposer de surface 

de terres suffisantes pour assurer une rotation des parcelles. L’élevage en plein air est souvent 

lié à des démarches qualité spécifiques. 



46 

 

4.2. Salmonella dans la Filière Porcine  

4.2.1. Les enjeux de Santé Publique 

Les salmonelles sont la cause bactérienne la plus fréquente des infections d'origine 

alimentaire en France et sont omniprésentes dans de nombreuses productions animales (David 

et al., 2013). A côté de la volaille, des poules pondeuses et des dindes, les porcs sont une des 

espèces animales responsables de la transmission de Salmonella aux humains. Il a été estimé 

par l’EFSA que 10-20 % des infections humaines à Salmonella dans l’Union Européenne 

peuvent être attribuables aux porcs et produits de porcs (EFSA and ECDC, 2010a).  

Les études de source attribution estiment que les porcs sont la source principale de 

salmonellose en Europe du Sud (43,6 % de tous les cas). La France fait partie des 8 pays où 

les porcs sont les contributeurs les plus importants dans les salmonelloses humaines (Bonardi, 

2017). La part des salmonelloses humaines attribuée au porc et à la viande de porc peut varier 

considérablement entre les différents pays. Elle dépend principalement de la prévalence de 

Salmonella chez les porcs et dans la viande de porc et aussi des habitudes et des préférences 

de consommation et de l’importance relative des autres sources de Salmonella. Les cas 

humains sont la conséquence de la consommation de viande mal cuite et de la contamination 

croisé dans la cuisine (Bollaerts et al., 2009). La viande de porc fraîche est aussi une source 

importante de salmonellose en Italie (Giovannini et al., 2004). 

4.2.2. Les enjeux règlementaires  

Pour les salmonelles, la réglementation européenne (directive zoonose CE 99/2003/et 

règlement CE/2160/2003 du 17 novembre 2003) prévoit la mise en place de dispositifs de 

surveillance de tous les sérovars de Salmonella aux différents maillons de la chaîne de 

production pour les porcs reproducteurs et les porcs charcutiers. Cette réglementation était 

initialement applicable en β009, cependant il faut l’accord des experts scientifiques sur les 

modalités de surveillance et de maîtrise, ainsi que sur le rapport coût‐bénéfice des différents 

plans de surveillance envisagés (Corregé and Minvielle, 2013). Les critères réglementaires 

pour Salmonella dans les denrées alimentaires sont établis dans le règlement CE/2073/2005 

qui a été imposé depuis le 1er Janvier du β006. Dans les états membres de l’Union Européen, 

les programmes nationaux de surveillance de Salmonella dans la viande et produits de porcs 

sont basés sur la collecte d’écouvillons de carcasse (chiffonnage) dans les abattoirs, et 

d’échantillons des viandes dans les usines de production. Le règlement CE/217/2014 est une 
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révision du règlement CE/2073/2005 et a réduit le nombre acceptable de porcs positifs à 

Salmonella de 5 pour 50 (10%) à 3 pour 50 (6%). Si ce taux est dépassé, les entreprises 

doivent mettre en place des interventions appropriées pour réduire le nombre des carcasses 

contaminées (Bonardi, 2017). 

Vu les dispositions des règlements CE/85β/β004 du β9 avril β004 relatif à l’hygiène des 

denrées alimentaires et CE/18γ/β005 du 1β janvier β005 relatif à l’hygiène des aliments pour 

animaux, le gouvernement Français a encouragé toutes les organisations professionnelles de 

l’alimentation humaine et de l’alimentation animale à élaborer, à diffuser et à aider à la mise 

en œuvre des guides de bonnes pratiques d’hygiène et d’application des principes HACCP. 

Pour les élevages de porcs, ce guide (GBPH, 2009) s’intéresse à toutes les activités dont est 

responsable l’éleveur et qui sont liées à la production d’animaux destinés à la consommation 

humaine, depuis la réception des intrants (animaux, matières premières…) jusqu’au départ des 

extrants (animaux d’élevage ou de boucherie, effluents). 

4.2.3. Les enjeux économiques  

Les pertes directes en élevage provoqués par les salmonelles sont négligeables en Europe car 

les épisodes de salmonellose clinique sont rares et circonscrits dans le temps et l’espace et 

répondent bien aux traitements antibiotiques. Par contre les coûts indirects induits par les cas 

humains (arrêts de travail, traitements, hospitalisation, séquelles et parfois décès) bien que 

difficiles à évaluer précisément, sont très importants (Corregé and Minvielle, 2013). 

Le Service de Recherche économique de l’USDA (United States Department of Agriculture) 

aux États-Unis a estimé le coût annuel des maladies d'origine alimentaire dues à Salmonella 

(non-Typhoïdique) à 3 milliard de dollars (USDA, 2013). Dans l’Union Européenne, le coût 

globale de la salmonellose humaine peut atteindre γ milliards d’euros (EFSA, 2014). 

4.2.4. Enjeux environnementaux 

La propagation du lisier contaminé par Salmonella dans les champs et les cultures peut 

constituer une menace d'un point de vue environnemental (Fablet, 2006). De plus, le lisier qui 

est répandu dans les pâturages représente un risque de contamination pour d'autres animaux 

comme les vaches laitières (Baudart et al., 2000). Plusieurs enquêtes ont démontré que les 

infections à Salmonella dans les élevages de porcs conventionnels peuvent persister dans 

l'environnement du troupeau pendant plusieurs mois et même années. La contamination de 
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l’environnement peut constituer une source importante d'infection dans les élevages de porcs 

(Jensen et al., 2006).  

4.3. Epidémiologie des infections par Salmonella dans la filière porcine 

4.3.1. Prévalence de Salmonella dans la filière porcine 

Prévalence dans l’Union Européenne.  

Lors d'une enquête menée en β008 dans l’Union Européenne sur des élevages reproducteurs 

comptant au moins 50 porcs reproducteurs, la prévalence était de 31,8% (95 % d’intervalle de 

confiance, IC) (EFSA and ECDC, 2009). 

En 2015, neuf états membres ont signalé des données sur la prévalence de Salmonella chez les 

porcs. La proportion globale d’échantillons de porcs positifs à Salmonella était de 11,5%. Les 

données représentent à la fois des systèmes de porcs reproducteurs et d'engraissement et ont 

été obtenues à la ferme ou au niveau de l'abattoir. Les types d'échantillons positifs étaient les 

suivants : fèces, ganglions lymphatiques, échantillons d'organes ou de tissus, écouvillons de 

carcasse et échantillons environnementaux. En raison du nombre différent d'animaux testés et 

de différences entre les états membres dans le choix des matrices d'échantillonnage, les 

comparaisons entre les années et les pays doivent être faites avec prudence (EFSA and ECDC, 

2016). 

Prévalence en France  

En 2008, une étude sur Salmonella chez les porcs reproducteurs a été menée dans les États 

membres de l'Union européenne (EFSA 2009). Cette étude a révélé que 50,3% des fermes de 

sélection et 38,7% des fermes de production en France étaient infectées par Salmonella. 

En 2006–2007, une enquête épidémiologique européenne menée dans des abattoirs en France 

a déterminé une prévalence individuelle de 18,4% dans les ganglions de porcs, 18,6 % sur les 

carcasses, et une sérologie positive de 21 % dans les  jus de viande (Robinault et al., 2008).  

4.3.2. Sources de contamination 

Bien que la transmission de Salmonella se produise en général par voie féco-orale ou par l’air, 

d'autres sources peuvent servir de vecteurs. C’est le cas par exemple des animaux sauvages et 
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des aliments pour animaux (McChesney et al., 1995). Les déjections de souris peuvent 

contenir jusqu'à 105 UFC de Salmonella.  

A l’occasion d’une enquête sur la contamination par Salmonella, qui impliquait 23 élevages 

de porcs, un large éventail d'animaux sauvages a été trouvé positifs à Salmonella (souris, rats, 

chats) (Davies and Wray, 1997). Cette même étude a également mis en évidence des 

contaminations dans les aliments, les réserves de céréales. Elle a aussi démontré l’importance 

des rongeurs dans la perpétuation de l’infection des bâtiments ainsi que la présence régulière 

de renards infectés dans les fermes d’élevage en plein air.  

Une autre étude a mis en évidence un portage important de Salmonella par les cafards (25%) 

et les petits mammifères (11,7%) collectés autour des élevages de porcs à l’ile de la Réunion 

(Tessier et al., 2016). La comparaison par PFGE de ces souches avec celles isolées des porcs à 

la même période a mis en évidence des profils génétiques similaires entre les porcs et la faune 

sauvage et plus particulièrement chez les cafards.  

4.3.3. Excrétion et portage asymptomatique  

L’infection asymptomatique et l’excrétion intermittente posent un grand problème dans la 

détection et le contrôle de Salmonella chez les porcs. Les données de terrain et expérimentales 

indiquent que certains porcs colonisés par Salmonella deviennent des porteurs chroniques, 

tandis que d'autres peuvent éliminer les bactéries et les disséminer dans l’environnement. 

Cependant les causes sous-jacentes de telles différences dans la réponse à Salmonella au 

niveau génétique ne sont pas connues (Hurd et al., 2001; Uthe et al., 2009). Une fois que le 

porc porteur de Salmonella est placé dans des conditions stressantes (transport, mélange), le 

pathogène peut réapparaître et les porcs peuvent excréter Salmonella et contaminer ses autres 

compagnons de lot et l'environnement.  

Le stress induit une multiplication de S. Typhimurium chez les porcs porteurs due à 

l’influence du cortisol (Verbrugghe et al., 2011). Par conséquent, il est non seulement 

important d'identifier les porcs qui sont porteurs et peuvent devenir des excréteurs, mais il est 

également important d’empêcher le statut de porteur et éliminer l'excrétion de Salmonella 

(Uthe et al., 2009). Les jeunes animaux qui sont confinés dans des situations de densité 

élevée, ont un contact intensif avec les fèces des autres porcs ou d’autres facteurs 

environnementaux comme les cadavres. L’excrétion et la dissémination dans ces conditions 

sont favorisées par les fortes doses de Salmonella, par le comportement exploratoire du 

cochon et l’inefficacité du système immunologique des porcelets (Michiels et al., 2012). 
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Des études chez des porcs infectés expérimentalement avec S. Typhimurium ont déterminé 

des différences phénotypiques et une variabilité importante dans l'excrétion et la réponse 

immunitaire des porcs (Huang et al., 2011; Knetter et al., 2015). Dans leurs travaux, ils ont 

décrit l’existence de faibles excréteurs (LS Low shedders) et excréteurs persistantes (PS 

Persistent shedders). La quantité de bactéries excrétées une fois qu'un porc devient infectieux 

a une grande importance. Diverses études ont précédemment établi l'existence de super 

excréteurs chez d'autres animaux comme chez le bovin pour Escherichia coli O157, et prouvé 

que ces animaux ont un rôle important dans la dynamique de la transmission. Certains porcs 

excrètent plus de bactéries que d’autres et peuvent être classés comme « super-excréteurs » ou 

« super-shedders ». La présence potentielle de porcs «super-excréteurs» est importante pour 

l'industrie car elle souligne le besoin d'interventions pour résoudre ce problème (Berriman et 

al., 2013). 

Le niveau de contamination de l’environnement est probablement le facteur le plus importante 

pour la dissémination de Salmonella dans un lot de porcs (Osterberg et al., 2010). La 

possibilité de la transmission entre porcs enfermés ensemble pendant les essaies 

expérimentaux a été démontrée. Une telle transmission résulterait de super-infections, de 

réinfections, ou l’excrétion passive des Salmonella ingérées. Tous ces aspects peuvent 

produire une sous-estimation de la durée de l’états de non-excrétion et la surestimation de la 

durée de l’état d’excrétion (Ivanek et al., 2012). 

4.3.3. Sérovars impliqués 

En β016, selon les données SERPIG de l’EFSA, parmi tous les isolats notifiés provenant des 

porcs, le variant monophasique de S. Typhimurium était le sérovar le plus commun (34.1%). 

S. Typhimurium est placé en deuxième position (29,5%) et S. Derby en troisième position 

(19,2 %). Les autres sérovars fréquemment signalés chez les porcs sont Rissen, Panama, 

Goldcoast, Agona, Brandebourg, Londres, Anatum, Manhattan, Enteritidis et 

Bovismorbificans (EFSA 2015).  

Variant monophasique de S. Typhimurium 

Ce sérovar a été rarement identifié avant le milieu des années 1990 (Arguello et al., 2014). La 

première description d'une épidémie du variant monophasique de S. Typhimurium en Europe 

était liée au phage type U302 aussi nommée «Clone Espagnol ». Ce clone est apparue en 1997 

et est caractérisé par une délétion de l'opéron allantoïne-glyoxylate et de l'opéron fljAB, et 

possède un modèle résistance ACSuGSTSxT (résistant à l'ampicilline, au chloramphénicol 
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sulfamide, gentamicine, streptomycine, tétracycline, et co-trimoxazole) (Echeita et al., 2001; 

Laorden et al., 2010). 

De nombreux pays ont signalé une incidence accrue de ce sérovar, particulièrement associé 

aux troupeaux de porcs (de la Torre et al., 2003) et plus tard au bétail (Switt et al., 2009a). 

Dans la viande de porc dans l'UE, ce sérovar a été classé comme le troisième sérovar le plus 

fréquemment rapporté avec 18% de prévalence (EFSA and ECDC, 2016). 

S. Typhimurium 1,4, [5], 12 : i : -, diffère de S. Typhimurium par l'absence de l'antigène H de 

seconde phase codé par le gène fljB. Plusieurs gènes, y compris fljB, fljA et hin, situés dans 

l'opéron fljBA, sont impliqués dans l'expression de l'antigène flagellaire de phase 2. Le gène 

fljB qui code l'antigène flagellaire de phase 2, le gène FljA qui code un régulateur négatif de 

fliC, et l'antigène flagellaire de phase 1 et le gène hin (qui code une invertase d'ADN) sont 

responsables de la variation de phase flagellaire, un mécanisme régulateur impliquant la 

production de FliC ou FljB (Switt et al., 2009b).  

Ainsi, des mutations, des délétions, ou des insertions dans fljB lui-même, avec l’altération 

dans le mécanisme de régulation de la variation de phase, pourraient empêcher l’expression 

de l'antigène flagellaire de phase 2. De manière intéressante, divers profils de délétion de fljB, 

ainsi que des délétions au sein d'autres gènes de l'opéron fljBA et des gènes environnants (iroB 

et STM2757), ont été détectés (Soyer et al., 2009b). Récemment, d'autres particularités ont été 

décrites pour le variant monophasique de S. Typhimurium, comme un nouvel îlot génétique 

spécifique, désigné SGI-3. Cet îlot est inséré au niveau du locus yjdC codant pour la 

résistance aux métaux lourds, spécialement au sulfate de cuivre, un additif couramment utilisé 

dans l’alimentation animal (Petrovska et al., 2016).  

Concernant la pathogénicité de ce sérovar chez le porc, une étude réalisée dans des cellules 

épithéliales porcines suggère que l'expression monophasique de FliC n'affecte pas les 

fonctionnalités du variant monophasique de S. Typhimurium pendant l'adhésion et l'invasion 

(Crayford et al., 2014).  

Salmonella Typhimurium  

Les infections à S. Typhimurium chez les porcs causent des pertes économiques considérables 

et des problèmes de santé publique car les porcs sont un réservoir d'infection pour les humains 

(Boyen et al., 2009). S. Typhimurium développe la plupart de temps seulement une 

entérocolite de sévérité variable (Huang et al., 2011) mais ils peuvent aussi présenter une 

phase systémique (Stevens and Gray, 2013).  
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La mise en œuvre de la lysotypie pour ce sérovar a mis en évidence β00 phage types 

(Bergeron et al., 2010). Chez les humaines, le phage type DT104 a causé une importante 

maladie émergente pendant les années 1990, et était associé à l’augmentation de résistance à 

plusieurs antibiotiques comme l’ampicilline, le chloramphénicol, la streptomycine, les 

sulfamides et la tétracycline (Bergeron et al., 2010; Gebreyes et al., 2006).  

Aux États-Unis, entre 1998 et 2008, parmi les 37 épidémies associées au porc, le sérovar 

Typhimurium étaient le plus impliqué dans 22% des cas (Jackson et al., 2013). 

Salmonella Derby 

S. Derby a été isolé pour la première fois chez les humains dans une toxi-infection d’origine 

alimentaire avec une tarte au porc à Derby, en Grande-Bretagne (Peckham and Savage, 1923). 

Ce sérovar est étroitement lié au porc et aux dindes mais rarement associé aux autres espèces 

animales. Récemment, il a été reconnu comme pathogène d'origine alimentaire et est 

principalement associé à l'abattage des porcs ou des produits de porc dans de nombreuses 

régions du monde (Kerouanton et al., 2013b; Mannion et al., 2007; Xu et al., 2017). Bien que 

l'on considère que S. Derby joue un rôle mineur dans les cas de salmonellose humaine, il est 

toujours considéré comme un danger pour la santé publique (Osterberg et al., 2009). Des 

épidémies causées par S. Derby, ont été sporadiquement signalées dans le monde entier, en 

particulier au Japon, aux États-Unis, en Australie et en Europe (Ebuchi et al., 2006; EFSA and 

ECDC, 2011; Sanders et al., 1963). Elles étaient associées à de la viande contaminée dont la 

source n’a pas été élucidée. 

Des études sur la pathogénicité de S. Derby chez les porcs ont démontré que S. Derby 

s’attache préférentiellement plus au jéjunum qu’au colon (Hayward et al., 2014). Une 

particularité importante de S. Derby est la présence dans son génome de l’îlot de 

Pathogénicité 23 (SPI-23). Cet îlot joue un rôle important dans le tropisme tissulaire de S. 

Derby sur le jéjunum et porte le gène potR qui intervient dans l’adhésion aux cellules 

jéjunales (Hayward et al., 2016). 

Le Tableau 6 présente les caractéristiques génomiques des trois sérovars les plus 

fréquemment associés au porc en France. 
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Tableau 6. Caractéristiques génomiques de S. Typhimurium, S. Derby et du variant 

monophasique de S. Typhimurium  

 
S. Typhimurium 

LT2 
(McClelland et al., 2001) 

S. Derby 
07CR553 

(Kerouanton et al., 
2015) 

S. Typhimurium 
1,4, [5], 12, i : - 

(Dyall-Smith et al., 
2017) 

Taille (pb) 4 857 432 4 823 293 4 999 862 

G+C contenu 52 53 52.2 

rRNA clusters 7 7 8 

tRNA clusters 85 72 84 

CDS 4.489 4.509 5.300 

pb : paire de bases G+C : Guanine + Cytosine CDS : Coding DNA sequences 

4.3.4. Facteurs de risque à la ferme 

Le nombre de sources potentielles d'infection à Salmonella pour une population porcine est 

pratiquement illimité. De nombreuses études épidémiologiques ont été conduites dans les 

élevages de porcs à travers le monde. Elles ont mis en évidence l’importance du type 

d’aliment, de l’usage des antibiotiques, de l’infection avec d’autres agents, des pratiques 

d’hygiène, du type de sol, des contacts entre porcs, etc.  

Aliment 

L’aliment constitue le substrat nutritionnel pour les porcs et influe sur leur écosystème 

microbien gastro-intestinal. De nombreuses études ont reporté une association entre les 

aliments en granules et le risque élevé d’infection à Salmonella, sur la base de la prévalence 

bactériologique et sérologique (Rostagno and Callaway, 2012). Les changements dans la 

structure physique des aliments permettent des changements dans l’osmolarité, le pH et 

production de mucine. Les aliments en granules diminuent l’acidité de l’estomac (élévation du 

pH). Au contraire, l’aliment liquide (spécialement celui fermenté) diminue le pH, favorise les 

populations microbiennes et peut créer une ambiance hostile pour Salmonella (Hotes et al., 

2010).  

L’aliment peut aussi être une source de contamination par Salmonella, ce qui apporte d’autres 

facteurs de risque associés aux aliments. En effet, il a été démontré que les animaux peuvent 

être infectés à la suite de l’ingestion d’aliments contaminés. Un contrôle approprié et les 

étapes de décontamination sont nécessaires pendant la fabrication des aliments pour réduire 
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les contaminations. Toutes les matières premières peuvent être considérées comme 

contaminées potentiellement (Davies et al., 2004). Cependant, dans la plupart de cas la 

contamination est susceptible de se produire avec une prévalence faible (<10% des 

échantillons testés dans un lot contaminé) (Davis et al., 2003). En France dans une enquête 

sur la contamination des aliments à la ferme, 154 matières premières et 84 aliments ont été 

contrôlés. Deux tourteaux (soja et colza), un coproduit sec (pain) et un aliment pour truie 

gestante provenant de quatre élevages différents se sont révélés positifs à Salmonella (Royer 

et al., 2014). Ces résultats confirment que la contamination des céréales est faible et que les 

tourteaux sont la principale source de contamination potentielle des aliments (EFSA and 

ECDC, 2012). 

Usage des antibiotiques  

Les résultats rapportés sont habituellement contradictoires lorsqu'on essaie de déterminer le 

rôle potentiel des antibiotiques spécifiques comme facteur de risque Salmonella en élevages 

de porc (Beloeil et al., 2007; Farzan et al., 2006; Funk et al., 2007). L'utilisation 

d'antibiotiques dans les élevages porcins affecte la résistance bactérienne, et influence 

l'émergence de pathogènes résistants d'origine alimentaire tels que Salmonella (Farzan et al., 

2010). 

Infections produites par d’autres agents microbiens 

Le virus du syndrome dysgénésique et respiratoire porcin (SDRP) et Lawsonia intracellularis, 

ont été associés à l'excrétion de Salmonella chez les porcs en fin d’engraissement (Beloeil et 

al., 2004). 

Facteurs associés au management et aux caractéristiques des élevages 

D’autres facteurs ont été identifiés comme pouvant être liés à une prévalence plus élevée en 

Salmonella comme la taille de l’élevage (Beloeil et al., 2007), l’hygiène et désinfection (Lo 

Fo Wong et al., 2004), le type de sol (Hotes et al., 2010; Nollet et al., 2004). 

4.3.5. Facteurs de risque à l’abattoir 

Les facteurs de risque pour la contamination par Salmonella dans les abattoirs peuvent être 

associés aux porcs et à la ligne de production (Berends et al., 1997). Les porcs porteurs de 

salmonelles lorsqu'ils quittent la ferme constituent la source principale de Salmonella pour la 

contamination à l'abattoir. Il y a de nombreux facteurs de risque avant l’abattage comme la 

proportion des porcs infectés par Salmonella, le stress lié au transport et l'exposition des porcs 
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à Salmonella pendant le transport et l’attente (Rostagno and Callaway, 2012; Rostagno et al., 

2003a).  

Pour réduire le stress des animaux avant l’abattage les porcs sont placés dans des parcs 

d’attente. Cette période est variable entre les abattoirs et peut avoir une durée de 30 minutes à 

2 heures (Delhalle et al., 2008). Un temps d’attente de plus de β heures avant l’abattage est 

considéré comme un facteur de risque pour la contamination des porcs par Salmonella 

(Swanenburg et al., 2001). 

L’éviscération est l’une des sources les plus importantes de contamination bactérienne 

pendant le processus d’abattage. Il a été démontré que l’augmentation en Salmonella et 

Escherichia coli est associée à cette étape (Delhalle et al., 2008). Les pratiques d’éviscération 

sont responsables de 55 à 90% des contaminations à Salmonella sur les carcasses (Berends et 

al., 1997). 

Les amygdales ont une contamination élevée en Salmonella et peuvent avoir aussi un rôle 

dans la dissémination de cette bactérie à l’abattoir (Hald et al., 2003; Van Damme et al., 

2018). Au cours de la procédure d'abattage traditionnelle, qui implique l’enlèvement de la 

langue avec les amygdales attachées ensemble, et d’autres organes comme la trachée, les 

poumons, le foie et le cœur, parfois les reins, la carcasse peut être facilement contaminé par 

des bactéries (Fredriksson-Ahomaa et al., 2009).  

De même, la présence de Salmonella dans les ganglions lymphatiques peut poser un risque de 

contamination au moment des incisions durant l’inspection vétérinaire.  

Une fois que la ligne d’abattage est contaminée, Salmonella peut être isolée sur les machines, 

les mains des opérateurs, les couteaux, et les carcasses ce qui indique que les risques de 

contaminations croisées sont nombreux.  

4.4. Infection par Salmonella chez les porcs 

4.4.1. Etapes de la colonisation par Salmonella chez les porcs 

La colonisation par Salmonella chez les porcs est caractérisée par trois phases:  

Colonisation des intestins 

Salmonella peut s’adapter à une grande variété d’environnements et d’hôtes avec des 

particularités anatomiques, histologiques, immunologiques et de composition du microbiote. 
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La première phase de la colonisation dans l’intestin du porc est l’adhésion à l'épithélium 

intestinal qui est facilitée par les flagelles et les fimbriae. Dans une étude menée pour 

déterminer les gènes associés à la colonisation dans les réservoirs primaires de Salmonella 

comme les porcs, les poulets et les bovins, la présence des nombreux gènes associés à la 

motilité flagellaire a été décrite. Notamment, fliN, flgN, fliB et fliZ seraient essentiels à 

l'infection des porcs, mais non requis pour l'infection du poulet ou du veau (Chaudhuri et al., 

2013). S. enterica  exprime des adhésines alléliques spécifiques qui reconnaissent les 

récepteurs intestinales des hôtes et les cibles cellulaires et achèvent la colonisation. D’autres 

souches, qui ne portent pas ces ligands ne peuvent pas être retenues par l’hôte. La 

multiplication et l'excrétion ces souches de Salmonella sur le long terme entraînent une 

gastro-entérite et / ou persistance dans l’hôte (Yue and Schifferli, 2014) (Figure 16). 

 

 

Figure 16. Modèle de la colonisation de la surface intestinal A: Salmonella peut se adapter aux 

diverses anatomies du tractus gastro-intestinal des différentes animaux B: S. enterica exprime 

des adhésines alléliques spécifiques pour débuter la colonisation 

Invasion des entérocytes 

L’invasion de la muqueuse intestinale porcine ne peut pas se faire sans l’ilot de pathogénicité 

SPI-1 et le système de sécrétion de type III (T3SS). Le T3SS facilite l'absorption et l'invasion 

endothéliale et est associé à SPI-1, qui héberge des gènes de virulence impliqués dans 

l’adhésion, l’invasion et la toxicité des salmonelles (Stevens et al., 2009). Le SPI-1 de 

S. Typhimurium est nécessaire pour un colonisation efficace de l’intestin du porc, mais une 
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fois internalisées dans les cellules hôtes, les bactéries expriment un second T3SS codé par 

SPI-2 (SPI-2 T3SS), qui permet de créer les infections systémiques et la pathogenèse 

intracellulaire (Hensel, 2000).  

Dissémination bactérienne  

Certains sérovars de salmonelles peuvent envahir les amygdales des porcs 30 minutes après le 

contact oral avec la source de contamination et en 2-3 heures ils peuvent coloniser les 

ganglions lymphatiques mandibulaires, le colon, le caecum et les ganglions lymphatiques 

iléo-caecaux (Hurd et al., 2001). Salmonella peut persister dans plusieurs organes, y compris 

les amygdales (Fedorka-Cray et al., 1995b), et est aussi capable de survivre et de proliférer 

dans les phagocytes et les leucocytes, ce qui entraîne une possible une translocation vers le 

tissu lymphoïde associé à l'intestin.  

4.4.2. Génétique de la colonisation par Salmonella chez les porcs 

Une variation génétique (single nucleotide polymorphisme, SNP) dans le gène CCT7 porcin 

est associée à la circulation des neutrophiles, globules blancs et monocytes ainsi qu’à 

l’excrétion de Salmonella dans les fèces des cochons infectés de manière expérimentale (Uthe 

et al., 2009) 

Le même auteur a décrit une association entre les SNP et l’excrétion et la colonisation de 

Salmonella chez le porc. Trois gènes sont, entre autres, impliqués (Uthe et al., 2011): 

 le gène HP (haptoglobine) qui code une protéine de phase aigüe impliquée dans le 

métabolisme de l’hémoglobine et l’inflammation. Elle prévient aussi la perte de Fer et 

l’endommagement causé par l’oxygène. 

 le gène NCF2 (neutrophil cytosolic factor) code une sous-unité du cytosol qui produit  

une enzyme qui exerce un effet microbicide sur Salmonella. 

 le gène PGD (phosphogluconate déshydrogénase) qui code l’enzyme PGD qui 

catalyse la production des pentoses impliqués dans le système de destruction des 

neutrophiles.  
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4.4.4. Colonisation chez les porcs infectés expérimentalement 

Dose et voies d’inoculation de Salmonella 

L’infection expérimentale avec Salmonella sp. peut être induite par différentes méthodes 

comme l’inoculation orale, l’instillation intranasale et l’infection intrapéritonéale. 

L’utilisation de différents voies d’inoculation de Salmonella produit différents degrés de 

virulence et influe le statut de porteur de l’animal (Fedorka-Cray et al., 1995b).  

Le modèle d’infection orale peut être considéré comme le modèle le plus proche du modèle 

physiologique. L’infection orale des porcs induit la colonisation et la persistance de 

Salmonella dans les amygdales et l’intestin, avec l’utilisation de doses d’inoculation de 

Salmonella basses, modérées ou élevées (Boyen et al., 2009). La dose minimale de 

Salmonella nécessaire pour l'infection aigüe des tissus de porcs destinés ou non à 

l’alimentation serait de 103  par ml pour une contamination par voie intranasale, ou 103 par 

gramme de fèces si la transmission se fait via un environnement contaminé (Loynachan and 

Harris, 2005).  

Les profils d’excrétion fécale des porcs sont dépendants de la dose d’inoculation (Boyen et 

al., 2009; Osterberg and Wallgren, 2008). Des porcs inoculés avec des doses élevés de 

Salmonella (109 UFC) démarrent l’excrétion plus tôt que ceux inoculés avec des doses plus 

faibles (106 UFC) (Ivanek et al., 2012). L’inoculation de doses de 107 UFC peut rendre les 

animaux positifs mais une dose de 109 garanti l’uniformité de l’inoculation. Cependant cette 

dose diffère grandement de l’infection naturelle (Boyen et al., 2009).  

Colonisation des organes 

Les amygdales sont décrites comme site primaire de colonisation chez les porcs qui 

deviennent porteurs asymptomatiques. Mais Salmonella peut aussi entrer via d’autres organes 

comme, l’intestin grêle, le poumon et le cordon ombilical. Après infection expérimentale par 

S. Typhimurium et S. Yoruba, les bactéries ont été également isolées dans les ganglions 

lymphatiques (Osterberg and Wallgren, 2008). Chez des porcs expérimentalement infectés 

avec S. Typhimurium, le poumon s’est révélé être l’organe le plus impliqué dans la 

dissémination systémique de Salmonella et les amygdales les plus associées avec la 

dissémination lymphatique dans l’organisme (Fedorka-Cray et al., 1995b). 
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4.4.5. Réponse immunitaire des porcs  

Particularités du système immunitaire  

Cellules B : Les cellules B apparaissent dans les porcelets dans le foie au jour 20, et dans la 

moelle osseuse à partir du jour 45. Les cellules B sont les premiers lymphocytes à apparaitre 

dans le sang. Les porcelets naissent avec une diversité relative des cellules B. 

Thymus : Le thymus se développe 40 jours après la conception du porc et il est colonisé par 

deux couches de cellules mères T à partir du jour 38.  

Transmission passive des anticorps : Le placenta des truies est épithéliochorial c’est-à-dire 

que l’épithélium du fœtus est en contact avec l’épithélium utérin. Le colostrum des truies a 

une prédominance d’IgG, mais les concentrations baissent rapidement au cours de la lactation, 

puis les IgA prédominent.  

MHC : Le complexe majeur d’histocompatibilité porcin (Swine Leucotyte Antigen SLA 

complex) est localisé dans le chromosome 7 et est divisé par un centromère. Le SLA complex 

porte la région I, II et III. Il est le plus petit parmi les mammifères et contient seulement 2 

millions de bases.  

Lymphocytes: Ils expriment neuf protéines uniques de surface (SWC1 à SWC9). Plus de 

60% de cellules T dans le sang du porc sont double positifs (CD4+ et CD8+) (Tizard, 2013). 

Réponse immunitaire innée  

La réponse immunitaire innée des porcs à Salmonella est essentielle pour la suppression 

précoce des bactéries (Foster and Berndt, 2013). Elle est caractérisée par la production locale 

de neutrophiles et de médiateurs pro-inflammatoires. Le lipopolysaccharide de 

S. Typhimurium est l’un des plus puissants activateurs du processus de signalisation de 

monocytes dérivés de macrophages et des monocytes dérivés des cellules dendritiques chez 

les porcs (Kyrova et al., 2014). Les macrophages et les neutrophiles migrent dans le tissu 

intestinal des porcs infectés avec Salmonella et l’augmentation du taux de polynucléaires 

neutrophiles dans les villosités intestinales se produit dans les 24 heures post-inoculation. 

Dans le même délai un nombre signifiant de macrophages est observé dans la sous muqueuse, 

chez des porcelets inoculés avec S. Typhimurium (Foster and Berndt, 2013). La détection des 

composants bactériens par les PRRs conduit à la production de cytokines et stimule la rupture 

des jonctions serrées entre les cellules épithéliales intestinales. Les cellules phagocytaires 
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peuvent aussi servir de cibles pour l'invasion et la dissémination de Salmonella. Les infections 

produites par S. Cholerasuis ou S. Typhimurium induisent la production de TNF, IFN-Ȗ, IL-1 

IL-6 IL-8 et IL-18 dans les tissues, plasma et iléon (Uthe et al., 2007).   

Réponse immunitaire adaptative  

La réponse adaptative est essentielle pour la guérison de l’infection et il y a peu d’information 

sur l'immunité adaptative au cours de la salmonellose chez les porcs. 

L’élimination des pathogènes intracellulaires par l'hôte est principalement réalisée par 

l'activation des réponses immunitaires médiées par Th1 (Lalmanach and Lantier, 1999). 

L’immunité protective de porcs infectés avec S. Cholerasuis a été associée avec 

l’augmentation d’IgM, IgG et IgA dans le sérum (Gray et al., 1995). Les truies vaccinées 

confèrent une protection aux porcelets allaités, via le transfert passif d’IgG et IgA (Hur and 

Lee, 2010). 

Concernant les anticorps, ils reconnaissent les épitopes communs aux différents sérovars et 

suggère que l’immunité passive peut être conférée pour un même sérovar et entre différents 

sérovars en utilisant les mêmes anticorps (Letellier et al., 2001). 

Le rôle des cytokines dans les réponses immunitaires a été étudié dans les infections par        

S. Cholerasuis et S. Typhimurium. L’INF-Ȗ est une cytokine importante dans les réponses 

innées et adaptatives des porcs contre les infections dues à Salmonella. L’INF-Ȗ produit par 

les cellules T CD8+ joue un rôle important dans l’immunité protective contre les infections 

dues à S. Cholerasuis virulente chez les porcs (Zhu et al., 2017).  
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5. Problématique de l’Etude  

Dans les pays industrialisés, la sécurité sanitaire des denrées alimentaires est un enjeu majeur 

pour les pouvoirs publics en termes de santé publique, et pour les secteurs de la production 

animale et de l’agro-alimentaire où elle peut constituer un atout concurrentiel pour les 

échanges internationaux.  

Salmonella est l’un des agents pathogènes d'origine alimentaire transmis à l'homme les plus 

fréquents. La consommation de porc est considérée comme une source majeure d'infection 

humaine à Salmonella. Les porcs sont reconnus comme réservoir de Salmonella et les 

animaux infectés ne développent généralement pas de signes cliniques, mais ils hébergent la 

bactérie dans leur tractus digestif et l’excrètent via leurs fèces. La lacération d'un tube digestif 

contaminé expose la carcasse et l’environnement de l’abattoir à la bactérie, et peut contribuer 

à la contamination des autres carcasses par contamination croisée, notamment au moment de 

l’éviscération.  

Dans un objectif de réduction des risques tout au long de la filière porcine, une maîtrise de la 

pression de contamination par les salmonelles doit passer par une gestion du problème dès 

l’amont de la filière, c’est-à-dire à l’élevage. Cela peut se faire en mettant en œuvre des 

moyens permettant de diminuer la prévalence du portage intestinal de Salmonella chez les 

porcs.  

Des études épidémiologiques menées par différentes auteurs en France et dans des autres pays 

ont mis en évidence l’existence de plusieurs facteurs de risque qui peuvent influer sur la 

contamination des porcs au niveau de l’élevage. Il est donc difficile de mettre en place une 

stratégie unique pour réduire la présence de Salmonella dans la production porcine, en 

particulier à la lumière de la forte dynamique de la gestion de l'exploitation, qui modifiera 

continuellement les facteurs de risque au fil des ans. En plus d'être exhaustive, la stratégie doit 

aussi être simple pour l'agriculteur, de sorte qu'elle puisse facilement être induite dans la 

routine quotidienne de la ferme (Gotter et al., 2012). Pour pouvoir établir les dynamiques 

d’infection dans les élevages classiques et les probables facteurs de risque de la contamination 

de Salmonella des études longitudinales peuvent être utilisées. 

En France, trois sérovars sont  majoritairement isolés chez le porc à l’élevage ainsi que sur les 

produits de porcs à la distribution : S. Typhimurium, S. Derby et le variant monophasique de 

S. Typhimurium. Aujourd’hui, le consommateur a la même probabilité de rencontrer l’un ou 

l’autre de ces trois sérovars sur la viande de porc (données Réseau Salmonella, Anses) mais le 
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risque en terme de santé humaine ne semble pas être le même selon le sérovar ingéré. En 

effet, si les trois sérovars sont présents dans la viande de porc avant ingestion,  le sérovar 

Typhimurium et le variant monophasique sont largement plus impliqués dans les 

salmonelloses humaines. Ces sérovars semblent donc plus virulents que Derby.  

Objectifs de la thèse 

Dans ce contexte, nous avons souhaité décrire la dynamique d’infection par Salmonella des 

porcs en élevage classique, par le biais d’une étude sérologique (Partie II) et en élevage 

expérimental par une étude de colonisation des porcs (partie III-2).  

En particulier, nous nous sommes attachés à recueillir des données sur la colonisation des 

porcs par les trois principaux sérovars  retrouvés chez le porc en France, S. Typhimurium, 

S. Derby et le variant monophasique de S. Typhimurium. Pour y parvenir, nous avons observé 

leur capacité de colonisation, in vivo (élevage expérimental) (Partie III-3). 

De même, nous nous sommes intéressées au pouvoir pathogène chez l’homme de ces trois 

sérovars d’origine porcine en testant leur virulence, in vivo en inoculant des larves d’insecte 

Galleria mellonella  et in vitro en testant leur capacité d’adhésion et d’invasion sur cellules 

intestinales humaines Caco-2 (Partie IV). 

La finalité de ce projet était d’apporter des connaissances sur ce pathogène chez le porc  pour 

aider à la mise en place de moyens de maîtrise des salmonelles dans les élevages de porcs et 

pour évaluer le risque des salmonelles d’origine porcine vis-à-vis du consommateurs. 
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CHAPITRE II :  

DYNAMIQUE DE L’INFECTION PAR 

SALMONELLA DES PORCS EN 

ELEVAGE CONVENTIONNEL 
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1. Introduction 

Salmonella est une bactérie zoonotique Gram-négative responsable de maladies à partir des 

aliments contaminés d'origine animale. Ce pathogène d'origine alimentaire était le deuxième 

agent bactérien responsable de la gastro-entérite dans l'Union européenne en 2015 (EFSA et 

ECDC 2016). L'incidence des cas de salmonellose humaine a été récemment estimée à 307 

pour 100,000 habitants, soit 192 450 cas par an en France (Van Cauteren et al. 2015). 

Les porcs sont un réservoir reconnu de Salmonella et la prévalence de Salmonella dans 

l'industrie porcine française est élevée: 38,7% des exploitations (EFSA et ECDC 2009) et 

17,6% des carcasses de porc (EFSA et ECDC 2008) sont positives à Salmonella. Entre 10% et 

20% des infections humaines à Salmonella dans l'UE sont attribuées au porc (EFSA et ECDC 

2010), et le porc se classe au troisième rang parmi les catégories d'aliments associées aux 

salmonelloses humaines (Bonardi 2017). 

Les infections des porcs par Salmonella sont généralement asymptomatiques et relativement 

bien connues (Matiasovic et autres 2014). Les porcs sont généralement infectés à la ferme par 

transmission orale-fécale, bien que l'infection par contact naso-nasal soit également possible 

(Nollet et al., 2005). Plusieurs facteurs influençant la prévalence de Salmonella dans les 

élevages porcins ont été rapportés: mesures de biosécurité, hygiène, co-infections virales 

telles que l'infection par le virus du syndrome reproducteur et respiratoire porcin (PRRSV), 

traitement antibiotique (Beloeil et al. 2007), autres animaux de l’exploitation ou animaux 

sauvages (Gotter et autres 2012). Des modèles statistiques utilisant les données sérologiques  

peuvent aider à identifier l’âge auquel les porcs sont infectés. En outre, les données de 

séroprévalence intra-troupeau peuvent être utilisées pour catégoriser les troupeaux de porcs et 

peuvent donc avoir un impact sur les décisions des exploitants du secteur alimentaire 

concernant l'utilisation de viande provenant de troupeaux à risque élevé pour les produits de 

porc crus (Meemken et al. 2014). 

Des tests sérologiques tels que l’ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) sont utilisés 

pour détecter les anticorps dirigés contre Salmonella dans le jus de viande et le sérum des 

porcs (Vico et Mainar-Jaime 2011) et sont avantageux car ils sont rapides et relativement peu 

coûteux. Ils donnent une indication de l'exposition antérieure à Salmonella et ne sont pas 

nécessairement corrélés avec l'excrétion de Salmonella par les porcs au moment du test 

(Farzan et al. 2007). Cependant, la sérologie est considérée comme l'une des meilleures 

alternatives pour établir le niveau d'exposition aux salmonelles d'un troupeau (Vico 2012) et 
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peut aider à prédire le risque d'excrétion de Salmonella à l'abattage (Beloeil et autres 2004, 

Mainar-Jaime et autres 2017). Pour suivre la dynamique de Salmonella sp. au cours du temps, 

dans les troupeaux porcins, des études longitudinales sur l'état bactériologique et sérologique 

des porcs doivent être effectuées (Vigo et autres, 2009). Cependant, comme ces études sont 

fastidieuses et coûteuses, peu d'études longitudinales décrivant la dynamique de l'infection à 

Salmonella et la réponse sérologique chez les porcs ont été menées (Beloeil et al., 2003; 

Kranker et al., 2003; Nollet et al., 2005). De plus, les pratiques de gestion des élevages 

peuvent varier dans le temps et l'espace, ce qui peut modifier les facteurs de risque (Gotter et 

al. 2012). 

Le but de cette étude était i) d'établir la séroconversion de Salmonella sur trois fermes de 

naisseur-engraisseur par l’étude de  trois lots de porcs dans chaque ferme et ii) d'explorer les 

facteurs qui peuvent être associés à l'âge de la séroconversion à Salmonella. 
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 ABSTRACT 

A longitudinal study was carried out on three farms to describe the serological response to 

Salmonella enterica in pigs and to investigate the factors associated with the age-time to 

Salmonella seroconversion. Three batches of 40 piglets selected at random from 10 sows (4 

piglets per sow) were monitored on each farm. Blood samples were taken from sows one 

week after farrowing and from piglets at weeks 1, 6, 10, 14, 18, 22 and at the slaughterhouse. 

Salmonella antibodies were detected in serum by an ELISA. The relationships between the 

serological status of sows and piglets were assessed. The age-time to seroconversion was 

calculated. Factors related to farm characteristics were recorded to assess their effect on the 

age-time to Salmonella seroconversion. 

At week 1, all the sows were positive. The serological results of piglets at weeks 1 and 6 were 

significantly and positively correlated with sows. The first seroconversions occurred from 

weeks 10 to 14 but most of the pigs were seropositive at the end of the fattening period, with 

variations between farms and batches. 

The average age-time of Salmonella seroconversion was 1γ7 days (σ=β.β). The results 

showed a “farm impact” on the age of Salmonella seroconversion, and suggest that farm 

factors are more influential than individual factors on the seroconversion age. 

Keywords: Salmonella, pig, seroconversion, farrow-to-finish farm, longitudinal study. 

 

INTRODUCTION 

Salmonella sp. is a zoonotic Gram-negative bacterium producing food-borne disease in 

humans worldwide through contaminated food of animal origin. This food-borne pathogen 

was the second-ranking bacterial agent responsible for gastroenteritis in the European Union 

in 2015 (EFSA and ECDC, 2016). The incidence of human salmonellosis cases was recently 

estimated at 307 per 100,000 population, or 192,450 cases per year in France (Van Cauteren 

et al., 2015). 

Pigs are a recognised reservoir of Salmonella, and the prevalence of Salmonella in the French 

pig production industry is high: 38.7% of farms (EFSA and ECDC, 2009) and 17.6% of pork 

carcasses (EFSA and ECDC, 2008) are positive to Salmonella. Between 10% to 20% of 

human Salmonella infections in the EU are attributed to pork (EFSA and ECDC, 2010a), and 
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pork ranks third among food categories associated with human salmonellosis outbreaks 

(Bonardi, 2017). 

Infections of pigs by Salmonella are usually asymptomatic and relatively well known 

(Matiasovic et al., 2014). Pigs generally become infected on the farm by oral-fecal 

transmission, although infection by nose-to-nose contact is also possible (Nollet et al., 2005). 

Several factors influencing Salmonella prevalence on pig farms have been reported, including 

biosecurity measures, hygiene, viral co-infections such as porcine reproductive and 

respiratory syndrome virus (PRRSV) infection, antibiotic treatment (Beloeil et al., 2007), 

movement of animals and contact with other animals (Gotter et al., 2012). Diagnostic tools 

based on bacteriological or serological tests can help identify the age at which pigs become 

infected. Moreover, within-herd seroprevalence data can be used to categorise pig herds and 

may therefore have an impact on food business operators’ decisions on the use of meat from 

high-risk herds for raw pork products (Meemken et al., 2014). 

Serological tests such as ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) are used to detect 

antibodies to Salmonella in the meat juice and serum of pigs (Vico and Mainar-Jaime, 2011) 

and are advantageous because they are both quick and relatively inexpensive. They give an 

indication of previous exposure to Salmonella and are not necessarily correlated with 

Salmonella shedding by pigs at the time of testing (Farzan et al., 2007). However, serology is 

considered to be one of the best alternatives for establishing the level of a herd’s Salmonella 

exposure (Vico, 2012), and may help to predict the risk of Salmonella shedding at slaughter 

(Beloeil et al., 2004; Mainar-Jaime et al., 2017).To follow the dynamics of Salmonella spp. 

infection in swine herds over time, longitudinal studies on the bacteriological and serological 

status of pigs need to be performed (Vigo et al., 2009). However, because these studies are 

tedious and expensive, few longitudinal studies describing the dynamics of Salmonella 

infection and serological response in swine herds have been conducted (Beloeil et al., 2003; 

Kranker et al., 2003; Nollet et al., 2005). Moreover, farm management practices can vary over 

time and space, which may change the risk factor patterns (Gotter et al., 2012). 

The purpose of this study was i) to establish the age-time to Salmonella seroconversion on 

three farrow-to-finish farms by monitoring three batches of pigs on each farm and ii) to 

explore the factors that may be associated with age-time to Salmonella seroconversion. 
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MATERIALS AND METHODS 

Study design 

The study was carried out on three farrow-to-finish farms located in Brittany, France, and 

named F3, F5 and F6. On each farm, three successive batches of pigs coded respectively B1, 

B2 and B3, were followed from one week of age to slaughter age. Each batch was composed 

of 40 piglets from 10 sows, all of which were randomly selected. Each piglet was ear-tagged 

to make sure that the same pigs were monitored from the beginning to the end of the 

experiment. A total of 90 sows (30 per farm) and 360 pigs (120 per farm) were therefore 

considered in this study. 

The farm was visited every 4 to 5 weeks (eight visits per batch) and a visit was also 

performed at the slaughterhouse. Blood samples were taken from sows one week after 

farrowing and from piglets at weeks 1, 6, 10, 14, 18, 22 (coded W1 to W22) and at the 

slaughterhouse (WSlaugh). Blood samples were collected by jugular vein puncture into 

evacuated tubes (Vacuette, Dutscher SAS, Brumath, France) without any additives. Serum 

was obtained by centrifugation of the blood for 10 min at 3500 g and stored at -20°C until 

analysis. 

On-farm data collection 

Data related to the general characteristics of the farms, type of feeding, housing, ages when 

pigs were moved to the different production stages, vaccination and antibiotic treatments were 

collected during the longitudinal follow-up (Table 1). 

Antibody response to Salmonella 

Sera samples (n=2 463) were analysed to detect the presence of antibodies against Salmonella 

with the IDEXX Swine Salmonella Ab Test® (IDEXX, Montpellier, France), which has a 

sensitivity of 99.1 % and a specificity of 99.4% (Gotter et al., 2012) as recommended by the 

manufacturer. The presence or absence of antibodies to Salmonella in the sample was 

determined by calculating the S/P ratio corresponding to the absorbance value at 650 nm of 

the sample (S) over the mean absorbance value of the positive control (P). The results were 

expressed as a percentage of optical density (OD%) and samples with OD% values equal to or 

higher than 15% were considered positive. 

Antibody response to porcine reproductive and respiratory syndrome virus  
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The presence of PRRSV-IgG antibodies was assessed using the PRRS X3 Ab ELISA 

(IDEXX Laboratory, Eragny sur Oise, France) according to the manufacturer’s instructions. 

Results were expressed as sample to positive control (S/P) optical density ratios. A sample 

was considered positive when the S/P ratio was equal to or higher than 0.4. 

Statistical analysis 

Correlation between Salmonella serological results 

Spearman’s correlation tests were performed to assess the correlation between the serological 

status of sows one week after parturition and their piglets over time. The correlation between 

the serological results of the piglets over time was also tested (R software version 3.2.4). 

Analysis related to age-time to Salmonella seroconversion in infected herds 

Definition of the outcome 

The age-time to Salmonella seroconversion was assessed at individual pig level. The OD% 

was used to estimate the assumed time interval during which seroconversion was deemed to 

occur. Age-time to seroconversion was estimated taking into account the presence of 

maternally-derived antibodies at 6 weeks old. If no seropositive pigs were present in the 6-

week-old batch, the midpoint between the individual pig’s age on observation of the first 

OD% higher than 15 was retained as the time to event. If seropositive pigs were present in the 

6-week-old batch and the OD% then decreased to under 15%, the midpoint age between the 

seronegative status and a positive status was selected as the time to seroconversion. When the 

OD% remained higher than 15%, the midpoint between the first measurement that showed an 

increase and the preceding one was considered to be the age-time to seroconversion. 

Survival analysis 

Survival analysis was used to identify the explanatory variables (collected by the 

questionnaire and related to PRRSV infection) which were associated with age-time to 

Salmonella seroconversion (Table 1). The first step involved testing the difference in survival 

distributions between levels of each explanatory variable using the log-rank test (PROC 

LIFETEST, SAS 9.1, SAS Inst., Cary, USA, p<0.25). Given that the assumption of linearity 

in the continuous variables did not hold, all the independent variables were grouped into 

categories for further analysis. A Cox model (TPHREG procedure, SAS 9.1, SAS Inst., Cary, 

USA) was then used to relate each variable where p<0.25 (log-rank test) to the age-time to 

seroconversion. The proportional hazards assumption for the Cox proportional hazards model 
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was checked by examining the log-negative-log plot of the Kaplan-Meier survival function 

estimates and the Schoenfeld residuals versus log of time and time respectively (Dohoo et al., 

2003). All the selected explanatory variables were checked for multicollinearity (χβ-test, 

p<0.05), and those most strongly associated with the outcome variable and having biological 

relevance were retained. The last step involved the multivariable Cox proportional hazards 

model, which included all the factors that had passed the first screening step (TPHREG 

procedure, SAS 9.1, SAS Inst., Cary, USA). Since pigs from the same litter could not be 

considered as independent, a sow cluster effect was used. A backward elimination procedure 

was used by progressively removing variables that were not significant (p>0.05) by the 

likelihood ratio χ² test. Variables considered to be potential confounders were retained in the 

final model if they changed the estimates of the hazard ratios by >30%. All two-way 

interactions for variables in the final model were checked for significance. 
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Table 1. List of items for the explanatory variables used in univariate and multivariate 

analyses.  

Item Item signification 

Sows Salmonella serological status of dams one week after parturition 

Parity 

Salmonella status of 

piglets 

Detection of maternal antibodies/Salmonella in piglets at W1 

PPRSV* Infection PRRSV seroconversion (yes/no) 

PRRSV seroconversion before 12 weeks of life (yes/no) 

PRRSV seroconversion before 16 weeks of life (yes/no) 

Characteristics of piglets Gender (male, female) 

Housing and feeding 

types 

Feeding (dry/wet) 

Floor type (slatted or not) 

Weaning age (in days) 

Age of entry into fattening system (in days) 

Movements during the nursery step (room changes, pen changes) 

Movements during the fattening period (room changes, pen 

changes) 

Antibiotic treatment Antibiotic treatment in nursery 

Oral antibiotic treatment post weaning 

*PRRSV: porcine reproductive and respiratory syndrome virus. 
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RESULTS  

IgG antibodies against Salmonella in sows and piglets 

Overall 96.5% of the sows were seropositive to Salmonella one week after farrowing. The 

average OD% varied between batches from 30.4% to 54.1% (Figure 1).  

 

Figure 1. Average of serological results of sows at Week 1. Threshold of ELISA test % OD≤ 

15 

At W1, maternally-derived antibodies were detected in every piglet (Figure 2). The OD% of 

the sows one week after parturition was significantly correlated with the OD% of the piglets 

at one and six weeks of age, with a Spearman correlation coefficient of 0.84 and 0.78 

respectively (p<0.05). 

The analysis of pigs was carried out on 40 pigs per batch except in F6-B1 and F6-B3, in 

which two pigs and one pig died respectively before W1. The OD% values for pigs decreased 

at W6 then increased again at W10 or W14, depending on the herd and batch. It then 

remained high until slaughter (Figure 2). 
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Figure 2. Infections dynamics based in serological results for three farms (3 batches per 

farm). S=Slaughterhouse 

The frequency of seropositive pigs increased in these weeks (Figure 3). On farm F6, the pigs 

from the three batches became positive from W14, while on farm F3 seroconversion occurred 

at a different time with a batch effect, either at W14 (F3-B3) or W18 (F3-B2) or only at the 

slaughterhouse (F3-B1). On Farm F5, batch F5-B3 remained negative from W6 (mean < to 

15%) up to slaughter. Batches F5-B1 and F5-B2 contained a high proportion of pigs that were 

seropositive only at the slaughterhouse. The OD% value on the same farm (F5) stayed low in 

all three batches, and reached a mean of only 17.1%, 17.4% and 14.5% respectively between 

W22 and WSlaugh. The highest frequency of seroconverted pigs from all the farms (75.1%) 

was found at the slaughterhouse (Figure 3). 

 



75 

 

 
 

Figure 3. Frequency (%) of seropositive pigs per week. F3= Farm 3, F5= Farm5 and F6= Farm 6.  % 

 

The correlation between the pigs’ serological results over time is presented in Table 2. 

Significant positive correlations were found between W1-W6, W14-W18, W18-W22 and 

W22-WSlaugh.  
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Table 2. Correlation coefficient of the serological results for the dams and their piglets and 

for the piglets only over time.  

In bold: Spearman coefficient with a p-value < to 0.05. 

W1: one week after farrowing; W6: pigs at 6 weeks of age; W10: pigs at 10 weeks of age; W14: pigs at 14 

weeks of age; W22: pigs at 22 weeks of age; WSlaugh: slaughtered pigs. 

 

Factors associated with the age-time to seroconversion 

The mean age-time to seroconversion was 137 days (σ =2.2 days) (Figure 4).  

Pigs from farm F6 seroconverted earlier (117.9 ± 3.0 days) than pigs from the other farms 

(F3=142.4 ± 3.9 days, F5= 146.6 ± 3.4 days) (Figure 5). 

 

 

 

 

 

  OD Sows W1 W6 W10 W14 W18 W22 Wslaugh  

OD Sows 1               

W1 0.84 1             

W6 0.78 0.86 1           

W10 0.25 0.30 0.37 1         

W14 0.40 0.08 0.10 0.35 1       

W18 0.52 0.07 0.10 0.26 0.62 1     

W22 0.58 0.03 0.09 0.11 0.48 0.60 1   

WSlaugh  0.06 0.11 0.12 0.15 0.33 0.48 0.69 1 
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Figure 4. Survival curve for Salmonella seroconversion age–357 pigs since week 1 until 

slaughterhouse.  Salmonella seroconversion age calculated: 137 jours (σ=2 jours) 

 

Figure 5. « Farm effect » study.  Farm 6 (F6) seroconverted earlier than the others farms F3 

(Farm 3) and F5 (Farm 5) 
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In the univariate analysis, six variables were significantly associated with the age-time to 

seroconversion (Table 3).  

 

Table 3. The six variables significantly associated with the age-time to seroconversion after 

univariate analysis. 

Item Item signification p-value 

Housing and feeding 

mode 

Feeding type <.0001 

Floor type on fattening farms <.0001 

Rearing method 

Room change during fattening 0.1 

Room change during the second month of 

fattening 
0.06 

Pen change during fattening 0.15 

Antibiotic treatments Antibiotic treatment during fattening <.0001 

 

The final statistical analysis showed that only one factor related to a herd effect remained 

significantly associated with the age-time to Salmonella seroconversion (Table 4).  

 

Table 4: Final Cox regression model with the variable related to the farm effect associated 

with age-time to Salmonella seroconversion (357 pigs, hazard ratio (HR) with 95% 

Confidence Interval (CI)). 

 

 

 

Variable HR IC95% p-value 

Farm    

 3 0.40 [0.34; 0.68] 
<0.0001 

5 0.33 [0.25; 0.46] 

6 1 -  
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DISCUSSION 

This study was performed in Brittany, which is the largest pig production area in France, 56% 

of French pigs being reared in this region (13.3 million heads) (GRAPHAGRI, 2016). All the 

farms involved in this study were farrow-to-finish farms. In France, 85% of the sows and 60% 

of the growing and finishing pigs are reared in this type of farm(HCCA 2015). In the current 

study, all the sows had antibodies against Salmonella and pigs from all the herds 

seroconverted, indicating exposure to the bacteria. This is a common situation in pig herds. 

Even though these farms are typical of French production, they were selected on a voluntary 

basis, so the results are not necessarily inferable to other farm contexts. However, the piglets 

were selected at random so they could be considered as representative of the batches.  

Serology was used in our study to assess the age-time to seroconversion and thus to deduce 

previous exposure to Salmonella. Controversies between manufacturers and scientists related 

to the sensitivity and specificity of these tests have been published (Farzan et al., 2007) 

However, the commercial IDEXX ELISA kit we used is both highly sensitive and specific 

(Gotter et al., 2012). 

Detection of antibodies against Salmonella was not the best indicator of infection at the pig 

level because neither the infection of lymph nodes nor the shedding of Salmonella organism 

in faeces is necessarily related to the presence of antibodies in pigs (Mainar-Jaime et al., 

2008). Despite that, ELISA is useful to detect prior exposure to the bacteria in the herd farms 

and some national programs against pig salmonellosis are based on serology (Vico, 2012). 

Serology at the farm level is considered as a good solution to categorize livestock, for that 

reason we did not analyse the results with an individual approach. 

On all the farms, we found a high OD% for sows and one-week-old piglets. The presence of 

antibodies against Salmonella was detected in piglets up to ten weeks of age. We observed a 

stronger correlation between the serological response of piglets and sows at one week and six 

weeks. The persistence of maternal antibodies up to eight weeks of age has already been 

described in the literature (Beloeil et al., 2003; Merialdi et al., 2008). The composition and 

duration of maternal immunity acquired through the colostrum and milk intake have a large 

influence upon the dynamics of Salmonella transmission on a pig farm (Wales et al., 2009). In 

our study, the results of univariate analyses did not reveal any protective effect of maternal 

antibodies on the seroconversion age. However, other studies have attributed the relatively 
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high frequency of infection but the low frequency of disease in suckling pigs to the protective 

effects of maternal antibodies (Lovell and Barrow, 1999). 

We noticed that the OD% levels increased mainly during the fattening period, and remained 

high until slaughter. Wales also described the degree of serological response in fattening pigs 

tending to increase after around ten weeks of age (Wales et al., 2009). This is probably due to 

an active immune response to the natural infection produced at the beginning of the fattening 

stage (Vigo et al., 2009). 

A positive correlation was found between pig’s serological status at the end of the finishing 

phase from the 18th week up to slaughter. This is probably because the antibodies of pigs first 

infected during the fattening period gradually increase over time because the bacteria continue 

to circulate within the herd and contaminate the animals again. This hypothesis could be 

verified by conducting bacteriological analyses in parallel with serological analyses. 

The mean age-time to Salmonella seroconversion was estimated at 137 days. This period 

corresponds to the second half of the fattening phase. The onset of an immune response has 

been described between 7 and 30 days post natural infection (Vigo et al., 2009). Thus, we 

could consider that pigs could be exposed to Salmonella during the first half of the fattening 

period. Another study has described an active immune response against natural infection at 

the beginning of the fattening period (Beloeil et al., 2003). Factors influencing Salmonella 

infection in the fattening period have been described in the literature (Hotes et al., 2010). 

They are related to hygiene and biosecurity measures such as the cleaning of feed tubes, 

wearing protective clothing when entering the farms and controlling the proliferation of 

rodents. Farm practices in the farrowing section — such as allowing pigs from adjacent pens 

to have snout contact, and purchasing pigs from more than one supplier — were associated 

with an increased odds of seropositivity for Salmonella (Lo Fo Wong et al., 2004). 

In our study, a farm effect was found to significantly influence the age-time to 

seroconversion. This farm effect includes a set of practices and biosecurity measures such as 

weaning age, room changes, pen changes, age of entry into the fattening system, cleaning and 

disinfection, movement and mixing of animals, etc. Other studies have shown a farm effect 

from farm contamination with microorganisms like Campylobacter but not Salmonella (Fosse 

et al., 2011). 

Unlike previously published studies (Beloeil et al., 2007), we did not find any other factors 

associated with the age-time to seroconversion. This may be due to our limited sample size 
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(three farms and 120 pigs per farm). There may therefore have been a lack of statistical power 

to differentiate the farm factors influencing seroconversion. Unlike other works (Beloeil et al., 

2007), we did not observe a link between Salmonella seroconversion and PRRSV serological 

status. 

In conclusion, maternal antibodies were detected in piglets up to ten weeks of life. 

Seroconversion on the different farms occurs during the fattening period. However, the 

seroconversion age was earlier on some farms, a fact that may be related to their own 

characteristics. The current study’s limited sample size means that further studies are required 

to confirm these observations on a larger scale. Furthermore, to clarify the dynamics of 

Salmonella infection, it is also essential to include bacteriological analysis of faecal samples. 
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3. Conclusion 

En conclusion, les anticorps maternels ont été détectés chez les porcelets jusqu'à dix semaines 

de vie. La séroconversion sur les différentes fermes se produit pendant la période 

d'engraissement. Cependant, l'âge de séroconversion était plus précoce dans certaines fermes, 

ce qui peut être lié à leurs propres caractéristiques. La taille limitée de l'échantillon de l'étude 

actuelle signifie que d'autres études sont nécessaires pour confirmer ces observations à plus 

grande échelle. De plus, pour clarifier la dynamique de l'infection à Salmonella, il est 

également essentiel d'inclure l'analyse bactériologique des échantillons fécaux. 
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CHAPITRE III : 

DYNAMIQUE DE L’INFECTION ET 

DE LA COLONISATION PAR 

SALMONELLA DES PORCS EN 

CONDITION EXPERIMENTALE 
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1. Introduction 

Salmonella (ou S. enterica subspecies enterica) est responsable de la salmonellose humaine et 

/ ou animale. C'est l'un des agents pathogènes d'origine alimentaire les plus répandus dans le 

monde. En Europe, il s'agit de la deuxième cause de zoonose après Campylobacter sp., avec 

un taux de notification de 21,2 cas pour 100 000 habitants (EFSA and ECDC, 2017)). En 

France, Campylobacter sp., Salmonella sp. et les norovirus étaient responsables de 73% de 

toutes les maladies d'origine alimentaire et de 76% de toutes les hospitalisations associées 

entre 2008 à 2013 (Van Cauteren et al., 2017). 

En plus de la volaille, des poules pondeuses et des dindes, les porcs sont une source majeure 

de transmission de Salmonella aux humains. Cependant, leur rôle dans la salmonellose 

d'origine alimentaire chez les humains varie parmi les pays de l'UE (Bonardi, 2017). La 

colonisation des intestins des porcs par les salmonelles et le transport et l'excrétion 

asymptomatiques peuvent entraîner la contamination des carcasses de porcs à l'abattoir (Hald 

et al., 2003). 

Les porcs peuvent être infectés par plusieurs sérotypes de Salmonella et l'apparition de ces 

sérovars est également partiellement déterminée géographiquement (Boyen et al., 2008; Xu et 

al., 2017). S. Typhimurium, S. Derby et le variant monophasique de S. Typhimurium sont 

aujourd'hui les sérovars les plus isolés dans les porcs et les produits porcins de l'Union 

européenne (Bonardi, 2017; EFSA and ECDC, 2016).  

Bien que ces trois sérovars soient présents dans les produits de porc avant l'ingestion, le 

sérotype Typhimurium et le variant monophasique sont plus largement impliqués dans la 

salmonellose humaine. De même, l'infection produite par S. Derby semble moins sévère que 

celle de S. Typhimurium (Ivanek et al., 2012; Matiasovic et al., 2014; Osterberg et al., 2009). 

S. Typhimurium est reconnu comme le sérotype prédominant isolé chez l'homme en Europe et 

S. Derby figurait parmi les 10 sérotypes les plus fréquemment isolés provenant de sources 

humaines dans différents pays (Boyen et al., 2008; EFSA and ECDC, 2016). Le variant 

monophasique de Salmonella Typhimurium est un sérovar émergent dans les infections 

humaines à travers le monde (Switt et al., 2009b; Weaver et al., 2017).  

En effet, ce sérovar, se révèle être un problème zoonotique majeur, provoquant des épidémies 

de gastro-entérite humaine dans de nombreux pays. Il est actuellement classé troisième après 

S. Enteritidis et S. Typhimurium dans les infections humaines dans les pays de l'Union 
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européenne (EFSA and ECDC, 2016; Fernandes et al., 2016). En France, en 2016, 18,56% de 

toutes les souches de Salmonella sp. isolées dans les cas humains (n = 10 545) étaient des 

souches du variant monophasique de S. Typhimurium (CNR-ESS, 2017) et des épidémies 

majeures dues à ce sérovar ont été signalées en 2010, 2011 et 2013 (Bassi et al., 2015; 

Gossner et al., 2012; Raguenaud et al., 2012). Les porcs sont une source reconnue de 

S. Typhimurium monophasique (Hauser et al., 2010; Ruggeri et al., 2015; Switt et al., 2009b).  

Des essais expérimentaux pour évaluer la dynamique de l'infection chez les porcs ont déjà été 

rapportés pour le sérovar S. Typhimurium, mais dans ces études, les animaux ont été suivis 28 

jours après l'inoculation (Boyen et al., 2009) ou 32 jours après l'inoculation (Ivanek et al., 

2012). Jusqu'à présent, une seule étude a décrit l’excrétion et la réponse aux anticorps des 

porcs inoculés par le sérotype monophasique de S. Typhimurium (Lynch et al., 2017) mais 

également sur un suivi de courte durée. 

C’est pourquoi, dans cette partie de la thèse, nous avons consacré une première 

expérimentation au variant monophasique de S. Typhimurium. Cette expérimentation a été 

menée de façon à suivre la colonisation, la réponse sérologique et l’infection a été suivie par 

la mesure des quantités d’IFN-Ȗ dans le sérum. Durant cette expérimentation, nous avons 

également vérifié la stabilité génétique de la souche inoculée après passage dans le tractus 

gastro-intestinal. En effet, dans des conditions expérimentales, les bactéries peuvent s'adapter 

génétiquement aux changements dans l'environnement, et leur virulence peut augmenter ou 

diminuer. Des variations génétiques ont déjà été décrites pour Campylobacter coli après 

passage in vivo chez le porc (Leblanc-Maridor et al., 2011). Des variations antigéniques et 

génétiques de Salmonella ont également été rapportées après un passage in vivo chez la souris 

(Koskiniemi et al., 2013). Dans cette dernière étude, les auteurs ont décrit l'adaptation 

génétique de Salmonella à des environnements changeants et à des mutations patho-

adaptatives. 

Par ailleurs, des différences dans l'excrétion et la réponse immunitaire chez les porcs ont été 

rapportées entre les sérovars de Salmonella, (Ivanek et al., 2012; Osterberg et al., 2010) mais 

ces études ne comprenaient pas de S. Typhimurium monophasique. Nous avons donc consacré 

une seconde expérimentation pour comparer les trois sérovars majeurs de Salmonella en 

filière porcine, sur la base de la capacité à coloniser le porc, et à provoquer la production 

d’anticorps anti-Salmonella.  
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ABSTRACT 

The monophasic variant of Salmonella Typhimurium is highly prevalent in human 

salmonellosis cases and on pork. However, little is known about colonization dynamics in 

pigs. We orally inoculated 24 seven-week-old piglets with 109 CFU/pig of a porcine strain of 

monophasic S. Typhimurium in an experimental trial. The inoculated piglets were divided 

into three groups of eight pigs and were monitored for 21, 49 or 84 days post-infection until 

necropsied. From three days post-infection to necropsy, individual feces were sampled twice 

weekly and blood once weekly. At necropsy, the tonsils, mesenteric lymph nodes, and the 

contents of the duodenum, jejunum, ileum and cecum were collected from each pig. We 

determined the number of Salmonella CFU/g in all the samples, and measured also the 

interferon-gamma (IFN-) in pg/ml and the Salmonella antibodies in %OD in all the blood 

samples. At different times during the trial, we tested by MLVA the genomic stability of the 

strain after passing through the intestinal tract. 

Salmonella was continuously excreted by pigs, ranging from 1.4 to 5.8 log10 CFU/g 

depending on the day. At necropsy, Salmonella was present in all samples, but the tonsils 

were particularly contaminated. The level of interferon-gamma was highest three days post-

infection (mean of 58.4 pg/ml) and rapidly decreased from day 7 post-infection. Salmonella 

antibodies were detected in five pigs seven days post-infection. At 49 days post-infection, all 

the pigs were seropositive. We observed new MLVA types for 3.3% of the isolates tested over 

the trial. 

Our study allowed us to confirm the serovar’s ability to persist in pigs after infection and up 

to 84 days post-infection. It induced a rapid IFN- production, and Salmonella IgG appeared 

earlier than in naturally infected pigs. The strain’s genome can evolve after passing through 

the digestive tract of pigs. 

 

Key words: monophasic S. Typhimurium, pig, excretion, serology, interferon 
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INTRODUCTION  

Non-typhoid Salmonella is the etiological agent of salmonellosis, a zoonotic disease 

transmitted to humans primarily through contaminated food. Salmonella spp. are  the most 

common cause of bacterial gastroenteritis in the European Union (EFSA and ECDC, 2016), 

and have been incriminated in many collective outbreaks of foodborne illness in developed 

countries.  

The monophasic variant of of Salmonella Typhimurium (S1,4[5],12:i:-) (or monophasic 

S. Typhimurium), was first discribed in Europe at the end of the 20th century (Echeita et al., 

2001). In recent years, it has been a major zoonotic problem, causing human gastroenteritis 

outbreaks in many countries. This serovar is currently ranked as the third most reported 

serovar after S. Enteritidis and S. Typhimurium in human infections in European Union 

countries (EFSA and ECDC, 2016; Fernandes et al., 2016). In France, 18.56% of human 

Salmonella spp. strains isolated in β016 (n=10 545) were monophasic S. Typhimurium strains 

(CNR-ESS, β017) and major outbreaks due to this serovar were reported in β010, β011 and 

β01γ (Bassi et al., β015; Gossner et al., β01β; Raguenaud et al., β01β). These outbreaks were 

due to the consumption of ham, sausages or beef contaminated by this serovar, which was 

reported to be the third most commonly detected sérovar in pork across the EU, with a 

prevalence of 18% (EFSA and ECDC, β016). Pigs are a recognized source of monophasic 

S. Typhimurium (Hauser et al., β010; Ruggeri et al., β015; Switt et al., β009b). The 

colonization by Salmonella of pigs’ intestines and subsequent carriage and excretion can lead 

to contamination of the carcasses at the slaughterhouse (Hald et al., 2003).  

Longitudinal studies on pig farms with naturally infected pigs have been conducted to 

determine the dynamics of Salmonella spp. infection over time (Vigo et al., β009). However, 

due to the multiple factors that may be involved in Salmonella pig infection, results vary 

greatly between herds and studies (Lynch et al., β017). Experimental trials to assess the 

dynamics of infection in pigs have already been reported for serovar S. Typhimurium, but in 

these studies, animals were monitored for β8 days post-inoculation (Boyen et al., β009) or γβ 

days post-inoculation (Ivanek et al., β01β). No study up to now has described the colonization 

of pigs by the monophasic S. Typhimurium serovar over an extended period of time. Indeed, 

data on the immune response is available for S. Typhimurium or other serovars (Ivanek et al., 

β01β) but not for the monophasic variant.  
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Interferon Gamma (INF-Ȗ) is an important marker of the early period of infection (Lalmanach 

and Lantier, 1999; Stevens and Gray, β01γ; Uthe et al., β009). In addition, Salmonella 

exposition can be monitored by detecting Salmonella antibodies (Funk et al., 2005; Vigo et 

al., 2009).  

Under experimental conditions, bacteria can genetically adapt to changes in the environment, 

and their virulence may increase or decrease. Genetic variations have previously been 

described for Campylobacter coli after in vivo passage in pigs (Leblanc-Maridor et al., β011). 

Antigenic and genetic variations of Salmonella have also been reported after in vivo passage 

in mice (Koskiniemi et al., β01γ). In the latter study, the authors described Salmonella’s 

genetic adaptation to changing environments and patho-adaptive mutations.  

The present study was designed to study the dynamics of colonization of pigs after 

inoculation with a monophasic S. Typhimurium 1,4[5],12:i:- strain using an experimental pig 

model. We also dosed IFN- and looked at the seroconversion to Salmonella. The genetic 

stability of the inoculated strain after passing through the gastrointestinal tract has been also 

checked.  
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MATERIALS AND METHODS 

Strain  

We used a strain of monophasic S. Typhimurium 1,4[5],12:i:- from the ANSES-Ploufragan 

laboratory collection (strain number S14CH63). This strain was isolated from pig feces on a 

French farm in 2014. Serovar has been determined by classical serotyping and we also 

implemented a multiplex PCR as recommended by EFSA (EFSA and ECDC, 2010a). The 

multiplex-PCR protocol was adapted from Bugarel (Bugarel et al., 2012b). We also 

characterized the strain by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) (Ribot et al., 2006) and 

MLVA (Profile A: 3-14-10-N-211) (Larsson et al., 2009). Antimicrobial susceptibility was 

also tested on 16 drugs.  

To easily enumerate the strain in samples during the trial, it was made resistant to Rifampicin 

after several passages on Plate count agar (PCA) (Biomerieux, France) supplemented with 

Rifampicin (100 mg/lt., Sigma, France). PFGE and MLVA profiles, as well as the 

antimicrobial susceptibility were similar for S14CH63-Rif strain was similar than for 

S14CH63 strain. 

Experimental design  

The protocol of our in vivo trial was approved by the Ethics Committee in Animal Research 

No 16 of the French Ministry of National Education, Higher Education and Research (License 

APAFIS 2697-2015110409457994). The trial was conducted on 32 secondary specific 

pathogen free (SPF) piglets born at the ANSES Ploufragan protected animal facilities. At 4 

weeks of age, the piglets were weaned and isolated in biosecurity level 3 experiment rooms. 

The 24 piglets to be inoculated were placed in three separate rooms (Groups G1, G2 and G3) 

with two pens (P1-P2, P3-P4, and P5-P6 respectively) in each room (four piglets per pen). 

The three groups were monitored respectively for 21, 49 and 84 days post-infection, until 

necropsy. Eight pigs intended to be used as a control were kept in another room. Biosecurity 

measures were carried out by the animal facility staff. Pigs were monitored daily, with rectal 

temperature measured and clinical manifestations recorded. Food consumption and body 

weight were reported weekly. 

At day 0, the 24 pigs were orally inoculated with 10 ml of a solution containing 108 colony 

forming units per ml (CFU/ml) of S14CH63 Salmonella strain in TS (tryptone salt broth, 

Biomerieux, France) using a cannula attached to luer-lock syringe. The control pigs received 

10 ml of TS. 
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Samples and necropsy  

One week before inoculation, we checked that pigs were negative to Salmonella in feces using 

the NF U47-102 method (AFNOR, 2008). Briefly, samples were diluted to 1:10 in buffered 

peptone water (BPW, Biomerieux, France) for a non-selective pre-enrichment. A selective 

enrichment was then performed on muller-kauffmann tetrathionate-novobiocin (MKTTn) 

broth and modified semi-solid rappaport-vassiliadis (MSRV) agar (Biokar Diagnostics, 

France). After incubation, two selective media have been inoculated: xylose lysine 

deoxycholate (XLD, Biokar, France) and Rapid’Salmonella (Bio-Rad, France). Sample was 

considered as positive if typical colonies were observed.  

From 3 days post-infection (p.i.) to necropsy, individual feces were sampled twice weekly and 

blood once weekly. Fecal samples were taken directly from the animal’s rectum and 

immediately taken to the laboratory for detection and enumeration. Blood samples were taken 

from the jugular vein from day 3 p.i. for pigs in G1 and G2, and from day 7 for pigs in G3. 

Upon receipt of the blood, it was centrifuged at 3500 rpm for 5 minutes to recover the serum 

for the dosage of IFN-Ȗ and anti-Salmonella antibodies. The sera were stored at -20°C until 

analysis. 

The three groups of pigs were necropsied at different times after inoculation: 21 days p.i. for 

the eight pigs in G1, 49 days p.i. for the eight pigs in G2 and 84 days p.i. for the eight pigs in 

G3. The eight control pigs were also slaughtered at different times after the day of inoculation 

as follows: two pigs on 21 days p.i., two on 49 days p.i. and four on 84 days p.i.. Pigs were 

euthanized after intravenous inoculation of tiletamine and zolazepam (Zoletil 100, Virbac, 

France). At each pig’s necropsy, the organs and tissues from the abdominal and thoracic 

cavities were observed, and the mesenteric lymph nodes (MLN), tonsils and intestinal 

contents from the duodenum, jejunum, ileum and cecum were collected.  

Enumeration and detection of Salmonella  

Samples were diluted to 1:10 in BPW. Serial dilution was then performed in TS until reaching 

a dilution of 10-4. One milliliter of the 10-1 dilution was seeded on three plates of XLD agar 

(supplemented with rifampicin (XLD-Rif) and 100 µl of the following dilutions were plated 

on one plate of XLD-Rif. After incubation at 37°C for 24 hours, typical black colonies of 

Salmonella were enumerated and results were expressed in CFU/g of sample. 

To detect Salmonella, the 1:10 diluted samples were incubated at 37°C for 18 hours for 

enrichment. If enumerations were negative for Salmonella sp. (under the limit of enumeration 
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(10 CFU/g)), Salmonella detection continued from pre-enrichment as described above, in 

order to confirm the presence or absence of Salmonella in the sample. This method was also 

applied for all the samples collected from control pigs throughout the experiment in order to 

check the absence of Salmonella. 

After enumeration or detection, typical black colonies on XLD-RIF were kept in 1 ml of 

Peptone Glycerol Broth and kept at -70°C for MLVA typing. 

Interferon-gamma response against Salmonella infection in pigs 

To evaluate innate immunity by measuring IFN-Ȗ production, we dosed the IFN-Ȗ in serum 

using the Porcine IFNȖ ELISA Kit® (Thermo Scientific-Pierce Biotechnology, USA) 

according to the manufacturer’s instructions. The amount of porcine INF-Ȗ in each sample 

was determined by interpolation from the absorbance value (Y-axis) to the porcine IFN-Ȗ 

concentration (X-axis) in a standard curve. Results were expressed in pg/ml. 

Serological response to Salmonella infection  

For antibody screening (IgG), we used the IDEXX Swine Salmonella Ab Test® (IDEXX, 

France). In accordance with the manufacturer’s recommendations, samples with OD% values 

equal to or greater than 15% were considered positive.  

Genetic stability of strains after in vivo passage 

To evaluate the genetic stability of the monophasic S. Typhimurium strain after in vivo 

passage during the trial, we selected 368 isolates from pigs monitored for 84 days p.i. (G3). 

We considered on day 17, 108 isolates from the fecal samples of eight pigs; on day 49, 120 

isolates from the fecal samples of eight pigs; and on day 84, 140 isolates from the organs and 

fecal samples of eight pigs. The latter 140 isolates were distributed as follows: 20 isolates for 

each organ (tonsils and lymphatic nodes), 20 for each part of the intestine (duodenum, ileum, 

jejunum, and cecum) and 20 for feces. The 368 isolates were typed by Multilocus Variable 

Number Tandem Repeat Analysis (MLVA) as described below. 
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MLVA typing 

The 5-loci MLVA allele profiles were determined according to the previously published 

harmonized method (Larsson et al., 2009). DNA was extracted with an InstaGene matrix 

according to the manufacturer’s instructions (Bio-Rad, France). STTR9, STTR5, STTR6, 

STTR10, and STTR3 were amplified within a multiplex PCR assay using the Quiagen 

multiplex PCR Kit (Quiagen, France). Amplified fragments were separated by capillary 

electrophoresis with the 3100-Avent Genetic Analyzer (Applied Biosystems, France). The 

GENEFLO™ 6β5 Fluorescent DNA Ladder ROX (Chimerx, U.S.A.) was used as a labeled 

size standard marker. Sequencing data were imported and the size of the PCR products and 

number of repetitions in each locus were determined with BioNumerics v7.5 software 

(Applied Maths, Belgium). 

Statistical analysis  

Statistical analysis was performed using R software (R version 3.2.4).  

The excretion level was compared between groups for each sampling time post-inoculation 

with a Kruskal-Wallis test (p<0.05). Post-hoc pairwise comparisons were then performed 

using the Holm test to adjust the p-values of these comparisons given the number of tests 

conducted (p<0.05). The correlation between the amount of Salmonella in feces between 

successive sampling times was assessed with a Spearman correlation test (p<0.05). The 

amount of Salmonella shed by each pig on the whole trial period was estimated by calculating 

the area under the curve of excretion (AUC). A Kruskal-Wallis test was used to compare the 

AUC between groups (p<0.05). We compared the colonization levels of each organ at the 

three dates of necropsy using the Kruskal-Wallis test (p<0.05).  
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RESULTS 

Clinical monitoring  

No clinical signs were observed in control pigs. Inoculated pigs had a high rectal temperature 

(greater than 40°C), lethargy and diarrhea the day after inoculation. After that, no clinical 

signs were noted throughout the trial in G1 and G2. In G3, animals had a short episode of 

diarrhea 42 days p.i., possibly due to the presence of a rotavirus a few days before. The pigs’ 

growth and feed consumption were normal throughout the trial. At 21 days, no difference was 

observed in the average body weight gain of pigs in G1, G2, G3 and Control group (889, 949, 

721 and 787 g/day respectively) (p=0.112).  

Salmonella excretion kinetics in feces  

The control pigs remained negative for Salmonella in feces throughout the trial. All the 

inoculated pigs were excreting Salmonella on day 3 p.i., and excreted continuously until 

day 84 p.i., with variations in the amount of Salmonella excreted according to the day 

(Figure 1).  

 

Figure 1. Monophasic Salmonella Typhimurium excretion kinetics for all pigs over 84 days (in log10 

CFU/g). Each point represents the numeration data for each pig on each sampling day post 

inoculation. 
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The highest level of excretion in feces was on day 3 p.i. when compared to the other days 

(mean of 5.8 ± 1.6 log10 CFU/g, p<0.05) and the lowest on day 52 p.i. (mean of 1.4 ± 0.7 

log10 CFU/g) (Table 1). The amount of Salmonella in feces decreased significantly 

(p<0.01), dropping by 2.4 log10 CFU/g on day 7. The excretion curves of each individual 

pig in each pen, from day 0 to day 21, were very similar, with an excretion peak on day 3 

p.i. (Figure 2).  

 

Figure 2. Individual curves for excretion of monophasic Salmonella Typhimurium in feces per pen 

over 21 days (n=24 pigs). G1: Group 1 (monitored for 21 days). G2: Group 2 (monitored for 49 

days). G3: Group 3 (monitored for 84 days). P1 to P6: Pen 1 to Pen 6. 

 

Likewise no significant difference was found between individual excretion levels of pigs in 

G1 and G2 (p>0.05). In contrast, there was a significant difference in individual excretion 

levels of pigs in G3 (p<0.01). 

There was a strong positive (rho0.70) significant correlation (p <0.05) of the amount of 

Salmonella in feces between days 7-10, 35-38, 46-49, 49-52, 52- 56, 56-60, and 66-70. 
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Table 1. Average (mean) and standard deviation (SD) values for fecal excretion (in log10 CFU/g), antibody response (serology %OD) and 

Interferon-γ (pg/ml) on each sampling day throughout the trial.  

Days Post-Infection  

 
-7 3 7 10 14 17 21 24 28 31 35 38 42 45 49 52 56 59 63 66 70 73 77 80 84 

Fecal excretion 

Mean 0.0 5.8 γ.4 γ.γ β.7 β.7 β.4 β.β 1.7 β.4 β.0 β.0 β.5 1.8 2.0 1.4 1.5 1.6 2.0 1.6 1.7 2.2 2.0 2.0 1.7 

SD 0.0 1.6 0.7 0.9 1.0 0.9 0.9 0.8 0.9 0.9 0.8 0.9 0.6 0.9 0.9 0.7 0.9 0.9 1.1 0.9 0.8 0.8 0.9 1.0 0.8 

n β4 β4 β4 β4 β4 β4 β4 16 16 16 16 16 16 16 16 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 

Serology %OD 

Mean 0.0 0.0  7.β  - 9.5  - 1γ.5  - β1.γ - β9.1  - 41.8  - 45.6  - 54.0  - 60.9  - 6γ.6  - 69.γ  - 7γ.0  

SD 0.0 0.0 8.γ - 8.9 - 9.5 - 15.9 - 16.6 - 17.8 - 18.0 - 18.6  - 17.6 - 17.5 - 1γ.9 - 10.9 

n β4 16* β4 - β4 - β4 - 16 - 16 - 16 - 16 - 8 - 8 - 8 - 8 - 8 

INF-Ȗ pg/ml  

Mean 1.γ 58.4 7.5 - 0.0 - 1.8 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

SD γ.4 40.γ 4.0 - 0.0 - 7.1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

n** 16 16 16 - 16 - 16 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

n = number of pigs monitored for each sampling day (D0 to D84). CFU= Colony-Forming Unit 

- : no sample 

*Only 16 pigs in Groups 1 and 2 were sampled on D3 for serology 

 **INF-Ȗ production was analyzed only on the 16 pigs in Groups 1 and β. 
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Colonization levels in organs and intestinal contents  

The average colonization levels of Salmonella per organ for the three groups range from 0.6 ± 

0.9 log10 CFU/g (Duodenum) to 5.0 ± 1.4 log10 CFU/g (tonsils) (Table 2). Except for tonsils, 

samples taken on day 21 p.i. (G1) were more contaminated than those obtained on days 49 p.i. 

and 84 p.i. The colonization levels in tonsils (p<0.01), mesenteric lymphatic nodes (p<0.01), 

jejunum (p<0.01), ileum (p<0.01), and cecum (p<0.01) significantly differed between the 

three necropsy days. All the ileum, cecum and tonsil samples were contaminated, whatever 

the group. Tonsils were the most contaminated organs, particularly on day 49 p.i. (G2) (6.0 ± 

0.3 log10 CFU/g). In contrast, samples of the duodenum and mesenteric lymph nodes showed 

low colonization levels on the three times of necropsy (mean levels of 0.6 ±0.9 log10 CFU/g 

and 0.8±0.9 log10 CFU/g respectively). These levels were significantly lower than those of the 

ileum and tonsils whatever the necropsy date (p<0.05). 

Table 2. Contamination levels in organs and intestinal contents in log10 CFU/g for each 

group, at three autopsy time post inoculation (Group 1 = Day 21, Group 2 = Day 49 and 

Group 3 = Day 84). 

Group 
 

Tonsils MLN Duodenum Jejunum Ileum Cecum Feces 

1 

Positive/Total 

samples 
8/8 8/8 4/8 8/8 8/8 8/8 8/8 

Mean 5.5 1.7 1.0 4.2 3.8 3.1 2.5 

SD 0.9 0.9 1.3 0.7 0.7 0.7 0.9 

2 

Positive/Total 

samples 
8/8 5/8 4/8 8/8 8/8 8/8 8/8 

Mean 6.0 0.7 0.6 2.7 2.8 2.4 2.0 

SD 0.3 0.7 0.8 1.3 1.1 0.3 0.9 

3 

Positive/Total 

samples 
8/8 1/8 2/8 8/8 6/8 8/8 8/8 

Mean 3.5 0.1 0.2 1.2 1.7 1.6 1.7 

SD 1.2 0.2 0.4 1.0 1.1 0.7 0.8 

Total 
Mean 5.0 0.8 0.6 2.7 2.8 2.4 2.2 

SD 1.4 0.9 0.9 1.6 1.3 0.8 0.9 

SD= Standard deviation, MLN= Mesenteric Lymphatic Nodes, n=number of pigs 
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IFN-Ȗ levels in serum  

Only G1 and G2 were included for this analysis (n= 16 pigs). A week before inoculation, 13 

pigs had IFN-Ȗ levels under the LDD threshold and three had levels between the threshold 

(≤0.074) and 15 pg/ml. On day γ p.i., all the pigs’ levels were above the threshold, with a very 

high level of INF-Ȗ (mean value of 58.4 ± 40.3 pg/ml) (Table 1). The highest level of IFN-Ȗ 

obtained on this day was 149.1 pg/ ml. On day 7 p.i., IFN-Ȗ levels decreased (mean value of 

7.5 ± 4.0 pg/ml) (Figure 3). We found a positive correlation (r=0.79) between IFN-Ȗ levels 

and the excretion results on day 3 p.i. (p<0.01). 

 

 

Figure 3. Average and standard deviation of INF-γ production and monophasic Salmonella 

Typhimurium excretion levels over 21 days (pigs in Groups 1 and 2). 

Kinetics of individual seroconversion  

The seroconversion is a period of time during which specific antibodies develop and become 

detectable in serum. This event can occur at different times for different pigs and could 

indicate the onset of infection (Tizard, 2013). Antibody responses began by day 7 p.i.. The 

mean OD% varied from 0.0 ± 0.0 on day 3 p.i. to 73.0 ± 10.9 on day 84 p.i. (Table 1). All the 

pigs from G2 and G3 had seroconverted by day 49 p.i. In G1, only one pig had seroconverted 

by day 7 p.i. and had a high OD% until necropsy on day 21 p.i. In G2, two pigs had 

seroconverted by day 7 p.i. 
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Then, by day 42 p.i., 87.5% of pigs (7/8) in Group 2 had seroconverted and the whole group 

had seroconverted by day 49 p.i., the day of necropsy. In G3, only two pigs had seroconverted 

by day 7 p.i. All the pigs in G3 had seroconverted by day 42 p.i., and antibody levels stayed 

high until necropsy (day 84 p.i.).  

Genetic stability of strains after in vivo passage (MLVA typing) 

During in vivo passage, three MLVA profiles (A, B and C) were identified among the 368 

isolates. Three hundred and fifty-one isolates belonged to MLVA Profile A (3-14-10-N-211), 

profile of the inoculated strain, 11 belonged to MLVA Profile B (3-14-11-N-211) and one to 

MLVA Profile C (3-14-9-N-211). Five isolates could not be typed and were classified as 

“NT” (non typable; see Table γ).  

Table 3. Distribution of isolates in the different MLVA profiles according to sampling day 

NT = Non typable 

The difference between profiles A, B and C lies in locus STTR6. Indeed, this 6-bp locus was 

repeated 10, 9 or 11 times respectively for profiles A, B and C. The difference was checked 

by sequencing the STTR6 locus.  

Profile A was observed for 99.0% of strains on day 17 p.i., then 95.8% of strains on day 42 

p.i., and finally 92.9% of strains on day 84 p.i., while the presence of profile B increased 

during the trial: 1.0% on day 17 p.i., 1.7% on day 42 p.i., and 5.7% on day 84 p.i.  

 

  MLVA Profile 

Number of isolates (%) 

Days Total  

isolates 

A 

3-14-10-N-211 

B 

3-14-11-N-211 

C 

3-14-9-N-211 

NT 

 

17 108 107 (99.0%) 1 (1%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 

42 120 114 (95.8%) 2 (1.7%) 1 (0.8%) 3 (2.5%) 

84 140 130 (92.9%) 8 (5.7%) 0 (0.0%) 2 (1.4%) 

TOTAL 368 351 (95.4%) 11 (3.0%) 1 (0.3%) 5 (1.4%) 
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MLVA profile B was found in one isolate of fecal sample of pig 5672, four isolates from fecal 

samples (n=2) and jejunum (n=2) of pig 5671, four isolates from the fecal samples of pig 

5658, and two isolates from the cecum and ileum of this same pig (pig 5658). 

The isolate with profile C was isolated from feces (pig 5660). Others isolates from those same 

pigs (5672, 5671, 5658, 5660) showed the profile A of the parental strain, in same samples or 

other types of samples. 

DISCUSSION 

The main aim of this work was to describe the dynamics of colonization and of pigs after 

inoculation with a monophasic variant of a Salmonella Typhimurium strain in experimental 

conditions. In our model, we inoculated pigs with 109 CFU of monophasic S. Typhimurium. 

This high dose guarantees the uniformity of colonization (Boyen et al., 2009).  

After 24 hours of inoculation, the rectal temperature of pigs briefly increased. A high rectal 

temperature on day one post infection had already been described in pigs experimentally 

infected with S. Typhimurium (Knetter et al., 2015; Uthe et al., 2007).  

We observed continuous excretion of Salmonella during the 84 days of the trial, which peaked 

at three days after inoculation, and shedding patterns varied by individual pig. Most of the 

time, studies have reported intermittent excretion for S. Typhimurium in experimental trials 

(Boyen et al., 2009; Ivanek et al., 2012), and in naturally contaminated pigs infected with 

either S. Typhimurium (Beloeil et al., 2003; Tessier, 2015) or monophasic S. Typhimurium 

(Fernandes et al., 2016). Continuous shedding may be explained by the high challenge dose, 

as already reported in a trial on pigs inoculated with S. Typhimurium (Osterberg and 

Wallgren, 2008). It could also result from the strain used in our trial, a monophasic 

S. Typhimurium 4,[5],12;i;-. A recent study has shown that pigs exposed to a contaminated 

environment with a considerably low dose of monophasic S. Typhimurium can excrete up to 

104 CFU/g (Lynch et al., 2017).  

In our study, pigs were divided into three groups depending on slaughter age. No statistical 

difference between levels of Salmonella excretion was observed between pigs in G1 and G2, 

but pigs in Gγ had different patterns of excretion. Indeed, one pig’s excretion level was much 

higher than that of the other pigs. The carrier status of pigs with S. Typhimurium has been 

widely described by many authors, and the existence of low shedders, persistent shedders 

(Knetter et al., 2015) and super shedders (Berriman et al., β01γ) has been reported. It is 

difficult to diagnose high and low shedders because under farm and slaughterhouse 
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conditions, a rapid diagnostic test to determine the quantity of Salmonella excreted in feces is 

not available today. High shedders represent a major problem in the pig industry because they 

increase contamination levels on farms, generate recontamination between pigs, and 

continuously shed high levels of Salmonella (Berriman et al., β01γ; Lanzas et al., β011; 

Weaver et al., β017).  

The objective of this study was also to establish the degree of contamination in the organs and 

intestinal contents of inoculated pigs over time. Indeed, the laceration of a contaminated 

digestive tract exposes the carcass and the abattoir environment to the bacteria, and can 

contribute to the contamination of other carcasses by cross-contamination (Berends et al., 

1997; Rostagno et al., 2003b). It is thus really important to implement tools to reduce the 

prevalence of the intestinal carriage of Salmonella in pigs.  

At necropsy, 100% of the tonsils, ileum and cecum were contaminated in all groups, tonsils 

being the most contaminated organs in this study (5.0 ± 1.4 log10 CFU/g). This level in tonsils 

was higher than that obtained for pigs challenged with 107 CFU of S. Typhimurium per gram 

(Boyen et al., 2009). The tonsils are one of the primary sites of invasion by bacteria, which 

subsequently spread to the super pharyngeal lymph nodes. They are also a primary site of 

colonization for Salmonella in pigs that have become subclinical carriers (Fedorka-Cray et al., 

1995a). Indeed, the tonsils, lymphatic nodes and gastrointestinal tract are the most important 

colonization sites for S. Typhimurium and other serovars (Van Parys et al., 2011). The 

lymphatic nodes have also been reported to be the most common site for diagnosis and a site 

of predominant colonization of S. Typhimurium in pigs (Osterberg et al., 2010; Van Parys et 

al., 2013). However, in our study, we found a low colonization level in lymph nodes, possibly 

explained by our strain which could have a different behavior in the colonization of pigs’ 

internal organs.  

We found a higher rate of colonization in the jejunum, ileum and cecum than in the 

duodenum. Our results are consistent with studies which established that S. Typhimurium 

preferentially colonizes the ileum, cecum and colon, presumably due to low pH and fewer 

biliary salts than in the duodenum and jejunum (Uribe et al., 2016). The latter authors also 

reported that the jejunum, ileum and colon respond differently to infection by Salmonella spp. 

We also evaluated the response of the pig to infection by measuring interferon, as well as 

measuring the production of antibodies against Salmonella. The role of INF-Ȗ during the 

infection has been demonstrated. This glycoprotein of 17 kDA is secreted by macrophages, 

NK and LTH1 cells (Stevens and Gray, β01γ; Uthe et al., β009). We observed that pigs 
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produced high levels of INF-Ȗ three days after inoculation with monophasic S. Typhimurium. 

We also found a positive correlation between INF-Ȗ levels and Salmonella fecal excretion 

levels three days after inoculation. This result has been already described in an experimental 

challenge on pigs with S. Typhimurium (Uthe et al., β009). 

Our study showed that seroconversion occurred at different moments during the trial. Five 

pigs were already positive seven days after infection and all the pigs in two groups had 

seroconverted by 49 days after infection. However, a recent study showed that 17 out of β0 

pigs had seroconverted β8 days after exposure to an environment contaminated with 

monophasic S. Typhimurium (Lynch et al., β017). Some authors have reported a 

seroconversion of 100% 14 days after inoculation (Osterberg and Wallgren, β008) or 77.8% 

40 days after inoculation (Van Parys et al., β01γ) for pigs inoculated with S. Typhimurium. A 

recent longitudinal survey carried out on γ60 pigs from three farms allowed us to observe that 

pigs seroconverted on average at 1γ7±β.β days of age, and that by slaughter age, 75.07% of 

the pigs had seroconverted (Cevallos-Almeida et al., β018a). 

All our observations on colonization, IFN- production and serology tended to indicate that 

the monophasic variant of S. Typhimurium causes similar reactions in pigs after experimental 

inoculation than those observed by other authors after inoculation with S. Typhimurium. This 

is probably related to the fact that these two serovars have demonstrate to have strong 

similarities in terms of pathogenicity island (SPI) and virulence (Vieira-Pinto et al., 2012) 

After in vivo passage in pigs, we identified two new MLVA profiles compared to the original 

MLVA profile. Maximal range of VNTR variation observed is an insertion or a deletion of 

one repeat unit in STTR6 locus. These new profiles were obtained for 3.3% of the typed 

isolates. These results are consistent with other studies which described little genetic variation 

or mutation of human isolates of S. Typhimurium after in vitro and in vivo passage assays in 

mice (Dimovski et al., 2014). Some studies have described variations in Salmonella MLVA 

loci such as STTR5, STTR9 and STTR10 due to multiple or single events of deletion 

(Dimovski et al., 2014; Vignaud et al., 2016).  Our results indicate that mutation can occur in 

a short frame time. However, Dimovski et al. (2014) recommends that isolates whose profiles 

differ at one of the rapidly changing STTR5, STTR6, and STTR10 loci should be collapsed 

into the same cluster. Thus, surveillance of outbreaks using this methodology has to use this 

clustering approach.  
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CONCLUSION 

The monophasic variant of Salmonella Typhimurium used in this study induced a continuous 

and persistent excretion in pigs experimentally infected and monitored for 21, 49 or 84 days. 

The tonsils being the most infected organs. INF- response was high in the early stages of 

infection. A complete humoral response was achieved by 49 days post inoculation. In vivo 

passage of monophasic S. Typhimurium through the gastrointestinal tract of pigs resulted in 

little genetic variation of isolates in a single rapidly changing locus. These findings are 

important for clarifying colonization in pigs by the monophasic variant of Salmonella 

Typhimurium.  
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ABSTRACT 

Salmonella serovars Derby, Typhimurium and monophasic variant of Salmonella 

Typhimurium are the most isolated serovars in pigs in France. To compare the excretion 

patterns, seroconversion to Salmonella and contamination in organs of pigs inoculated with 

strains of these three serovars, we conducted an experimental trial with 36 SPF piglets. Four 

pigs were used as negative control. The 32 other pigs were divided equally in 4 groups. Each 

group was inoculated with a different strain: S. Derby, S. Typhimurium, monophasic variant 

S. Typhimurium and another monophasic S. Typhimurium used as Positive control. Fecal and 

blood samples were collected twice a week until autopsy, at 21 days p.i. for the half of each 

group and 49 days p.i. for the remaining.. At autopsy (day 21 and 49 p.i.), the tonsils, 

mesenteric lymph nodes and different part of intestinal contents were collected from each pig. 

Salmonella were quantified in CFU/g by bacteriological method and dosage of anti-

Salmonella antibodies were performed using ELISA Kit. Pigs inoculated with monophasic 

S. Typhimurum excreted Salmonella continuously in their feces during the trial. For the other 

serovars, at least one pig was negative in one or several days p.i. The quantity of Salmonella 

excreted was statistically different between the group inoculated with S. Typhimurium and 

monophasic S. Typhimurium (p<0.05), but no differences were founded between the others 

serovars. Tonsils, cecum and jejunum were the most contaminated organs in all groups. 

Seroconversion for 100% of pigs was achieved at different days p.i., 28 for S. Typhimurium, 

31 for monophasic S. Typhimurium and 38 for S. Derby. No large differences were found 

regarding excretion and colonization among the studied serovars. 

Key words: Salmonella, Typhimurium, Derby, monophasic, colonization, antibody 
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INTRODUCTION 

Salmonella (or S. enterica subspecies enterica) is responsible for human and / or animal 

salmonellosis. It’s one of the most widely distributed foodborne pathogen worldwide. In 

Europe, it is the second cause of zoonosis after Campylobacter sp., with a notification rate of 

21.2 cases per 100.000 population (EFSA and ECDC, 2016). In France, Campylobacter spp., 

Salmonella spp., and norovirus were responsible for 73% of all foodborne illnesses and 76% 

of all associated hospitalizations (Van Cauteren et al., 2017). S. Typhimurium is recognized as 

the predominant serovars isolated from human in Europe and S. Derby was among the 10 

most frequently isolated serovars from human sources in different countries (Boyen et al., 

2008; EFSA and ECDC, 2016). The monophasic variant of Salmonella Typhimurium is an 

emerging serovar in human infections around the world (Switt et al., 2009b; Weaver et al., 

2017). Attribution source studies established the important role of pork in food-borne 

outbreaks of human salmonellosis because in several investigations many isolates detected in 

pigs have been responsible for human cases (Bonardi, 2017). Pigs can be infected by several 

Salmonella sérovars and the occurrence of these sérovars is also partly geographically 

determinate (Boyen et al., 2008; Xu et al., 2017). S. Typhimurium and S. Derby and the 

monophasic variant of S. Typhimurium are nowadays the most isolated serovars in swine and 

pork products in the European Union (Bonardi, 2017; EFSA and ECDC, 2016). In France  

S Derby and Typhimurium are also the most isolated serovars in pig production (Denis et al., 

2013) and in the last ten years the French Salmonella Network  was observed an increase in 

diagnosis of monophasic serovars in animal food and environmental sources (Bugarel et al., 

2012b) 

Differences in excretion and immune response in pigs have been reported between Salmonella 

serovars (Ivanek et al., 2012; Osterberg et al., 2010) but these studies not included 

monophasic S. Typhimurium.  

While these three serovars are present in pork products prior to ingestion, serovar 

Typhimurium and the monophasic variant are more widely implicated in human 

salmonellosis. Also infection produced by S Derby seems to be less severe than 

S. Typhimurium (Ivanek et al., 2012; Matiasovic et al., 2014; Osterberg et al., 2009). To 

better characterize these three serovars, we implemented an experimental trial to evaluate 

their colonization and immune response of pigs. 
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MATERIALS AND METHODS 

Strains 

Four strains of Salmonella, belonging to personal laboratory collection were used for piglet’s 

inoculation (Table 1). The monophasic S. Typhimurium strain S14CH63, already tested in a 

previous experiment(Cevallos-Almeida et al., 2018b) has been used as Positive control. All 

strains have been isolated in pig’s fecal samples at a farm level or lymphatic nodes at 

slaughterhouse. To easily enumerate the strain in samples during the trial, they were made 

resistant to Rifampicin after several passages on XLD agar (Biokar, France) supplemented 

with Rifampicin (100 mg/lt, Sigma, France). Rif-strains have been checked to be similar than 

parental strains by serotyping, PFGE typing (Ribot et al., 2006) and susceptibility testing.  

 

Table 1. Salmonella strains used for the experimental design 

Serovar Experimental 
Group 

Strain N°  Year of 
isolation 

Source 

S. Derby SDb 07CR55γ β007 Mesenteric lymph nodes of 
fattening pig 
 S. Typhimurium  ST 07CR095 β007 

monophasic 
variant of  
S. Typhimurium  

mST S1βAK050 β01β 
Feces of fattening pig 

mST+ S14CH6γ β014 

 

Experimental design  

In vivo trial protocol was approved by Ethic Committee in Animal Research No 16 of the 

French Ministry of National Education, Higher Education and Research (License APAFIS 

No.7689-2016112311346069). The trial was conducted on 36 Secondary Specific Pathogen 

Free (SPF) piglets, born at the ANSES Ploufragan protected animal facilities.  

At 4 weeks of age, the piglets were placed in separate hermetic experimental animal rooms of 

biosecurity level 3. The 32 piglets intended to be inoculated were placed in four separate 

rooms, with two pens per room (8 pigs per room, 4 per pen). Each room constitutes a group. 

In Group 1 (or SDb), 2 (or ST), 3 (mST) piglets were inoculated respectively by S. Derby, 

S. Typhimurium and the monophasic S. Typhimurium. In the Group 4 (Control group or 

mSTC+), piglets were inoculated with a monophasic S. Typhimurium control strain.  
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Biosecurity measures were all carried out by the animal facility staff. Pigs were monitored 

daily, rectal temperature being measured and clinical manifestations recorded. Food 

consumption and body weight were reported weekly. 

 

Experimental Inoculation 

Seven days before inoculation, the 36 piglets were verified to be free of Salmonella. Fecal 

samples of each pig have been analyzed following the NF U47-102 method (AFNOR, 2008). 

At day 0, the 32 pigs were inoculated orally using a cannula connected to a screw syringe. We 

gave 10 ml of a solution containing a bacterial solution of 108 CFU for each serovar per ml in 

Salt Tryptone Broth (SLT) (Biomerieux, France). The 8 control pigs received orally 10 ml of 

SLT Broth. 

 

Sampling and autopsy 

Fecal samples (at least 30 g) were taken directly from the animal rectum at day 1, 2 and 3 

days after inoculation in the first week, and twice a week until day 49 after inoculation 

For measurement of post infections immune responses, blood samples were at the same dates 

of fecal samples. Upon receipt of the blood, it was centrifuged at 3500 rpm for 5 minutes to 

recover the serum for the dosage of anti-Salmonella antibodies. The sera were stored at -20°C 

until analysis. 

The 4 groups were autopsied at different ages: 21 days for 16 pigs (4 in each group) and 49 

days for the remaining pigs. The 4 control pigs were kept in 2 separate rooms and slaughtered 

also at different ages: 2 pigs at 21 days and 2 pigs at 49 days. Pigs were euthanized after 

intravenously inoculation of an overdose of tiletamine and zolazepam (Zoletil 100, Virbac, 

France). Autopsy was performed by observation of organs and tissues in abdominal and 

thoracic cavities. The tonsils, mesenteric lymph nodes (MLN) and intestinal contents of 

duodenum, jejunum, ileum and cecum were collected.  

Enumeration and detection of Salmonella  

All the analyses were performed as already described (Cevallos and others, 2018). Briefly, 

fecal and autopsy samples were 1:10 diluted in Buffered Peptone Water (BPW, Biomerieux, 

France). Serial dilution was then performed in TS until dilution 10-4. One milliliter of the 

dilution 10-1 was seeded in 3 plates of XLD supplemented with rifampicin (XLD-Rif), and 

100µl of the following dilutions were plated on one plate of XLD-Rif. After incubation at 
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37°C for 24 hours, typical black colonies of Salmonella were counted for enumeration of 

Salmonella in CFU/g of sample. If enumerations were negative for Salmonella sp because 

under the limit of enumeration (10 CFU/g), Salmonella detection were continued from 

enrichment using the NF U47-102 method (AFNOR, 2008) in order to confirm the presence 

or absence of Salmonella in the sample. This method was also applied for all the samples 

collected from control pigs along the assay in order to check the absence of Salmonella. 

Antibody response against Salmonella  

For antibody screening, we used the IDEXX Swine Salmonella Ab Test® (IDEXX, France). 

In accordance with the manufacturer’s recommendations, samples with OD% values equal to 

or greater than 15% were considered positive.  

Data Management and statistical analysis  

Statistical analysis was performed using R software (R version 3.2.4). The excretion level was 

compared between for each sampling time post-inoculation with a Tukey test (p<0.05).). The 

amount of Salmonella shed by each pig on the whole trial period was estimated by calculating 

the area under the curve of excretion (AUC). A Kruskal-Wallis test was used to compare the 

AUC between groups (p<0.05). For the data obtained from the autopsy, we compared the 

contamination levels of each group at the 2 dates of autopsy with a Kruskal-Wallis Test 

(p<0.05). 

 

RESULTS 

Clinical monitoring  

No clinical signs were founded in control pigs. Clinical signs in pigs differ according the 

strain inoculated. A transitory diarrhea was founded in all groups at least one time: for Group 

SDb on day 14 p.i., for Group ST on day 7 p.i. and 10 p.i., for Group mST on day 21 p.i. and 

for group mSTC+ on day 14 p.i. For Group mST, not fever was remarked in all trial. 

Concerning weight of pigs, we didn’t find statistical difference (p>0.05) between inoculated 

pigs and control group and neither for feed consumption. On days 42 and 45 p.i., a pig has not 

been sampled in group mST+ due to rectal prolapse. Feces of this pig were sampled at the 

time of autopsy.  
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Comparison between Salmonella serovars: Excretion in fecal samples  

The control pigs remained negative for Salmonella in feces throughout the trial. In the Group 

mST, all pigs were positives in all days and fecal excretion was continuous. In the other 

groups, at least one pig was negative on specific days after inoculation. For Group SDb, one 

pig was negative on day 21. In Group ST, two pigs were negative, one on day 14 p.i. and one 

on day 45 p.i. In Group mSTC+ we found three pigs negative, one only on day 21 p.i. 

(n°6200), another only on day 45 p.i (n°6258) and one pig (n°6222) showed intermittent 

shedding since day 21 p.i. until day 49 p.i. (Figure 1).  

 

Figure 1. Distribution of negative pigs to Salmonella in fecal excretion for each serovar.  

SDb: S. Derby 07CR553, ST: S. Typhimurium, mST: monophasic S. Typhimurium S12AK50, 

mSTC+: monophasic S. Typhimurium control positive S14CH63  

 

Mean excretion and standard deviation data for all groups are presented in Table 1.  
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Table 1. Average (Mean) and standard deviation (S.D.) of fecal excretion (in log10 CFU/g) and serology results (in OD%) for each sampling day 

and for all serovars. Sample with OD%  15% are considered as positive (in bold). 

  DAYS P.I. -7 1 2 3 7 10 14 17 21 24 28 31 35 38 42 45 49 

S. Derby 
07CR55γ 

Fecal 
Excretion 

Mean 0.0 γ.5 β.6 β.β β.4 β.γ γ.7 γ.β 1.4 β.0 1.7 1.β 1.1 1.1 1.8 1.6 1.7 
S.D. 0.0 1.1 1.0 0.6 0.6 0.4 0.6 0.5 1.0 0.5 0.7 0.4 0.6 0.6 0.γ 0.4 0.6 
n 8 8 8 8 8 8 8 8 8 4 4 4 4 4 4 4 4 

Serology 
Mean 0.1 0.0 - 0.γ 1γ.9 βγ.0 β0.5 1γ.γ 18.9 40.1 45.5 41.7 41.6 5γ.9 58.1 6γ.5 70.γ 
S.D. 0.β 0.0 - 0.5 ββ.7 ββ.8 ββ.9 15.8 βγ.1 γ7.9 γβ.8 γγ.9 β9.γ γ6.0 γ6.7 γ5.7 γ5.γ 
n 8 8 - 8 8 8 8 8 8 4 4 4 4 4 4 4 4 

S. Typhymurium 
07CR095 

Fecal 
Excretion 

Mean 0.0 γ.7 γ.0 β.7 1.β β.4 1.5 1.7 1.8 1.8 1.8 1.6 1.β 1.1 1.7 1.5 1.γ 
S.D. 0.0 1.β 1.4 0.4 1.0 0.7 1.1 0.8 1.0 0.9 0.8 0.9 0.5 0.5 1.0 1.1 0.7 
n 8 8 8 8 8 8 8 8 8 4 4 4 4 4 4 4 4 

Serology  
Mean 0.0 0.0 - 0.1 4.7 9.0 9.1 8.5 15.6 β1.0 γγ.7 β8.9 γ8.9 46.5 46.9 54.β 6γ.7 
S.D. 0.0 0.0 - 0.β 5.9 10.β 1β.8 5.7 7.6 11.6 β1.9 11.γ 16.6 1β.6 1γ.β 15.9 βγ.0 
n 8 8 - 8 8 8 8 8 8 4 4 4 4 4 4 4 4 

Monophasic  
S. Typhimurium  
S1βAK50 

Fecal 
Excretion 

Mean 0.0 4.β γ.7 γ.β β.8 γ.γ β.γ β.0 γ.4 β.0 1.8 β.γ β.β 1.8 β.γ β.1 β.β 
S.D. 0.0 1.7 0.8 0.4 0.8 0.9 0.6 0.7 0.9 0.9 0.4 0.6 0.γ 0.4 0.γ 0.8 0.γ 
n 8 8 8 8 8 8 8 8 8 4 4 4 4 4 4 4 4 

Serology 
Mean 0.0 0.0 - 0.0 7.γ 10.1 6.0 1β.γ β0.5 1β.5 16.7 β9.0 51.8 7γ.0 76.8 84.0 8β.4 
S.D. 0.0 0.0 - 0.0 14.β 18.8 9.1 14.β γ4.7 7.0 11.4 16.6 β0.β β4.5 β1.β 17.5 β0.β 
n 8 8 - 8 8 8 8 8 8 4 4 4 4 4 4 4 4 

S. Typhimurium 
Control 
S14CH6γ 

Fecal 
Excretion 

Mean 0.0 4.β γ.9 4.0 β.5 β.5 β.6 γ.0 1.0 1.0 1.5 1.9 1.7 1.γ 0.5 0.8 0.8 
S.D. 0.0 β.1 1.4 γ.β 4.β 5.5 4.β 4.8 10.8 4.6 6.9 1β.1 β1.7 γ0.8 γ5.4 γ9.0 γ8.1 
n 8 8 8 8 8 8 8 8 8 4 4 4 4 4 4 4 4 

Serology 
Mean 0.0 0.0 - 0.γ 1β.8 β0.0 ββ.0 β9.γ γ0.6 40.γ 48.5 5γ.5 65.4 7β.6 79.5 8γ.9 94.β 
S.D. 0.0 0.0 - 0.7 18.6 βγ.5 γ1.5 γ4.γ γ4.6 β4.7 γ1.9 γ7.0 γ5.9 γ7.6 46.7 45.0 44.γ 
n 8 8 - 8 8 8 8 8 8 4 4 4 4 4 4 4 4 

n : number of followed pigs for each day of sampling (D-7 to D49); CFU : Colony Forming Units; - : no sample 
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We found statistical difference with multiple comparisons of Holms (p<0.05) between the 

average of excretion levels obtained in the groups on day 3, 14, 17 and 21 p.i. (Figure 2).  

Figure 2. Average of fecal excretion of 32 pigs followed during 21 days (8 pigs per serovar). 

SDb: S. Derby 07CR553, ST: S. Typhimurium, mST: monophasic S. Typhimurium S12AK50, 

mSTC+: monophasic S. Typhimurium control positive S14CH63  

 

At Day 3, Group SDb differs from mSTC+ Group, at day 14, Group SDb differs from Group 

ST, at day 17 Group SDb differs from Group mST and mSTC+ and at day 21 group mST 

differs from Groups SDb, ST and mSTC+. 
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Inoculated pigs of Groups ST, mST, and mSTC+ followed during 21 days (32 pigs) showed 

the excretion pic on day 1 p.i. with variation in levels through the trial. Group SDb showed 

also a high excretion at day 1 but the excretion pic was at day 14 post inoculation, associated 

to a diarrhea passage at this day (Figure 3). 

Figure 3. Kinetics of Salmonella excretion for each pigs of each group (8 pigs per group), 

during 21 days. SDb: S. Derby 07CR553, ST: S. Typhimurium, mST: monophasic 

S. Typhimurium S12AK50, mSTC+: monophasic S. Typhimurium control positive S14CH63 
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Comparison of AUC measure from excretion’s curves of the 32 pigs followed during 21 days 

p.i. using Kruskal-Wallis test showed significant difference (p< 0.05) between the group ST 

and group mST (Figure 4). 

 

Figure 4. Comparison of AUC obtained for each group (21 days). SDb: S. Derby 07CR553, 

ST: S. Typhimurium, mST: monophasic S. Typhimurium S12AK50, mSTC+: monophasic 

S. Typhimurium control positive S14CH63 
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Salmonella colonization in organs and intestinal contents 

At each autopsy date, 100% of the cecum content and tonsils samples were contaminated, 

whatever the group. Ranging from 25% to 75% of mesenteric lymph nodes contaminated, 

according to serovar and autopsy date. For all serovars, contamination levels in intestinal 

contents increased through the intestinal passage until ileum and begin to decrease in cecum 

and fecal samples.  For all serovars, the lowest levels of contamination were found in the 

duodenum and mesenteric lymph nodes, while the tonsils were significantly the most 

contaminated, at day 21 as at day 49 (p<0.01) (Table 3). On the basis of the analysis made at 

autopsy, we don’t found statistical difference between serovars whatever the type of sample, 

neither at day 21 nor at day 49 (p>0.05). 

Table 3. Contamination levels in organs and intestinal contents in log10 CFU/g (mean±SD) 

for each inoculated group, at autopsy day 21 p.i., day 49 p.i. and in total.  

Serovar / 

Strain 

Autopsy 

date 
Tonsils MLN Duodenum Jejunum Ileum Caecum 

SD / 

07CR553 

Day 21 4.8±0.2 0.2±0.3 0.5±0.3 1.9±1.4 2.8±0.7 2.5±0.7 

Day 49 5.4±0.6 0.2±0.3 0.6±0.4 0.6±0.4 1.1±1.3 1.7±0.7 

TOTAL 5.1±0.6 0.2±0.3 0.6±0.4 1.2±1.2 1.9±1.3 2.1±0.8 

ST / 

07CR095 

Day 21 4.7±0.7 0.6±1.2 1.3±0.8 3.0±0.7 2.3±0.4 2.8±1.3 

Day 49 4.4±1.1 1.0±1.2 0.2±0.3 1.5±0.2 2.7±0.8 2.1±0.6 

TOTAL 4.5±0.9 0.8±1.1 0.7±0.8 2.2±0.9 2.5±0.6 2.4±1.0 

mST / 

S12AK50 

Day 21 4.7±0.5 0.0±0.0 0.5±0.3 0.8±0.7 2.3±1.2 2.4±0.1 

Day 49 5.7±0.3 0.2±0.3 0.4±0.7 1.5±1.7 2.6±1.8 1.4±0.9 

TOTAL 5.2±0.7 0.1±0.3 0.5±0.5 1.1±1.3 2.4±1.4 1.9±0.8 

mSTC+ / 

S14CH63 

Day 21 4.8±0.2 0.7±0.5 0.7±0.6 1.5±1.1 1.4±1.5 1.9±0.8 

Day 49 5.4±0.3 0.4±0.5 0.3±0.4 1.1±1.2 0.8±0.3 1.6±0.8 

TOTAL 5.1±0.4 0.6±0.5 0.5±0.5 1.3±1.1 1.2±1.0 1.8±0.8 

MLN:  Mesenteric Lymphatic Nodes, SDb: S. Derby, ST: S. Typhimurium, mST: 

monophasic S. Typhimurium, mST+: monophasic S. Typhimurium control strain. SD: 

Standard deviation 
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Antibody responses 

Means of OD% per day are showed in table 1. Pigs became seropositive from day 7 p.i. for 

pigs in group SDb, mST and mST+ while for pigs in group ST, it was from day 10 p.i.. 

Seroconversion of 100% of pigs is reach at different times according to serovar: all pigs in 

Group mSTC+ were seroconverted by day 24 p.i., pigs in Group-ST by day 28 p.i., pigs in 

Group mST by day 31 p.i., and pigs in Group SDb by day 38 p.i. 

Comparing frequencies of Salmonella’s seroconverted pigs and frequencies of Salmonella’s 

shedding pigs, we found that the pigs positives to Salmonella in fecal excretion, were not 

positives for ELISA Salmonella test in the four groups (Figure 5).  At day 1 and 3 p.i., the 

excretion frequencies were high in each group, however in spite of being positive status they 

did not seroconvert. From day 7 the frequencies of pigs that seroconverted started to increase 

in all groups. On day 49, 100% of pigs shedding Salmonella and seroconverted in ELISA test. 

 

Figure 5. Comparison between frequencies (%) of Salmonella’s seroconverted pigs and 

Salmonella shedding pigs per day through 49 days of trial  
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DISCUSSION 

In our study we compared the patterns of excretion, immunological response and colonization 

in several organs in four groups of animals inoculated with strains of S. Derby, 

S. Typhimurium and monophasic S. Typhimurium. We found differences in some clinical 

signs, like diarrhea and fever in pigs. While all groups had transient diarrhea at least one time, 

fever was not remarked in mST group. In mST+ group several pigs had fever at day 1, 2 and 7 

p.i.. The same strain monophasic S. Typhimurium S14CH63 used in 2016 (Cevallos et al., 

2018) caused fever only at day one p.i.. In other studies that compare infection with 

S. Typhimurium with S. Yoruba, and S. Derby with S. Cubana, any clinical sign or diarrhea 

were observed (Osterberg et al., 2009; Osterberg and Wallgren, 2008). However, for 

S. Typhimurium several clinical signs as fever, diarrhea and anorexia were reported in 

animals inoculated at dose of 109 CFU (Boyen et al., 2009). 

Excretion dynamics for all groups showed that the high level of excretion was reached at day 

one post inoculation, except for the group inoculated with S. Derby. In this group pic of 

excretion was reached at day 14, probably due to contamination with Rotavirus. Indeed, 

concurrent infection of Rotavirus with other enteric pathogens such as Entero-Toxigenic 

Escherichia coli (ETEC) or Salmonella is reported as common and causes an additive effect 

resulting in more several clinical disease (Constable et al., 2016). In the following days after 

inoculation Salmonella excretion was variable depending of serovar inoculated. Variation in 

virulence of various Salmonella serovars may play an important role in the ability of and 

speed at which Salmonella serovars can disseminate throughout the pigs (Loynachan et al., 

2004). Only the pigs in mST group have been shown to shed continuously Salmonella all 

along the experimental trial. A recent longitudinal study in pigs naturally infected with 

Salmonella Typhimurium, indicates that these serovar may cause high shedding rates amongst 

colonized pigs, particularly in younger animals (Weaver et al., 2017). In SDb and ST groups 

at least one pig was negative for Salmonella in different days of sampling. These results are 

consistent with to other study in pigs experimentally infected with S. Typhimurium and 

S. Derby, where pigs tends to shed Salmonella in shorter blocks of time (both of part of the 

continuous and intermittent shedding) and reenter in a state of intermittent non shedding 

(Ivanek et al., 2012). 

We found statistical differences between total excretion levels between pigs inoculated with 

serovars S. Typhimurium and monophasic variant of S. Typhimurium (mST), but not for pigs 

inoculated with S. Derby. Our work is the first comparison of the colonization between 
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S. Typhimurium and monophasic S. Typhimurium.  The monophasic variant S12AK50 strain 

caused a higher excretion that de S. Typhimurium 07CR095 strain. Even if the monophasic 

variant is genetically related to S. Typhimurium (Bugarel et al., 2012a; Soyer et al., 2009a; 

Vieira-Pinto et al., 2012), further research seems to be necessary to stablish differences 

between this two serovars in colonization of pigs. 

For all serovars the highest contamination in organs and intestinal contents was found in 

tonsils, cecum and jejunum. The less contaminated sites were the lymph nodes and the 

duodenum. Matiasovic et al. (2014), showed that after S. Typhimurium inoculation, only 

tonsils and lymphatic nodes remained culture positive until 28 days and only tonsils and 

cecum for inoculation by S. Derby.  

Pigs seroconverted at different times according the serovar inoculated. We found 100 % of 

seroconversion in pigs in group mST by day 31 p.i.. Our results are similar to those founded 

by Lynch et al., who founded 85% of pigs seroconverted at day 28 p.i. (Lynch et al., 2017). 

For pigs in groups ST and SDb, 100% seroconversion was achieved by day 28 and 38 p.i. 

Another study showed a different result with a seroconversion of 100% of pigs within two 

weeks after infection (Osterberg and Wallgren, 2008). For S. Derby, our results are different 

to those found by Osterberg et al., (2009) with 100% seroconversion at 21 days. Pigs in mST+ 

seroconverted earlier than those of others groups: 100% of seroconversion was achieved by 

day 24 p.i. During our precedent study with the same monophasic strains, 100% of 

seroconversion occurred only by 49 days p.i. (Cevallos-Almeida et al., 2018b). 

 

CONCLUSION 

This study showed similar profiles of Salmonella excretion and colonization profiles whatever 

the serovar used for experimental inoculation. However the amount of excretion was different 

between groups inoculated with S. Typhimurium 07CR095 and monophasic S Typhimurium 

S12AK50. Seroconversion was achieved at different days according to the serovar inoculated. 

Further researches are necessary to stablish virulence genetic patterns of serovars to 

understand the differences in colonization and pathogenicity among serovars colonizing in 

pigs. 
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4. Conclusion 

La première expérimentation avec le variant monophasique de S. Typhimurium a montré que 

ce sérovar induit une excrétion continue et persistante chez les porcs infectés 

expérimentalement et surveillés pendant 21, 49 ou 84 jours. Concernant les organes, les 

amygdales ont présenté les niveaux plus élevés de contamination, tandis que les ganglions 

lymphatiques les niveaux les plus bas. Dans ce travail, la réponse immunitaire a été suivie par 

le dosage des INF-Ȗ et la mesure de la production d’anticorps contre Salmonella. Les résultats 

ont montré que la réponse INF-Ȗ était élevée dans les premiers stades de l'infection et la 

séroconversion a été obtenue pour tous les porcs 49 jours après l'inoculation. Le passage du 

variant monophasique de S. Typhimurium à travers le tractus gastro-intestinal des porcs a 

entraîné une faible variation génétique des isolats typer par MLVA, au niveau d’un seul locus, 

STTR6, connu pour changer rapidement. Ces résultats sont importants pour clarifier la 

colonisation chez les porcs par le variant monophasique de S. Typhimurium. 

Lors de la seconde expérimentation qui consistait à comparer S. Derby, S. Typhimurium et le 

variant monophasique de S. Typhimurium, les résultats ont montré des profils similaires 

d'excrétion et de colonisation quel que soit le sérovar utilisé pour l'inoculation expérimentale. 

Cependant, la quantité d'excrétion était différente entre les groupes inoculés avec 

S. Typhimurium 07CR095 et S Typhimurium S12AK50 monophasique, qui a provoqué de 

plus forts niveaux d’excrétion. La séroconversion a été mise en évidence à différents jours 

selon le sérovar inoculé sans que cela ait entraîné des différences significatives de la réponse 

sérologique. 
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1. Introduction 

Salmonella sp. est une bactérie Gram négative, appartenant à la famille des 

Enterobacteriaceae, et reconnue dans les pays européens comme l'un des pathogènes les plus 

importants impliqués dans les maladies d'origine alimentaire (EFSA and ECDC, 2017).  Entre 

10 et 20% des infections humaines à Salmonella dans l'UE sont attribuées au porc (EFSA and 

ECDC, 2010b). Parmi les 2 500 sérovars de Salmonella enterica, S. Derby, S. Typhimurium 

et S. Typhimurium monophasique font partie des cinq sérovars les plus fréquemment 

rapportés dans les cas humains de Salmonella (EFSA and ECDC, 2010a). En France, le centre 

national de référence (Institut Pasteur, Paris) (CNR-ESS, 2017) a rapporté en 2016, 2071 et 

1958 cas humains associés respectivement à S. Typhimurium et à S. Typhimurium 

monophasique (S. 1,4, [5], 12: i: -). Salmonella Derby était à la dixième place avec 113 cas; 

ce sérovar est associé à 100 à 220 cas chaque année depuis les six dernières années. 

Ces trois sérovars ont été signalés et associés aux porcs et à la viande de porc, et dans une 

moindre mesure, à la volaille et au bétail. En France, Salmonella sérovar Typhimurium et 

Derby ont longtemps été les sérovars principaux isolés de porcs à la ferme et à l'abattoir 

(Denis et al., 2013), avec 40% des isolats de S. Derby et 40% des isolats de S. Typhimurium 

sur tous les isolats récoltés. Au cours de ces dernières années, une forte augmentation du 

variant monophasique de S. Typhimurium 1,4, [5], 12: i: - est survenue dans la production 

porcine  Une étude menée en 2012 en France a montré que 34% des souches isolées à partir 

du colon des porcs étaient des S. Typhimurium et deux tiers de ces souches étaient 

monophasiques (Kerouanton et al., 2013a). En 2015, en France, les trois sérovars principaux 

sur la viande de porc étaient le variant monophasique de S. Typhimurium (1, 4, [5], 12: i :-) 

(43,7%), S. Typhimurium (17,9%) et S. Derby (17,9%). Ces sérovars, représentaient 79,5% 

des souches isolées dans ce type de viande (Leclerc et al., 2016). 

Malgré leur relation génétique étroite, les différences épidémiologiques et la virulence de 

différents sérovars de Salmonella sont courantes (Vo et al., 2007) et dépendent du potentiel de 

virulence du microorganisme et de la susceptibilité de l'hôte (Figueiredo et al., 2015). Des 

différences entre sérovars en ce qui concerne la sévérité de la maladie chez les humains ont 

été décrites et, le plus souvent, les maladies sont liées au sérovar Typhimurium (Andino and 

Hanning, 2015). Ce sérovar a également tendance à causer plus d'infections intestinales chez 

les humains que d'autres sérovars (Gal-Mor et al., 2014). Cependant, la comparaison de la 

virulence chez l'homme entre les sérovars associés aux porcs n'a pas déjà été décrite. 
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Plusieurs modèles sont disponibles pour tester la virulence des souches de Salmonella ou 

étudier le rôle des gènes dans la pathogénicité de ce pathogène. Les modèles les plus connus 

sont le modèle in vitro utilisant des cellules comme Caco-2 ou HeLa (McWhorter et al., 2015; 

Wang et al., 2016). De même, le modèle murin est actuellement utilisé et permet des tests in 

vivo chez les rongeurs (souris, rat ou cobaye) (McWhorter et al., 2015; Ren et al., 2017). 

Cependant, il existe des obstacles éthiques, budgétaires et logistiques associés à l'utilisation 

des rongeurs.  

Le modèle insecte de Galleria mellonella (grand papillon de nuit ou le tegne de la ruche) est 

un modèle d’hôte fiable pour étudier la pathogenèse de nombreux pathogènes humains 

(Junqueira, 2012; Mukherjee et al., 2010; Ramarao et al., 2012; Tsai et al., 2016). Des études 

sur la virulence de S. Typhimurium dans le modèle de Galleria mellonella ont déjà été 

décrites (Bender et al., 2013; Card et al., 2016; Kurstak, 1967; Viegas et al., 2013). Bien qu'il 

ne remplace pas les modèles de mammifères, G. mellonella fournit une alternative rapide et 

rentable pour collecter les données initiales de la virulence bactérienne (Tsai et al., 2016). De 

plus, contrairement à de nombreux autres modèles d'invertébrés, y compris Caenorhabditis 

elegans, les analyses peuvent être effectuées à 37 ° C, une température optimale pour la 

grande majorité des pathogènes humains (Bender et al., 2013). Différentes raisons justifient 

l'utilisation de ces insectes pour déterminer la virulence des bactéries chez l'homme, y 

compris un système immunitaire inné complexe, la présence d'hémolymphe analogue au sang 

chez les mammifères et une réponse humorale orchestrée par des molécules effectrices 

solubles incluant des protéines du complément, de la mélanine et des peptides antimicrobiens 

(Ramarao et al., 2012; Tsai et al., 2016).  

Les trois sérovars, S. Derby, S. Typhimurium et S. Typhimurium monophasique, peuvent être 

ingérés par l'homme à travers la viande de porc, et il semble que S. Derby soit moins impliqué 

dans la salmonellose humaine, le nombre de cas humains étant plus faible que ceux liés aux 

deux autres sérovars. Cela pourrait suggérer que S. Derby est moins virulente que les autres 

sérovars. Pour vérifier cette hypothèse, nous avons étudié la performance de virulence de 

souches de S. Derby, S. Typhimurium et S. Typhimurium monophasique isolées chez les 

porcs. Pour cela, nous avons choisi d'évaluer leur niveau de pathogénicité dans un modèle in 

vivo utilisant des larves de Galleria mellonella et dans un modèle in vitro utilisant des cellules 

intestinales Caco-2. 
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2. Virulence characterization of Salmonella Derby, 

Salmonella Typhimurium and its monophasic variant 

S. 1,4[5],12:i:- isolated from pigs through in vivo 

Galleria mellonella model and in vitro Caco-2 assay. 
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ABSTRACT 

To determine the virulence patterns in humans of the three most prevalent Salmonella 

serovars in pig in France (Derby, Typhimurium and its monophasic variant 1,4[5], 12:i:-.), we 

tested 5 strains per serovar in an in vivo insect model and in an in vitro assay on cell. For the 

in vivo insect model, each strain was inoculated in 20 larvae of Galleria mellonella in a 

concentration of 104 UFC per larvae. After 48 hours at 37°C, we counted the surviving larvae 

to calculate the survival percentage. For the in vitro assay, Caco-2 cells were inoculated with 

107 UFC of Salmonella, and after the assay, we determined a percentage of adhesion and a 

percentage of invasion for each strain.   

Survival % average was respectively 10.67%, 52.33% and 42.00% for S. Derby, 

S. Typhimurium and monophasic S. Typhimurium. Significant difference was found between 

S. Derby and the two other serovars, S. Typhimurium and monophasic S. Typhimurium. The 

strains of S. Derby were all identified as highly virulent while difference in patterns of 

virulence intra-serovars was founded for S. Typhimurium and monophasic S. Typhimurium.  

The invasion of our strains was low, under 2.42%. The % of adhesion varied from 3.93% to 

54.60% and was respectively in average 9.50%, 12.38% and 30.92% for S. Derby, 

S. Typhimurium and monophasic S. Typhimurium. Significant difference was found between 

monophasic S. Typhimurium and S. Derby. Moreover, the highest difference between strains 

was observed for the monophasic S. Typhimurium serovar with a % of adhesion varying from 

8.63% to 54.6%. 

Our study showed different pattern of virulence between- and intra-serovar. We showed for 

the first time data on virulence on Salmonella Derby, and surprisingly, our strains isolated 

from pig were highly virulent on larvae while its adhesion on Caco-2 cells was the lowest. 

This serovar is described as having a lower virulence potential. The two models showed that 

some monophasic S. Typhimurium were highly virulent suggesting that this serovar could be 

very pathogen for humans. 
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INTRODUCTION 

Salmonella sp. is a Gram negative bacterium, belonging to Enterobacteriaceae family, and 

recognized in European countries as one of the most important pathogens implicated in food-

borne human disease (EFSA and ECDC, 2017). Many animal sources of contamination for 

humans have been reported by several authors, but pigs are one of the major animal species 

that are responsible for the transmission of Salmonella to humans (Bonardi, 2017). Between 

10 to 20% of human Salmonella infections in the EU are attributed to pork (EFSA and ECDC, 

2010b). Among the approximately 2500 serovars of Salmonella enterica, the serovars 

S. Derby, S. Typhimurium and monophasic S. Typhimurium are in the five most reported 

serovars in Salmonella human cases (EFSA and ECDC, 2010a). In France, the national 

reference center (Pasteur Institute, Paris) (CNR-ESS, 2017) reported 2071 and 1958 humans 

cases associated respectively to S. Typhimurium and monophasic S. Typhimurium (S. 1,4, [5], 

12: i :-) in the year 2016. Salmonella Derby was in the tenth place with 113 cases; this serovar 

fluctuates from 100 to 220 cases since the last six years.  

These three serovars were reported and associated with (contact with) pigs and (consumption 

of) pig meat and to a lesser extent from poultry and cattle. In France, Salmonella serovar 

Typhimurium and Derby have long been serovars mainly isolated from pigs at the farm and 

slaughterhouse (Denis et al., 2013), with 40% of S. Derby isolates and 40% of 

S. Typhimurium isolates on all harvested isolates) while in the recent years in the pig 

production, a high increase in the monophasic variant of S. Typhimurium 1,4,[5],12:i:- 

occurred. In the frame of a French study in 2012, 34% of the strains isolated from the pig’s 

colon content were S. Typhimurium and two-third of these strains were monophasic 

(Kerouanton et al., 2013a). The three main serovars on pork meat in 2015 in France were 

monophasic variants of S. Typhimurium (1, 4, [5], 12: i :-) with 43.7%, S. Typhimurium with 

17.9% and S. Derby with 17.9%. These serovars represented 79.5% of the strains isolated 

from this category of meat (Leclerc et al., 2016). 

Despite their close genetic relationship, differences in epidemiology and virulence of different 

Salmonella serovars are common (Vo et al., 2007) and depend upon the virulence potential of 

the microorganism and the susceptibility of the host (Figueiredo et al., 2015). Differences 

among serovars with respect to disease severity in humans have been described and most 

illness was related to serovar Typhimurium (Andino and Hanning, 2015). This serovar also, 

tend to have more potential to cause extra intestinal infections in humans than others (Gal-
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Mor et al., 2014). However, comparison of virulence in humans between serovars associated 

to pigs was not already described.  

Several models are available for testing the virulence of Salmonella strains or studying the 

role of genes in the pathogenicity of this pathogen. The best known models is the in vitro 

model using cells like Caco-2 or HeLa cells (McWhorter et al., 2015; Wang et al., 2016). 

Similarly, the murine model is currently used and allows in vivo tests in rodents (mouse, rat, 

or guinea pig) (McWhorter et al., 2015; Ren et al., 2017). However, there are ethical, 

budgetary and logistical hurdles associated with utilization of rodents. Also, Galleria 

mellonella insect model (greater wax moth or Honeycomb moth) is as a reliable model host to 

study pathogenesis of many human pathogens (Junqueira, 2012; Mukherjee et al., 2010; 

Ramarao et al., 2012; Tsai et al., 2016). Studies in virulence of S. Typhimurium in Galleria 

mellonella model has been already described (Bender et al., 2013; Card et al., 2016; Kurstak, 

1967; Viegas et al., 2013). Although it will not replace mammalian models, G. mellonella 

provides a rapid and cost effective alternative to collect initial data of bacterial virulence (Tsai 

et al., 2016). Moreover, in contrast to many other invertebrate models, including 

Caenorhabditis elegans, analyses can be performed at 37°C, a temperature optimal for the 

vast majority of human pathogens (Bender et al., 2013). Different reasons justify the use of 

these insects to determine virulence of bacteria in humans, including a complex innate 

immune system, presence of hemolymph analogous to blood in mammals, and humoral 

response orchestrated by soluble effector molecules that includes complement like proteins, 

melanin and antimicrobial peptides (Ramarao et al., 2012; Tsai et al., 2016). 

Because the three serovars, S. Derby, S. Typhimurium and monophasic S. Typhimurium, may 

be likely to be ingested by humans through pork, it appears that Derby is less involved in 

human salmonellosis because of the small number of humans cases in France compared to the 

other two serovars. This might suggest that Derby is less virulent. To verify this hypothesis, 

we investigated the virulence performance of strains of S. Derby, S. Typhimurium and 

monophasic S. Typhimurium isolated from pigs. For this, we chose to evaluate their level of 

pathogenicity in an in vivo model using Galleria mellonella larvae an in an in vitro model 

using intestinal caco-2 cells.  
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MATERIAL AND METHODS  

Strains 

For virulence assay, we decided to test 5 strains per serovar, S. Derby (SD), S. Typhimurium 

(ST) and monophasic variant of S. Typhimurium (vmST) (total of 15 strains). These strains of 

pig origin were selected from our own collection, on the basis of their serovar first and, then 

on their XbaI-PFGE patterns in order to have different strains within the same serovar.  

Also, these strains had previously been serotyped according to the Kaufmann-White 

classification (Popoff, 2001). Serotyping were performed in our laboratory, the French 

National Reference Laboratory for Salmonella. We also previously confirmed by PCR the 

variant monophasic S. Typhimurium strains according to the method described by (Lailler et 

al., 2013). The strains had previously been typed by RFLP-PFGE, according to the PulseNet 

protocol (Ribot et al., 2006). The XbaI PFGE patterns of the 15 selected strains are presented 

in figure 1.  

One of these strains, S. Derby 07CR553, was previously sequenced (Kerouanton et al., 2015)

 

Figure 1. XbaI-PFGE patterns of the 15 strains.  
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Strains were strains isolated from carcasses, lymph nodes or feces of pig sampled at 

slaughterhouse (Table 1) (Denis et al., 2013); (Kerouanton et al., 2013a); (Kerouanton et al., 

2013b). The strains were stored à -80°C in Peptone Glycerol Broth.  

Table 1. Salmonella strains used in virulence test in Galleria mellonella model 

Salmonella 
serovar 

Strain 
Year of 
isolation 

Source 

S. Derby 

07CR55γ β007 Mesenteric lymph nodes of fattening pig 

S1βAK059 β01β Carcasse of fattening pig 

S1βAK118 β01β Carcasse of fattening pig 

07CR179 β007 Mesenteric lymph nodes of fattening pig 

07CRββγ β007 Mesenteric lymph nodes of fattening pig 

S. Typhimurium 

S1βAK086 β01β Feces of fattening pig 

07CR07γ β007 Mesenteric lymph nodes of fattening pig 

07CR095 β007 Mesenteric lymph nodes of fattening pig 

08MD1γ8 β008 Feces of male breeding pig 

08MD869 β008 Feces of fattening pig 

monophasic 
variant of 
S. Typhimurium 

S14CH6γ β014 Feces of fattening pig 

S1βAK050 β01β Feces of fattening pig 

S1βAK070 β01β Carcasse of fattening pig 

S1βAK100 β01β Feces of fattening pig 

S1βAK107 β01β Feces of fattening pig 

 

For the assay on Galleria mellonella, we used as positive control a strain of S. Typhimurium, 

ATCC 14028 purchased from the collection of Pasteur Institute, Paris. This strain was 

previously tested on mouse (McWhorter et al., 2015) 

Assay in Galleria mellonella model 

The in vivo assay was performed at the Microbiological Risk Laboratory of Caen-Normandy 

University. Each strain of Salmonella was streaked on Luria Bertani agar (LB) and incubated 

at 37°C for 24 hours. One colony was then transferred to 20 ml of Luria Bertani broth, and 

incubated at 37°C for 24 hours.  
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The day of larvae infection, 5 ml of this culture was transferred in a Falcon Tube of 10 ml and 

centrifuged at 4000 rpm for 5 minutes. Precipitated bacteria were washed one minute by 

centrifugation with 1 ml of physiological water (PW). This step was repeated two times. The 

final concentration was adjusted to an optical density of 0.5 in a volume of 1.5 ml. Serial 

dilution (1:10) was then performed in 100 µl of physiological water until the dilution 10-6. 

Numeration of the culture was realized by plating the dilutions 10-5 and 10-6 on LB agar and 

by counting the colonies after incubation at 37°C for 24 hours of the plates.  

We inoculated 20 larvae of Galleria mellonella with a size of 20 mm per strain and per 

dilution. Each larva was inoculated with 104 CFU of Salmonella. For that, 0.1 milliliter of the 

dilution 10-2 was injected with a 10 ml syringe into the hindmost left proleg of each larva 

using a syringe pump inoculator (KD Scientific, USA). Larvae were then placed in plastic 

petri dishes and incubated at 37°C until 48 hours. The assay was repeated three times; so, 60 

larvae were used per strain. 

Surviving larvae were counted 48 hours after inoculation. Percentage of survival of a strain 

was calculated with the follow formulae: 

 

Survival percentage in %= Larvae counted at dilution 10-2 in the three repetitions x 100 
    Total larvae (= 60) 
 

In vitro assay on Caco-2 cells  
 
Intestinal cells, Caco-2, were seeded in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM 

medium) (Invitrogen-Gibco, France) at 105 cells per well in a 24 well-plate. Then, 107 

bacteria of each strain were added in two wells, one to numerate adhesive and invasive 

bacteria and the other, to numerate invasive bacteria. Cells were incubated for 3h at 37°C with 

5% CO2 to allow bacterial adhesion and invasion.  

In the first well, cells were washed three times with PBS solution (Invitrogen-Gibco, France) 

and then the monolayer was lysed with 0.1% triton X-100 (Sygma, France) for 15 minutes at 

37°c, and total bacteria, intracellular and adherent bacteria, were enumerated by serial 

dilutions in Tryptone salt (TS) (Biomerieux, France) by plating on PCA agar plates 

(Biomerieux, France).  

In the second well, the monolayer was washed three times in PBS solution, and 1ml of 

DMEM containing gentamicin (Sygma, France) at 480 mg/L was added to kill extracellular 
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bacteria. After 2-hour incubation, the monolayer was washed twice in PBS solution and lyzed 

with 0. 1% Triton X-100 as described above. After serial dilution in TS, released intracellular 

bacteria were enumerated by the colony count method on PCA agar plates. 

The number of adherent bacteria was deduced by subtracting the number of intracellular 

bacteria to the number of intracellular and adherent bacteria. Then, the percentage of invasive 

bacteria (%_Inv or Per_Inv) and the percentage of adherent bacteria (%_Adh or per_Adh) 

were calculated from the inoculum deposited on the Caco-2 cells. 

Statistical analysis 

All comparisons of the means were performed in R software (R version 3.2.4). The strains 

were also classified in three classes of pathogenicity (low, intermediate and high) by 

hierarchical clustering with the method “hclust ward Dβ” under R software. 
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RESULTS 

Virulence of Salmonella in Galleria mellonella model 

All the strains induced mortality in larvae but the level of mortality was variable according to 

the strain. One the most important change in larvae after inoculation was melanization.  

The survival percentage is on average 35%. The highest mortality was founded for two SD 

strains (S12AK59 and 07CR179) with a survival % of 6.67 and the lowest mortality for a 

vmST strain (S14CH63) with a survival % of 90 (figure 2). 

Survival % average was respectively 10.67%, 52.33% and 42.00% for S. Derby, 

S. Typhimurium and monophasic S. Typhimurium. These two last values were closed to the 

survival % of the control S. Typhimurium strain ATCC 14028 used in the in vitro assay 

(46.67%). However, inside the serovar, the survival % can vary between the strains. The 

difference between the strains is low for SD, from 6.67% to 16.7%, and higher for the two 

others serovars; from 21.67% to 78.33% for ST, and from 10.00% to 90.00% for vmST. 

 

 

Figure 2. Survival percentage of larvae inoculated with the 15 Salmonella strains.  

SD : S. Derby; ST : S. Typhimurium; vmST : variant monophasic S. Typhimurium 
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Significant difference were found between serovars (Kruskal-Wallis test, p-value < to 0.05) 

(figure 3). The difference was between S. Derby and the two other serovars, S. Typhimurium 

(Wilcoxon Mann Whitney test, p-value = 0.011) and monophasic S. Typhimurium (Wilcoxon 

Mann Whitney test, p-value = 0.036).  

 

 

Figure 3. Comparison of Salmonella serovars according to the number of surviving larvae.  

SD : S. Derby; ST : S. Typhimurium; vmST : variant monophasic S. Typhimurium; N_48h : 

number of surviving larvae 48 hours after inoculation with Salmonella. 

 

 

 

The strains could be distributed in three clusters according their survival percentage (figure 

4). The first cluster encompasses strains with High Virulence (< to 30% of survival), the 

second as strains with Intermediate Virulence (30-60% of survival) and the third one as 

strains with Low Virulence (> to 60% of survival).  

All the SD strains are classified in the HV cluster. The ST strains spread in the three clusters 

with one strain in HV cluster and in IV cluster up, and 3 strains in the LV cluster. The vmST 
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strains were also found in the three clusters with two strains in HV cluster and in IV cluster, 

and one strain in the LV cluster. The control strain ATCC 14028 was classed as Intermediate 

Virulent strain. 

 

Figure 4. Hierarchical classification of the strains according their survival percentage.  

HV :  High Virulence (< to 30% of larvae survival); IV : Intermediate Virulence (30-60% of 

larvae survival); LV: Low Virulence (> to 60% of larvae survival); SD : S. Derby; ST : 

S. Typhimurium; vmST : variant monophasic S. Typhimurium. 
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Virulence of Salmonella on Caco-2 cells 

Percentage of adhesion 

The percentage of adhesion was in average 17.60%.  The highest adhesion was founded for 

two vmST strains (S12AK50, S12AK70) with 52.84% and 54.60% of adhesion, respectively 

(figure 5). The lowest %_adh was for a SD strain (07CR553) with 3.93% of adhesion.  

The average for the percentage of adhesion was respectively 9.50%, 12.38% and 30.92% for 

S. Derby, S. Typhimurium and monophasic S. Typhimurium. Inside the serovar, the %_adh 

vary between the strains. The difference between the strains is less important for SD, from 

3.93% to 15.12%, and for ST, from 4.66% to 23.89%. The highest difference between strains 

was observed for the vmST serovar; the %_adh vary from 8.63% to 54.6%. 

 

Figure 5. percentage of adhesion to Caco-2 cells for the 15 Salmonella strains.  

SD : S. Derby; ST : S. Typhimurium; vmST : variant monophasic S. Typhimurium 
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Significant difference were found between serovars (Kruskal-Wallis test, p-value < to 0.05) 

(figure 6). The difference was between monophasic S. Typhimurium and S. Derby (Wilcoxon 

Mann Whitney test, p-value = 0.02). S. Typhimurium was not significantly different from 

S. Derby (Wilcoxon Mann Whitney test, p-value = 0.43) and from monophasic 

S. Typhimurium (Wilcoxon Mann Whitney test, p-value = 0.06). 

 

Figure 6. Comparison of Salmonella serovars according to their percentage of adhesion to 

Caco-2 cells.  

SD : S. Derby; ST : S. Typhimurium; vmST : variant monophasic S. Typhimurium.  
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Percentage of invasion 

The percentage of invasion was in average 0.88%.  The invasion was low and varied from 

0.12% (wmST strain S12AK107) to 2.42% (vmST strain 07CR070) (figure 7).  

 

Figure 7. Percentage of invasion on Caco-2 cells for the 15 Salmonella strains.  

SD : S. Derby; ST : S. Typhimurium; vmST : variant monophasic S. Typhimurium 

There was no significant difference between serovars for the %_inv (Kruskal-Wallis test, p-

value = 0.167) (figure 8). The average was 0.82%, 1.07%, 0.75% for respectively SD, ST and 

vmST.  
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Classification of the strains 

The strains could be distributed in three clusters according their percentage of adhesion to 

caco-2 cells (figure 9). We do not consider the percentage of invasion because this value does 

not impact on the classification of the strain by hierarchical classification under R.  The first 

cluster was considered as strains with High Adhesion (> to 30%), the second as strains with 

Intermediate Adhesion (10-30%) and the third one as strains with Low Adhesion (< to 10%). 

The vmST strains spread in three clusters, HA (2 strains), IA (2 strains) and LA (one strain). 

No SD and ST strains were classified in the HA cluster. The IA cluster encompasses 2 SD and 

3 ST strains; and the LA cluster, 3 SD and 2 ST strains.   

Figure 9. Hierarchical classification of the strains according their percentage of adhesion to 

Caco-2 cells. HA:  High Adhesion (> to 30%); IA: Intermediate Adhesion (10-30%); LA: Low 

Adhesion (<to 10%). SD: S. Derby; ST: S. Typhimurium; vmST: variant monophasic S. 

Typhimurium. 
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We classified the 15 Salmonella strains according their adhesion on Caco-2 cells and their 

survival in Galleria mellonella (Table 2). We could conclude as previously shown that there 

is a low concordance between these two methods for the S. Derby serovar; these strains 

induced a high mortality of the larvae but had intermediate but low % of adhesion on Caco-2 

cells. Otherwise, the two vmST strains that caused high larval mortality also had a very strong 

adhesion to Caco-2 cells.   

Table 2. Distribution of the 15 Salmonella strains according their survival in Galleria 

mellonella model and their adhesion on Caco-2 cells.  

 
HV 

(% survival) 

IV 

(% survival) 

LV 

(% survival) 

Number 

of strains 

HA 

(%_adhesion) 

S12AK50 

S12AK070 
  2 

IA 

(%_adhesion) 

07CR179 

S12AK118 

S12AK107 

S12AK086 

 

08MD138 

07CR095 

S14CH63 

7 

LA 

(%_adhesion) 

8MD869 

07CR553 

07CR223 

S12AK059 

S12AK100 
07CR073 

 
6 

Number of 

strains 
8 3 4 15 

In grey: S. Derby strains; in black: S. Typhimurium strains; in red: monophasic variant 

S. Typhimurium strains; HA: High Adhesion; IA: Intermediate Adhesion, LA: Low Adhesion 
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DISCUSSION 

In order to establish a level of virulence of S. Derby, S. Typhimurium and variant monophasic 

S. Typhimurium strains isolated from pigs, we tested the strains in an in vivo model by using 

larvae of Galleria mellonella and in an in vitro assay on Caco-2 cells. This work allows us to 

classify the different strains through the survival percentage of larvae after inoculation by 

Salmonella and through the percentage of adhesion of the bacteria on Caco-2 cells. We 

wanted to evaluate their level of pathogenicity for humans. 

The possibility of addressing many aspects of mammalian innate immunity in invertebrates 

has expanded their use as model to study human infections (Viegas et al., 2013). Some studies 

in virulence of S. Typhimurium in Galleria mellonella model has been already described 

(Bender et al., 2013; Card et al., 2016; Kurstak, 1967; Viegas et al., 2013). In our study, we 

observed for almost all the strains that inoculation of the larvae by Salmonella induces 

melanization of the dying larvae. Melanization response has been described as the synthesis 

and deposition of melanin to encapsulate pathogens at the wound site, followed by 

hemolymph coagulation, and is analogous to abscess formation in mammalian infections 

(Tsai et al., 2016). Pathogenesis of Salmonella in the larvae begins for a bacterial slowly 

multiplication in gut or visceral cavity and the infection progress with cellular damage 

characterized by vacuolization, disintegration of hemocytes and nucleotide alterations 

(Kurstak, 1967). Histopathological studies in Galleria mellonella larvae inoculated with S. 

Typhimurum showed moderate and several pathological changes characterized by complete 

destruction of the intestinal epithelium with necrotic cells and cellular debris (Card et al., 

2016).  

Our work highlighted that the serovar S. Derby showed the highest mortality of Galleria 

mellonella larvae in comparison with the others serovars. We obtained a mortality of 89.33% 

of larvae for S. Derby. Moreover, all the S. Derby presented the same pattern of virulence; 

they were all classed in the High Virulent group. However, this result was not concordant 

with the results observed by the in vitro assay; these strains had low or intermediate adhesion 

on Caco-2 cells. No other studies tested this serovar on Galleria mellonella larvae model and 

on Caco-2 cells; so it is difficult to compare our results with those of others studies. 

Salmonella Derby has been described as having a lower virulence potential and lacked a 

combination of genes important for virulence including irsA and msgA genes. Lack of many 

genes important to virulence suggests that the serovar Derby is less virulent to humans (Litrup 

et al., 2010). This could explain that S. Derby strains have a low potential of virulence on 
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Caco-2 cells, but do not explain their behavior on Galleria mellonella larvae. We are unable 

to identify why S. Derby behaves like this on larvae.   

One of the first works of inoculation of Salmonella Typhimurium strains in larvae of Galleria 

mellonella using the same level of inoculum as our (104 CFU per larva) gave a mortality of 

larvae from 20 to 34% (Kurstak, 1967). The mortality of the larvae was higher in our study, 

and reached in average 47.67% for S. Typhimurium and 58.00% for monophasic S. 

Typhimurium. On Caco-2 cells, the percentage of adhesion was also higher for the 

monophasic S. Typhimurium (30.92%), and significantly different to S. Derby (9.50%). This 

tends to confirm that S. Typhimurium and its variant monophasic are more pathogenic in 

humans than S. Derby. This is consistent with what is found in human cases in Europe (EFSA 

and ECDC, 2017) and France (CNR-ESS, 2017). 

Difference of virulence between serovars could be explained also because S. Typhimurium 

were especially susceptible to apolp-III a protein that have an important role in insect immune 

response; because it target components of bacterial cells like lipopolysaccharides, acids 

lypoteicoiques and others compounds (Zdybicka-Barabas and Cytrynska, 2011).  

In another study (McWhorter et al., 2015) the authors didn’t see any relationship between the 

presence or absence of virulence genes by PCR and either in vitro invasive capacity (Caco-2 

cells) or in vivo pathogenicity (mice) when tested a collection of Salmonella strains, with 

different serovars, isolated from egg and poultry farms.  Other studies on S. Typhimurium 

using Galleria mellonella models showed that the LPS structure of the bacteria could 

influence Salmonella virulence in Galleria mellonella, as the lack of the PhoQ gene (Bender 

et al., 2013), or of the virulence plasmid (Card et al., 2016) 

Our study highlighted that the strains within the S. Typhimurium serovar and within the 

monophasic S. Typhimurium serovar exhibit different virulence patterns; the mortality varied 

from 10% to 90%, and the adhesion from 4.66% to 54.6%. Differences intra-serovars in mice 

models were already described (Suez et al., 2013). In 2015, McWhorter and colleagues 

classified the ATCC 14028 as high virulent S. Typhimurium strain in his study; this strain had 

a strong invasiveness capacity on Caco-2 cell and induces a high mortality of the mouse 

inoculated with it.. With our assay using Galleria mellonella, the ATCC 14028 strain was 

identified as intermediate virulent (survival percentage of 46.67%) and we could observed 

that three strains, one S. Typhimurium, and two monophasic S. Typhimurium could be 

considered highly virulent compared to the control strain. These two monophasic S. 
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Typhimurium strains had also a high adhesion on Caco-2 cells. This confirms that the 

virulence within a same serovar may be variable and that the classification of the strains 

relative to each other also depends on the collection of the strains tested. 

CONCLUSION 

This study contributes to evaluate virulence of three major serovars found in the pig 

production in France. Our investigation showed different patterns of virulence between strains 

belonging to S. Derby, S. Typhimurium or monophasic S. Typhimurium and, also differences 

between serovars. Results on Caco-2 cells and literature tend to confirm that S. Derby had a 

low pathogenicity compared to the monophasic S. Typhimurium, but this was not confirms on 

larvae. We could observe that the concordance between the in vivo model and the in vitro 

model was not so obvious, at least for S. Derby.  More extensive research is necessary to 

corroborate these differences. It would be interesting to sequence our strains to describe more 

precisely their pathogenic potential. 
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3. Conclusion 

Cette étude contribue à évaluer la virulence de trois sérovars majeurs trouvés dans la 

production porcine en France. Notre étude a montré différents profils de virulence entre les 

souches appartenant à S. Derby, S. Typhimurium ou au variant monophasique de 

S. Typhimurium et, également, des différences entre sérovars. Les résultats sur les cellules  

Caco-2 et la littérature tendent à confirmer que S. Derby a une faible pathogénicité par rapport 

à S. Typhimurium monophasique, mais cela n’a pas été confirmé par l’étude chez les larves de 

Galleria mellonella. Nous avons pu observer que la concordance entre le modèle in vivo et le 

modèle in vitro n'était pas si évidente, au moins pour S. Derby. Des recherches plus 

approfondies sont nécessaires pour corroborer ces différences. Il serait intéressant de 

séquencer nos souches pour décrire plus précisément leur potentiel pathogène. 
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Depuis la première description de Salmonella en 1985 par Daniel D. Salmon, 17 millions de 

références concernant Salmonella ont été publiées dans la littérature scientifique. Malgré tous 

les efforts déployés pour diminuer les enjeux de santé publique liés aux infections de 

Salmonella, la prévalence des cas humains, dans les pays industrialisés et en voie de 

développement, continue à être élevée. Les données de l’EFSA pour l’année β016 ont estimé 

à 94 530 le nombre de cas humains de salmonellose dans toute l’Europe (EFSA and ECDC, 

2017). La complexité du cycle épidémiologique, l’implication de plusieurs espèces animales 

et la virulence de certains sérovars font que le contrôle de la maladie est difficile et que 

malgré tous les efforts pour combattre la maladie, les toxi-infections alimentaires se 

produisent chez les humains. 

Salmonella a également été décrite comme un enjeu majeur dans la filière porcine dans 

plusieurs pays en Europe et notamment en France. Dans l’union Européenne, le nombre de 

cas humains attribués au porc et à la viande de porc serait de 10 à 20 % (EFSA and ECDC, 

2010b) et la viande de porc serait la première source de viande responsable des salmonellose 

(Bonardi, 2017). 

Les porcs sont porteurs sains de Salmonella, ils arrivent donc à l’abattoir sans qu’on ait pu 

identifier leur statut d’excréteur. Au cours de l’abattage, de nombreux facteurs de risque 

existent et peuvent aboutir à une contamination des carcasses. La diminution de la prévalence 

du portage intestinal des porcs dans les élevages pourrait donc diminuer le risque de 

contamination dans les abattoirs. 

La filière porcine a donc besoin d’outils pour mieux comprendre le comportement infectieux 

de Salmonella au sein des élevages. Il est nécessaire de pouvoir mettre en place des critères 

qui peuvent permettre de considérer un élevage comme à risque pour la santé humaine.  

Parmi les sérovars impliqués dans les contaminations humaines, trois sérovars sont également 

très prévalents dans la filière porcine, tant chez le porc que sur les produits à base de porc. Il 

s’agit des sérovars Typhimurium, Derby et le variant monophasique de S. Typhimurium. 

Les objectifs de mes travaux de recherche étaient  d’établir les dynamiques d’infection au sein 

des élevages conventionnels et expérimentaux ainsi que de déterminer les différences entre 

ces trois sérovars de Salmonella concernant le pouvoir colonisateur pour le porc et le pouvoir 

pathogène chez les humains. 
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Le premier objectif de ce travail consistait à évaluer la dynamique d’infection au sein des 

élevages, par le biais d’une étude sérologique. Cette étude a été réalisée en Bretagne, la plus 

grosse région de production porcine en France (56% de la production, 13,3 millions de têtes 

(GRAPHAGRI, 2016). Toutes les fermes étudiées dans cette étude étaient des fermes de type 

naisseur-engraisseur. En France, ce type de production rassemble 85% de truies et 60% de 

porcs à l’engraissement (HCCA, 2015). Même si ces exploitations sont représentatives de la 

production française, elles ont été sélectionnées sur la base du volontariat. Les résultats ne 

sont donc pas nécessairement extrapolables à d'autres fermes. Cependant, les porcelets ont été 

sélectionnés au hasard afin qu'ils puissent être considérés comme représentatifs des lots. 

La sérologie a été utilisée dans notre étude pour évaluer l'âge de la séroconversion et ainsi 

déduire l'exposition antérieure à Salmonella. Des controverses entre les fabricants et les 

scientifiques concernant la sensibilité et la spécificité de ces tests ont été publiées (Farzan et 

al., 2007). Le kit commercial IDEXX ELISA utilisé dans cette étude a donc été choisi pour 

ses bonnes performances de sensibilité et spécificité (Gotter et al., 2012). 

La détection d'anticorps contre Salmonella n'est pas le meilleur indicateur d'infection au 

niveau du porc, car ni l'infection des ganglions lymphatiques, ni l'excrétion de Salmonella 

dans les fèces ne sont nécessairement liées à la présence d'anticorps chez les porcs (Mainar-

Jaime et al., 2008). Malgré cela, l’ELISA est utile pour détecter une exposition antérieure des 

troupeaux aux bactéries et certains programmes nationaux de surveillance sont basés sur la 

sérologie (Vico, 2012). La sérologie au niveau de l’élevage est considérée comme une bonne 

solution pour catégoriser le bétail, c’est pourquoi dans cette étude nous n'avons pas analysé 

les résultats sur la base d’une approche individuelle. 

Dans toutes les fermes, nous avons trouvé un pourcentage de DO élevé pour les truies comme 

les porcelets d'une semaine. Cette présence d'anticorps contre Salmonella a été détectée chez 

les porcelets jusqu'à l'âge de dix semaines. Nous avons observé une forte corrélation dans la 

réponse sérologique des porcelets et des truies à une semaine et six semaines. La persistance 

d'anticorps maternels jusqu'à l'âge de huit semaines a déjà été décrite dans la littérature 

(Beloeil et al., 2003; Merialdi et al., 2008). La composition et la durée de l'immunité 

maternelle acquise grâce au colostrum et à la consommation de lait ont une grande influence 

sur la dynamique de la transmission de Salmonella à la ferme (Wales et al., 2009). Dans notre 

étude, les résultats de l'analyse univariée n'ont révélé aucun effet protecteur des anticorps 

maternels sur l'âge de séroconversion. Cependant, il a été estimé que la fréquence 

relativement élevée de l'infection, alors que la fréquence de la maladie était faible chez les 
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porcelets allaités, pourrait être lié aux effets protecteurs des anticorps maternels (Lovell and 

Barrow, 1999). 

Les niveaux de DO ont augmenté principalement pendant la période d'engraissement et sont 

demeurés élevés jusqu'à l'abattage. Wales et ses collaborateurs ont également décrit que le 

degré de réponse sérologique chez les porcs d'engraissement tend à augmenter après environ 

dix semaines (Wales et al., 2009). Ceci est probablement dû à une réponse immunitaire active 

contre l'infection naturelle qui se serait produite au début de l'engraissement (Vigo et al., 

2009). 

Une corrélation positive a été trouvée entre l'état sérologique des porcelets en fin de phase 

d’engraissement, entre la 18ème semaine d’engraissement et l'abattage. Ceci est probablement 

dû au fait que les anticorps des porcs, d'abord infectés au cours de la période d'engraissement, 

continuent d’augmenter progressivement avec le temps car les bactéries continuent à circuler 

dans le troupeau et à contaminer de nouveau les animaux. Cette hypothèse pourrait être 

vérifiée en menant des analyses bactériologiques en parallèle des analyses sérologiques. 

L'âge moyen de séroconversion à Salmonella a été estimé en 137 jours. Cette période 

correspond à la seconde moitié de la phase d'engraissement. L'apparition d'une réponse 

immunitaire a été décrite entre 7 et 30 jours après l'infection naturelle (Vigo et al., 2009). 

Ainsi, nous estimons que les porcs pourraient avoir été exposés à Salmonella durant la 

première moitié de la période d'engraissement. Une autre étude a décrit une réponse 

immunitaire active contre l'infection naturelle au début de la période d'engraissement (Beloeil 

et al., 2003). Les facteurs influençant l'infection à Salmonella durant la période 

d'engraissement ont été décrits dans la littérature (Hotes et al., 2010). Ils sont liés à des 

mesures d'hygiène et de biosécurité telles que le nettoyage des tuyaux d'alimentation, le port 

de vêtements de protection en entrant dans les fermes et le contrôle de la prolifération des 

rongeurs. Les pratiques agricoles en maternité - comme permettre aux porcs d’enclos 

adjacents d'avoir un contact et/ou de mélanger des porcs de plusieurs fournisseurs -  sont 

associées à une probabilité accrue de séropositivité pour Salmonella (Lo Fo Wong et al., 

2004). 

Dans notre étude, un « effet ferme » influence de manière significative l'âge de la 

séroconversion. Cet « effet ferme » comprend un ensemble de pratiques et de mesures de 

biosécurité telles que l'âge du sevrage, les changements de salles, d’enclos, l'âge d'entrée en 

engraissement, le nettoyage et la désinfection, le déplacement et le mélange des animaux. 
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D’autres études ont montré un « effet ferme » dans la contamination par des micro-

organismes comme Campylobacter mais pas pour Salmonella (Fosse et al., 2011). 

Contrairement aux études publiées antérieurement (Beloeil et al., 2007), nous n'avons trouvé 

aucun autre facteur associé à l'âge de la séroconversion. Cela peut être dû à la taille limitée de 

notre échantillon (trois fermes et 120 porcs par ferme). Il peut donc y avoir eu un manque de 

puissance statistique pour différencier les facteurs agissant sur la séroconversion. En 2007, 

Beloeil et ses collaborateurs avaient observé un lien entre la séroconversion de Salmonella et 

l'état sérologique des porcs pour le virus PRRSV. Nous n’avons pas mis en évidence un tel 

lien dans notre étude. 

Le second objectif de ce travail était de décrire la dynamique de la colonisation des porcs 

après inoculation avec une souche du variant monophasique de Salmonella Typhimurium 

dans des conditions expérimentales. Dans notre modèle, nous avons inoculé des porcs avec 

109 UFC de S. Typhimurium monophasique/porc. Cette dose élevée garantit l'uniformité de la 

colonisation (Boyen et al., 2009). 

Après 24 heures d'inoculation, la température rectale des porcs a brièvement augmenté. Une 

température rectale élevée le premier jour après l'infection avait déjà été décrite chez des 

porcs infectés expérimentalement par S. Typhimurium (Knetter et al., 2015; Uthe et al., 2007). 

Nous avons observé une excrétion continue de Salmonella au cours des 84 jours de l'essai, 

avec un pic d’excrétion trois jours après l'inoculation, et des profils d'excrétion variables selon 

les porcs. La plupart du temps, des études ont rapporté une excrétion intermittente de 

S. Typhimurium dans des essais expérimentaux (Boyen et al., 2009; Ivanek et al., 2012) 

comme chez les porcs naturellement contaminés par S. Typhimurium (Beloeil et al., 2003; 

Tessier, 2015)  ou par le variant monophasique de S. Typhimurium (Fernandes et al., 2016). 

L'excrétion continue peut s'expliquer par la forte dose d’inoculation, comme cela a déjà été 

rapporté dans un essai sur des porcs inoculés avec S. Typhimurium (Osterberg and Wallgren, 

2008). Elle pourrait également être liée à la souche utilisée dans notre essai, un variant 

monophasique de S. Typhimurium. Une étude récente a montré que les porcs exposés à un 

environnement contaminé avec une dose très faible du variant monophasique de 

S. Typhimurium peuvent excréter jusqu'à 104 UFC / g (Lynch et al., 2017). 

Dans notre étude, les porcs ont été divisés en trois groupes en fonction de l'âge d'abattage. 

Aucune différence statistique entre les niveaux d'excrétion de Salmonella n'a été observée 

entre les porcs de G1 et Gβ, mais les porcs de Gγ présentaient des profils d'excrétion 
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différents. En effet, le niveau d'excrétion d'un porc était beaucoup plus élevé que celui des 

autres porcs. Le portage des porcs par S. Typhimurium a été largement décrit par de nombreux 

auteurs, et l'existence de faibles excréteurs, d'excréteurs persistants (Knetter et al., 2015)  et de 

super excréteurs (Berriman et al., β01γ) a été rapportée. Il est difficile de diagnostiquer des 

forts et faibles excréteurs car, dans les conditions d’élevage et d'abattoir, un test de diagnostic 

rapide pour déterminer la quantité de Salmonella excrétée dans les fèces n'est pas disponible 

aujourd'hui. Les forts excréteurs représentent un problème majeur dans l'industrie porcine car 

ils augmentent les niveaux de contamination dans les exploitations, génèrent une re-

contamination entre les porcs et excrètent continuellement des taux élevés de Salmonella 

(Berriman et al., β01γ; Lanzas et al., β011; Weaver et al., β017).  

L'objectif de cette étude était également d'établir le degré de contamination des organes et du 

contenu intestinal des porcs inoculés au fil du temps. En effet, la lacération d'un tube digestif 

contaminé expose la carcasse et l'environnement de l'abattoir à la bactérie et peut contribuer à 

la contamination d'autres carcasses par contamination croisée (Berends et al., 1997; Rostagno 

et al., 2003b). Il est donc très important de mettre en place des outils pour réduire la 

prévalence du portage intestinal de Salmonella chez les porcs. 

À l’autopsie, 100% des amygdales, de l'iléon et du caecum étaient contaminés dans tous les 

groupes, les amygdales étant les organes les plus contaminés dans cette étude (5,0 ± 1,4 log10 

UFC / g). Ce niveau dans les amygdales est plus élevé que celui obtenu pour les porcs 

inoculés par un inoculum de S. Typhimurium de 107 UFC/g (Boyen et al., 2009). Les 

amygdales sont l'un des principaux sites d'invasion par les bactéries, qui se propagent ensuite 

aux ganglions lymphatiques. Elles sont également le principal site de colonisation de 

Salmonella chez les porcs devenus porteurs sains (Fedorka-Cray et al., 1995a). En effet, les 

amygdales, les ganglions lymphatiques et le tractus gastro-intestinal sont les principaux sites 

de colonisation de S. Typhimurium et d'autres sérovars (Van Parys et al., 2011). Les ganglions 

lymphatiques ont également été signalés comme le site de diagnostic le plus commun et un 

site de colonisation prédominante de S. Typhimurium chez les porcs (Osterberg et al., 2010; 

Van Parys et al., 2013). Cependant, dans notre étude, nous avons trouvé un faible niveau de 

colonisation dans les ganglions lymphatiques, peut-être expliqué par notre souche qui pourrait 

avoir un comportement différent dans la colonisation des organes internes des porcs. 

Nous avons trouvé un taux plus élevé de colonisation dans le jéjunum, l'iléon et le caecum 

que dans le duodénum. Nos résultats sont en accord avec les études qui ont établi que 

S. Typhimurium colonise préférentiellement l'iléon, le caecum et le côlon, vraisemblablement 
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en raison d'un pH bas et du plus faible taux de sels biliaires que dans le duodénum et le 

jéjunum (Uribe et al., 2016). Ces derniers auteurs ont également signalé que le jéjunum, 

l'iléon et le côlon réagissaient différemment à l'infection par Salmonella spp.  

Nous avons également évalué la réponse du porc à l'infection en mesurant les IFN-Ȗ et la 

production d'anticorps contre Salmonella. Le rôle des INF-Ȗ au cours de l'infection a été 

démontré. Cette glycoprotéine de 17 kDA est sécrétée par les macrophages, les cellules NK et 

LTH1 (Stevens and Gray, β01γ; Uthe et al., β009). Nous avons observé que les porcs 

produisaient des niveaux élevés d'INF-Ȗ trois jours après l'inoculation. Nous avons également 

trouvé une corrélation positive entre les niveaux d'INF-Ȗ et les niveaux d'excrétion fécale de 

Salmonella trois jours après l'inoculation. Ce résultat est concordant avec les observations de 

Uthe et ses collaborateurs lors d’un essai expérimental sur des porcs avec S. Typhimurium 

(Uthe et al., β009). 

Notre étude a montré que la séroconversion s'est produite à différents moments au cours de 

l'essai selon les groupes et les porcs. Cinq porcs étaient déjà positifs sept jours après 

l'infection et tous les porcs des groupes Gβ et Gγ avaient séroconverti 49 jours après 

l'infection. Cependant, une étude récente a montré que 17 porcs sur β0 avaient présenté une 

séroconversion dès β8 jours après l'exposition à un environnement contaminé par le variant 

monophasique de S. Typhimurium (Lynch et al., β017). Pour les porcs inoculés avec 

S. Typhimurium, des auteurs ont rapporté une séroconversion de 100% 14 jours après 

l'inoculation (Osterberg and Wallgren, β008) ou 77,8% 40 jours après l'inoculation (Van Parys 

et al., β01γ). En élevage conventionnel, une étude longitudinale récente réalisée sur γ60 porcs 

provenant de trois élevages a permis d'observer que les porcs avaient une séroconversion 

moyenne à 1γ7 ± β,β jours et que 75,07% des porcs étaient séroconvertis par l'âge d'abattage 

(Cevallos-Almeida et al., β018a). 

Toutes nos observations sur la colonisation, la production d'IFN- et la sérologie ont tendance 

à indiquer que le variant monophasique de S. Typhimurium provoque des réactions similaires 

chez les porcs après inoculation expérimentale que celles observées par d'autres auteurs après 

inoculation avec S. Typhimurium. Ceci est probablement lié au fait que ces deux sérovars ont 

démontré de fortes similarités en termes d'îlot de pathogénicité (SPI) et de virulence (Vieira-

Pinto et al., 2012). 
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Après passage in vivo chez les porcs, nous avons identifié deux nouveaux profils MLVA par 

rapport au profil MLVA original. La variation maximale observée est une insertion ou une 

suppression d'une unité répétée dans un seul locus, STTR6. Ces nouveaux profils ont été 

obtenus pour 3,3% des isolats typés. Ces résultats sont en accord avec d'autres études qui 

décrivaient peu de variation génétique ou de mutation d'isolats humains de S. Typhimurium 

après des essais de passage in vitro et in vivo chez des souris (Dimovski et al. 2014). Certaines 

études ont décrit des variations dans les locus MLVA de Salmonella tels que STTR5, STTR9 

et STTR10 en raison d'événements de délétion multiples ou uniques (Dimovski et al., 2014; 

Vignaud et al., 2016).  Nos résultats indiquent que la mutation peut se produire dans un court 

laps de temps. Cependant,  Dimovski et al. (2014) recommande que les isolats dont les profils 

diffèrent à l'un des locus STTR5, STTR6 et STTR10 qui évoluent rapidement soient 

regroupés dans un même cluster. La surveillance des épidémies utilisant cette méthodologie 

doit utiliser cette approche de clusterisations des profils pour ne pas risquer d’écarter des 

souches qui seraient liées à un même évènement épidémiologique. 

Le troisième objectif de ce travail consistait à comparer les profils d'excrétion, de réponse 

sérologique et de colonisation dans plusieurs organes de quatre groupes d'animaux inoculés 

avec des souches de sérovars différents : S. Derby, S. Typhimurium et le variant 

monophasique de S. Typhimurium. Nous avons trouvé des différences entre les groupes pour 

certains signes cliniques, comme la diarrhée et la fièvre. Alors que tous les groupes ont eu une 

diarrhée transitoire au moins une fois, la fièvre n'a pas été remarquée dans le groupe mST. 

Dans le groupe mST +, plusieurs porcs ont eu de la fièvre aux jours 1, 2 et 7 p.i. (post-

inoculation). La même souche de variant monophasique (S14CH63), utilisée en 2016 

(Cevallos-Almeida et al., 2018b) n'avait causé de la fièvre qu'au premier jour. Dans des études 

de comparaison de sérovars (S. Typhimurium vs S. Yoruba ; et  S. Derby vs S. Cubana), aucun 

signe clinique ou diarrhée n’avait  été observé (Osterberg et al., 2009; Osterberg and 

Wallgren, 2008). Cependant, chez des animaux inoculés comme dans notre étude à une dose 

de 109 UFC de S. Typhimurium, plusieurs signes cliniques de fièvre, de diarrhée et d'anorexie 

ont été signalés (Boyen et al., 2009). 

Un niveau élevé d'excrétion a été atteint au premier jour après inoculation dans tous les 

groupes. Le pic d’excrétion est cependant à J 14 post-inoculation pour le groupe inoculé avec 

S. Derby. Ce même jour, un porc de ce groupe montrait une élévation de température  

corporelle et de la diarrhée était observée dans le parc. Nous avons supposé que les porcs 

étaient porteurs de rotavirus, mais cela n’a pas été vérifié par des analyses. Il a été démontré 
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que l'infection concomitante du rotavirus avec d'autres pathogènes entériques tels que 

Escherichia coli entérotoxinogène (ETEC) ou Salmonella est fréquente et entraîne un effet 

cumulatif entraînant plusieurs maladies cliniques (Constable et al., 2016). Ceci pourrait donc 

expliquer l’augmentation de l’excrétion à J14 pour ce groupe. 

Dans les jours qui ont suivi l'inoculation, l'excrétion de Salmonella était variable selon le 

sérovar inoculé. Une étude a montré que les degrés divers de virulence des sérovars de 

Salmonella peuvent jouer un rôle important dans la capacité et la vitesse à laquelle ils peuvent 

se disséminer chez les porcs (Loynachan et al., 2004).  

Dans notre étude, seulement les porcs inoculés par le variant monophasique (groupe mST) ont 

excrété continuellement Salmonella tout au long de l'essai. Une étude longitudinale récente 

chez des porcs naturellement infectés par le variant monophasique de S. Typhimurium indique 

que ce sérovar peut provoquer des taux élevés d'excrétion chez les porcs colonisés, 

particulièrement chez les animaux plus jeunes (Weaver et al., 2017). Dans les groupes 

inoculés par S. Derby et S. Typhimurium, au moins un porc était négatif pour Salmonella au 

cours des différents jours d'échantillonnage. Ces résultats sont concordants avec d'autres 

études chez des porcs infectés expérimentalement avec S. Typhimurium et S. Derby, où les 

porcs ont tendance à alterner les périodes d’excrétion et de non excrétion, et donc à entrer 

dans un état d’excrétion intermittente (Ivanek et al., 2012). En ce qui concerne la souche de 

variant monophasique utilisée comme témoin dans cette étude, nous avons noté d’avantage 

d’intermittence dans l’excrétion que lors d’une précédente étude (Cevallos-Almeida et al., 

2018b). 

Nous avons trouvé des différences statistiques entre les niveaux d'excrétion totale des porcs 

inoculés avec S. Typhimurium et ceux inoculés par le variant monophasique de 

S. Typhimurium (mST), qui ont excrété d’avantage. Il n’y avait pas de différence entre ces 

deux groupes et celui des porcs inoculés par S. Derby. Ce travail représente la première 

comparaison de la colonisation en essai expérimental entre S. Typhimurium et 

S. Typhimurium monophasique. Même si le variant monophasique est génétiquement 

apparenté à S. Typhimurium (Bugarel et al., 2012a; Soyer et al., 2009a; Vieira-Pinto et al., 

2012), d'autres recherches sont nécessaires pour établir les différences entre ces deux sérovars 

en terme de colonisation des porcs. 

Au moment de l’autopsie, pour tous les sérovars, les taux les plus élevés en Salmonella ont 

été observés dans les amygdales, le caecum et le jéjunum. Les sites les moins contaminés 
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étaient les ganglions lymphatiques et le duodénum. Une étude a montré qu'après l'inoculation 

par S. Typhimurium, seuls les amygdales et les ganglions lymphatiques restaient positifs 

jusqu'à 28 jours (Matiasovic et al., 2014). La même étude montre qu’après inoculation par  

S. Derby, seules les amygdales restent positifs jusqu’à β8 jours.  

Concernant le suivi sérologique, les porcs ont séroconverti à différents moments selon le 

sérovar inoculé. Nous avons trouvé 100% de séroconversion chez les porcs du groupe vmST à 

jour 31 p.i. Nos résultats sont similaires à ceux trouvés par Lynch et ses collaborateurs (2017), 

où 85% des porcs étaient séroconvertis au jour 28 p.i.. Pour les porcs des groupes ST et SDb, 

100% de séroconversion était obtenu à J28 et J38 p.i. respectivement. Une autre étude a 

montré un résultat différent avec une séroconversion de 100% des porcs dans les deux 

semaines suivant l'infection (Osterberg et Wallgren 2008). Pour S. Derby, nos résultats sont 

differents à ceux trouvés par Osterberg et ses collaborateurs en 2009, avec 100% de 

séroconversion à 21 jours. Les porcs du groupe mST +  ont séroconverti plus tôt que ceux des 

autres groupes: 100% de la séroconversion a été observé à J24 p.i.. Au cours de l’étude 

précédemment menée avec cette souche, 100% de la séroconversion n’avait été atteint qu’à 

J49 p.i. (Cevallos-Almeida et al., 2018b). 

Enfin, dans la dernière partie de cette thèse, nous nous sommes intéressés à la 

pathogénicité pour l’homme des sérovars associés à la filière porcine. Afin d'établir un niveau 

de virulence de S. Derby, S. Typhimurium et du variant monophasique de S. Typhimurium 

isolées de porcs, nous avons testé 15 souches (5 par sérovar) dans un modèle in vivo utilisant 

des larves de Galleria mellonella et dans un test in vitro sur cellules Caco-2. Ce travail nous a 

permis de classer les différentes souches à travers le pourcentage de survie des larves après 

inoculation par Salmonella et à travers le pourcentage d'adhésion des bactéries sur les cellules 

Caco-β. Le but était d’évaluer leur niveau de pathogénicité envers les humains. 

Il est possible de traiter de nombreux aspects de l'immunité innée des mammifères chez les 

invertébrés. C’est pourquoi ils sont utilisés comme modèle pour étudier les infections 

humaines  (Viegas et al., 2013). Certaines études portant sur la virulence de S. Typhimurium 

et utilisant le modèle de Galleria mellonella ont déjà été décrites (Bender et al., 2013; Card et 

al., 2016; Kurstak, 1967; Viegas et al., 2013). 

Dans notre étude, nous avons observé, pour presque toutes les souches, que l'inoculation des 

larves par Salmonella induit la mélanisation des larves mourantes. La réaction de mélanisation 

a été décrite comme la synthèse et le dépôt de mélanine pour encapsuler des agents 
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pathogènes au site de la plaie, suivie de la coagulation de l'hémolymphe. Cette réaction est 

analogue à la formation d'abcès chez les mammifères (Kurstak, 1967).  

La pathogenèse de Salmonella chez les larves commence par une multiplication bactérienne 

lente dans l'intestin ou la cavité viscérale, puis l'infection progresse avec des dommages 

cellulaires caractérisés par une vacuolisation, une désintégration des hémocytes et des 

altérations nucléotidiques (Kurstak, 1967). 

Des études d’histopathologie chez des larves de Galleria mellonella inoculées avec 

S. Typhimurum ont montré des changements pathologiques modérés et variés, caractérisés par 

une destruction complète de l'épithélium intestinal avec des cellules nécrotiques et des débris 

cellulaires (Card et al., 2016). 

Nos travaux ont mis en évidence que le sérovar Derby provoquait la mortalité la plus élevée 

chez les larves de Galleria mellonella par rapport aux autres sérovars testés. La mortalité de 

larves était de 89,33% avec les souches de S. Derby. Toutes les souches de S. Derby 

présentaient le même schéma de virulence : elles ont toutes été classées dans le groupe des 

« Fortes Virulentes ». Cependant, ce résultat n'est pas concordant avec les résultats observés 

avec le test in vitro; en effet, ces souches ont une adhérence faible ou intermédiaire sur les 

cellules Caco-2. Aucune autre étude n'a testé ce sérovar sur le modèle des larves de Galleria 

mellonella ni sur les cellules Caco-2; il est donc difficile de comparer nos résultats avec ceux 

d'autres études. Salmonella Derby a été décrit comme ayant un potentiel de virulence plus 

faible car il leur manquerait des gènes importants pour la virulence, y compris les gènes irsA 

et msgA. L'absence de nombreux gènes importants pour la virulence suggère que le sérovar 

Derby est moins virulent pour l'homme (Litrup et al., 2010). Cela pourrait expliquer que les 

souches de S. Derby ont un faible potentiel de virulence sur les cellules Caco-2, mais 

n'expliquent pas leur comportement sur les larves de Galleria mellonella. Nous sommes 

incapables d'identifier pourquoi S. Derby se comporte ainsi sur les larves. 

L'un des premiers travaux d'inoculation des larves de Galleria mellonella avec des souches de 

S. Typhimurium utilisant le même niveau d'inoculum (104 UFC par larve) a donné une 

mortalité de larves de 20 à 34% (Kurstak, 1967). La mortalité des larves était plus élevée dans 

notre étude et atteignait en moyenne 47,67% pour S. Typhimurium et 58,00% pour 

S. Typhimurium monophasique.  

Sur les cellules Caco-2, le pourcentage d'adhésion était également plus élevé avec les souches 

du variant monophasique de S. Typhimurium (30,92%) et significativement différent de celui 
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obtenu pour les souches de S. Derby (9,50%). Cela tend à confirmer que S. Typhimurium et 

son variant monophasique sont plus pathogènes chez l'homme que S. Derby. Ceci est cohérent 

avec leur fréquence dans les cas humains en Europe (EFSA and ECDC, 2017) et en France 

(CNR-ESS, 2017) 

Pour les tests sur Galleria mellonella, la différence de virulence entre les sérovars pourrait 

s'expliquer également par le fait que S. Typhimurium est particulièrement sensible à l'apolp-

III, un composant protéique de la lifophorine qui joue un rôle important dans la réponse 

immunitaire des insectes, car il lie des composants de cellules bactériennes comme les 

lipopolysaccharides, les acides lypoticoïques et d'autres composés (Zdybicka-Barabas and 

Cytrynska, 2011).  

Dans une autre étude (McWhorter et al., 2015), les auteurs ont étudié une collection de 

souches de Salmonella de différents sérovars, isolées d'œufs et d’exploitations avicoles. Ils 

n'ont observé aucune relation entre la présence ou l'absence de gènes de virulence par PCR et 

la capacité invasive in vitro (cellules Caco-2) ou la pathogénicité in vivo (souris). 

D'autres études sur S. Typhimurium utilisant des modèles de Galleria mellonella ont montré 

que la structure LPS des bactéries pouvait influencer la virulence de Salmonella chez Galleria 

mellonella, comme l'absence du gène PhoQ  (Bender et al., 2013), ou du plasmide de 

virulence (Card et al., 2016). 

Notre étude a mis en évidence que les souches des sérovars Typhimurium et son variant 

monophasique présentent des profils de virulence très variables selon les souches sur Galleria 

mellonella; la mortalité variait de 10% à 90% et l'adhésion de 4,66% à 54,6%. Des différences 

intra-sérovars dans les modèles de souris ont déjà été décrites (Suez et al., 2013) 

En 2015, McWhorther et ses collaborateurs ont classé la souche ATCC 14028 comme souche 

de S. Typhimurium hautement virulente; cette souche a une forte capacité d'invasion sur la 

cellule Caco-2 et induit une forte mortalité chez les souris inoculées. Avec notre essai sur 

Galleria mellonella, la souche ATCC 14028 a été identifiée comme virulente intermédiaire 

(pourcentage de survie de 46,67%) et nous avons pu observer que trois souches, une 

S. Typhimurium et deux S. Typhimurium monophasique pouvaient être considérées comme 

très virulentes par rapport à cette souche de référence. Les deux souches du variant 

monophasique montrent également une forte adhésion sur les cellules Caco-2. Ceci confirme 

que la virulence au sein d’un même sérovar peut être variable et que la classification des 

souches les unes par rapport aux autres est très dépendante des souches choisies pour le test. 
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CHAP VI :  

CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
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Ce travail de thèse nous a permis de mieux comprendre la dynamique d’infection et de 

colonisation des porcs par Salmonella au travers de trois études : une étude longitudinale dans 

trois élevages conventionnels avec le suivi de trois lots de porcs par élevage, de la naissance à 

la date d’abattage et, deux études expérimentales en animalerie après inoculation orale de 

porcelets de 7 semaines. De plus, au cours de cette thèse, nous avons aussi évalué la 

pathogénicité de souches représentatives des trois sérovars majeurs de la filière porcine, par 

des essais in vivo sur le modèle insecte Galleria mellonella et in vitro, sur cellules intestinales 

humaines Caco-2. 

L’étude longitudinale en élevage conventionnel nous a permis de calculer un âge moyen de 

séroconversion pour Salmonella de 137 jours d’âge, soit 19,5 semaines d’âge. Sur la base de 

ce calcul, nous avons estimé que la contamination par Salmonella s’était produite en début 

d’engraissement.  

Le premier essai expérimental nous a permis d’apporter pour la première fois des données sur 

la dynamique d’infection des porcs par le variant monophasique de S. Typhimurium. Ce 

sérovar est devenu important en termes de prévalence chez le porc et également en infections 

humaines. Nous avons observé pour ce sérovar une excrétion continue et persistante chez tous 

les porcs suivis pendant 21, 49 ou 84 jours après inoculation ; alors qu’une excrétion 

intermittente est généralement décrite pour salmonelle chez le porc. A l’autopsie, il a été 

possible d’apprécier la colonisation des porcs par ce sérovar ; les salmonelles ont été 

retrouvées à des niveaux variables dans les différentes parties de l’intestin, à des niveaux 

faibles dans les nœuds lymphatiques et à des niveaux très élevés dans les amygdales. En 

réponse à l’infection, les porcs ont produit des anticorps anti-Salmonella. Nous avons mis en 

évidence que les premiers porcs avaient séroconverti à 7 jours et l’ensemble des porcs à 49 

jours post-inoculation. Les interféron-gamma, signe de la réponse inflammatoire, ont quant à 

eux été produits dès les premiers jours après l’infection. Nous nous sommes intéressées lors 

de cet essai à la stabilité génétique de la souche après passage dans le tractus digestif du porc. 

Nous avons observé des profils MLVA différents de celui de la souche inoculée indiquant que 

le génome de la souche a faiblement évolué. Ceci sous-entend que des profils MLVA proches 

en fin d’élevage conventionnel peuvent être issus d’une même souche mère. 

En perspective, il serait intéressant de confirmer en conditions naturelles l’excrétion continue 

de Salmonella des porcs infectés par le variant monophasique de S. Typhimurium. Pour cela, 

il faudrait cibler des élevages de porcs contaminé par ce sérovar et suivre le niveau 

d’excrétion dans les fèces des porcs de la naissance jusqu’à l’âge d’abattage. Ces données 
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seraient intéressantes à avoir pour mieux définir la gestion du risque Salmonella en filière 

porcine. 

Cet essai nous a laissé entrevoir que certains porcs pouvaient être considérés faiblement 

excréteurs et d’autres fortement excréteurs. En perspective, ceci serait à confirmer dans le 

cadre d’un futur essai en testant un plus grand nombre de porcs. Des différences d’excrétion 

dans des études récentes ont mis en évidence l'importance de l'hétérogénéité de l'hôte dans 

l'infection. En particulier, il a été démontré qu'une minorité des individus infectés dits super-

excréteurs sont responsables de la majorité des infections et qu’il serait intéressant de pouvoir 

les identifier précocement pour les retirer des élevages et ainsi diminuer la dissémination de la 

bactérie dans l’élevage. Ces études ciblent des marqueurs immunologiques et microbiotiques 

pour identifier précocement ces super-excréteurs. 

En perspective, il faudrait appliquer un seuil de distance génétique pour la MLVA en vue de 

savoir à partir de quel seuil il est pertinent de considérer des souches comme ayant la même 

souche mère. Un seuil a été défini après passage de S. Typhimurium chez la souris pendant 15 

jours après injection intraveineuse. Ce modèle étant différent de notre essai, inoculation orale 

et porc, il convient de définir un seuil pour nos conditions. Ceci est important pour mieux 

évaluer la diversité génétique de Salmonella au sein de l’élevage.  

Parce que le schéma MLVA n’existe que pour certains sérovars, il serait intéressant en 

perspective de séquencer le génome entier des isolats récupérés dans le cadre de cet essai 

après le transit intestinal. Ceci permettrait d’évaluer sur un plus grand nombre de séquences 

génomiques l’instabilité de la souche après passage dans le tractus digestif du porc. Cela 

permettrait aussi d’identifier les parties du génome les plus sensibles aux modifications après 

passage dans le tractus digestif. Cette technique, le WGS, est de plus intéressante car 

applicable à toutes les souches de Salmonella, quel que soit le sérovar. Et son application sur 

le terrain, à tous les maillons de la filière porcine (élevage, abattoir, atelier de découpe, 

distribution) permettrait de mieux décrire la contamination de la chaine par ce pathogène.  

Le deuxième essai nous a permis de comparer le pouvoir colonisateur chez le porc des trois 

sérovars majeurs de la filière porcine en France. Nous avons pu voir que la dynamique 

d’excrétion et de colonisation était similaire quel que soit le sérovar. Cependant, la quantité 

excrétée était significativement plus élevée chez les porcs inoculés par le variant 

monophasique par rapport à S. Typhimurium.  
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En perspective, la capacité de colonisation du porc par ces différents sérovars pourrait être 

complétée par l’étude d’un plus grand nombre de souches d’origine porcine par le biais d’un 

modèle cellulaire en testant leur adhésion et invasion sur cellule intestinale de porc (IPEC-J2). 

Nous sommes intéressées au pouvoir pathogène chez l’homme de souches d’origine porcine 

appartenant aux 3 sérovars. Pour cela, nous avons évalué leur virulence in vivo sur un modèle 

insecte Galleria mellonella, et in vitro sur cellules Caco-2. Les souches se sont toutes révélées 

être potentiellement virulentes. Cependant, les deux modèles utilisés n’ont pas répondu dans 

le même sens surtout pour le sérovar Derby. Sur le modèle insecte Galleria mellonella, 

contrairement à notre attente, S. Derby s’est révélé être le sérovar le plus virulent alors que sur 

Caco-2, le variant monophasique avait un pourcentage d’adhésion aux cellules le plus élevé et 

Derby le plus bas. La littérature tend à confirmer que S. Derby a une faible pathogénicité par 

rapport à S. Typhimurium et son variant monophasique. Nous nous interrogeons sur le 

comportement de S. Derby dans la larve de Galleria mellonella. Nous avons vu avec les deux 

modèles différents niveaux de virulence entre souches d’un même sérovar. Ce qui sous-entend 

qu’il peut y avoir différentes modalités d’infection de l’homme pour un même sérovar.  

En perspectives, le séquençage complet du génome des 15 souches testées appartenant aux 

trois sérovars devrait permettre d’examiner de plus près le contenu génétique de ces souches 

en termes de gènes de virulence. Ces données génomiques pourront alors être mises en 

parallèle avec les données obtenues via les essais menés in vivo et in vitro. La suite serait de 

séquencer un nombre conséquent de souches collectées de la filière porcine pour en déduire 

leur potentiel pathogène. De même, à plus long terme, ces génomes pourraient être comparés 

aux génomes des souches humaines pour voir s’il est possible d’évaluer le niveau 

d’implication de la filière porcine dans les salmonelloses humaines. 

Ces travaux de recherche ont contribué à apporter de nouvelles connaissances sur le pouvoir 

colonisateur chez les porcs et du pouvoir pathogène chez les humains des trois sérovars 

majeur de Salmonelles retrouvés en filière porcine en France. 

Tous les efforts de mesures de lutte doivent être mis en place pour diminuer le risque 

Salmonella dans les élevages. Une des stratégies est de limiter la colonisation du tube digestif 

des porcs par Salmonella ou de réduire le niveau d’excrétion de la bactérie. Ceci peut se faire 

en agissant sur l’alimentation. En perspectives, il peut être testé des additifs alimentaires ou 

des aliments de certaines textures pour modifier la composition de la flore ou du microbiote 

digestif des porcs en vue d’inhiber la colonisation du tube digestif du porc par Salmonella.  
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En termes de gestion du risque, il faut s’interroger si les efforts de maîtrise doivent porter sur 

tous les élevages positifs en salmonelles quel que soit le sérovar, ou focaliser en première 

intention sur les élevages contaminés par S. Typhimurium et plus particulièrement par le 

variant monophasique de S. Typhimurium. En effet, nos résultats suggèrent que le risque de 

contamination au départ de la chaine alimentaire serait plus élevé avec ce sérovar : excrétion 

continue et quantité excrétée élevée. Il serait intéressant de confirmer ces derniers résultats en 

réalisant une enquête terrain pour avoir des données récentes de l’importance des trois 

sérovars dans les élevages de porcs en France et des données sur le niveau d’excrétion des 

porcs par cette bactérie en fin d’élevage. En effet, il y très peu de données quantitatives en 

terme d’UFC/g de fèces sur ce pathogène. De même, il y a peu de données quantitatives sur 

les matrices alimentaires, or ces données sont importantes pour évaluer le risque Salmonella 

en filière porcine. 

 

------------------------------------------------------
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ANNEXE 6 : Résumé long de la communication orale 
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ANNEXE 7 : Poster présenté au Congrès de la Société 

Française de Microbiologie (SFM) 

SFM, 9, 10 et 11 octobre, Paris 



 

 

 

Salmonella en filière porcine : dynamique d’infection, pouvoir colonisateur et virulence 

Salmonella est la deuxième cause de zoonoses humaines dans l’Union Européenne et représente un 
enjeu majeur pour la filière porcine. Les sérovars, S. Typhimurium, S. Derby et le variant 
monophasique de S. Typhimurium sont très prévalents chez le porc et également chez les humains. 
Les objectifs de ces travaux étaient d’établir la dynamique d’infection chez le porc par Salmonella en 
condition d’élevage conventionnel et expérimental, d’évaluer le pouvoir colonisateur chez le porc et le 
pouvoir pathogène chez les humains des trois sérovars. En élevage conventionnel, le suivi sérologique 
des anticorps anti-Salmonella a permis d’évaluer l’âge moyen de séroconversion à 1γ7 jours et 
d’identifier un « effet ferme » sur l’âge de séroconversion. Le premier essai en condition 
expérimentale a mis en évidence que les porcs inoculés avec le variant monophasique de S. 
Typhimurium excrétaient ce sérovar de façon continue dans les fèces. Aux dates d’autopsies β1, 49 ou 
84 jours après inoculation, les salmonelles ont été retrouvées dans les différentes parties de l’intestin, 
dans les nœuds lymphatiques et à des niveaux très élevés dans les amygdales. Après passage dans le 
tractus digestif, des profils MLVA différents de celui de la souche inoculée ont été identifiés suggérant 
que le génome de la souche a évolué. Le deuxième essai visant à comparer le pouvoir colonisateur 
chez le porc des trois sérovars a montré que la dynamique d’excrétion et de colonisation était similaire 
quel que soit le sérovar. Cependant, la quantité excrétée était significativement différente ; plus élevée 
avec le variant monophasique par rapport à S.Typhimurium. Le pouvoir pathogène chez l’homme de 
15 souches d’origine porcine appartenant aux γ sérovars a été évalué in vivo sur un modèle insecte 
Galleria mellonella, et in vitro sur cellules Caco-2. Les souches se sont révélées être potentiellement 
virulentes. Sur Caco-2, le variant monophasique avait un pourcentage d’adhésion aux cellules le plus 
élevé et Derby le plus bas. Différents niveaux de virulence ont été observés entre souches d’un même 
sérovar. Ce travail a apporté des nouvelles connaissances sur la problématique Salmonella en filière 
porcine  
 
Mots-clés : Salmonella, porcs, sérologie, colonisation, virulence, stabilité génétique  
 

Salmonella in the pig production: dynamic of infection, colonizing ability and virulence 

Salmonella is the second leading cause of human zoonoses in the European Union and represents a 
major challenge for the pork industry. Serovars S. Typhimurium, S. Derby and the monophasic variant 
of S. Typhimurium, implicated in human salmonellosis, are highly prevalent in pigs and also in 
human. The objectives of this research were to establish the infection dynamics in pigs by Salmonella 
under conventional and experimental rearing conditions, to evaluate pig colonization ability and 
pathogenicity in humans of the three serovars. In conventional farms, the serological monitoring of 
Salmonella antibodies allowed to evaluate the average age of seroconversion at 137 days and to 
identify a "farm effect" on the age of seroconversion. The first trial under experimental conditions 
revealed that pigs inoculated with the monophasic variant of S. Typhimurium excreted this serovar 
continuously in the feces. At autopsy dates 21, 49 or 84 days after inoculation, Salmonella were found 
in the different parts of the intestine, in the lymph nodes and at very high levels in the tonsils. After 
passage through the digestive tract, different MLVA profiles from that of the inoculated strain were 
identified suggesting that the genome of the strain has evolved. The second attempt to compare the 
colonizing ability in the pigs of the three serovars showed that the dynamics of excretion and 
colonization were similar regardless of the serovar. However, the amount excreted was significantly 
different: higher with the monophasic variant compared to S. Typhimurium. The pathogenicity in 
humans of 15 strains of porcine origin belonging to the 3 serovars was evaluated in vivo on an insect 
model Galleria mellonella, and in vitro on Caco-2 cells. The strains were found to be potentially 
virulent. On Caco-2, the monophasic variant had the highest cell adhesion percentage and Derby, the 
lowest. Different levels of virulence were observed between strains of the same serovar.  
This work brought new knowledge on the Salmonella issue in the pig sector.  
 
Key words: Salmonella, pigs, serology, colonization, virulence, genetic stability 


