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AVANT-PRO POS —

La caractérisation des salmonelles isolées tout au long de la chaine alimentaire s'inscrit dans la
démarche globale de collecte de données descriptives et analytiques pour comprendre et anticiper
la diffusion de ce pathogéne tout au long de la chaine alimentaire. Une phase de production et de
collecte de données (monitoring) doit étre réalisée selon des protocoles harmonisés, applicables
dans les différents secteurs pour permettre une comparaison et une analyse intégrée.

Cette étape de caractérisation a pour objectif de montrer que des isolats reliés épidémiologiquement
ont des caractéres communs qui les différencient des isolats non reliés. Les examens bactériologiques
classigues mis en ceuvre en premiére intention se limitent généralement a 'identification phénotypique
de I'espéce. La mise en évidence de marqueurs moléculaires, dont la présence dans le génome est
stable mais dont les caractéristiques sont variables entre souches de méme espéece, permet une
différenciation fine de ces isolats.

Le systéeme idéal de caractérisation (pouvant inclure la mise en ceuvre de plusieurs méthodes
d'analyse) doit étre validé, standardisé, discriminant, reproductible et stable dans le temps et
largement applicable (simple, peu colteux).

Il existe deux grands types de méthodes de caractérisation. Les méthodes phénotypiques étudient les
propriétés exprimées par les bactéries : formule antigénique, résistance aux antibiotiques, biotypie,
lysotypie, profils protéiques, etc. Les méthodes moléculaires ciblent partiellement ou totalement
le génome bactérien : plasmides, intégrons, flots génomiques, chromosome, motifs nucléotidiques
répétés, courtes séquences spécifiques, etc.

Ces méthodes apportent des informations complémentaires sur les souches isolées. Une multitude
de marqueurs génétiques conférant un caractére particulier (virulence, résistance, réponse a un stress)
ont été décrits. Leur transmission entre souches de Salmonella de méme sérotype ou espece, voire
entre genre bactérien, est possible par transfert horizontal d'éléments génétiques mobiles (phages,
plasmides, etc.), facilitant potentiellement la survie de la bactérie réceptrice dans différents hotes et
niches environnementales.



LE GENRE SALMONELLA COMPREND DEUX ESPECES : BONGORIETENTERICA (COMPRENANT
7 SOUS-ESPECES). PLUS DE 2600 SEROVARS SONT RECENSES, DONT LA TRES GRANDE
MAJORITE APPARTIENNENT A LA SOUS-ESPECE SALMONELLA ENTERICA SUBSP. ENTERICA.

LES SOUS-ESPECES SE DISTINGUENT PAR LEURS CARACTERES BIOCHIMIQUES (Figure 1).

SEROTYPAGE PAR TEST
D'AGGLUTINATION RAPIDE
SUR LAME

le sérovar d'une salmonelle a partir d'une culture pure.

Le fascicule de documentation FD CEN ISO/TR 6579-
3 (Afnor, octobre 2014) présente les recommandations
relatives au mode opératoire de sérotypage des
salmonelles.

: des souches

Cette méthode de caractérisation phénotypique est la Ces lignes directrices sont conformes au schéma décrit
méthode de référence mise en ceuvre par les laboratoires en par White - Kauffmann - Le Minor' pour la détermination
premiére intention depuis plusieurs décennies pour définir de la formule antigénique de chaque salmonelle.
Espéce S. enterica S. bongori

| Sous-espéce enterica salamae arizonae diarizonae  houtenae indica

| Caractéres

i Dulcitol + + - - - d +

: ONPG (2 h) - - + + - d +

i Malonate - + + + - - -

: Gélatinase - + + + + + _

i Sorbitol + + + + + - +

: Culture sur KCN - - - - + - +

i L(+)-tartrate(a) + - - - - - -

: Galacturonate - + - + + + +

i y-glutamyltransférase +0 + - + + + +

: B-glucuronidase d d - + - d -

: Mucate + + + -(70%) - + +

i Salicine - - - - + ; _

: Lactose - - -(75%) +(75%) - d -

i Lyse par le phage O1 + + - + - +

; Habitat de la majorité Animaux a sang chaud Animaux a sang froid et environnement

(a) = d-tartrate

i (*) = Typhimurium d, Dublin -
i+ =90% ou plus de résultats positifs

: = 90% ou plus de résultats négatifs
id = résultats différents suivant les sérovars de la sous-espéces considérée

L. Le Minor, M. Véron, M. Popoff. Ann. Microbiol. (Inst. Pasteur), 1982, 133 B, 223-243 and 245-254.
i L. Le Minor, M. Popoff. B. Laurent, D. Hermant. Ann. Microbiol. (Inst. Pasteur), 1986, 137 B, 211-217.

Figure 1 : Caractéres différentiels des espéces et sous-espéces du genre Salmonella
[Source : CCOMS, Institut Pasteur, PA.D. Grimont, EX. Weill, Formules antigéniques des sérovars de salmonella, 2007, %™ éd.].

T CCOMS, Institut Pasteur, PA.D. Grimont, F.X. Weill, Formules antigéniques des sérovars de salmonella, 2007, 2™ éd..



Cette méthode repose sur la mise en évidence

d'antigénes spécifiques d'un isolat confirmé comme

appartenant au genre Salmonella. Il existe trois types

d'antigénes :

e Somatiques (« O ») codés par les genes rfb, qui
constituent la paroi cellulaire.

* Flagellaires (« H ») codés par les genes fliC (phase 1) et
fliB (phase 2), qui composent les flagelles responsables
de la mobilité bactérienne.

e Capsulaires (« Vi », présence facultative).

Les salmonelles sont diphasiques et possédent un
bagage génétique permettant en théorie I'expression
de deux phases flagellaires. A chaque instant, une seule
phase flagellaire est exprimée par chaque salmonelle.
Une population clonale (ensemble de bactéries issues de
la multiplication d'un unique individu) peut cependant
exprimer les deux phases flagellaires simultanément,
si cette population n’est pas synchronisée. La mise en
ceuvre de cette méthode implique I'utilisation d'un
grand nombre de sérums anti-immuns, monovalents ou
polyvalents et conservés a +2-+8°C. La détermination
de la formule antigénique nécessite, 2 a 5 jours selon
le sérovar et une grande expérience technique pour
I'interprétation visuelle des tests agglutinations.

MALDI-TOF §

Le principe de la spectrométrie de masse repose sur la
séparation en phase gazeuse de molécules chargées
(ions) en fonction de leur rapport masse/charge (m/z).
Lionisation s'effectue par laser en présence d'une
matrice (MALDI) et la détection des molécules ionisées
est opérée sous vide aprés accélération et séparation
dans un tube de vol (TOF). Un spectre spécifique est
ainsi généré, qui correspond au profil protéique de
la bactérie préalablement isolée. Le spectre généré
est interprété par comparaison avec des spectres de
référence contenus dans une base de données.

Bien que la spectrométrie de masse nécessite
I'investissement et la maintenance d'un appareillage
onéreux, 'intérét de cette méthode réside dans le fait
que l'analyse soit peu colteuse en consommables
et en temps. Le déploiement de cette technologie
dans les laboratoires de bactériologie médical au
début des années 2010 a permis de réduire le délai
d'identification des micro-organismes de 24 heures, a un
co(t huit fois moindre®. Un processus de normalisation
de lidentification-confirmation du genre Salmonella

2 pour Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time Of Flight
3 https://pro.anses.fr/euroreference/Documents/ER05-Meth-MaldiTof.pdf
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(espéce et sous-espéce) par méthode Maldi-Tof a été
initié dans le domaine de la santé animale.

Des solutions commerciales validées, basées sur cette
technologie, sont disponibles pour identifier le genre,
I'espéce et sous-espéce des bactéries isolées, dans une
premiére approche taxonomique et épidémiologique
(Bardon and Stromerova, 2015; Murray, 2010). Plusieurs
travaux de recherche ouvrent des perspectives sur
I'utilisation du Maldi-Tof pour l'identification du sérovar
(Dieckmann and Malorny, 2011) ou encore des caractéres
de résistance aux antibiotiques, par extension de
I'analyse des spectres de masse (absence ou présence
de pics caractéristiques). Ces approches doivent étre
consolidées et validées avant d'étre appliquées en
routine. Cette méthode constituera alors une méthode de
choix pour évaluer I'éventuelle présence de populations
bactériennes minoritaires (exemple : différents sérovars
présents dans le méme prélévement).
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METHODES MOLECULAIRES | "

LES METHODES PRESENTEES CI-DESSOUS NECESSITENT L'ISOLEMENT PREALABLE DE LA
SOUCHE BACTERIENNE. IL N'EST PAS EXCLU QUE, DANS UN FUTUR PROCHE, CERTAINES
METHODES ANALYTIQUES COMBINENT LA DETECTION, L'IDENTIFICATION ET LE TYPAGE

MOLECULAIRE DE LA BACTERIE SANS OBLIGATION DE CULTURE ET D’ISOLEMENT DE

CELLE-CI (METAGENOMIQUE).

L'évaluation des performances d'une méthode de
caractérisation moléculaire repose sur différents critéres :

* pouvoir discriminant : capacité a distinguer des souches
non reliées d'un point de vue épidémiologique.

e reproductibilité et répétabilité : obtention de résultats
identiques dans le temps pour une méme souche,
obtenus respectivement entre laboratoires ou au sein
d'un méme laboratoire.

e application harmonisée : niveau d’harmonisation de la
méthode (protocole standardisé, sous assurance qualité,
nomenclature partagée, normalisation des résultats,
stockage des données) a un niveau international pour
permettre la comparaison de résultats.

Un consensus scientifique international s'est exprimé a
Bruxelles en 2011 entre représentants de I'OIE, OMS,
CE, USFDA, US-CDC, ECDC pour souligner l'importance
de mettre en place une base de données génomiques
mondiale partagée, pour faciliter notamment |'approche
dite « One Health » (pour « une santé ») transversale aux
domaines de la santé animale, la santé humaine et la
sécurité des aliments (Kupferschmidt, 2011).

Les bactéries sont des organismes vivants qui évoluent en
permanence. Leur génome est soumis a des mutations,
acquisitions  et/ou pertes d'éléments  génétiques.
Cette évolution, associée a des facteurs biologiques et
épidémiologiques, peut favoriser la dissémination voire
I'émergence de souches épidémiques. La fréquence de
recombinaison génétique entre salmonelles est trés variable
selon les sérovars. Linvestigation d'alertes sanitaires, les
études d'attribution de source de contamination ou encore
I'évaluation de la dangerosité des isolats sont possibles
par mise en ceuvre de méthodes moléculaires adaptées a
I'objectif*. Sous réserve d'une appréciation préalable de la
structure et de la diversité des populations bactériennes,
la caractérisation en routine des isolats permet d'identifier
rapidement des agrégats (clusters) associés a une

exposition commune de I'homme ou de I'animal et parfois
de formuler des hypothéses sur les chaines de transmission
des contaminants.

La méthode a appliquer dépendra donc de I'objectif
poursuivi :

¢ Etude de la structure des populations bactériennes :
caractérisation des relations phylogénétiques entre les
souches, évaluation de la diversité et du degré d'évolution
génomiques.

* Investigation d'épidémie : caractérisation de la proximité
génomique entre les souches isolées et suspectées d'étre
reliées a la situation épidémiologique préoccupante, par
une méthode au pouvoir de discrimination élevé.

e Attribution de sources : caractérisation des souches
a partir d'une méthode au pouvoir de discrimination
intermédiaire, adapté a la diversité moléculaire des
populations bactériennes ciblées.

® Risque épidémique potentiel caractérisation du
contenu en génes de la souche en relation avec son
fitness (capacité a se multiplier dans son environnement,
a persister, a diffuser), évaluation de I'expression
phénotypique du potentiel génétique des isolats.

Le tableau 2 résume les caractéristiques des principales
méthodes appliquées et souligne les avantages et
inconvénients de chacune au regard des objectifs poursuivis.
(tableau page 6).

4 EFSA BIOHAZ Panel (EFSA Panel on Biological Hazards), 2013. Scientific Opinion on the evaluation of molecular typing methods for
major food-borne microbiological hazards and their use for attribution modelling, outbreak investigation and scanning surveillance: Part 1
(evaluation of methods and applications). EFSA Journal 2013;11(12):3502. http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.2903/j.efsa.2013.3502/epdf
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RECHERCHE DE MARQUEUR(S)
MOLECULAIRE(S)

De nombreuses méthodes ont été décrites dans la
littérature scientifique pour détecter la présence d'un
ou plusieurs marqueurs moléculaires, plus ou moins
spécifiques des différents sérovars de Salmonella, voire
de lignées bactériennes ou encore clones épidémiques.

De nombreuses méthodes, basées sur I'amplification de
marqueur a point final (PCR classique) ou en temps réel
(RT-PCR), ont été développées pour confirmerle caractére
variant des souches dites variants monophasiques de
Typhimurium, de formule antigénique S. 1,4,[5],12:i:-.
Une réflexion est en cours au niveau international (ISO)
pour normaliser une méthode moléculaire consensuelle
pour confirmer ces variants par PCR.

MULTI LOCUS
SEQUENCE TYPING (MLST)

Le principe de cette méthode repose sur la variation de
séquence de 7 loci génétique hautement conservés au
sein du chromosome de Salmonella car impliqués dans
le métabolisme primaire de la bactérie. Un profil ST (pour
sequence type) est déduit a partir de ces 7 séquences
alléliques, indexées dans une base de données centrale,
accessible via le web. Les profils ST de différents isolats
peuvent ainsi étre comparés sans ambiguité. Cette
méthode constitue une premiére approche dans la
caractérisation de la complexité clonale des populations
de Salmonellaisolées.

Entre avril 2014 et mars 2015, le laboratoire de référence
de santé publique de Londres a séquencé en routine un
grand nombre de génomes (n=7 338) dans le cadre de
leurs activités de surveillance des Salmonella d'origine
humaine, en parallele du sérotypage par agglutination
(Ashton et al., 2016). Une trés forte corrélation (96% des
6 887 Salmonella enterica analysées) a été observée
entre les résultats obtenus par les deux méthodes. Cette
méthode respecte la nomenclature traditionnelle des
sérovars et apporte également des compléments sur
le lien phylogénétique entre les isolats (profil ST pour
sequence type). De plus, les souches qui possedent une
formule antigénique incompléte (perte d'expression
phénotypique d'un antigéne O ou H) peuvent étre
associées a un ST.

Le principe de cette méthode repose sur la macro-
fragmentation du génome total de l'isolat a I'aide
d’enzymes de restriction. Les enzymes de restriction sont
capables de couper I'ADN au niveau d'une séquence
spécifique de nucléotides (exemple pour Xbal :5'...
TCTAGA...3'). Les profils moléculaires (pulsotypes) sont
obtenus par séparations et révélation des fragments
d'ADN sur gel d'électrophorése. Le gel est soumis a un
courant électrique d'orientation variable pour faciliter la
séparation des fragments de grande taille, d'ou le terme
utilisé de « champ pulsé ».

Cette méthode, développée en 1984, a fait I'objet de trés
nombreux travaux menés dans le cadre d’'une démarche
d’harmonisation internationale (PulseNet, EFSA-ECDC).
Desprocéduresharmonisées sontaujourd’huidisponibles
et spécifiques du genre Salmonella®.Elles concernent le
protocole, les contréles qualité des données brutes et
les modalités d'interprétation des résultats. Des essais
inter-laboratoires annuels sont organisés au niveau
national, européen et international. L'électrophorese
en champs pulsé est la méthode de référence pour
la caractérisation moléculaire approfondie et la
discrimination des salmonelles. Utilisée trés largement
depuis deux décennies pour mener une surveillance
moléculaire globale, cette méthode a été trés utile pour
I'identification d'épidémies et I'investigation de situation
de contaminations locales, nationales et internationales
par Salmonella.

Par la faible diversité des pulsotypes détectés, cette
méthode présente cependant des limites pour distinguer
desisolats non reliés épidémiologiquement, appartenant
a certains sérovars (Typhimurium, Enteritidis, Dublin).

Aprés évaluation et validation de leurs performances
vis-a-vis de la méthode de référence, des méthodes
alternatives (CRISPR, MLVA, méthodes basées sur le
séquencage du génome) plus rapides, discriminantes et
moins laborieuses a mettre en ceuvre, remplacent donc
progressivement la PFGE.

® Jacobs W, Kuiling S and van der Zwaluw K, 2014. Molecular typing of Salmonella strains isolated from food, feed and animals: state of play
and standard operating procedures for pulsed field gel electrophoresis (PFGE) and Multiple-Locus Variable number tandem repeat Analysis
(MLVA) typing, profiles interpretation and curation. EFSA supporting publication 2014:EN-703, 74 pp



Cette méthode est basée sur la caractérisation par PCR
de deux régions chromosomiques nommées CRISPR1
et CRISPR2 (pour Clustered regularly interspaced
short palindromic repeats). Ces régions présentent un
polymorphisme élevé chez Salmonella (Barrangou and
Dudley, 2016). Ces deux régions CRISPR sont composées
de courtes séquences palindromiques répétées et séparées
par des séquences nommées spacers. Au total, la présence
ou absence de 68 spacers est caractérisé pour définir un
profil Crispr pour chaque isolat.

IRZY

Cette méthode de typage du génome bactérien est
basée sur I'analyse du polymorphisme d'un ensemble
de régions ou loci génomiques, appelées VNTR pour
Variable Number Tandem Repeat (Lindstedt et al., 2003).
Chaque locus se caractérise par une séquence d’ADN
de 5 pb ou plus (dit unité), répétée en tandem.

Le principe (Source http://www.eurosurveillance.
org/ViewArticle.aspx?Articleld=22807)  repose  sur
I'amplification de ces régions par PCR et utilisation
d'amorces marquées par un fluorophore, pour estimer
le nombre d'unités répétées (UR) caractéristiques des
différents loci. Ces amorces s'hybrident aux séquences
conservées, situées en amont et en aval des VNTRs
(=offset). Pour chaque région amplifiée, le nombre d'UR
est déduite a partir de la taille totale de I'amplicon.

Les VNTRs ciblés sont choisis selon leur longueur totale
(en pb) et leur polymorphisme. Plus la variabilité du
nombre d'UR est grande, plus le VNTR contribuera a la
discrimination des isolats. Des protocoles harmonisés
sont disponibles pour les sérovars Typhimurium,
Enteritidis et Dublin. Des tableaux de normalisation
des données brutes sont disponibles pour comparer
des résultats obtenus dans des conditions différentes.
La méthode MLVA est appliquée au niveau européen
en premiére intention (recommandations EFSA-ECDC)
pour la caractérisation des souches humaines de
S. Typhimurium et ses variants monophasiques.

¢ Multiple-Locus Variable number tandem repeat Analysis

SEQUENCAGE TOTAL DU
GENOME (WGS)

Malgré leur efficacité démontrée pour la détection,
I'investigation et le contréle d'épidémies d'origine
alimentaire durant les deux derniéres décennies, les
méthodes PFGE et MLVA ne sont plus considérées
aujourd'hui comme les plus performantes pour répondre
a ces objectifs. Le séquencage total de génome (WGS)
peut potentiellement remplacer toutes les méthodes
de typage phénotypique et moléculaire actuellement
utilisées. Il donne accés a la capacité maximale théorique
de discrimination entre les isolats, par un accés a
I'ensemble des déterminants génétiques de la bactérie,
qui lui conférent par exemple sa virulence ou encore sa
résistance aux antibiotiques.

L'apport de nouvelles technologies et méthodes basées
sur le séquencage total du génome bactérien a d'ores
et déja permis de révéler I'émergence de bactéries
pathogénes transmissibles par I'aliment et de retracer
I'évolution et la diffusion de la souche problématique
a un niveau international (exemple, épidémie a E. coli
0104 :H4 en Allemagne en 2011(Mellmann et al., 2011).

L'analyse d’'un grand nombre de génomes (acquisition
réguliére au cours du temps) peut permettre la mise en
évidence d'un marqueur moléculaire spécifique a une
souche émergente, voire épidémique. Cette approche
fut appliquée en temps réel et s'est avérée tres efficace
pour gérer une alerte a Klebsiella en 2011 aux Pays-Bas
(Dautzenberg et al., 2014).

La surveillance génomique des isolats en continu et
temps réel peut permettre d'anticiper une émergence,
voire de détecter des souches a haut risque de
provoquer une épidémie, selon leurs caractéristiques
génomiques, leur virulence, résistance aux antibiotiques
et selon I'environnement dans lequel la souche est
détectée (potentielle multiplication, procédés liés au
produit, niveau d'exposition de I'animal ou de ’homme,
etc.). Pour cela, les « métadata » associées a I'isolement
de la souche doivent étre de qualité et sont aussi
importantes a rassembler que les données analytiques.
A titre illustratif dans le domaine de la santé humaine, il
s'agit de I'age du patient, des symptdmes observés, de
I'historique de ses voyages et de son régime alimentaire.



Tableau 1 : Composantes clés des approches pertinentes pour les laboratoires publiques
assurant des analyses de routine (K-mer, SNPs et MLST)
[Source : http://www.eurosurveillance.org/ViewArticle.aspx ?Articleld=22807].

Features K-mer SNP MLST
Epidemiological concordance Intermediate High High
Discrimination Intermediate High High
Stable strain nomenclature No No No
International standardisation No No No
Scalability No No No
promedine | SonsP el | o g
Local computing requirements Low High Low

Local bioinformatics expertise required Yes Yes No
Curation of database No No Yes

SNP : single nucleotide polymorphisms; MLST: extended multilocus sequence typing

Une terminologie spécifique est associée a I'approche
WGS. Le terme core-genome (cg) est utilisé pour
mentionner |'ensemble des genes détectés chez toutes
les souches bactériennes incluses dans la population
bactérienne étudiée. Le génome accessoire correspond
aux génes détectés uniquement chez une partie de la
population bactérienne étudiée. Il inclut par exemple
I'ADN phagique et plasmidique. Le pan-genome
correspond au core-genome et au génome accessoire,
c'est-a-dire a l'ensemble de l'information génétique
contenu dans la population.

Plusieurs approches ont été développées pour |'analyse
des données brutes de séquencage total de génome
(k-mers, SNP et cg/wg-MLST). L'approche k-mer est
moins discriminante mais plus simple et rapide et peut
étre utilisée pour l'identification rapide d'espéce, sous-
espéces. Lapproche SNPs est la plus discriminante
mais reste sensible au choix du génome de référence
utilisé pour le mapping, ce qui limite la comparaison
de résultats entre laboratoire utilisant un génome de
référence différent. Des développements plus récents
par approche dite de novo permettent de s'affranchir du
génome de référence. Les analyses SNP demandes des
ressources machine (temps de calcul) plus importants
que les autres approches. Les approches cg-MLST (core-
genome MLST) et wg-MLST (whole-genome MLST)
constituent des approches intermédiaires intéressantes

pour la mise en place d'une surveillance en routine dans
les laboratoires. L'alléle (la séquence) de chaque géne
présent dans le génome de la bactérie est comparé avec
les données centralisées dans une base de données
contenant plusieurs milliers de génomes. Un profil
ST (sequence type) est ainsi défini pour chaque isolat
du MLST conventionnel (7 génes). Les performances
de la méthode, sa capacité a pouvoir évoluer tout en
conservant une nomenclature stable pour décrire la
structure et la diversité moléculaire des salmonelles, les
possibilités de normalisation, sont autant d’arguments
qui ont conduit PulseNet International (Nadon et al.,
2017) a recommander la mise en ceuvre du Whole
Genome MLST dans les laboratoires.
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