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Impact des protocoles de biosecurite
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Impact des protocoles de désinfection en batiments d’élevage sur I’émergence de
populations bactériennes résistantes aux désinfectants et aux antibiotiques Corrélation avec
Iefficacité des traitements antibiotiques

Trois pathologies d’ori-
gine bactérienne préoc-
cupent les professionnels
de I'élevage et les autorités
sanitaires. Les risques liés
a Salmonella et Campylo-
bacter impactent non seu-
lement la santé humaine
mais également la renta-
bilité économique des filie-
res avicoles et porcines.En
ce qui concerne le SARM
(Staphylococcus  Aureus
Résistant a la Méthicilline),
sa diffusion en Europe dans
la filiere porcine invite I'en-
semble des acteurs a re-
penser la prophylaxie du
porc.

La France présente un bilan
contrasté suivant les filieres
et doit faire un effort notable
pour réduire ses niveaux de
contamination. (Tableau 1)

La nouvelle réglementa-
tion Européenne sur la
prévalence de Salmonella
prévoit I'absence de sal-
monelle sur les produits
a base d'oeufs des le 1er
janvier 2009 et sur les pro-
duits frais a base de volaille
dés le 1er janvier 2011
(EC-2160/2003). En ce qui
concerne la séroprévalence
a Salmonella en élevage
avicole et en pondeuse,
elle doit étre inférieure a
1 % par pays dés 2012.

Le niveau des importations
et des exportations dans
chaque pays de I'UE sera
affecté pour partie par ce
taux de prévalence national,
nouvel outil de régulation.
Aujourd’hui, la France s’en
trouve fragilisée au sein de
L'Union Européenne.

Le bilan de I'antibiorésis-
tance en France, a l'instar
de I'Union Européenne, est
préoccupant. LAFSSA, qui
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Prévalence de Salmonella, SARM et Campylobacter dans les élevages porcins et avicoles en France
et dans I’'Union Européenne, d’aprés EFSA (European Food Safety Authority) (1/2)

Pathogénes Espéce Evaluation U.E.
SARM Porc % de carcasses infectées  14,0%
Salmonellasp  Porc % de carcasses infectées 10,3%
Salmonellasp  Dinde % de lots infectés 30,7%
Salmonellasp  Dinde, parent % de lots infectés 13,9%
Salmonellasp  Poules Pondeuses 30,8%
Salmonellasp  Poulet % de carcasses infectées 15,6%
Campylobacter Poulet % de lots infectés 71,2%
Campylobacter Poulet % de carcasses infectées 75,8%
Tableau 1

coordonne le programme
de surveillance de ['anti-
biorésistance des bactéries
d’origine animale (septem-
bre 2009), rapporte des
souches résistantes aux
céphalosporines dans la fi-
liere avicole. Environ 10 %
des souches sont résistan-
tes a I'acide nalidixique. En
filiere porcine, la moitié des
souches sont résistantes
aux sulfamides (figure 1).
Le tableau 2 montre la pro-
portion de souches multiré-
sistantes de Salmonella. La
proportion y est plus forte
en filiére porcine.

U sage des désinfectants
en élevage

L'occurrence des patholo-
gies en élevage est sou-
vent aléatoire et erratique.
Un batiment d’élevage po-
sitif sur un lot ne sera pas
forcément positif a chaque
lot. Les voies de contami-
nation sont nombreuses et
connues mais le rble joué
par les biofiims est, sans
doute, largement sous-es-
timé. La lutte contre Salmo-
nella, Campylobacter ou le

SARM en élevage repose
sur une approche systémi-
que et I'accent doit étre mis
sur les mesures de prophy-
laxie, de maitrise sanitaire
et I'hygiéne. Les antibioti-
ques et les désinfectants
(biocides) sont les pierres

France rang/28 Sources
1,9% 10 EFSA, 2008
18,1% 6 EFSA, 2008
EFSA, 2008
EFSA, 2008
17,2% EFSA, 2007
7,4% 14 EFSA, 2008
76,1% 9 EFSA, 2008
88,7% 5 EFSA, 2008

SARM : Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline

angulaires de ce dispositif.
Mais I'efficacité des proto-
coles de désinfection est
souvent mise en échec du
fait de la nature des biofilms
bactériens sur les surfaces
des béatiments d’élevage.
Les biofilms constituent une

Pourcentage de souches résistantes de Salmonella spp. Isolées du
« secteur «santé et production animales» en filiére porcine en 2006 (IC95 %)
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Figure 1

Répartition du pourcentage de souches multi-résistantes de Salmonella spp.
Isolées du secteur «santé et production animales» en 2005

Nb souches 21 1087

Nb de résistance Porc Volaille

0 4.81[0.1-23.9] 37.7 [55.0 - 60.4]
1 42.9[21.8 - 66.0] 30.5[27.7 - 33.3]
2 9.5[1.2-30.4] 7.415.9-9.1]

3 19.1[5.5-41.9] 6.2[4.8-7.8]

4 19.1 [5.5 - 41.9] 3.8[2.8-4.7]

5 4.81[0.1-23.8] 9.7[8.0-11.6]
>5 0.0[0.0 - 13.3] 49[3.7-6.3]
Tableau 2

Source : réseau «Salmonella»
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stratégie de survie de la part des micro
organismes. Cet état leur confére de
nombreux avantages dont la protec-
tion contre les agressions du milieu
extérieur. Les biofilms constituent une
source de contamination particuliere-
ment difficile a éliminer car, parmi les
nombreux avantages qu'’ils conférent
aux bactéries, figure en particulier la
résistance aux désinfectants.

La résistance des bactéries biofil-
mées est attribuée a un effet barriére
d’ordre stérique, ionique, chimique et
enzymatique. Cet effet barriére provo-
que le ralentissement de la diffusion
des désinfectants dans le biofilm et
leur destruction partielle ou totale.
Une autre cause importante tient au
fait que les bactéries sont dans un état
quiescent qui rend la membrane bac-
térienne moins perméable et moins
sensible a l'action de nombreux dé-
sinfectants. De plus, toute condition
d’environnement défavorable conduit
les cellules a déréprimer les génes
responsables de la synthése de pro-
téines particulieres dites «protéines
de résistance».

De nombreuses études ont montré
que la résistance des biofilms aux
désinfectants est trés supérieure a

Sensibilité aux antibiotiques

CMI (mg/L)
Souche Agentde CIP CHL  TET
sélection
L354 NA(parent) 0.015 4 1
0XC-1 0XC 0.015 8 0.5
L358 NA(parent) 0.5 >256 128
ABD-1 ABD 2 >256 = 256
L378 NA(parent) 4 >256 256
DSD-1 DSD 4 >256 128
L108 NA(parent) <0.015 1 0.5
DSD-2 DSD <0.015 1 0.5
L357 NA(parent)  0.015 2 1
PFD-1 PFD 0.015 4 1

ment des biofilms. Vestby démontre
enfin la forte corrélation positive en-
tre la persistance de la souche dans
’environnement et I'importance du
biofilm (3).

uand les antibiotiques et les
désinfectants s’associent pour
sélectionner les flores

Depuis plusieurs années, I'hypothése
d’'un lien direct entre I'exposition a
certaines familles de désinfectants
et 'apparition de résistances aux an-
tibiotigues se confirme. De méme,
'exposition a des antibiotiques peut
conférer une perte de sensibilité aux
désinfectants. Plusieurs études mon-
trent en effet que les mécanismes
cellulaires qui induisent la résistance
aux antibiotiques et aux désinfectants
sont les mémes. lls impliquent princi-
palement les mécanismes de trans-
ports excréteurs comme la pompe
acrAB-TolC. L'équipe de docteur L.P.
Randall démontre ainsi que ce type
de mécanismes contribue a créer une
résistance intrinséque aux désinfec-
tants de la famille des ammoniums
quaternaires, des glutaraldéhydes
et des phénols (Tableau 3). Randall
conclut également sur un lien direct,
voire une cause, entre I'exposition a

Durée (min) pour une réduction de 5 log

Produit a base de : OXC = Oxydant ABD = Aldéhyde DSD= Ammonium Quaternaire PFD = Phénol

Pour en savoir plus

Salmonella forming a biofilm on an agar plate
Photo: Nesse & Vestby, National Veterinary Institute

Le biofilm est une mosaique de micro-
niches ou I’'on ne rencontre pas seu-
lement différentes especes mais aussi
différents phénotypes d’'une méme
espece bactérienne. La cohésion de
cette communauté microbienne variée
est maintenue grace a des proprié-
tés d’interactions synergiques. Cette
notion de communauté reflete les
nombreuses interactions qui peuvent
exister entre les bactéries : secrétions
enzymatiques, échanges de matériel
génétique (plasmides de résistances),
interactions métaboliques et commu-
nication cellulaire. Les cellules des
biofilms représentent des systéemes
biologiques dotés d’un niveau com-
plexe d’organisation fonctionnelle.

Sensibilité aux désinfectants

CMI (%, v/v)

EtBr AF KAN  OXC ABD DSD Phenol OXC ABD DSD PFD
(0.6%,v/v)  (0.025%,v/v) (0.2%,v/v) (0.075%,V/v)
1024 128 2 82+0.8 0.4 0.025 0.1 0.2
1024 128 2 11.5%1 0.8
1024 256 2 121 +0.2 0.8 0.025 0.8 0.2
1024 256 2 142+0.7 0.025
2048 256 2 38 +3.2 0.4 0.025 1.6 0.2
1024 256 2 3421 >3.2
16 8 >32 15+0.8 0.4 0.006 <0.003 0.025
16 8 >32 25+1.2 0.12
512 128 2 145+05 0.4 0.025 0.1 0.2
1024 128 8 6.2 £0.3 0.2

Tableau 3 : 5 souches de Salmonella ont été sélectionnées avec 4 familles différentes de désinfectants et comparées deux a deux avec leur souche
parente (NA). L'effet noté porte d’abord sur la baisse de sensibilité a certains antibiotiques. Une réexposition de chaque souche aux différentes
familles de désinfectant montre elle aussi une baisse de sensibilité et/ou un temps d’action plus long.

celle de cellules en suspension (bac-
téries isolées). Les aspects biochimi-
ques et génétiques de la résistance
extra chromosomique (plasmides)
sont bien documentés, notamment
en ce qui concerne les ammoniums
quartenaires, les aldéhydes, les phé-
nols ou la Chlorhexidine.

Salmonella présente la capacité d’in-
tégrer un biofilm complexe et diversi-
fié. Ses biofilms sont plus ou moins
développés en fonction du serovar.
Des études in vitro (Vestby, 2009)
montrent que Salmonella ser Agona,
Montevideo, Senftenberg et Typhimu-
rium produisent plus ou moins facile-

doses sub-létales de ces désinfec-
tants et 'apparition de souches multi-
résistantes aux antibiotiques (4).

Le biofilm est une entité complexe
et performante de protection des
bactéries vis-a-vis des agressions
extérieures comme les désinfectants.
Il est en équilibre dynamique et peut
évoluer vers une organisation micro-
bienne particulierement défavorable
pour |'élevage. Les salmonelloses
récurrentes ou erratiques sont symp-
tomatiques d’'une expression de tels
biofilms. L'usage systématique d’'une
méme classe de désinfectant, notam-
ment les ammoniums et les glutaral-

Les salmonelles sont des bactéries
Gram-, mobiles, anaérobie facultative
qui font partie de la famille des Entero-
bacteriaceae. Elles cultivent a des tem-
pératures comprises entre 7 et 48°C,
mais peuvent proliférer a destempé-
ratures inférieures a 4° C. Salmonella
s’adapte a des pH acides, des condi-
tions séches et chaudes et peut survi-
vre plusieurs mois sur des surfaces.



déhydes, favorisent la sélection d’'une
flore microbienne pathogéne (5).

La résistance aux désinfectants est
due, au moins en partie, aux mémes
mécanismes que ceux impliqués dans
la résistance aux antibiotiques.

Quelle est la réponse adaptée ?

Il est impératif lors des opérations
de Nettoyage / Désinfection d’utiliser
une premiére étape de détergence
qui vise a dissoudre et éliminer, non
seulement les dépbts organiques vi-
sibles, mais également une partie de
la gangue de protection du biofilm. En
'absence d’'un détergent, le désin-

QAC= Ammonium Quaternaire

fectant élimine les bactéries les plus
superficielles mais reste sans activité
dans la profondeur du biofilm. Si la
résistance aux désinfectants des bac-
téries biofilmées concerne la plupart
des classes chimiques de biocides
une étude récente portant sur I'effi-
cacité des désinfectants sur biofilms
montre que quelques rares produits
seulement, dont le Virkon® (Dupont
DAHS), conservent une activité signi-
ficative (6).

Virkon® est un désinfectant de premier

fficacité du Virkon sur Biofilm a

salmonelle
Virkon® a été testé sur biofim a
Salmonella (Tableau 4). Moretro a
comparé l'activit¢ de 9 désinfectants
couramment utilisés en production ani-
male. Ces 9 produits sont représenta-
tifs de toutes les familles chimiques de
désinfectants (ammonium quaternaire,
aldéhyde, phénol, peroxygéne, acide
peracétique). Cette étude porte sur les
variations d’efficacités des produits sur

2 serovars de Salmonella en fonction
de leurs états (en solution, sur surface
seche ou sous forme de biofilm) (7).

choix utilisé par de nombreux profes-
sionnels qui privilégient ces propriétés
d’efficacité et de sdreté vis-a-vis des
virus (Circovirus, Astrovirus, Parvovi-
rus. . . ) et bactéries résistantes.

Réduction Log > 4 En suspension (EN1276) Sur surface (EN13697) Sur biofilm
Reduction Log <1 (traité avec 0.1 ml) (traité dans 6 ml)
Produits testés a la concentration Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella
commerciale ser Agona ser Senftenberg ser Agona ser Senftenberg ser Agona ser Senftenberg
QAC (1 matiere active) + acide <1.1 <19 <15
QAC (2 matieres actives) + acide <1.8 <1.4 <1.9
QAC + Aldéhyde <1.7 <15 <25
Aldéhyde + Ethanol <2.2 <2.4
Hypochlorite
Peroxygéne + acide acétique
Faible dosage
Peroxygéne + acide acétique <1.8 <1.75
(composition similaire Hyperox®)
Virkon® <2.4 <1.5
Ethanol <3.1

Tableau 4 : Toutes les familles de désinfectants sont efficaces sur les salmonelles en suspension (réduction de plus de 5 log).
Moretro et al. montrent, cependant, des différences significatives entre les désinfectants sur les salmonelles constituées en
biofilm. «Sur biofilms, seuls une produit & base de 70 % d’alcool et Virkon® sont efficaces quelque soit la forme de Salmonella.»

Pour en savoir plus

Le SARM, désormais courant en mi-
lieu hospitalier, était responsable de
37 % des cas fatals de septicémie au
Royaume-Uni en 1999, soit 4 % de
plus qu’en 1991. En 2003, il était res-
ponsable de prés des deux-tiers des
septicémies a staphylocoques aux
Etats-Unis (8). La moitié des staphy-
locoques dorés aux Etats-Unis sont
résistants a la pénicilline, la méticil-
line, la tétracycline et I’érythromycine.
En 2005, les deux tiers des infections
non hospitalieres a staphylocoques
concernent des souches résistantes a
la méticilline (9). En Europe en 2010,
I’EFSA estime que les principaux ré-
servoirs animaux du SARM sont les
cochons, veaux, et poulets de chair.
Les infections sont parfois discretes
ou tout a fait asymptomatiques. Par-
mi les lignées de SARM, la souche «
CC398 » est la plus souvent associée
a un portage asymptomatique.

La ou le CC398 est fréquent chez des
animaux, les éleveurs, vétérinaires, et
leurs proches risquent plus la coloni-
sation et I'infection que la population
générale (10).
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Conclusion

Réduire I'occurrence de salmonelloses ou de populations bactériennes résis-
tantes dans les élevages doit passer par des évolutions de comportements.
Le programme de biosécurité et le choix du désinfectant influent directement
et peuvent optimiser les stratégies sanitaires, en évitant la sélection des flores
bactériennes résistantes aux antibiotiques.

Le respect d'un protocole complet (Nettoyage/Détergence/Désinfection) et
I'alternance des familles chimiques (ammonium quaternaire + glutaraldéhyde,
phénol et oxydant) doivent devenir la régle. De méme, les stratégies de double
désinfection (surface et volume) sont particulierement performantes, en choi-
sissant deux familles chimiques différentes de désinfectants, bien sar. L utilisa-
tion du Virkon®, un puissant peroxygéene, est souvent la solution ad-hoc pour
rééquilibrer le microbisme de I'élevage en évitant une sélection de flores.
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