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Cette étude a été réalisée pour obtenir des données sur la prévalence de Yersinia enterocolitica (Ye) chez les porcs a I'abattoir et
pour évaluer la méthode de détection.

De janvier a mars 2009, 900 écouvillonnages d’amygdales de porc ont été réalisés dans un abattoir breton a raison de 20 porcs
échantillonnés par lot, soit 45 lots au total. Les écouvillons ont été placés dans 10 ml de bouillon PSB et 1 ml a été transféré dans
9 ml de bouillon ITC. Apres 48h d’incubation a 25°C, un isolement sur gélose CIN a été réalisé a partir du PSB, et des isolements sur
gélose SSDC et gélose CIN ont été réalisés a partir de I'lTC. Aprés 24h a 30°C, 4 colonies caractéristiques au maximum par boite ont
été isolées sur milieu YeCM pour garder les Ye pathogénes (colonies avec centre rouge et bord translucide). En paralléle, des tests
biochimiques décrits dans la norme I1SO 10273 ont été réalisés pour confirmer les isolats comme étant Yersinia et pour identifier le
biotype de ces isolats.

Les 3 voies de détection ont permis d’isoler un total de 373 souches supposées étre des biotypes pathogenes aprées I'isolement sur
YeCM. Sur les 900 écouvillons d’amygdales, 179 (19,8%; \cos% [16,6-23,2]) étaient positifs et 36 lots de porcs sur les 45 (80%; icose
[65,4-94,6]) ont au moins un écouvillon positif. Sur les 179 écouvillons positifs, seulement 3 étaient positifs par les trois voies. Par
la voie ITC-SSDC, 4% (icose [0,7-7,3]) des écouvillons et 37,8% (cos [23,2-52,4]) des lots étaient positifs. Par la voie PSB-CIN, 5,1%
(1cos9 [1,8-8,4]) des écouvillons et 51,1% (,cos% [36,5-65,7]) des lots étaient positifs. Par la voie ITC-CIN, 14,2% (cos% [10,9-17,4]) des
écouvillons et 66,7% (icos% [52,1-81,3]) des lots étaient positifs. La concordance entre les 3 voies était faible (coefficient Kappa de
Fleiss < a 0,4). Parmi les 373 souches, 80,2%, et 19,8% sont respectivement du biotype 4, et biotype 2 ou 3. Ces pourcentages sont
quasiment identiques pour les 3 voies.

Cette étude montre que l'isolement sur gélose CIN apres un enrichissement en ITC, suivi par un isolement sur YeCM est une
méthode adéquate pour isoler les Yersinia enterocolitica pathogenes a partir d’amygdales. Par cette voie, la prévalence est de
14,2% des porcs dans I'abattoir considéré, en hiver. Une étude sur plusieurs abattoirs et sur I'année permettrait d’apprécier la
prévalence de ce germe chez le porc en France.

Detection of Yersinia enterocolitica on pigs tonsils : method and prevalence

This study was conducted to obtain preliminary data about the presence of Yersinia enterocolitica (Ye) in French slaughtered pigs
and to evaluate detection methods.

From January to March 2009, 900 tonsil swabs were taken from pigs in one slaughterhouse in Brittany, France; 45 batches of pigs
were considered with 20 pigs sampled per batch. The swabs were vortexed in 10ml PSB broth and 1ml was transferred in 9 ml ITC
broth. After 48h at 25°C, PSB enrichment was streaked on CIN plates and ITC enrichment on SSDC and CIN plates. After 24h at
30°C, a maximum of 4 typical colonies per plate were streaked on chromogenic medium YeCM plate to keep pathogenic Ye
isolates. In parallel, biochemical assays were realized to confirm the isolates as Yersinia and to detrmine the biotype as described
in the ISO 10273 method.

The 3 detection ways allowed to isolate a total of 373 strains suspected to be pathogenic Ye. 179 tonsil swabs out of 900 (19.8%;
cos% [16.6-23.2]) were positive and 36 pig batches out of 45 (80%; ¢iss% [65.4-94.6]) had at least one positive swab. Out of the 179
positive tonsil swabs, only 3 were positive in the 3 detection ways. Through the ITC-SSDC way, 4% (ci9s% [0.7-7.3]) of tonsil swabs
and 37.8% (cigs% [23.2-52.4]) of the batches were positive. Through the PSB-CIN way, 5.1% (cios% [1.8-8.4]) of tonsil swabs and
51.1% (cios% [36.5-65.7]) of the batches were positive. Through the ITC-CIN way, 14.2% (c9s% [10.9-17.4]) of the tonsil swabs and
66.7% (cios [52.1-81.3]) of the batches were positive. The agreement between the 3 ways of Ye detection is weak (Fleiss’ Kappa
coefficient < to 0.4). 80.2% and 19.8% of the pathogenic strains were biotype 4 and biotype 2 or 3. These percentages were almost
identical for the 3 detection ways.

This study showed that the ITC-CIN way followed by a streaking on YeCM can be the best option to isolate pathogenic Yersinia
enterocolitica from tonsil swabs. Through this way, the prevalence is about 14.2% in the sole slaughterhouse tested, during winter.
A one-year study in several slaughter-houses will allow to better estimate the prevalence of these bacteria in pigs in France.
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INTRODUCTION

En 2007, le nombre de yersinioses humaines signalées en
Europe était de 8 792 cas, plagant I’'agent zoonotique Yersinia
3 la 3% place des cas d’entérites humaines, derriere
Campylobacter et Salmonella (EFSA, 2009). Yersinia
enterocolitica est |'espéce la plus retrouvée dans les cas
humains et est isolée dans 93,8% des cas confirmés. La
bactérie est aussi détectée chez les porcs et dans la viande de
porc. Les porcs sont porteurs sains et ils hébergent Yersinia
enterocolitica dans la cavité orale, plus particulierement sur la
langue, les amygdales, les noeuds lymphatiques et ils excretent
les germes dans leurs selles (Nesbakken et al, 2003). La
prévalence de Yersinia enterocolitica dans les amygdales de
porc retrouvées par les méthodes bactériologiques est
généralement supérieure a 30% dans les autres pays
européens (52% en Finlande en 2007 (EFSA, 2009); 34% en
Suisse (Fredriksson-Ahomaa et al., 2007)).

La détection de Yersinia enterocolitica a partir de matrices
alimentaires peut étre réalisée au moyen de la norme ISO
10273, mais Magras et al. (2008) et Labbé et al. (2009) ont
reporté des difficultés a isoler Yersinia enterocolitica par la
méthode décrite dans cette norme.

Cette étude a été réalisée pour obtenir des données sur le
portage de Yersinia enterocolitica (Ye) par les porcs frangais a
I"abattoir et pour évaluer des méthodes de détection.

1. MATERIELS ET METHODES

1.1. Ecouvillonnage des amygdales

De janvier a mars 2009, 900 écouvillonnages d’amygdales de
porc ont été réalisés dans un abattoir breton. 45 lots de porcs
(5 lots par semaine) ont été considérés a raison de 20 porcs
par lot. La téte du porc a été retirée de la carcasse juste avant
le premier choc froid et les amygdales ont été écouvillonnées
au moyen d’écouvillons en coton.

1.2. Détection

Chaque écouvillon a été placé dans un tube contenant 10 ml
de bouillon PSB puis, aprés une étape d’agitation, 1 ml du
bouillon a été transféré dans 9 ml de bouillon ITC (Biorad,
USA). Aprés 48h a 25°C, le bouillon PSB ainsi enrichi a été isolé
sur gélose CIN (Oxoid, USA) et le bouillon ITC sur géloses SSDC
(Oxoid, USA). En addition a la méthode décrite par la norme
ISO, le bouillon ITC a été également isolé sur gélose CIN.

Aprés une incubation a 30°C pendant 24h, quatre colonies
caractéristiques au maximum par gélose (CIN et SSDC) ont été
isolées sur la gélose chromogéne YeCM (Weagant, 2008) dans
le but de ne conserver que les isolats de Ye présumés
pathogénes (colonies de type « red bullseye »). Chaque isolat
« red bullseye » a été cultivé sur gélose PCA a 30°C pendant
24h, en vue des tests biochimiques et de la conservation de la
souche a -80°C dans du bouillon glycérolé peptoné.

1.3. Confirmation biochimique et biotypage des isolats

Des tests biochimiques (dégradation positive du glucose et
négative pour le lactose sur le milieu Kligler en tube,
dégradation de l'urée, pas de désamination du tryptophane)

ont été réalisés pour confirmer I'appartenance des isolats au
genre Yersinia. Le biotypage des Yersinia enterocolitica
pathogenes a été réalisé au moyen de 3 tests spécifiques
(Esculine, xylose et tréhalose) tel que décrits dans la norme
ISO 10273.

2. RESULTATS

Quatre cent soixante huit (468) colonies caractéristiques ont
été sélectionnées a partir des géloses SSDC et CIN ; 87 sur CIN
a partir du bouillon PSB, 108 sur SSDC a partir du bouillon ITC
et 273 du CIN a partir de I'lTC (Tableau 1).

Apres isolement sur la gélose YeCM et confirmation par les
tests biochimiques, 373 des 468 isolats ont été considérés
comme Yersinia enterocolitica pathogenes. Au total, 51, 98 et
224 isolats Ye ont été conservés respectivement au travers des
voies PSB-CIN, ITC-SSDC et ITC-CIN (Tableau 1).

Quand les 3 voies de détection sont considérés ensemble, 179
écouvillons d’amygdales sur les 900 (19,8% ; cosy [16,6-23.2])
sont positifs et 36 lots de porc (80% ; \cos% [65,4-94,6]) ont au
moins un écouvillon positif (tableau 1).

Par la voie ITC-SSDC, 4,2% (cos% [0,3-7,4]) des écouvillons
d’amygdale et 37,7% (icos% [23,9-52,3]) des lots sont positifs.
Par la voie PSB-CIN, 5,9% (icos% [2,6-9,1]) des écouvillons
d’amygdale et 48,9% (icos% [34,3-63,5]) des lots sont positifs.
Par la voie ITC-CIN, 14,1% (icos% [10,8-17,3]) des écouvillons
d’amygdale et 66,6% (icos% [51,9-81,2]) des lots sont positifs.

Si les deux voies de la norme ISO 10273 sont considérés
ensemble (PSB-CIN et ITC-SSDC), 9,0% (icos%x [5,7-12,3] des
écouvillons et 68,9% (icos% [54,3-83,5] des lots sont positifs.

Tableau 1 : Nombre d’isolats Ye, d’écouvillons d’amygdales et
de lots de porc positifs selon les voies de détection.
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Norme
Voies de détection 150 10273 ITC- | Les3
PSB- ITC- CIN | voies
CIN SSDC
Nbre de colonies typiques sur 87 108 73 468
les géloses CIN ou SSDC
Nbre de Ye pathogéniques
apres YeCM 51 98 224 373
et tests biochimiques
Nbre d’écouvillons positifs 46 38 128 179
Nbre de lots positifs 22 17 30 36
Selon le coefficient Kappa de Fleiss (Fleiss, 1971), la

concordance entre les 3 voies de détection est de 0,23 ; cette
valeur est considérée comme faible selon Landis et Koch
(1977) (Tableaux 2a, 2b, 2 c et Tableaux 3a, 3b et 3c).

Le test du Kappa de Cohen (Cohen, 1960) permet de montrer
un total désaccord entre la norme I1SO 10273 et la méthode
ITC-CIN (-0,61).

Tableau 2a : concordance entre les voies PSB-CIN et ITC-SSDC
pour la détection d’Ye sur les écouvillons d’'amygdale

ITC-SSDC
positif Négatif
PSB-CIN P([)Sltlf 3 43 46
Négatif 35 819 854
Total 38 862 900
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Tableau 2b : Concordance entre les voies PSB-CIN et ITC-CIN

pour la détection d’Ye sur les écouvillons d’amygdale

ITC-CIN
Positif Négatif
PSB-CIN PC,)SItIf 14 32 46
Négatif 114 740 854
Total 128 772 900

Tableau 2c : Concordance entre les voies ITC-SSDC et ITC-CIN

pour la détection d’Ye sur les écouvillons d’amygdale

ITC-CIN
positif Négatif
Positif 19 19 38
ITC-SSDC
Négati 109 753 862
Total 128 772 900

Tableau 3a : Concordance entre les voies PSB-CIN et ITC-SSDC

pour la détection d’Ye au niveau des lots de porc

ITC-SSDC
positif Négatif
Positif 8 14 22
PSB-CIN
Négatif 9 14 23
Total 17 28 45

Tableau 3b : Concordance entre les voies PSB-CIN et ITC-CIN

pour la détection d’Ye au niveau des lots de porc

ITC-CIN
Positif Négatif
PSB-CIN PC,)SItIf 17 5 22
Négatif 13 10 23
Total 30 15 45

Tableau 3c : Concordance entre les voies ITC-SSDC et ITC-CIN

pour la détection d’Ye au niveau des lots de porc

ITC-CIN
Positif Négatif
Positif 16 1 17
ITC-SSDC
Négatif 14 14 28
Total 30 15 45

Sur les 373 isolats Ye, 80,2% sont du biotype 4 et 19,8% des

biotypes 2 ou 3.

Ces pourcentages sont toutefois conservés quelle que soit la
voie de détection considérée (Tableau 4).

Tableau 4 : Pourcentage des différents biotypes des isolats de
Ye pathogenes selon la voie de détection.

Voies de PSB-CIN [ ITC- ITC-CIN les 3
détection SSDC Voies
Biotype 4 80,4 79,6 80,4 80.2
Biotype 2 or 3 19,6 20,4 19,6 19.8
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3. DISCUSSION

Dans cette étude, deux étapes ajoutées a la norme ISO 10273
ont permis d’améliorer la détection de Yersinia enterocolitica a
partir des amygdales. La premiere était de faire un isolement
sur CIN a partir du bouillon d’enrichissement ITC et la seconde
était un isolement sur la gélose YeCM des colonies suspectées
comme étant Yersinia enterocolitica sur les géloses CIN ou
SSDC. Cette étape a permis de supprimer 20,3% des isolats
conservés a partir des géloses CIN et SSDC.

La prévalence, proportion de porcs positifs, au final était de
9,0% par la norme ISO et de 14,1% par la méthode ITC-CIN.

En se basant sur ces résultats, |'utilisation de la gélose YeCM
apres ITC-CIN apparait comme une trés bonne option pour
isoler Yersinia enterocolitica pathogénes a partir des
écouvillons d’amygdales de porc.

Dans cette étude, 19,8% des écouvillons d’amygdales au total
étaient positifs pour Yersinia enterocolitica. Cette valeur est
faible par rapport a celles affichées par d’autres pays, 52% en
Finlande (EFSA, 2009) et 34% en Suisse (Fredriksson-Ahomaa
et al., 2007). Une étude sur plusieurs abattoirs et sur I'année
devra permettre de mieux apprécier la prévalence de ce germe
chez le porc en France

Le principal biotype pathogéne retrouvé lors de cette étude
est le biotype 4 (80,2%), suivi des biotypes 2 ou 3 (19,8%). Le
biotype 4 est aussi le biotype le plus commun retrouvé dans
d’autres pays européens (Bonardi et al., 2003, Korte et al.,
2004; Fredriksson-Ahomaa et al., 2007).

Cette répartition des biotypes observée lors de cette enquéte
est similaire a celle obtenue dans le cas des yersinioses
humaines en France en 2007 (78,8% de biotype 4, 21,2% de
biotype 2 ou 3; Carniel et al.,, 2007). Le réGle potentiel des
porcs comme réservoir des Yersinia enterocolitica pathogenes
pour les humains nécessitera des études supplémentaires.

CONCLUSION

Cette étude montre que I'isolement sur gélose CIN apres un
enrichissement en ITC, suivi par un isolement sur YeCM est
une méthode adéquate pour isoler les Yersinia enterocolitica
pathogenes a partir d’amygdales. Par cette voie, la prévalence
est de 14,2% pour un abattoir lors de prélevements conduits
en hiver. Une étude sur plusieurs abattoirs et sur l'année
permettrait de mieux apprécier la prévalence de ce germe
chez le porc en France.
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