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Influence et interaction de différents paramétres sur la survie de Salmonella enterica dans du
lisier de porc

La principale source de salmonelles dans la filiere porcine est le porc vivant porteur sain. Les salmonelles portées et
excrétées par ces animaux peuvent entrainer une contamination du lisier. Ce dernier étant épandu, il représente un
risque pour |'environnement. L'objectif de cette étude est de décrire les effets de trois paramétres (temps et température
de stockage, concentration initiale en salmonelles) et de leurs interactions sur la survie de Salmonella enterica dans le
lisier de porc. Deux plans d’expériences ont ainsi été menés avec deux isolats de Salmonella Typhimurium. Les trois
paramétres ont montré une influence significative. Le temps et la température avaient un effet négatif (plus le paramétre
augmente, plus la concentration en salmonelles diminue). La concentration initiale en salmonelles présentait un effet
positif. L'interaction entre le temps et la température était significative avec un effet négatif. Deux équations de modélisa-
tion ont été obtenues. Des données expérimentales ont ensuite été acquises pour trois sérotypes différents de Salmonella
enterica (Salmonella Typhimurium, Derby, Brandenburg) pour tester les modéles mathématiques. Les résultats estimés
par les équations et les résultats expérimentaux ont été semblables pour Salmonella Typhimurium uniquement. En
conclusion, la combinaison des facteurs influencant la survie de Salmonella enterica dans le lisier de porc est une clé
importante pour contréler le risque de dissémination des salmonelles dans |'environnement. D'autres comparaisons entre
données expérimentales et théoriques sont & réaliser pour consolider |'approche du modéle mathématique.

Influence and interaction of different parameters on the survival of Salmonella enterica in pig
slurry

The main origin of Salmonella in pig production is living unaffected carrier pigs. Excretion of Salmonella enterica by
late-fattening pigs may cause the dissemination of this zoonotic agent in the environment during spreading of contami-
nated slurry. The objective of this study was to describe the influence and interaction of different factors (storage time
and temperature, initial Salmonella concentration) on the survival of Salmonella enterica in pig slurry. Two experimental
shell designs were developed using two different isolates of Salmonella Typhimurium. The three parameters significantly
influenced the decrease in final Salmonella concentration. Storage time and temperature had negative effects (the more
the parameter increased, the more Salmonella concentration decreased). Initial bacterial concentration showed a signifi-
cant positive effect. Interaction between temperature and time had a negative effect. Two quadratic equations were
obtained. Then experimental data using three different pig Salmonella serotypes (Salmonella Typhimurium, Derby,
Brandenburg) were obtained in order to prove the mathematical models. Estimated results obtained using the quadratic
equations and experimental results were similar only for Salmonella Typhimurium. In conclusion, the combination of the
parameters having an influence on Salmonella survival in stored pig slurry is an important key to control the risk of
Salmonella dissemination in the environment. New comparisons between estimated and experimental data must be car-
ried out o consolidate the mathematical model.




INTRODUCTION

Les salmonelles ubiquistes, agents zoonotiques sont res-
ponsables de salmonellose. Dans les pays industrialisés,
elles constituent la principale cause de Toxi-Infections
Alimentaires Collectives (TIAC) chez I’lhomme (BEH 2002).
Des produits carnés issus de la filiere porcine ont été asso-
ciés a des cas de TIAC & salmonelles. Il a été estimé que
10 & 15 % des cas de salmonelloses humaines diagnosti-
quées avaient pour origine la viande de porc (Berends et
al., 1998 ; Hald et al., 1999). La principale source de sal-
monelles dans la filiere porcine est le porc vivant porteur
sain. Ce portage asymptomatique est & |'origine de la
contamination des carcasses a |'abattoir, mais peut égale-
ment entrainer une contamination de |'environnement. En
effet, les salmonelles portées et excrétées par les porcs
porfeurs sains peuvent contaminer les effluents d’élevage,
fumier et lisier. Ainsi 'excrétion de Salmonella enterica
par des porcs en fin d’engraissement peut entrainer la dis-
sémination de cet agent zoonotique dans I'environnement
lors de I'épandage de lisier contaminé (Baloda et al.,
2001). Ce dernier étant épandu sur les patures, il repré-
sente alors un risque de contamination des animaux (rumi-
nants) mais également de pollution par des eaux de ruis-
sellement contaminées voire des zones de loisirs
(baignade) (Baudart et al., 2000). De par leurs caractéris-
tiques physiologiques, les salmonelles ubiquistes peuvent
survivre dans les effluents et persister plusieurs mois sur et
dans les sols (Strauch et al., 1991 ; Cété et al., 2005).
Des études ont montré le réle épurateur du lisier (Placha et
al., 2001). Les conditions de la maditrise de ce réle dans
un contexte de production ne sont pas connues. Une mai-
trise du risque lié & I'épandage de cet effluent passe par
I'étude des facteurs influengant I'évolution de la population
de Salmonella enterica dans le lisier en fonction du temps
de stockage.

L'objectif de ce projet est de décrire I'influence de para-
métres (femps et température de stockage, concentration ini-
tiale de salmonelles) et de leurs interactions sur la survie des
salmonelles dans le lisier. Une approche méthodologique de
type plan d’expériences a ainsi été conduite, pour accéder
notamment & ce dernier paramétre, et proposer une modéli-
sation de I'évolution de Salmonella enterica dans cet effluent.
De nouvelles données expérimentales ont ensuite été
acquises pour tester les modéles mathématiques. Il s'agit
d’acquérir des données applicables dans les conditions de
production dans le but de conforter des mesures préventives
vis-a-vis de la dissémination de Salmonella enterica depuis
un élevage de porc.

1. MATERIELS ET METHODES
1.1. Plans d’expériences

Deux isolats de Salmonella enterica, de sérotype
Typhimurium, d’origine porcine, ont été utilisées. Une
Salmonella Typhimurium (PF 1690) provenait d’un échan-
tillon traité & I’AFSSA de Ploufragan, et |'autre isolat
Salmonella Typhimurium (Be) a été fourni par un laboratoire
de l'université de Liége (Faculté de Médecine Vétérinaire).
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Les inoculations ont été réalisées & partir de culture en
bouillon BHI incubé & 37°C pendant 24h. La dose ajoutée
au lisier a été vérifiée par numération.

Le lisier utilisé (10L) pour chaque plan d’expériences prove-
nait d’une fosse de stockage d'un atelier d’engraissement de
porcs et a été prélevé dans des flacons stériles. Il a été
homogénéisé dans un récipient stérile et contrélé indemne de
salmonelles selon la technique de détection utilisée au labo-
ratoire (NFU 47-100).

Deux plans d’expériences basés sur les réseaux uniformes de
Doelhert (Doelhert, 1970) ont été réalisés. Trois paramétres
ont été étudiés par plan & des niveaux différents. Il s’agissait
de la concentration initiale de salmonelles du lisier
(3 niveaux : 102, 108, 10# UFC/ml), la température de stoc-
kage du lisier (5 niveaux : 2, 9, 16, 23, 30°C) et le temps de
stockage du lisier (7 niveaux de O, 1, 2, 3, 4, 5, 6 jours). Le
nombre d’expériences & réaliser a été défini selon la formule
N=k2+k+1+n (k=nombre de paramétres étudiés, n=nombre
de répétitions au centre du modéle) soit 16 expériences par
souche et par plan. Cette expérimentation a été choisie dans
le but d’étudier les effets et les interactions de différents fac-
teurs sur la survie des salmonelles et d’obtenir un maximum
d'informations et de précisions avec un nombre réduit d’ex-
périences.

Des flacons stériles ont été remplis de 200ml de lisier et
stockés aux températures définies par les plans. A JO les
flacons ont été ensemencés avec les souches de Salmonella
aux concentrations prévues par les plans. Les dénombre-
ments ont été réalisés par mini-MSRV (Fravalo et al.,
2003), au jour défini par les plans d’expériences. Le
nombre caractéristique obtenu en comptabilisant le nombre
de puits positifs a été transformé en nombre de
Salmonella/ml gréce au logiciel MPN calculator
(http://members.ync.net/mcuriale/mpn/) puis en Log10
de Salmonella par ml. Les effets de chaque paramétre testé
et les effets de leur interaction sur la décroissance de la
quantité de Salmonella dans le lisier ont été évalués en utili-
sant le logiciel Statgraphics® plus version 5.1.

1.2. Données expérimentales

Trois souches de Salmonella enterica provenant d’échan-
tillons d’origine porcine traités & I’AFSSA de Ploufragan ont
été utilisées : Salmonella Typhimurium (PF 4475),
Salmonella Derby (PF 6696), Salmonella Brandenburg
(PF 2881). Le lisier utilisé (6L) provenait du méme élevage
que précédemment et a été contrdlé indemne de salmonelles.
Des flacons stériles ont été remplis de 200ml de lisier et pré-
incubés & 8°C ou 30°C. A JO les flacons ont été ensemencés
avec 10% UFC/ml de Salmonella et les incubations ont été
conduites & 8°C et 30°C pour chaque souche. La mesure de
la concentration résiduelle en Salmonella a été effectuée a
JO, J3, J6. Les dénombrements ont été réalisés par mini-
MSRV. Le nombre caractéristique obtenu en comptabilisant
le nombre de puits positifs a été transformé en nombre de
Salmonella/ml gréce au logiciel MPN calculator
(http://members.ync.net/mcuriale/mpn/) puis en Log,, de
Salmonella par mL.



2. RESULTATS
2.1. Plans d’expériences

Le tableau 1 représente les effets individuels des paramétres
ainsi que les effets de leur interaction dans les plans d’expé-
riences conduits. Concernant les effets des différents facteurs
sur la survie des salmonelles, un effet estimé négatif indique
que la concentration de salmonelles décroit quand le facteur
croit. Inversement si I'effet estimé est positif, plus le facteur
sera important, plus la concentration finale de salmonelles
sera importante. La prise en compte de ces effets est lice &
leur significativité exprimée par la valeur p.

Pour le plan 1, conduit avec la souche PF 1690, la tempéra-
ture de stockage (p=0,020), le temps de stockage (p=0,035)
et la concentration initiale de salmonelles (p=0,005) montrent
une influence significative (p<0,05) sur la concentration fina-
le de Salmonella Typhimurium. La température et le temps de
stockage ont un effet négatif. La concentration initiale de sal-
monelles présente un effet positif. Seule I'interaction entre le
temps et la température (p=0,013) appardit significative avec
un effet négatif. Pour le plan 2, la température (p=0,004) et
la concentration (p=0,001) influencent significativement la
décroissance de la souche de Salmonella Typhimurium Be uti-
lisée. La température de stockage a un effet négatif, tandis
que la concentration initiale de salmonelles a un effet positif.
L'interaction entre le temps et la température (p=0,020) est &
nouveau significative avec un effet négatif.

Pour les deux plans une modélisation a été possible. Les
équations mathématiques ont été obtenues selon le modéle
suivant. Chaque réponse est représentée par un modéle qua-
dratique comprenant 10 coefficients de régression pour les
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trois variables testées décrivant les interactions et les rela-
tions entre la réponse et les facteurs expérimentaux.

n n n-1 n
C=c +Y EX,+ SEX2+3 > EiiXiXi

i=1 i=1 i=1 |=i+1

C est la variable dépendante (concentration en salmonelles
du lisier) ; c est le coefficient constant (moyenne) ; Xi sont les
variables indépendantes ; Ei sont les coefficients linéaires ;
Eii sont les coefficients des doubles interactions et Eij sont les
coefficients quadratiques.

Les équations d’évolution des souches utilisées sont
construites en prenant comme variables indépendantes la
température (X, ), le temps (X,), la concentration (X5).

Equation 1 : équation de modélisation pour la souche
Salmonella Typhimurium PF 1690 :

C=-7,472 + (0,107 x X,) + (0,810 x X,) + (5,622 x X;) +
(0,003 x X;* X,) + (0,053 x X,*X,) + (-0,831 x X;*Xy) +
(0,033 x X;* X,) + (0,015 x X,"Xg) + (0,034 x X,"Xs)

Equation 2 : équation de modélisation pour la souche
Salmonella Typhimurium Be :

C = 2,531 + (0,018 x X,) + (0,206 x X,) + (3,328 x X;) +
(0,004 x X,* X} + (0,021 x X,*X,) + (-0,532 x X3 * X,
+ (0,018 X, X,) + (0,035 x X;* X3) + (0,045 x X, * X,)

2.2. Données expérimentales

Les mesures expérimentales des différents paramétres & JO ont
été introduites dans les équations de modélisation (1 et 2) obte-
nues précédemment. Ainsi la concentration & JO a été testée
pour 8°C et 30°C & 3 puis 6 jours pour chaque souche. Les

Tableau 1 - Résultats des plans d’expériences des deux Salmonella Typhimurium PF 1690 et Be

Paramétres'’ Effets estimés P Effets estimés P
(PF 1690) (PF 1690) (Be) (Be)

c 3,645 - 3,660 -
Parameétres X1 - 1,160 0,020 - 1,370 0,004 >
indépendants X2 -0,818 0,035¢ - 0,455 0,053
X3 1,530 0,005 b 1,667 0,001¢
X11 - 1,150 0,082 - 1,440 0,016 ¢
X22 - 0,958 0,064 -0,375 0,186
Interactions entre X33 - 1,662 0,010°® - 1,063 0,010b
les paramétres X12 -2,750 0,013¢ - 1,530 0,020«
X13 0,407 0,501 0,980 0,070
X23 - 0,207 0,690 0,270 0,445

'c = constante, X1 = température, X2 = Temps, X3 = concentration, Xij = interaction entre les facteurs i et

aP<0,001,20,001 <P<0,01,<0,01 <P<0,05
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résultats estimés ont ensuite été comparés aux résultats expéri-
mentaux trouvés & J3 et J6. La comparaison entre les données
expérimentales et les données estimées est représentée figure 1
pour Salmonella Typhimurium, figure 2 pour Salmonella
Derby, figure 3 pour Salmonella Brandenburg.

45 _ 8°C 30°C 8°C 30°C
4 O ST exp
E&i' B ST
E -
ST2
S 25- .
E 2
21,5 | [J ST exp
-
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Figure 1 - Comparaison des données expérimentales
(ST exp) et théoriques (ST1, ST2) pour Salmonella Typhimurium
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Figure 2 - Comparaison des données expérimentales
(SD exp) et théoriques (SD1, SD2) pour Salmonella Derby
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Figure 3 - Comparaison des données expérimentales
(SB exp) et théoriques (SB1, SB2) pour Salmonella Brandenburg

3. DISCUSSION

L'objectif de ce travail était de décrire I'influence et I'interaction
de différents facteurs sur la survie de salmonelles dans le lisier.

L'effet du temps de stockage est significatif pour un plan.
Cependant dans le plan ov il n’apparait pas significatif, le p
de ce facteur (0,053) est proche du seuil de significativité

(0,05). Différents auteurs ont montré que la concentration en
Salmonella enterica dans du lisier de porc décroissait pendant
le stockage (Munch et al., 1987 ; Ajariyakhajorn et al., 1997 ;
Heinonen-Tanski et al., 1998 ; Baloda et al., 2001 ; Watabe
et al., 2003 ; Hutchison et al., 2005). Munch et al. (1987) ont
trouvé que l'inactivation de cette bactérie pathogéne pourrait
se caractériser comme une fonction exponentielle du temps.
Beaucoup d’auteurs se sont accordés sur le fait que le stocka-
ge du lisier est une étape importante dans les traitements pour
éliminer les pathogénes. En conclusion, le temps apparait
influencer sérieusement la survie des salmonelles dans le lisier.
Jones (1976) a démontré que le nombre de salmonelles dans
du lisier de bovins chutait pendant la période de stockage. Il a
remarqué, comme Plym Forshell et al. (1993), que la durée de
survie des salmonelles dans le lisier de bovins était dépendante
de la souche en cause. Strauch (1991) a observé également
des différences de survie des salmonelles en fonction de I'espe-
ce animale d’ou provenait le lisier.

Les résultats ont montré que la survie des souches utilisées
était fortement affectée par la température. L'effet était néga-
tif sur la concentration en salmonelles, c’est & dire que plus
la température augmente, plus la concentration en salmo-
nelles diminue dans le lisier. Ce résultat est en accord avec
ceux rapportés par différents auteurs (Strauch, 1987 ;
Ajariyakhajorn et al., 1997 ; Heinonen-Tanski et al., 1998 ;
Placha et al., 2001). Les expériences de Placha et al. (2001)
ont montré que la décroissance de Salmonella Typhimurium
dans la fraction solide d’un lisier de porc était plus rapide en
été (36 jours) qu’en hiver/printemps (85 jours). Cette obser-
vation a été également rapportée par Ajariyakhajorn et al.
(1997) qui a constaté que Salmonella Anatum survivait plus
longtemps & 4°C (56 jours) qu’a 25°C (14 jours) et 37°C
(4 jours). Strauch (1987) et Placha et al., (2001) ont observé
une décroissance du pH pendant leurs expériences. Placha
et al., (2001) ont démontré une corrélation significative entre
la survie de Salmonella Typhimurium et le pH pendant Iété.
Selon Strauch (1987), la décroissance du pH pendant le
stockage est influencé par la flore bactérienne naturelle qui
produit des acides gras volatils ayant un effet toxique sur les
salmonelles. Dans d’autres études, un accroissement du pH a
été observé pendant la décroissance des salmonelles
(Heinonen-Tanski et al., 1998). L'évolution du pH n’a pas été
étudiée dans ce travail.

La concentration initiale de salmonelles est apparue signifi-
cative avec un effet positif. Plus la concentration initiale de
salmonelles était importante, plus la concentration finale
|était également. Jones (1976), dans des lisiers de bovins, et
Strauch (1991), dans différents lisiers, ont rapporté que la
survie des salmonelles dans le lisier était influencée, dans
une certaine mesure, par le nombre de salmonelles contenu
au départ dans le lisier. Cette donnée est essentielle pour
définir une recommandation quant & la durée de stockage.

L'originalité de ces plans d’expériences est |'évaluation de
I'inferaction des différents paramétres sur la survie des sal-
monelles dans le lisier stocké. L'interaction temps/températu-
re a montré un effet négatif significatif. La combinaison de
ces deux facteurs est une clé importante pour contréler le
risque de dissémination des salmonelles.
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Une équation de modélisation a été obtenue pour les deux CONCLUSION
plans d’expériences. Ces équations pourraient permettre de

connaitre le taux de salmonelles dans un lisier au bout d’un Uinfluence des trois paramétres temps et température de
temps donné en rentrant les différents paramétres néces- stockage, concentration initiale de salmonelles apparait donc
saires, c’est-a-dire la température, le temps et la concentra- importante sur la survie des salmonelles dans le lisier de
tion initiale de salmonelles. Au niveau du terrain ces don- porc. La connaissance de ces données est essentielle pour
nées pourraient &tre mesurées aisément. Cependant ces I'application de conditions de stockage et de traitement du
paramétres devront étre compris dans les intervalles prédéfi- lisier appropriées avant épandage afin d'éviter tout risque
nis initialement dans les plans d’expériences concernés a de dissémination de cet agent zoonotique dans I'environne-
savoir une tfempérature du lisier comprise entre 2°C et 30°C, ment.
une concentration initiale de salmonelles dans le lisier com-
prise entre 102 et 104 UFC/ml et un temps de stockage du Les modéles mathématiques obtenus fonctionnent pour une
lisier compris entre O et 6 jours. autre souche de Salmonella Typhimurium dans le domaine
expérimental étudié. D'autres comparaisons entre données
Dans un deuxiéme temps, I'acquisition de nouvelles données expérimentales et théoriques sont & réaliser pour consolider
expérimentales, inclues dans le domaine expérimental étudié I'approche du modéle mathématique.

et différentes de celles obtenues dans les plans d'expériences,
a permis de tester les modéles mathématiques. Pour les trois REMERCIEMENTS
sérotypes, les données expérimentales mesurées ont ainsi été

comparées aux données théoriques calculées gréice aux équa- Les auteurs remercient les éleveurs et leurs groupements pour
tions 1 et 2. En acceptant une différence inférieure & un Log, leur coopération ainsi que I'Université de Médecine
les résultats estimés se sont révélés similaires aux résultats Vétérinaire de Liége en Belgique qui a fourni gracieusement
expérimentaux, quelque soit la température (8°C ou 30°C), des souches de salmonelles. Cette étude a été co-financée
pour le sérotype Salmonella Typhimurium uniquement. par I’AFSSE et le programme Porcherie Verte.
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