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Résumé

A partir de 1200 prélévements de selles, issus de 400 ovins, 400 bovins, 200 poulets de
chair et de 200 chiens, 363 souches bactériennes dont 358 souches de Campylobacter et 05
souches d’Helicobacte ront été isolées. Ces dernicres ont fait 1’objet d’une identification
biochimique compléte par galerie Api Campy, suivi d’un antibiogramme par la méthode de

diffusion de disques pour 202 souches de Campylobacter.

La détection des 1gG anti Helicobacter pylori par le test ELISA dans le sang et de gene
glmM par PCR dans le lait a été effectuée chez 200 vaches laitiéres de la race locale.

Nos résultats montrent que les Campylobacter spp. sont trés fréquents chez le poulet de
chair (98%) mais moins fréquent chez les autres espéces animales (11.5%, 14 % et 26% chez
les ovins, les bovins et les chiens respectivement). C.jejuni était le plus freguemment isolée
avec un taux global de 58% chez les animaux de boucherie et 42.3% chez les chiens.

La majorité des souches de Campylobacter isolées chez les animaux de boucherie sont
classées comme multi-résistantes, contrairement aux souches de C. jejuni canines qui ont
présenté de faibles niveaux de résistance. Des taux élevés de résistance aux différents
antibiotiques testés ont été notés surtout chez le poulet de chair, principalement a I'Acide
nalidixique (96.8%), a la Ciprofloxacine (91.6%) et a I'Erythromycine (88.54%) ; le plus bas
niveau de résistance est noté a la Tétracycline (44.7%).

Nous avons constaté une séropositivité de 12% (24/200) aux IgG anti H. pylori. Les
résultats de la détection de H. pylori par PCR ont révélé que 13% du lait cru de vaches
examinées étaient positives pour la présence du géne gimM.

La fréquence importante du portage digestif de Campylobacter notée chez les animaux
de boucherie ainsi que les taux de résistance €levés aux antibiotiques constituent une vraie
menace pour la santé publique en Algérie.

Il est possible que le lait de vache soit un mode de transmission dans I'infection par H.
pylori. La prise de conscience de I'épidémiologie de H. pylori et sa méthode de distribution sont

nécessaires pour les mesures de santé publique et le contréle de la propagation de cette bactérie.

Mots-clés : Campylobacter, Helicobacter, Ovin, Bovin, Poulet de chair, chiens, 1gG, gimM,

Fréquence, Antibioresistance



Abstract

Out of 1200 stool samples, from 400 sheep, 400 cattle, 200 broilers and 200 dogs, 363
bacterial strains, including 358 Campylobacter strains and 05 Helicobacter strains, were
isolated and subjected to complete biochemical identification by the Api Campy gallery and a

disc diffusion antibiotic susceptibility test of 202 Campylobacter strains.

The detection of 1gG anti Helicobacter pylori in the serum samples by ELISA test and
glmM gene in milk by PCR was carried out in 200 local breed cows.

Our results show that Campylobacter spp. are very common in poultry samples (98%)
but less common in other animal species (11.5%, 14% and 26% in sheep, cattle and dog
respectively). C. jejuni was most frequently isolated with a global rate of 58% in slaughter
house animals and 42,3% in dogs.

The majority of Campylobacter strains isolated from slaughter animals are classified as
multi-resistant, unlike canine C. jejuni strains which have shown low levels of resistance.
Ciprofloxacin (91.6%) and Erythromycin (88.54%); the lowest level of resistance is to
Tetracycline (44.7%).

We found a seropositivity of 12% (24/200) to anti-HP IgG. The results of the detection
of H. pylori by PCR revealed that 13% of the raw milk from cows examined was positive for
the presence of the gimM gene.

The high frequency of digestive carrying of Campylobacter in slaughter animals and high
antibiotic resistance rates constitute a real threat to public health in Algeria. Cow's milk may be
a mode of transmission in H. pylori infection, awareness of the epidemiology of H. pylori and
its distribution method are necessary for public health measures and control of the spread of

this disease.

Keywords: Campylobacter, Helicobacter, Sheep, Cattle, Broiler, Dogs, 1gG, gimM,

Frequency, Antibiotic resistance
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INTRODUCTION

Campylobacter et Helicobacter sont des bactéries micro aerophiles Gram-négatives
qui sont largement distribuées dans le regne animal. lls ont été connus comme des agents
pathogénes des animaux pendant pres de 100 ans (BLASER et BERG, 2001 ; CNARS, 2012).

Cependant, parce qu’ils sont fastidieux et a croissance lente dans la culture, ils ont été
reconnus comme des agents pathogenes gastro-intestinaux humains seulement au cours des 20
derniéres années, depuis, tres étudiées car de nombreuses inconnues persistent encore
concernant leur biologie et les propriétés qui déterminent leur pouvoir pathogéne. Ils peuvent
causer des maladies diarrhéiques, une infection systémique, une gastrite superficielle

chronique, une maladie d’ulcére peptique, et peuvent conduire a un carcinome gastrique.

Campylobacter jejuni, et, moins souvent, C. coli et C. lari sont les causes bactériennes
les plus courantes des maladies diarrhéiques aigués dans les pays développés (WANGER et
al., 2017 ; BETHANY et al., 2018). Helicobacter pylori (anciennement appelé
Campylobacter pylori), qui a été cultivé pour la premiere fois a partir de tissus de biopsie
gastrique en 1982, provoque une gastrite superficielle chronique et est associée a la
pathogenese de 1’ulcére peptique et du cancer gastrique ( WROBLEWSKI et al., 2010).

Il est important de noter qu’en plus de la prévalence élevée des Campylobacter chez
les animaux, la résistance aux antibiotiques des souches appartenant a ce groupe est en train
d’émerger mondialement, et elle a méme été reconnue par I’organisation mondiale de la santé
en tant que probleme majeur de santé publique (FAO, OIE, 2007 ; OMS, 2018). En effet, ces
bactéries ont acquis au fil du temps des résistances a divers antibiotiques notamment aux
fluoroquinolones ; principales molécules employées pour le traitement des infections a
Campylobacter chez ’homme (LEHOURS, 2005 ; NELSON et al., 2007).

La campylobacteriose humaine, n’est pas une priorit¢ dans la politique sanitaire
Algérienne qui doit lutter contre d’autres infections ou pathologies endémiques qui n’ont pas
été éradiquées a ce jour, malgré les cas recensés depuis 1984 et 1990 par Guechi et Megraud
respectivement. Certes, 1’ Algérie n’a jamais déclaré d’épidémie de Campylobacteriose, méme
lorsque des cas sporadiques sont identifiés, aucune information sur 1’origine des souches

responsables n’est rapportée.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wroblewski%20LE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20930071
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Contrairement aux Campylobacter, peu d’études au monde ont envisagé 1’estimation
de la prévalence des différentes espéces d’Helicobacter (H. pylori en particulier) chez les
animaux. L’infection a H. pylori est universellement répandue, avec une prévalence plus
élevée dans les pays en voie de développement, dont 78% en Algerie (JOUTEI et al., 2013).
Cette bactérie vient en té€te de facteurs déclencheurs de cancer de 1’estomac qui vient en

deuxieme position des cancers les plus répandus en Algérie.

L'étude de la transmission de cette bactérie s'avere donc primordiale, or de nombreuses
questions sont encore sans réponse. En effet, I'nomme est déja identifié comme un réservoir
(MEGRAUD, 2013) mais existe-t-il d'autres réservoirs animaux ? Quels sont les sources et les
modes de transmission ? Une éventuelle transmission de H. pylori a partir de réservoirs
animaux peut étre envisagée. Les especes de productions animales apparaissent des lors d’un

grand intérét.

Récemment, des infections mixtes d’Helicobacter spp. et Campylobacter spp. ont été
observés chez des enfants atteints de diarrhée et résidant dans des pays en voie de
développement (SHEN et al., 2015).

L'existence de plusieurs points communs entre ces deux genres bactériens, nous a
incités a évoquer la possibilité de la présence d'un réservoir animal commun entre ces deux

bactéries.
C’est dans ce contexte que s’inscrit notre étude qui a comme premier objectifs:

-L’isolement et I’étude de [I’antibiorésistance des souches de Campylobacter et de
Helicobacter isolées chez les différentes espéces animales étudiées (ovins, bovins, poulets de
chair et chez les chiens).

-La détection sérologique des IgG anti Helicobacter pylori, ainsi que la recherche moléculaire

de ce gImM gene.

Ceci répond en premier lieu aux perspectives annoncées suite a notre premier projet de
recherche. Ce qui nous permettra d'avoir une vue juste et plus claire sur la présence de
Campylobacter au sein de la population animale dans la région du centre d'Algérie, ainsi que
le comportement phénotypique des souches isolées et leurs sensibilités aux antibiotiques. En
deuxiéme lieu ce travail discutera la possibilité de I'existence d'un réservoir animal

d'Helicobacter pylori qui pourra confirmé que cette espéce fait partie des agents zoonotiques.
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PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE
I.  Revue bibliographique de Campylobacter

Les infections a Campylobacter sont maintenant bien connues depuis une trentaine
d’année, mais ce n’est que récemment qu’un intérét leur a été porté. Les raisons sont liees au
fait que leur incidence est en augmentation ; les infections séveres et les complications qui
leurs sont dues sont mieux prises en compte et la propension de ces bactéries a devenir

résistantes aux antibiotiques pose un probleme de santé publique (AFSSA, 2004).

I.1. Historique et Taxonomie

Campylobacter a été découvert pour la premiere fois en 1886 par Théodore Escherich
a partir de selles d’enfants diarrhéiques. "Campylobacter™ fut identifié pour la premiére fois
en 1906 par deux Vétérinaires britanniques a partir du mucus utérin de brebis gestantes
(PERCIVAL et al., 2013).

Plus tard en 1913, Mc Fadyean et Stockman isolent des micro-organismes de feetus
avortés de bovins et en 1918, du fait de sa forme spiralée, Smith considere cette bactérie
comme incluse dans la catégorie des Vibrio, et I’identifie comme Vibrio fetus (VANDAMME
etal., 2010).

En 1927, Smith et Orcutt, isolent des jéjunums de bovins atteints de diarrhée, un
groupe de bactéries qu'ils nomment Vibrio jejuni. En 1944, Doyle isole a son tour un vibrion
différent de matiéres fécales de porcs atteints de diarrhée et l'identifie comme Vibrio coli
(PERCIVAL et al., 2013).

En 1963, sur la base d’études du métabolisme fermentatif ainsi que la composition en
bases nucléotidiques, le genre Campylobacter est introduit par Sébald et VVéron et comprend
seulement deux espéces, C. fetus et C. bubulus (actuellement C. spurotum) (ON, 2005). La
communauté scientifique continue a se référer a ces taxons en tant que Vibrio fetus et Vibrio
bubulus jusqu’a ce qu’en 1973, des investigations supplémentaires soient realisées sur le
genre Campylobacter a partir d’analyse sérologiques et biochimiques ainsi que sur la
composition d’ADN ; la premiére taxonomie du genre Campylobacter est ainsi accepté et
publiée (VANDAMME et GOOSSENS., 1992).
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Les Campylobacter font partie du domaine des Eubactéries, du phylum des
Proteobacteria, de I’ordre des Campylobactera les et de la famille des Campylobactereaceae.

Depuis sa création, la taxonomie du genre Campylobacter a subi de nombreux
changements et certains aspects de la taxonomie restent encore un sujet de controverse
(VANDAMME et al., 2005 ; SILVA et al., 2011). Ainsi, certains auteurs indiquent que le
genre Campylobacter comprend 14 especes (DEBRUYNE et al., 2005), d’autres mentionnent
20 especes et sous especes (FERNANDEZ et al., 2008) ou encore 16 especes et 6 sous
especes (FOSTER et al., 2004 ; ON, 2005).

Selon le Bergey’s manual (2005), le genre Campylobacter comprendrait 16 especes et
6 sous especes : C. jejuni (C. jejuni subsp. Jejuni et C. jejuni subsp. Doylei) ; C. coli ; C. lari ;
C. upsaliensis ; C. helveticus ; C. fetus (C. fetus subsp. fetus ; C. fetus subsp.venerealis) ; C.
hominis ; C. hyointestinalis (C. hyointestinalis subsp. hyointestinalis ; C. hyointestinalis
subsp. Lawsonii) ; C. lanienae ; C. sputorum ; C. mucosalis ; C.curvus. C. gracilis; C.
rectus ; C. showae (TISSIER, 2012).

Les Campylobacter doivent beaucoup aux Vétérinaires, tant pour les premieres
descriptions des infections chez les bovins ou les porcins que pour la mise au point de
méthodes de culture toujours d’actualité (Tableau 1).

Tableau 1 : Historique de la découverte des Campylobacter et de leur importance dans les
maladies diarrhéiques (LEHOURS, 2005).

Date Evénement

1913 Premiére culture de bactéries Vibrio-like dans le produit d’avortement de
brebis (Mc Fayean et Stockman)

1918 Dénomination attribuée Vibrio feetus (Smith) 1927 Description de V. jejuni
dans les selles de bovins (Smith)

1940 Description de V. foetus dans les produits d’avortement humain (Vinzent)

1944 Description de V. coli dans les selles de porc (Doyle)

1972 Application d’une méthode de culture par filtration (Butzler)

1977 Mise au point d’un isolement sélectif (Skirrow)

1.2. Bactériologie de Campylobacter

1.2.1. Caractéristiques phénotypiques
1.2.1. 1. Caractéres morphologiques

Les micro-organismes de ce genre sont typiquement des bactéries a coloration de

Gram négative, qui apparaissent incurves, sous forme spiralée ou sous forme hélicoidale dont

4
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1’épaisseur est de 0,2 pum a 0,9 pum et la longueur de 0,5 4 5 um (VELAZQUEZ, 1999 ;
COILLARD, 2006 ; DROMIGNY, 2007 ; BURUCOA, 2007), asporulées, parfois capsulées,
mobiles grace a un unique flagelle de 20 nm de diametre a une ou aux deux extrémités (JAY,
2009).

Les cellules bactériennes au sein d’une colonie présentent une hétérogénéité d’ages et
d’états physiologiques. Il est admis qu’a la périphérie de la colonie, les cellules sont tres
actives, en croissance alors qu’au centre et a la surface de la colonie, les nutriments sont
moins disponibles et les cellules tendent & vieillir et & étre moins actives (VELAZQUEZ,
1999 ; COILLARD, 2006 ; PEYRAT, 2008).

Dans une colonie de C. jejuni (cultivee sur un milieu gélose), différentes formes
prédominent dans les différentes zones de la colonie (PEYRAT, 2008).

Les formes spiralées sont majoritaires a la périphérie et les cellules coccoides sont plutdt au
centre de la colonie (des formes de dégénérescence et de vieillissement de culture) (OIE,
2005 ; EUZEBY, 2010).

1.2.1. 2. Caracteres culturaux

Ces bactéries sont micro-aérophiles mais certaines peuvent également pousser en
aérobiose ou en anaérobiose. Des atmospheres avec 5 a 10 % d’oxygeéne, 5 a 10 % de
dioxyde de carbone (et si possible 5 a 9 % d’hydrogéne) sont nécessaires pour leurs
croissance optimale (OIE, 2005 ; NADEAU, 2004).

Plusieurs mélanges gazeux ont été mis au point afin de leur conférer des conditions
atmosphériques optimales. L’un des mélanges les plus couramment employé est constitué¢ de
5% d’02 (oxygene), de 10% de CO2 (dioxyde de carbone) et de 85% d’N2 (azote)
(NADEAU, 2004 ; FITZGERALD et al., 2009).

Les especes appartenant au genre Campylobacter ont différentes températures
optimales de croissance (Tableau 02). Par conséquent, le choix de la température d'incubation
des cultures de selle de routine est essentiel pour la détermination de I'éventail des especes qui
seront récupérées (KING LA, MEGRAUD, 2012). Toutes les espéces de Campylobacter
poussent bien a 37 ° C (MILLS et al., 1986).

Il est courant d’incuber a 42°C, comme température d'incubation primaire pour ce
germe, ce qui permet la croissance sélective de C. jejuni et C. coli et de minimiser la
croissance des contaminants (GOLDMAN et GREEN, 2008).
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Tableau 02 : Températures de croissance des différentes especes de Campylobacter

(OMS, 2010).
Culture

25°C | 37°C 42°C
Groupe thermophile
C.jejuni ssp jejuni - + +
C.jejuni ss doylei - + -
C. coli - + +
C.lari - + +
C.upsaliensis - + +
Groupe « fetus »
C.fetus + + -
C.hypointestinalis + + \Y

1.2.1. 3. Caractéres biochimiques et métaboliques

Le genre Campylobacter fait partie des bactéries chimio-organotrophes, a métabolisme
respiratoire, incapables d’utiliser les sucres (ni oxydation ni fermentation) (EUZEBY, 2010),
oxydase positive (COLIN et LAILLER, 2006), catalase variable : La présence d’une activité
catalisique permet d’éliminer quelques especes exceptionnellement isolées en pratique
médicale humaine (BURUCOA, 2007) ; il n’hydrolyse ni la gélatine ni I’urée (a I’exception
de quelques souches atypiques de Campylobacter lari et des souches de Campylobacter

sputorum biovar paraureolyticus), il est dépourvu de lipase (EUZEBY, 2010).

La zone optimale de pH pour les Campylobacter se situe entre 6,5 et 7,5 (FEDERIGHI
et al., 2005) et une teneur en Na CI de 0,5% dans le milieu est conseillée afin de les cultiver
(SULAEMAN et al., 2008).

1.2.1. 4.Caractéres antigéniques

Selon DROMIGNY (2007), les antigenes thermolabiles sont représentes par : Les
antigenes protéiques de la membrane externe (protéine majeure de la membrane externe) ; Les
antigenes protéiques flagellaires.

Les antigénes thermostables sont représentés par les antigénes somatiques de nature

lipopooligoccharidique (LOS).
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1.2.2. Caracteres génomiques

La souche NCTC11168 a été la premiére souche sequencée en 2000 par Parkhil et al. Son
génome est circulaire, de 1,6 Mb, constitué de 30,6 % de G + C et 92 % contient des
séquences codantes (PARKHILL et al., 2000).

Le génome de ce microorganisme est relativement petit, par opposition a E. coli qui a un
génome de 4,6 Mb (BLATTNER et al.,, 1997). Il est estimé, a partir de 13 souches
séquenceées, que le pan génome de C. jejuni comprend environ 2400 genes dont environ 1300

appartiennent au noyau génétique de C. jejuni.

La majorité des genes pouvant étre présents dans une souche de C. jejuni sont donc
accessoires. On estime que pour une souche donnée, au moins le tiers de son génome est

constitué de géenes accessoires (FRIIS et al., 2010).

Récemment, quatre nouvelles souches de Campylobacter ont été séquencées, donnant

I’opportunité de comparer ces séquences d’un point de vue génomique avec la séquence de la

souche de C. jejuni NCTC 11168 (MILLER et al., 2000 ; POLY, 2005).
Ces souches sont :

= Coli RM 2228, également isolée d’une carcasse de poulet, a été sélectionnée pour sa
propriété de multirésistance aux antibiotiques (MILLER, 2004), bien que les souches de
C. coli soient des bactéries commensales du poulet.

= La souche C. upsaliensis RM3195 est un isolat clinique provenant d’un enfant de 4 ans
diagnostiqué comme porteur du Syndrome de Guillain-Barré. Les souches de C.
upsaliensis sont souvent retrouvées associées aux chiens et aux chats (HALD.et
MADSEN, 1997).

= La souche C. lari RM 2100 est un isolat clinique. Cette espéce est prévalent chez les

oiseaux et peut étre trouvée dans I’eau de source, dans I’eau de mer, et chez les crustacés
(ENDTZ, 1997).

1.3. Techniques de diagnostic
1.3.1. Méthodes d’isolement
Deux possibilités existent pour cultiver sélectivement les bactéries de genre

Campylobacter : L’utilisation de milieux sélectifs ou d’une technique de filtration (non

sélectif).


http://www.doctissimo.fr/html/sante/encyclopedie/sa_1096_synd_guillain.htm
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1.3.1.1. Isolement direct sur milieu sélectif

Une panoplie de milieux sélectifs permettant de cultiver les Campylobacter spp. sont
présents dans le commerce. Néanmoins, on distingue deux entités majeures : les milieux a
base de sang et les milieux a base de charbon (KARMALI et al., 1986).

Qu’ils soient en bouillon ou en gélose, la sélectivité de tous ces milieux est assurée
grace a une combinaison d’antibiotiques et d’antifongiques, qui est nécessaire étant donné que
I’on doit procéder a I’isolement de Campylobacter a partir d’échantillon poly microbiens
(féces, viande) (RENE et GOBET, 1999 ; TEYSSOU et al., 2003).

Les milieux les plus utilisés sont ceux formulés par Skirrow, Butzler et ses collégues,
Blaser et al, et Bolton et Robeston qui sont constitués par un milieu de base additionné de
sang (POLY, 2005).

D’autres milieux ont ensuite été proposés comme le milieu de Karmali et enfin le
milieu de Bolton et Huchinson, milieux dans lesquels le sang est remplacé par du charbon
(RENE et GOBET, 1999).

1.3.1.2. Isolement direct sur milieu non sélectif

L’isolement direct sur milieu non sélectif fut, tout d’abord, établi a partir d’excréments
(RENE et GOBET, 1999). Une méthode de filtration a été utilisée pour isoler les
Campylobacters a partir d'échantillons fécaux, principalement pour certaines especes
sensibles aux différents antibiotiques présents dans les milieux sélectifs (VANDAMME et al.,
2008).

1.3.13. Isolement apres enrichissement

L’isolement indirect ou I’isolement aprés enrichissement sur milieu sélectif s’effectue

aussi bien pour les excréments que pour les aliments.

Des milieux d’enrichissement ont été utilisés pour 1’isolement de Campylobacter a
partir d’échantillon de selles. L’intérét de ce type de milieux reste controversé, sauf dans le
cas ou I’on suspecte la présence d’une quantité faible de bactéries comme au décours d’une
infection, s’il y a eu problémes d’acheminement au laboratoire, ou encore lors de la recherche
de Campylobacter dans les aliments. Ces milieux sont incubés 24h a 37°C avant d’étre
repiqués sur milieu d’isolement (LEHOURS et MEGRAUD, 2003 ; TEYSSOU et al., 2003).
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Trois milieux peuvent étre utilisés (BONNEFOY et al., 2002) : Le bouillon de Preston
additionné d’agar a 0,16% des antibiotiques du milieu Campylosel, il est incubé une nuit a
4°C ; Le milieu de Preston additionné de sulfate de fer, métabisulfite de sodium et pyruvate

de sodium (mélange FBP), incubation durant 18 heures & 37°C ; Le milieu de Parck et Sander.

1.3.2. Méthodes d’identification
1.3.2. 1. Tests biochimiques

Les tests biochimiques sont utilisés dans les méthodes usuelles pour 1’identification
des Campylobacter (THIBODEAU, 2013). Ceux utilisés pour les especes les plus

fréguemment isolées sont résumés dans le tableau 03.

L’épreuve la plus discriminante pour 1’identification de C. jejuni est I’hydrolyse de
I’hippurate. Cependant, certaines souches de C. jejuni possedent le gene codant pour
I’hippurate hydrolase, mais ne I’expriment pas. Ceci peut engendrer des faux négatifs
(CANER et al, 2008). Les épreuves biochimiques requiérent souvent plusieurs jours de mise

en culture et d’analyse ; 1’identification est donc longue et nécessite beaucoup de temps.

Tableau 03 : Epreuves biochimiques pour ’identification de Campylobacter,
Tiré de (FDA, 2011)

Caractéristiques jejuni | jejunisubsp. | coli lari fetus subsp. hypointestinalis
doylei fetus
Nitrate reduction + - + + + +
3.5% Nacl - - - R - _
H2S, lead acetate strip + + + + + +
H2S, TSI - - D ) ] +
Catalase + + + + + +
Oxidase + + + + + +
Mac Conkey’s Agar + + + + + +
Mobilité +(81%) | + + + + +
Croissance & 1% glycine + + + + + +
Dégradation du Glucose - - - - - -
Hydrolyse d’hippurate + + - - - _
Résistance a I’Acide | S S S R R R
nalidixique
Résistance a la céphalotine R R R R R S

Symboles: +, 90% ou plus des souches sont positives; -, 90% ou plus des souches sont négatives; D, 11-89%
des souches sont positives; R, résistant; VS, sensible.
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1.3.2. 2. Sérotypie

D’aprés Dromigny (2007), le sérotypage des Campylobacter s’opére a 1’aide des
techniques suivantes : - L’hémagglutination passive pour les antigénes thermostables ; -
L’agglutination sur lame pour les antigénes thermolabiles ; - L’immunofluorescence directe

pour les antigénes thermostables et thermolabiles.

1.3.2. 3. Lysotypie

Il existe actuellement, 20 bactériophages qui sont employés pour le lysotypage des especes C.
jejuni et C. coli (DROMIGNY, 2007).

1.3.2.4. Biologie moléculaire

On utilise surtout les techniques de PCR dont certaines détectent Campylobacter au
niveau espece, d’autres détectent C. jejuni et C. coli sans différentiation et incluant C. lari. ; la
plupart des techniques sont basées sur I'amplification des genes de la flagelline ou des genes
ribosomaux (16S rRNA et 23S rRNA) (WASSENAAR, 2000).

Aucune technique ne permet de distinguer jusqu’a maintenant les trois espéces les plus
fréquentes (C. jejuni, C. coli, C. fetus) en une seule étape (BURUCOA, 2011).
Les méthodes de biologie moléculaire ont un rdéle primordial dans la définition du pouvoir
pathogéne des souches présentes dans les différents types de prélevements (MOORE et al.,
2005).

I.4. Pouvoir pathogéne
1.4.1. Infection naturelle
La campylobactériose peut affecter la volaille, les oiseaux sauvages, les animaux de

compagnie (chiens, chats), les animaux de rente (bovins, moutons, chevres, porcs), les

rongeurs (hamsters, lapins) et I'nomme.
1.4.1. 1. Chez les animaux
Chez les animaux, les infections a Campylobacter se déroulent le plus souvent sans

symptdmes. Chez les jeunes animaux, elles peuvent provoquer des troubles de I'état général et

des inflammations intestinales (entérites).
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= Volailles

Chez les oiseaux, en particulier les volailles, la maladie est rare, sinon inexistante, en
dépit de hauts niveaux de colonisation par C. jejuni ou C. coli (OIE, 2005).

Des cas groupés d’hépatite aviaire ont été rapportés : D’aprés Peckham, en 1958,
Campylobacter jejuni serait responsable d’une hépatite « vibrionienne » aviaires qui se
caractérise par une chute de ponte, une augmentation du taux de mortalité des poussins de 5-
7 jours, et un processus dégénératif au niveau hépatique avec rupture de la capsule hépatique
(RENE et GOBET, 1999), mais le rdole pathogéne de Campylobacter n’y est pas clair
(TAKKINEN et al., 2003).

Une exception possible est constituée par les autruches pour lesquelles des morts et

des entérites liées a Campylobacter sont rencontrées chez les jeunes oiseaux (OIE, 2005).

=  Bovins et Ovins

Chez les bovins, Campylobacter jejuni peut provoquer une diarrhée profuse chez les
veaux et une chute de production laitiére importante et persistante chez les adultes, c’est ce
qu’on appelle I’entérite hémorragique hivernale ou winter Dysentery (MARTIN et FALKOW,
2006).

C. fetus est ’agent causal de la campylobactériose génitale bovine qui se caractérise
par I’infertilité (OIE, 2005) ; il colonise les cryptes épithéliales du pénis et de prépuce des
taureaux.

Le transfert de l’infection aux vaches se fait suite au coit; les sites d’infection
primaires sont les glandes utérines (une endométrite peut avoir lieu) et I’avortement peut se
produire généralement dans le 5°™ ou 6°™ mois de gestation (MICHEL, 2003).

Chez les ovins, jusqu’a 20 % des avortements dus a Campylobacter sont liés a C.
jejuni ou C. coli (FAO, 2003). L’avortement a lieu dans les six a huit derni¢res semaines de
gestation et suit ’infection d’une a trois semaines. Lorsque la gestation est menée a terme,
elle aboutit a la naissance d’agneaux mort-nés ou tres faibles décédant tres rapidement
d’inanition et d’hypothermie (RENE et GOBET, 1999 ; FAO, 2003 ; OIE, 2005).

Il est a noté que la majorité des bovins et des ovins heberge les Campylobacters sans
présenter de symptomes ; Euzeby rapporte un taux de portage asymptomatique de 72%
(EUZEBY, 2005).

11



Partie bibliographique

= Chiens et chats

Le caractere pathogene du genre Campylobacter peut se manifester par des entérites
aigués chez les chiens et les chats (SCHAER, 2006). Des cas d’avortements canins ont été
rapportés (MARIOR et al., 2008).

= Autres

Chez les porcelets C. coli a ét¢ impliqué comme cause d’entérite sévére (MEGRAUD,
1986). Chez les équins, les Campylobacter (principalement jejuni) peuvent provoquer des
entérites aigues, avec des complications de péritonites qui ont été décrites chez les poulains
(RENE et GOBET, 1999). La contamination du lait peut également étre a 1’origine de
mammites a Campylobacters chez ces différentes especes animales (OMS, 2010).

1.4.1. 2. Chez ’Homme

Chez I’homme, les manifestations cliniques des infections a C. jejuni et C. coli sont
principalement des entérites pouvant prendre un caractére collectif (toxi-infections
alimentaires collectives).

Peu d’¢éléments permettent de la différencier des autres entérites d’origine bactérienne,
notamment a Salmonella ssp et Shigella ssp ou méme ceux d’origine virale. Aprés une
période d’incubation de trois jours, des douleurs abdominales surviennent dans un contexte
fébrile suivies de diarrhée avec parfois du sang, témoins d’une ulcération colique. Les
vomissements sont habituels (RENE et GOBET, 1999 ; LABRUNE, 2004). Par apport aux
infections a Salmonella ssp et Shigella ssp, la gravité est souvent moindre, en particulier la
fievre moins élevée. On observe aussi une tendance aux formes monosymptomatiques au
début ainsi qu’aux diarrhées récurrentes. L’entérite a Campylobacter est spontanément
régressive. La durée totale de I’épisode aigue est de 8 a 10 jours, mais les patients excrétent
Campylobacter dans leurs selles pendant plusieurs semaines voire plusieurs mois aprés la
guerison clinique. Des rechutes surviennent chez 25% des patients, souvent limitées a des
crises abdominales douloureuses (LABRUNE, 2004, BURUCOA, 2007).

Parmi les autres pathologies observées, il est a noter parfois des complications
régionales : appendicite, cholécystite, pancréatite, voir hépatite ; rarement générales :
bactériémie ou septicémie. Les cas sont probablement sous-estimés du fait que les
hémocultures ne sont pas toujours prélevees ou bien prélevés dans des conditions inadéquates

(CERBA, 2007). 1l existe des possibilités de complication post infectieuses comme le
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syndrome de Guillain-Barré, di principalement a C. jejuni, elles peuvent apparaitre 2 a 3
semaines aprés la diarrhée, avec seulement certains sérotypes. Une arthrite réactionnelle,
semblable a celle décrites pour les Yersinia et Shigella, peut apparaitre 1 a 2 semaines apres le
début de la diarrhée ; elle dure en moyenne 2 mois. Des érythemes noueux et des urticaires
ont été décrits.

Contrairement a C. jejuni, C. fetus est rarement a 1’origine d’entérite ; il provoque le
plus souvent des syndromes fébriles prolongés compliqués d’atteintes focales touchant plus
particuliérement  I’endothélium  vasculaire  (endocardite, anévrisme de [’aorte,
thrombophlébites) (BURUCOA, 2007). Cette espece est le plus souvent impliquée dans la
survenue de septicémie a point de départ digestif chez la femme enceinte, et chez des sujets
ayant une maladie sous-jacente (cirrhose, hémopathie, sida) (LABRUNE, 2004 ; SHIBINY et
al., 2007). Selon Buruccoa, C.fetus peut également étre a 1’ origine d’infections du systéme
nerveux central, d’arthrites septiques, d’ostéomyélite et d’infections urinaires (LABRUNE,
2004 ; BURUCOA, 2007).

Le tableau 04 englobe les différentes sources d’isolement et le pouvoir pathogéne des

différentes especes de Campylobacters.
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Tableau 04 : Sources d'isolement et pouvoir pathogéne des especes du genre Campylobacter
(EUZEBY, 2010).

Sources Pouvoir pathogéne Pouvoir pathogeéne (éventuel)
(éventuel) pour ’homme pour ’animal
C. avium Oiseaux ? ?
C. canadensis Oiseaux (Grus americana) ? ?
C. coli Porcs, oiseaux, bovins, ovins, | Gastro-entérites, septicémies, | Gastro-entérites chez le porc et le
homme avortements singe, avortements chez les
rongeurs
C. concisus Homme Parodontites, gastro-entérites ?
C. cuniculorum Lapins ? ?
C. curvus Hommes Parodontites, gastro-entérites ?
C. fetus subsp. fetus Bovins, Ovins Septicémie, gastro-entérites, | Avortements chez les ovins et les
avortements, meningites bovins
C. fetus subsp. venerealis Bovins Septicémies Stérilité enzootique des bovins,
avortements chez les bovins
C. gracilis Homme Périodonties, empyémes, | ?
abceés
C. helveticus Chiens, chats ? Gastro-entérites, chez le chien et
le chat
C. hominis Homme Espece  commensale de | ?
I’intestin
C. hyointestinalis subsp. | Porcs, bovins, hamsters, daims, | gastro-entérites Entérites chez les porcs et les
Hyointestinalis homme bovins
C. hyointestinalis subsp. | Porcs (estomac) ? ?
Lawsonii
C. insulaenigrae Mammiféeres marins, homme ? ?
C. jejuni subsp. doylei Homme Gastro-entérites, gastrites, | ?
septicémies
C. jejuni subsp. jejuni Oiseaux, porcs, ruminants, | Gastro-entérites, septicémies, | Avortement (moutons, chévres,
chiens, chats, eau, lapins, | méningites, avortements, | bovins), gastro-entérites, hépatite
insectes rectites, syndrome de | aviaire
Guillain-Barré
C. lanienae Homme, bovins, porcs ? ?
? ?

C. lari subsp. concheus

Coquillage, homme

C. lari subsp. lari

Oiseaux, eaux douce, eau de
mer, coquillage, chiens, chats,
singes, chevaux, otaries

Gastro-entérites, septicémies

Gastro-entérites chez les oiseaux

C. mucosalis Porcs ? Entérites nécrotiques et iléites
chez le porc

C. peloridis Coquillages, homme ? ?

C. rectus Homme Périodonties ?

C. showae Homme Périodonties ?

C. sputorum bv. Fecalis Ovins, homme ? ?

C. sputorum bv. | Bovins, homme Enteritis ?

Paraureolyticus

C. sputorum bv. Sputorum Homme, bovins, ovins, porcs Abceés, gastro-entérites ?

C. subantarcticus ? ?

Oiseaux sauvages

C. upsaliensis

Chiens, chats, homme

Gastro-entérites, septicémies,
abceés, avortements

Gastro-entérites chez le chien et le
chat
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1.5. Virulence et pathogénie des Campylobacter

Suite a la colonisation de la muqueuse et l'adhérence a la surface des cellules
intestinales, les Campylobacters perturbent la capacité normale d'absorption de l'intestin en
endommageant la fonction des cellules épithéliales directement par la production de
toxine(s), ou indirectement, suite a l'ouverture d'une réponse inflammatoire. Comme ces
mécanismes possibles ne sont pas mutuellement exclusifs, toute association peut avoir un réle
en fonction de I'état de I'note et les attributs de la souche infectante (LANSING et al., 2003).

1.5. 1. Le chimiotactisme et la motilité

Les bactéries mobiles sont douées de chimiotactisme (ou chimiotaxie). Certaines
substances les attirent, d’autres les repoussent (DENIS et al., 2007). 11 s’agit d’un systéme de
transduction de signal complexe par lequel les bactéries ont tendance a se déplacer dans une
direction sous I’influence d’une stimulation chimique (SWATI et al., 2007).

En 1986, Paster et Gibbons ont étudié le réle du chimiotactisme dans la colonisation
de la plaque gingivale par les Campylobacter. lls ont montré que les cellules de C. concisus
ont une tendance a s’attirer vers la formate plus que vers les autres produits testés comme les
lactates, les sucres et les acides aminés, ce qui va permettre a ces bactéries de se localiser dans
la cavité buccale et de coloniser la plaque des poches parodontales (MONTEVILLE et al.,
2003 ; LANSING et al., 2003).

1.5. 2. Adhésion

La capacité des bactéries pathogenes de se lier aux tissus de I'ndte est importante car
elle représente un événement précoce dans la mise en place d'une niche in vivo. Elle est
également une condition préalable a l'invasion de la cellule hote, ou les organismes sont
protégeés contre les réponses immunitaires humorales et cellulaires (RAMPAL, 2000).

L’un des aspects les plus importants de la virulence de Campylobacter est la nature de
son interaction avec les lignées de cellules intestinales (DROMIGNY, 2007). L'adhésion de la
bactérie aux enthérocytes represente une étape capitale dans l'infection a Campylobacter
jejuni (KONKEL et al., 2004).

De nombreuses études ont été faite pour identifier et caractériser les facteurs impliqués
dans I’adhésion de Campylobacter jejuni principalement les adhésines; la présence de
fimbriae récemment mise en évidence, n’augmente pas 1’adhésion in vitro, mais augmente

significativement la colonisation dans le modeéle anse de lapin (KETELEY, 1995).
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D’autres chercheurs ont récemment montré 1’implication de la protéine CadF
(Campylobacter adhesion to fibronectin) dans 1’adhésion des bactéries aux cellules et un
mutant déficient en CadF est moins colonisateur des volailles (TAKKINEN et al., 2001 ;
LANSING et al., 2003, BOLLA et GARNOTEL, 2008).

Aucune adheésine spécifiques pour C. fetus n’a été identifiée a ce jour. Cependant, la
fixation de ces bactéries est essentielle pour établir une infection (EUZEBY, 2010).

1.5. 3. Invasion

Apres la colonisation de la muqueuse et I’adhérence aux cellules intestinales, les
Campylobacters perturbent la capacité normale d’absorption de I’intestin, en endommageant
la fonction des cellules épithéliales, par 1’invasion des cellules, par production de toxines ou
par les deux mécanismes simultanément (EUZEBY, 2010).

L'invasion de la cellule est un mécanisme majeur de la pathogénicité dans I'infection a
Campylobacter (DROMIGNY, 2007) ; elle a été démontrée in vitro et in vivo et les facteurs
nécessaires pour ce mécanisme ont été identifiés. Cependant, le taux d’invasion cellulaire est

relativement bas (KETELY, 1995).

1.5. 4. Toxines

De tous les facteurs de virulence qui ont été proposés pour les Campylobacters et qui
peuvent provoquer une maladie chez I'hnomme, la découverte de la production de toxine a été
la plus prometteuse (WASSENAAR et NEWEL, 2000).

Chez C .jejuni deux classes de toxines ont été décrites : Entérotoxines et cytotoxines
(BOLLA et GARNOTEL, 2008). La production d’enterotoxines par les Campylobacter a été
décrite pour la premiére fois en 1983 (LANSING et al., 2003). Ces toxine semblent avoir une
homologie avec la toxine Lt de E. coli et la toxine Ct de Vibrio cholerae.

A I’heure actuelle, C. jejuni est associé a la production d’une seule toxine trés bien
caractérisée : la « cytolethal distending toxin » (CDT) (TAKKINEN et al., 2003 ; LANSING
et al., 2003).
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1.6. Epidémiologie

1.6. 1. Prévalence et incidence de I’infection

Les Campylobacter sont 1’une des premieres causes des infections entériques d’origine
zoonotique (OMS, 2001). L’incidence rapportée des infections a Campylobacter a nettement
augmenté dans de nombreux pays au cours des 20 derniéres années.

La sous-déclaration des infections a Campylobacter représente un probléme dans
presque tous les pays et les taux d’incidence ne reflétent que le nombre de cas confirmés par
un laboratoire. Le taux d’infection réel est donc plus élevé que le nombre de cas signalés et
serait de 7,6 a 100 fois supérieur (SKIRROW, 1991 ; KAPPERUD, 1994; WHEELER et al.,
1999; MEAD et al., 1999; SAMUEL et al., 2004).

Campylobacter jejuni, et dans une moindre mesure, Campylobacter coli sont
généralement a I’origine de la grande majorité des cas (WOOLDRIDGE et KETLEY, 1997 ;
ANON., 1999, 2006; NADEAU, MESSIER et QUESSY, 2001).

La quasi-totalité¢ des infections a Campylobacter sont classées comme des cas
sporadiques, ou faisant partie de petites flambées épidémiques apparentées, et il est
relativement rare qu’elles soient de nature épidémique.

Les infections par Campylobacter surviennent partout dans le monde et sont courantes
autant dans les pays développés que dans les pays en développement et la plupart des
éclosions sont d’origine alimentaire ou hydrique (ALLOS, 2001; BURUCOA, 2011).

La Campylobactériose est actuellement tres fréquemment signalée dans certains pays :
premiere dans I'Union Européenne (EFSA-ECDC, 2013) et au Canada (PHAC, 2010),
deuxiéme aux Etats unis d’Amérique (CDC, 2011).

Dans les pays en développement ou les infections sont endémiques, la majorité des cas
symptomatiques s’observent chez les jeunes enfants ; les infections asymptomatiques sont
courantes chez les adultes et les enfants (ALLOS, 2001).

1.6. 2. Réservoirs et habitats des Campylobacters
1.6. 2. 1. Réservoirs

Le réservoir principal des Campylobacter est animal. Cependant il peut étre humain ou
hydrotelluriqgue (GARENAUX et al., 2005 ; MARIDOR et al., 2008).
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= Réservoir animal

Le réservoir animal est de loin le plus important. Chez les animaux, la bactérie est
hébergée dans le tube digestif, le plus souvent sous forme d’un portage asymptomatique
(OMS, 2011). Chaque espece a son hote préférentiel. Par exemple les porcs constituent un
réservoir important de C. coli, espéce bactérienne qui prédomine parmi les souches de
Campylobacters isolées du tube digestif des animaux de cette espéce (BELLOC et al., 2004 ;
OIE, 2005), alors que chez les chiens on trouve principalement des C. upsaliensis et C. fetus
chez les bovins et les ovins (WORKMAN et al., 2005 ; CAMPERO et al., 2005).

Le réservoir de Campylobacter jejuni est essentiellement aviaire (poulet, canard,
dindes ...). Les Campylobacter ont été isolées de plusieurs espéces d'oiseaux sauvages, Y
compris les pigeons, corneilles hotte, des goélands argentés, mouettes rieuses, macareux,
mouettes commune, la sterne pierregarin, hiboux I'Oural, un garrot et un Bruant des roseaux
(ROSEF et al., 2004).

De nombreux autres hotes naturels ont également été décrits : les mouches et les
cafards (BOLLA et GARNOTEL, 2008) qui désignent probablement un cariage transitoire
des autres porteurs chroniques.

Il est a noter que la plupart des réservoirs sont des oiseaux et des mammiferes, plutét
que des animaux poikilothermes, sans doute parce que ces bactéries exigent généralement des
températures supérieures a 30 ° C pour la croissance (BERTHOLOM, 2008).

= Réservoir humain

Si le malade peut étre sur source de contamination (épidémie dans les créches), le
danger est représenté surtout par les porteurs sains humains qui constituent une source
mineure d’infection a Campylobacter. Parmi les individus susceptibles de transmettre ces
bactéries, nous évoquerons: les manipulateurs de denrées alimentaires, les personnes
convalescentes et les jeunes enfants porteurs asymptomatiques (BOLLA et GARNOTEL,
2008).

= Réservoir hydrotellurique

En raison du portage intestinal important chez les animaux de production, les
déjections de ceux-ci conduisent a des réservoirs secondaires principalement hydro-telluriques
(fumiers, lisiers, sols couverts de fientes et eau) (NAUCIEL et VILDE, 2005). Ce réservoir

18



Partie bibliographique

est souvent considéré comme négligeable en raison de la faible résistance de ces bactéries
dans I’environnement (DROMIGNY, 2007).

Les Campylobacter thermophiles sont présents dans les cours d’eau, particuliérement ceux
qui sont exposés a I’écoulement agricole et aux effluents de traitement des eaux usées. Cette

contamination peut étre a I’origine d’épidémie.

1.6. 2. 2. Habitats

Campylobacter est un commensal intestinal de nombreuses espéces animales, en
particulier des volailles (BEAUGERIE, 2000 ; DWORKIN et FALKOW, 2006). Elles
colonisent la muqueuse intestinale des mammifeéres et des oiseaux grace a leurs motilité qui
leurs permet d’éviter 1’écoulement de mucus, Campylobacter jejuni subsp jejuni est un
commensale de caecum des oiseaux en particulier de poulets de chair (PIETTE et MAHY,
2005).

Chez I’étre humain, en particulier ceux qui sont immunodéprimés et chez les quelques
mammiferes, certaines especes de Campylobacter peuvent survivre dans des sites extra-
intestinales c¢’est le cas de C. fetus subsp fetus qui ont un tropisme particulier pour I’appareil
urogénital et peuvent coloniser la muqueuse génitales (OIE, 2005, EUZEBY, 2010) et C.
fetus subsp venerealis qui colonise spécifiquement le prépuce des taureaux et la muqueuse
vaginale des bovins (OIE, 2005).

C’est le cas aussi de C. rectus, C. concisus, C. curvus, C. sputorum et C. showae qui
recouvrent la cavité buccale de I'nomme (SAHIN et al., 2003).
D’autres espéces de Campylobacter ont différents habitats préférentiels qui sont résumés dans
le tableau 05.
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Tableau 05 : Les espéces du genre Campylobacter et leurs habitats préférentiels (EUZEBY,

2010).
Especes Source(s)
C. avium Oiseaux
C. Canadensis Oiseaux
C. coli Porc, Oiseaux, Bovins, Ovins, Homme
C. concisus Homme
C. cuniculorum Lapins
C. curvus Homme
C. fetus subsp. fetus Bovins, Ovins
C. fetus subsp. venerealis Bovins
C. gracilis Homme
C. helveticus Chien, Chat
C. hominis Homme
C. hyointestinalis subsp. hyointestinalis | Porcs, Bovins, hamsters, daims, Homme
C. hyointestinalis subsp. lawsonii Porcs (estomac)
C. insulaenigrae Mammiferes marins, Homme
C. jejuni subsp. doylei Homme
C. jejuni subsp. jejuni Oiseaux, Porcs, Ruminants, Chiens, Chats, Eau, Visons, lapins, insectes
C. lanienae Homme, Bovins, Porcs
C. lari subsp. concheus Coquillages, Hommes
C. lari subsp. lari Oiseaux, Eaux douces, Eaux de mer, Coquillages, Chiens, Chats, Singes,
Chevaux, Otaries

. mucosalis Porcs

. peloridis Coquillages, Homme

. rectus Homme

. showae Homme

. sputorum bv. Fecalis

Ovins, Bovins

. sputorum bv. Paraureolyticus

Bovins, Homme

. sputorum bv. Sputorum)

Homme, Bovins, Ovins, Porcs

. Subantarcticus

Oiseaux sauvages

O O O O O O O O O

. upsaliensis

Chiens, Chats, Homme
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1.6. 2. 3. Mode de transmission
=  Chez lavolaille

Plusieurs auteurs ont rejeté I’hypothése de la transmission verticale de Campylobacters
chez la volaille. Les Campylobacters survivent difficilement sur les ceufs et ne peuvent pas les
pénétrer (NEWEL et FEARNLEY, 2003 ; VANEPLAS et al., 2008). En revanche la
transmission horizontale de Campylobacter d’un élevage a un autre (suivant) est possible.
Cependant plusieurs travaux soulignent qu’elle n’est pas trés importante.

Ce germe est effectivement trés sensible aux détergents et aux désinfectants ainsi
qu’aux climats secs des batiments de volailles pendant le vide sanitaire. Cependant un petit
nombre de bactéries pourraient survivre durant ce vide sanitaire.

Les conditions d’anaérobie de la litiére propre et fraiche (a sec) sont considérées
comme nuisibles pour C. jejuni (HUTCHINSON, 2005). Par ailleurs, la litiére peut étre
contaminée par les fientes de poulets de chair ce qui favorise la transmission de ce germe par
I’intermédiaire de troupeaux.

D’autres sources de contamination par Campylobacter des poulets en cours d’élevage
ont été identifiées : les rongeurs (SHANE et al., 1985), les insectes (RIVOAL, 2000; BATES
et al., 2004) et la terre autour des élevages (ADELINE, 2005 ; OVF, 2006).

= Chez les autres animaux

Dans les élevages, ces germes sont transmis généralement par des animaux
chroniquement infectés (porteurs sains), par le fourrage ou par la vermine. Les animaux
infectés excrétent les bactéries principalement dans leurs excréments. C’est alors que peut se
produire une contamination du lait, du fourrage, de I’eau de I’abreuvoir, de la litiere, du
plumage ou d’autres objets (OMS, 2010). Des animaux sains peuvent s’infecter en absorbant
du fourrage, de I’eau ou de la litiere contaminés, en léchant des objets et méme en picorant
des insectes (ADELINE, 2005).

Les chiens, les chats et les autres animaux de compagnie peuvent s’infecter en
consommant de la viande, des ceufs ou du lait crus. Ces animaux infectés peuvent contaminer
I’homme. De méme, le contact avec des animaux ou des personnes infectées peut représenter

une source de contagion pour les animaux de compagnie (OMS, 2010).
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= Chez ’homme

La campylobactériose est considérée comme une zoonose, une maladie transmise a
I’homme par les animaux ou les produits qui en dérivent (JAVID et SHADAB, 2009). La
transmission de Campylobacter spp. a I’homme se fait par trois voies principales: la
nourriture, I'eau, et le contact directs avec les hotes infectés ou les réservoirs (SCHLUMPF,
2009 ; HUMPHEREY et al.,, 2007). La consommation de viande insuffisamment cuite
(volaille, porc, beeuf, agneau, fruits de mer) est la principale voie de transmission a I’homme
(ADAK et al., 1995 ; CLARCK et al., 2003 ; HUMPHEREY et al., 2007). Mais il est a noter
que, malgré I’importance de cette voie, elle ne représente pas le seul véhicule. Les grandes
flambées de campylobactériose sont généralement associées a I’eau potable contaminée ou au
lait cru contaminé (FRIEMAN et al., 2000).

Enfin la transmission interhumaine est considérée comme relativement exceptionnelle
(créche) (NEWEL et FEARNLEY, 2003). Elle est en effet rarement abordée dans la
littérature.

1.7. Sensibilité aux antibiotiques

Le profil d’antibioresistance des Campylobacter spp. ne cesse d’évoluer et de soulever
des interrogations chez les partenaires travaillant sur ce sujet, tant chez 1’homme que chez
I’animal.

Campylobacter est naturellement sensibles a la plupart des familles d’antibiotiques,
toutefois une résistance peut étre acquise vis-a-vis de certaines d’entre elles tels que les
macrolides, aminosides, béta lactamines, tétracycline et quinolones (MOORE et al., 1999 ;
HANNINER et HANNULA, 2007).

1.7.1. Résistances intrinseques

On parle de résistance intrinséque lorsque la totalité des bactéries appartenant a un
méme genre ou a une méme espéce est naturellement résistante a un antibiotique donné
(NAUCIEL et VILDE, 2005).

Toutes les especes de Campylobacters sont naturellement résistantes aux antibiotiques
suivants : Vancomycine, Bacitracine, Novobiocine, Colimycine, Streptogramine B,
Triméthoprime.

C. jejuni et C. coli sont également résistants a la céphalotine et a la rifampicine
(RENN et GOBET, 1999 ; PEYRAT, 2008). C. fetus et C. lari sont résistants a 1’acide
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nalidixique. Ces antibiotiques sont utilisés dans divers milieux sélectifs d’isolement de ces
bactéries.

Ces résistances naturelles sont probablement imputables a 1’incapacité de ces
antibiotiques a traverser la membrane externe (FEDERIGHI et al., 2005 ; PEYRAT, 2008).
Notons que les mécanismes de résistance intrinseque sont peu connus (LACHANCE et al.,
1991).

Certaines especes de Campylobacters sont naturellement résistantes a I’acide
nalidixique : C. fetus et C. lari pour les especes les plus fréquentes. Cependant, cette
résistance naturelle, qui a longtemps servi de critére d’identification, est devenue de moins en

moins fiable depuis 1’apparition de résistances chez les espéces réputées sensibles.

1.7.2. Résistances acquises

Les Campylobacter ont, comme toute bactérie, développé des résistances acquises aux
différents agents antimicrobiens (KUSTERS et KUIPERS, 2001). Cette résistance résulte de
I’acquisition de nouveaux mécanismes par la bactérie. Ces mécanismes les rendent résistantes
a ’antibiotique considéré. Ils reposent sur des mutations ponctuelles ou sur I’acquisition de

matériel génétique exogene (plasmides de conjugaison, transposons, intégrons).
Chez les Campylobacters, la résistance repose sur 3 mécanismes :

e la synthése d’enzymes dégradant les types de molécules d’antibiotiques,

e des modifications structurales des sites de liaison de 1’antibiotique dans la cellule
bactérienne,

e une diminution de la perméabilité cellulaire, soit par une diminution de I’entrée des autres
molécules d’antibiotiques, soit par une augmentation de leur efflux.

Trés souvent, ces mécanismes de résistance sont combinés et modulent 1’intensité de la

résistance observée.

1.7.2. 1.Résistance aux quinolones / fluoroquinolones

Les premiéres résistances acquises aux quinolones sont apparues entre 1986 et 1990
(TEYSSOU, 2003).

Les fluoroquinolones sont des formes chimiquement modifiées de 1’acide nalidixique.
Les cibles de ces antibiotiques sont deux enzymes bactériennes importantes lors de la

réplication de ’ADN : I’ADN gyrase (type I isomérase) et I’ADN topoisomérase IV.
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Les fluoroguinolones se combinent avec ces enzymes et empéchent-la réplication de ’ADN
ce qui conduit a 1’arrét de la croissance bactérienne.

La résistance a ces antibiotiques est essentiellement due a des mutations dans la région
dite QRDR (Quinolone resistance-determing region) du gene gyrA, codant la DNA gyrase
(BOLLA et GARNOTEL, 2008 ; PEYRAT, 2008).

Un seul point de mutation en Thr-86, Asp-90 ou Ala-70 peut entrainer une résistance.
La mutation en Thr-86 est la plus commune et elle est associée a un niveau plus élevé de
résistance a I’acide nalidixique et a la ciprofloxacine que les deux autres mutations
(Wieczorek et Osek, 2013). Une seule mutation entraine un niveau de résistance éleve.

D'autres mutations associées aux T86 K, A70T et D90ON sont moins fréquentes et
jouent un réle moins important aussi dans la résistance aux quinolones ; elles provoquent un
niveau de résistance moins élevé que celui provoqué par la mutation Thr-86 (ENGBERG et
al., 2001).

Chez C. jejuni, I’efflux de la ciprofloxacine joue un rdle important dans le
développement de la résistance. L’opéron CmeABC code pour une pompe a efflux a large
spectre qui contribue a la résistance intrinséque de C. jejuni a de nombreux antibiotiques
(PAYOT et CLOECKAERT, 2002 ; GIBREEL et TAYLOR, 2006).

1.7.2.2. Résistance aux macrolides : I’érythromycine

Les macrolides sont les antibiotiques de choix dans le traitement des infections
digestives a Campylobacter (DROMIGNY, 2007). Si le bactériologiste décide de ne tester
qu’un macrolide sur ’antibiogramme, son choix devra se porter sur I’érythromycine, car son
activité répond pour les autres macrolides, en particulier pour la clarithromycine (TEYSSOU,
2003).

Les autres membres de cette classe d'antibiotiques sont la clarithromycine, I
azithromycine, la télithromycine (techniquement un ketolide), tylosine et tilmicosine; les deux
derniers sont approuvés pour usage Vétérinaire seulement (érythromycine a également une
indication vétérinaire) ( IOVINE, 2013).

Les principaux mécanismes de résistance aux macrolides chez Campylobacter sont (1)
la modification de la cible, (2) I'efflux et (3) la perméabilité membranaire altérée. Les deux
premiers mecanismes agissent en synergie pour conférer une résistance aux macrolides de
haut niveau (CAGLIERO et al., 2006 ; LIN et al., 2007). Un quatrieme mécanisme de
résistance aux macrolides, a savoir la modification enzymatique des macrolides, n'a pas été
décrit chez Campylobacter (PAYOT et al., 2005).
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Un autre mécanisme de résistance est di a des mutations (ponctuelles) au niveau du
gene codant pour I’ARNr 23S. Ces mutations entrainent une diminution de DI’affinit¢ du
ribosome pour les macrolides (VACHER et al., 2005).

Il existe, une faible proportion de souches pour lesquelles aucune mutation n’est
retrouvée, et certains auteurs avancent 1I’hypothése qu’il pourrait alors s’agir d’une résistance

par efflux (GIBREEL et TAYLOR, 2006 ; TEYSSOU, 2000 ; .DROMIGNY, 2007).

1.7.2. 3.Résistance aux tétracyclines

La résistance aux tétracyclines est genéralement enzymatiques par acquisition du géne
plasmidique tetO (TAYLOR et al., 1995); c’est le seul mécanisme décrit aujourd’hui chez
Campylobacter (BOLLA et GARNOTEL,2008). Les plasmides portant ce gene sont
transférables; ils peuvent s’échanger entre genres bactériens et codent soit pour des protéines
d’efflux soit pour une protection du ribosome.

Chez C. jejuni, les genes tet(O) et tet(M) ont été identifiés. Ils sont portés sur des
plasmides et la résistance repose sur une protection du ribosome. La protéine tet(O) entraine
un changement de conformation du ribosome qui empéche la fixation de la tétracycline ce qui

permet la poursuite de la synthése des protéines (TAYLOR et al., 1995).

1.7.2. 4. Résistance aux béta-lactamines

Les antibiotiques B-lactamines sont une classe de composés divers, comprenant les
pénicillines, les céphalosporines, les carbapénémes et les monobactames, qui contiennent tous
le cycle B-lactamines nécessaire pour une activité antimicrobienne (WIECZOREK et OSEK,
2013).

Trois mécanismes interviennent dans la résistance aux [-lactames chez
Campylobacter: (1) [l'inactivation enzymatique par des [-lactamases codées
chromosomiquement, (2) une absorption réduite due aux altérations des porines de la
membrane externe et (3) I'efflux (LACHANCE et al., 1991 ; IOVINE, 2013).

Récemment, une classe D B-lactamase OXA-61, a été identifié chez Campylobacter
(ALFREDSON et al., 2005). La pompe d'efflux Cme ABC peut également contribuer a la
résistance aux B-lactames (IOVINE, 2013).

1.7.2. 5. Résistance aux aminosides

Les aminosides sont habituellement actifs sur les Campylobacters. La gentamicine est
I’'un des rares antibiotiques constamment actifs sur Campylobacter jejuni ; de nombreuses
souches sont résistantes a la streptomycine et a la néomycine. Des résistances a la kanamycine
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ont également été découvertes ; elles sont associées a la résistance a la tétracycline. Deux

génes ont été impliqués dans cette résistance : le gene aphA-3 et dernierement le gene aphA-7
(RENE et GOBET, 1999).
Les principaux mécanismes de résistance acquise aux différents antibiotiques

identifiés chez les Campylobacter sont présentés dans le tableau 06.

Tableau 06 : Mécanismes de résistance aux antibiotiques de Campylobacter.

Classe
d'antibiotiques

Les mécanismes de résistance

Fluoroquinolones

Modification de la cible ADN gyrase (Thr-86-lle; aussi Asp-90-Asn, Ala-70-Thr)
Efflux par CmeABC

Macrolides

Les mutations dans I'ARNr 23S
Contribution des mutations dans les protéines ribosomales L4 / L22 est mineure
susceptible

Efflux par CmeABC et éventuellement d'autres

Diminution de la perméabilité de la membrane en raison de MOMP

Tétracycline

Modification de la cible ribosomal Un site par liaison TetO
Efflux par CmeABC et éventuellement d'autres
Contribution de la diminution de la perméabilité de la membrane en raison de
MOMP est pas clair

Béta-lactamines

L'inactivation enzymatique de l'antibiotique par la B-lactamase (penicillinase, de
OXA-61)

Diminution de la perméabilité de la membrane de la plupart anionique et des
antibiotiques MW> 360 kDa en raison de MOMP
Efflux par CmeABC et éventuellement d'autres

Aminosides

Modification de I'antibiotique par des enzymes aminoglycosides modifiant (APHA,
AADE, Sat)
Contribution d’efflux n’est pas clair

Il.  Revue bibliographique d’Helicobacter (Helicobacter pylori)

La culture de H. pylori et la reconnaissance de son importance clinique ont servi pour

renouveler I'intérét des bactéries associees aux voies gastro-intestinales et hépatobiliaires des

humains et des animaux, dont beaucoup ont maintenant été identifiés comme nouvelle

espece au sein des Helicobacter.

Le but de ce sous chapitre est de décrire les caractéristiques bactériologiques du

genre Helicobacter et de discuter des méthodes utilisées pour différencier les especes de

Helicobacter.
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I1.1. Historique et Taxonomie
11.1.1. Historique

On a longtemps cru que 1’estomac était stérile en raison de 1’acidité ambiante. Portant, la
surface du tractus digestif, et plus particulierement celle de I’estomac, tant chez ’homme que
chez beaucoup d’animaux, est colonisée par des micro-organismes hautement spécialisés
(ROCHARD, 2000).

Cette découverte, exploitée depuis seulement une vingtaine d’année par la médecine
humaine, n’est cependant pas récente. Elle remonte a la fin du 19eme siécle : des bactéries
spiralées ont été observées et décrites pour la premiére fois chez les carnivores domestiques
par Rappin en 1881 et Bizzozero en 1893, puis Salomon en 1898 (ELEKO, 2003).

En 1906, un médecin allemand, Krienitz, observe des bactéries spiralées de diverses
morphologies dans I’estomac d’un malade atteint de cancer (CIACCI ET MAZZACCA,
2006).

Durant la premiere moitié du 20eme siecle, quelques publications y feront référence,
dont Weber et al. En 1958, jusqu’a ce que, en 1983, un anatomopathologiste australien,
Warren, découvre une bactérie spiralée en association avec des lésions de gastrite chez
I’homme, et que Marshall, la méme année, en établisse la premiere culture.

Cette découverte, ou redécouverte, fut révolutionnaire, car elle a conduit a admettre que
I’estomac, jusqu’alors considéré comme peu propice a la multiplication bactérienne compte
tenu de son pH acide, pouvait étre le siege d’une croissance bactérienne (ROCHARD, 2000).

Ainsi, Helicobacter pylori fut d’abord classée avec les Campylobacter en raison de ses
caractéres culturaux, morphologiques, métaboliques et écologiques, et fut successivement
dénommée Campylobacter pyloridis puis Campylobacter pylori (ELEKO, 2003).

Les nouvelle techniques de biologie moléculaire, notamment la comparaison des ARN
ribosomaux et la Polymerase Chain Reaction (PCR) ont mis a jour les particularités
génomiques de cette bactérie. Elle fut donc définitivement identifiée comme un nouveau
germe appelée Helicobacter pylori (MOHAMMADI, 2000).

Le genre Helicobacter a ainsi été créé en 1989 avec Helicobacter pylori, la premiere
cultivée, issue de la muqueuse gastrique de I’homme, et Helicobacter mustelea, issue de la
muqueuse gastrique du furet (ELEKO, 2003).
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11.1.2. Classification
Selon la derniére édition du Bergey’s Manual de la systématique bactérienne de 2005,

le genre Helicobacter appartient a la famille des Helicobacteraceae, comme le montre 1’arbre
phylogénique suivant selon Prescott (PRESCOTT et al., 2003)

Domaine Eubacteria

Phylum Proteobacteria

Classe Epsilon Proteobacteria
Ordre Campylobacterales
Famille Helicobacteraceae
Genre Helicobacter

Depuis la création du genre Helicobacter, plusieurs bactéries ont été découvertes ou
reclassées dans ce genre. Les HLOs (Helicobacter like organisme) constituent un groupe de
bactéries spiralées Gram négatives, équipées de flagelles et pouvant se subdiviser en bactéries

gastriques et bactéries non gastriques (ROCHARD, 2000).

= Helicobacter gastriques

De nombreuses espéces appartenant au genre Helicobacter ont pu étre cultivées a
partir de ’estomac de I’homme et des animaux. Le chef de fil est sans conteste Helicobacter
pylori.

Cependant, d’autres espeéces ayant également la capacité d’infecter ’homme ou
simplement fournissant des modeles d’infection naturelle de leur hote sont intéressantes a

considérer. Les différentes especes Helicobacter gastriques sont présentées dans le tableau 7.

= Helicobacter non gastriques

Les Helicobacter extra-gastriques représentent un groupe plus important en nombre de
taxons que les Helicobacter gastriques. Ces espéeces dites entérohépatiques ont comme habitat
la muqueuse intestinale.

En général, ils ne colonisent pas la muqueuse gastrique, mais en revanche, peuvent
coloniser le foie et les voies biliaires de I’homme.

Parmi les 31 espéces d’Helicobacter décrites, 22 sont principalement associées a

I’intestin. L’intérét de ces espéces dans les maladies digestives extra-gastriques (Hépatique,
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comme exemple) ne cesse de croitre. De plus, un grand nombre d’isolats rattachés au genre

Helicobacter n’ont pas encore été nommés précisément.

Les différentes espéces d’ Helicobacter non gastriques (entéro-hépatiques) sont

présentées dans le tableau 8.

Tableau 7 : Espéces d’Helicobacter gastriques (LEHROUS, 2003)

Taxon

Héte naturel

H. acinonychis

H.bizzozeroni

Candidatus Helicobacter bovis
H.felis

H. heilmannii*

Candidatus Helicobacter suis
H.mustelae

H.nemenstrinae

H.pylori

H.salomonis

H.suncus*

Guépard
Chien
Bovins
Chat, chien

Porcs

Furet
Macaque
Homme
Chien
Musaraigne

Homme, primates

* Especes non encore officiellement reconnue

Tableau 8 : Espéces d’Helicobacter entérohépatiques (MEGRAUD, 2007)

Taxon Hote habituel Hote occasionnel
H. bilis Chien, souris Homme
H.canis Chien Homme
H.cinaedi Hamster Homme
H.cholecystus Hamster

H. fennelliae Hamster Homme
H. hepaticus souris

H.muridarum souris, rat

H. pametensis Oiseaux, porc

H.pullorum Poulet Homme
H.canadensis* Oiseaux

H.rodentium Souris

H. trogontum rat

H. typhlonicus* Souris

H. rappini Chien, mouton Homme
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11.2. Bactériologie des Helicobacter

11.2.1. Caracteres généraux
11.2.1. 1. Caractéeres morphologiques

Helicobacter pylori développe de petites colonies de 1 a 2 mm de diametre,
transparentes ou grisatres, luisantes, discretement bombées, ronde et régulieres (MEGRAUD,
1998 ; MOBLEY, 2001). C’est un bacille a Gram négatif de3 a 5 Um de large (TABAKA,
2015).

Helicobacter pylori se présente sous forme spiralée (VINETTE et al., 2002 ;
ANDERSEN et RASMUSSEN, 2009), incurvee ou en forme de U ou O dans les jeunes
cultures (MEGRAUD, 1998 ; RICCI et al., 2007), pouvant évoluer vers des formes coccoides
non cultivables dans les vielles cultures et seraient pour certains des formes de
dégénérescence, pour d’autres des formes de résistance (ELEKO, 2003 ; PERCIVAL et
WILIAMS, 2014).

C’est une bactérie non sporulée, mobiles par 4 a 6 flagelles unipolaires engainés, ce
qui lui confére une grande mobilité par frétillement et par mouvements de rotation
caractéristiques. Chaque flagelle possede un bulle terminal qui distingue des autres
Campylobacters (Figue 01).

Figure 01 : La forme Helicobacter pylori sur microscope électronique d’aprés (MEGRAUD,
2007).

11.2.1. 2. Caracteéres culturaux

La culture des Helicobacters est lente et difficile (BONTEMS et CADRANEL, 1998).
Ces bactéries nécessitent une atmosphere micro-aérophile (10% de CO2, 4 a 5% d’0O2 et le

reste N2) (MEGRAUD, 2004). Elles ne poussent pas en milieu aérobie. Quelques exceptions
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sont notées, comme le cas de H.rodentium qui pousse en anaérobie ainsi que dans les

conditions micro aérobiose (SHEN et al., 1997).

Sur la gélose au sang, les colonies d’Helicobacter apparaissent en petite taille (Imm a
2 mm), non pigmentées, translucide et peuvent étre légerement hémolytique apres 3 a 5 jours.
Aprés 6 jours d’incubation, elles deviennent humides, vitreuses seront observées sur la plaque
de gélose (BLANCHARD et NEDRUD, 2012).

Helicobacter pylori exige des milieux de culture additionnés de sang, de sérum ou de
suppléments d'enrichissement (FLANDROIS, 1997) tels que la gélose PYL (sélective pour H.
pylori) ou Columbia additionnée de sang.

La température optimale est de 37°C ; elle est possible & 30°C, mais pas a 25°C. A
42°C, la Croissance est variable (TIWARI et al., 2006).

11.2.1. 3. Caractéres biochimiques et métaboliques

H. pylori est une bactérie asaccharo-lytique bien que certains travaux laissent supposer
qu’elle pourrait utiliser faiblement le glucide par la voie des pentoses. Les colonies ne

deviennent visibles qu’en 3 a 5 jours (BALDWIN et al., 2006).

Les Helicobacter sont catalases, oxydase, phosphatase alcaline et surtout uéase
positives : en effet, elles possédent une uréase puissante qui conditionne la survie en pH acide
et la réussite de la colonisation dans I’environnement gastrique (ROCHARD, 2000).

Elles ne réduisent pas le nitrate, n’hydrolysent pas I’hippurate et I’indoxyl acétate, et

ne produisent pas d’H2S sur TSI (MEGRAUD, 2007).

11.2.1. 4. Caractéres génomiques

Le génome de H. pylori est séquencé depuis 1997 : il posséde 1 667 867 paires de
bases codant pour 1590 protéines essentielles.

Helicobacter pylori posséde environ 1200 genes communs a toute I'espéce et 200 a
400 genes présents de maniére variable selon les souches. La majorité des différences

génétiques est retrouvée dans la zone de plasticité et dans I'Tlot de pathogénicité CAg.

Helicobacter pylori peut posséder des plasmides ou des systemes d'import d'ADN qui
lui permettent d'augmenter son adaptabilité. Ainsi, les analyses in silico ont permis de

montrer que les génes de menage ou de virulence peuvent étre transférés entre bactéries. Ces
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génes peuvent provenir d'autres espéces du genre Helicobacter mais également d'autres
genres bactériens (FERRAND, 2009).

11.3. Diagnostic bactériologique

Les techniques utilisées pour diagnostiquer & Helicobacter peuvent étre directes
(culture, microscopie) ou indirectes (tests a 1’uréase, recherche d’antigéne dans les selles,

recherche de la présence d’anticorps comme marqueurs de 1’infection).

11.3.1. Diagnostic direct

11.3.1. 1. Examen microscopique

L’examen microscopique direct est réalisé sur des frottis. Il permet d’observer la
morphologie caractéristique de Helicobacter et sur des préparations d’organismes vivants, sa
tres forte mobilité «en tire-bouchony.

Les colorations utilisées sont la coloration carbol fuschine (MEGRAUD et
RAYMOND, 1999 ; SEYAWI et al., 2001) et la coloration de Gram (TREBESIUS et al.,
2000). Les frottis sont préparés soit en écrasant le fragment de biopsie gastrique du coté
mucus sur une lame porte-objet, soit en étalant sur la lame le produit de raclage ou quelques
gouttes du produit de broyage de la muqueuse.

La sensibilité de cet examen demeure faible. En effet, il ne détecte que les animaux qui

sont fortement infectés, le mucus étant alors riche en Hélicobactéries.

11.3.1. 2. Culture in vitro

La culture est théoriqguement I'examen de référence pour le diagnostic d'une infection a
H.pylori. Elle permet essentiellement I'étude de la sensibilité aux antibiotiques (TIDIDANI,
2003).

Elle est tres spécifique mais peu sensible du fait du caractere "capricieux" des primo-
cultures et des faux négatifs par erreur d'échantillonnage (MEGRAUD, 2007).

Le milieu est constitué d'une base gélosée (milieu Brucella, coeur-cervelle, Columbia,
Wilkins-Chalgren ou Mueller-Hinton) additionnées de 10% de sang de mouton conviennent a
la plupart des souches. Des melanges sélectifs peuvent étre utilisés pour inhiber la croissance
des contaminants occasionnels (flore buccale surtout).

Le mélange de Skirrow proposé pour isoler les Campylobacter peut étre utilisé ainsi

que le mélange de Dent et Mc Nulty a la cefsulodine.
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Il existe des milieux commercialisés précoulés qui donnent de trés bons résultats
comme la gélose pylori bioMérieux.

La culture en milieu diphasique avec une phase gélosée et une phase liquide
supplémentées en sérum donne de bons résultats notamment pour mettre en évidence la
mobilité. Les milieux sont incubés & 37°C en atmosphere microaéropiles.

Les colonies suspectes apparaissent 3 a 4 jours voir plus. L’identification sera
effectuée sur les caractéres morphologiques et biochimiques en particulier 1’'uréase, 1’oxydase
et la catalase (MEGRAUD, 2007 ; GUETARNI et BENSOLTANE, 2013).

L’intérét essentiel de la culture, outre sa sensibilité et sa spécificité, est la possibilité

d’étudier la sensibilité des souches aux antibiotiques.

11.3.1. 3. Amplification génique

Il est possible d’amplifier des séquences d’ADN spécifiques de H. pylori en utilisant
des amorces spécifiqgues de H. pylori. L’analyse des produits d’amplification permet
d’affirmer la présence d’ADN de H pylori et donc de cette bactérie avec une grande
sensibilité et spécificité. Il n’est pas nécessaire que les bactéries soient vivantes.

Les produits d’amplification sont ensuite analysés, soit par visualisation d’une bande
d’ADN de poids moléculaire donné, spécifique des amorces utilisées, apres électrophorese,
soit par hybridation en milieu liquide et révélation par DNA- enzyme immuno-assay
(MARAIS et al, 1999).

Plusieurs types d’amorces ont été proposés pour détecter H. pylori, les plus utilisées
sont issues des géenes suivants : ureA, glmM (ureC), ARNr 16S, ARNr 23S, genes dont la
fonction est parfaitement connue, ou le gene correspondant a un antigéne de 26 KD spécifique
de H. pylori (CAMBAU et al., 2009, RIMBARA et al., 2014, NEVOA et al., 2017).

Un autre intérét de la PCR est la possibilité de typage moléculaire des souches soit par
restriction des fragments obtenus (PCR-RFLP), soit par séquencage (MLST). De plus,
I’amplification de séquences au hasard a aussi été appliquée H. pylori dans un but de typage
(RAPD).

11.3.1. 4. Tests a ’uréase

Le test rapide a l'uréase repose sur ’activité uréasique conférée par la présence
d’Hélicobactéries. 1l s’agit d’un test simple et souvent rapide consistant a déposer un

prélevement (biopsie gastrique) dans un milieu riche en urée.
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La présence de I'uréase synthétisée par les Hélicobactéries entraine la dégradation de
I’urée et ainsi la libération d’ammoniac et donc une alcalinisation, qui peut étre mise en
évidence par le virage coloré d’un indicateur de pH. Dans le cas de I’infection a H. pylori, le
test a 'uréase a une bonne valeur diagnostique avec une sensibilité allant de 70 a 100 %
(UOTANI et GRAHAM, 2015).

Les avantages majeurs de ce test sur les autres méthodes de diagnostic tiennent avant
tout a sa rapidité et a son faible colit. Mais il reste nécessaire de 1’associer a une autre

méthode de diagnostic.

11.3.1.5. Recherche d’antigéne

La recherche d'antigénes de 'Helicobacter pylori dans les selles est un essai récemment

introduit, non-invasive et avec d'excellents niveaux de sensibilité et de spécificité.

De nombreux tests immunoenzymatiques ont été développés pour rechercher les
antigenes de H. pylori dans les selles. Ils utilisent généralement des anticorps poly ou
monoclonaux (WEINGART et al., 2004).

11.3.2. Diagnostic indirect
11.3.2.1. Tests sérologiques

Une réponse anticorps systémique intense accompagne également l'infection par H
pylori. Des anticorps anti- H. pylori sont retrouvés dans le sang mais également dans la salive

et dans les urines.

Ces anticorps sont notamment dirigés contre certains antigenes de surface (Hsp 54,
protéines de 120-128 kDa, cyto- toxine vacuolisante, uréase, peptides de 15 ~ 40 kDa). Les
anticorps produits sont des 1gG, des IgA et des IgM (MOYAT et VELIN, 2014).

La sérologie utilise des extraits antigéniques et recherche en général, les 1gG sériques
par ELISA (WANG et al., 2015).

Tous les kits ELISA présents sur le marché montrent les mémes performances, ce qui
est a Iorigine du discrédit de la sérologie. En effet, la syntheése globale des résultats fait

apparaitre une sensibilité et une spécificité limitée.
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Tableau 9 : Comparaison des différents tests utilisés actuellement pour le diagnostic

de Helicobacter pylori (MEGRAUD, 2007).

Test Sérum Utest Frottis Culture PCR
fécal Sérologie
Sensibilité ++ +++ + + +++ 4+
Spécifite ++ ++ ++ ++ +++ 4+
Rapidité +++ +++ +++ +++ + +
Simplicité ++ ++ +++ +++ + ++
Cout ++ ++ +++ +++ + ++
Globalité +++ +++ + + + ¥
+++ Tresbon ++bon + Passable

Utest : Uresase test ; Frottis : Frottis coloré au Gram ; PCR : Amplification génique

11.4. Epidémiologie de I’infection a Helicobacter (H. pylori)

L'infection & Helicobacter pylori chez I'homme est considérée étre l'infection
bactérienne chronique la plus répandue dans le monde. La prévalence dans les pays en
développement est extrémement élevée et cette infection semble étre acquise trés tét dans
I'enfance (PEER et BLASER, 2002 ; SALIH, 2009). Cette situation nous conduit a se

demander quand et comment s'infecte-t-on par H. pylori ?

11.4. 1. Réservoir de Helicobacter
11.4.1.1. Réservoir animal

Dans le premier rapport d'infection par H. pylori chez les animaux en 1990, Jones et
Elridge (Pay o et Rasmussen, 2016) ont isolé une souche de H. pylori d'un estomac de porc et
suggeré que les porcs peuvent étre un réservoir possible pour cette bactérie.

Handt et al. (HANDT et al.,, 1994) diagnostiqués le H. pylori chez six chats, leur
identification a été confirmée par I'utilisation du séquencage de I'ADNr 16S.

DORE et al (1999), ont confirmé l'isolement a partir de tissu gastrique de mouton, de
souches ayant 99 % d'homologie avec H. pylori (DORE et al., 2001). Selon, DE GROOTE et
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al (1999) I'abomasum du mouton peut d'ailleurs étre colonisé par un Helicobacter trés proche,
mais différent de H. pylori.

Plusieurs espéces animales ont été suspectées d'héberger Helicobacter spp.et
Helicobacter pylori et, par-1a, de pouvoir constituer des réservoirs secondaires. Une revue de
la littérature indique qu’aucune étude épidémiologique n’a montré de fagon claire 1’existence
d’un quelconque réservoir chez 1’animal pour Helicobacter pylori (SUVAK et al., 2015).

H. canis a été isolé a partir d'excréments de chiens avec ou sans cadres de diarrhée.
SOLNICK; SCHAUER (2001) ont suggéré que H. canis peuvent étre une cause de gastro-
entérite chez les carnivores.

Helicobacter felis a été pour la premiere fois cultivé en 1988 par LEE et al. a partir de
I’estomac du chat et du chien (HERMANNS et al., 1995; BAELE et al., 2008). Cette espece
(H. felis) est la plus freqguemment rencontrée chez le chien et chat domestiques.

Helicobacter bizzozeronii et Helicobacter salomonis ont été cultivés aussi a partir de
biopsies gastriques de chiens suite a une étude faite par SOLNICK; SCHAUER en 2001.

Récemment une nouvelle Helicobacter a été proposée : Candidatus Helicobacter
bovis, qui serait associé chez les bovins a des Iésions ulcéreuses observées au niveau de la
panse abdominale (DE GROQT et al., 2000).

Plus récemment, Momtaz et al. (Momtaz et al, 2014) ont détecté H. pylori et les
principaux marqueurs de virulence (géne CAGa et VACa) a l'aide de PCR chez les vaches et

les moutons.

Ces données constituent un argument fort en faveur d'un possible réservoir ovin de H. pylori.

11.4.1.2. Réservoir Humain

La présence au niveau gastrique chez ’homme d’Helicobacter pylori fut rapportée
dans la littérature bien avant 1982 (1).

D'autres Helicobacters gastriques sont parfois rencontrés au niveau de l'estomac
humain. Il s'agit d'un groupe d' Helicobacters de morphologie différente (allongés, a plusieurs
spires) difficilement cultivables, transmis par le porc ou les animaux de compagnie (chien,
chat) et connus sous le nom de Helicobacter heilmannii, ainsi que Helicobacter suis,
Helicobacter bizzozeroni, Helicobacter salomonis, Helicobacter felis (Solnick et Schauer,
2001 ; MEGRAUD, 2003). Ills sont a l'origine d'infections moins persistantes dont

I'épidémiologie est tout a fait différente.
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Le réservoir principal de Helicobacter pylori est ’homme. Cependant il peut étre
animal ou alimentaire. Malgré de nombreuses recherches, un réservoir environnemental n’a
pas encore été mis en évidence de facon formelle. Cependant, il pourrait jouer un réle majeur,

particulierement dans les pays en voie de développement (AZEVEDO et al., 2007).

11.4.1.3. Réservoirs hydrique et Réservoir alimentaire

De nombreuses ¢études épidémiologiques ont identifié 1’eau potable comme facteur de
risque d’infection a H. pylori (KLEIN et al., 1991 ; GOODMAN et al., 1996). A 1’aide de
techniques d’amplification en chaine par polymérase (PCR) et d’hybridation in situ en
fluorescence, I’ADN de H. pylori a été retrouvée dans 1’eau ou au sein de biofilms présents au
niveau de puits, riviéres et des réseaux de distribution (FUJIMURA et al., 2004; PIQUERES
et al., 2006; BOCKELMANN et al., 2009).

Les essais de culture de H. pylori a partir de 1’eau n’ont jamais été couronnés de
succes a de rares exceptions pres (LU et al., 2002; CELLINI et al., 2008). Des expériences de
laboratoire ont montré que des formes coccoides de H. pylori étaient présentes jusqu’a une
semaine dans de 1’eau contaminée artificiellement et conservée a + 4°c (FAN et al., 1998).

Au moins deux études ont mis en évidence une relation entre la consommation de
crudités et la transmission de H. pylori (HOPKINS et al., 1993; GOODMAN et al., 1996). La
contamination des crudités se ferait par I'intermédiaire d’eau contaminée utilisée pour
I’irrigation ou le lavage, ce qui implique que H. pylori soit capable de survivre dans 1’eau.

Le lait a été également impliqué comme possible source de contamination par des
études épidémiologiques (AZEVEDO et al., 2007).

H. Pylori a également été cultivée a partir d’un échantillon de lait de vache cru et dans
cette méme étude, la bactérie était détectée par PCR (géne ureC) (FUJIMURA et al., 2002).
La viabilité de H. pylori a été étudiée a différents intervalles de temps par culture
bactériologique de différents produits alimentaires conservés a +4°c aprés une contamination

artificielle.

11.4. 2. Transmission de I’infection par H. pylori
11.4.2.1. Voies de transmission inter humaine

Bien qu’identifiée comme bactérie strictement humaine, la voie de transmission de H.
pylori reste cependant mal comprise ; certains arguments sont en faveur d’une contamination

par voie gastro-orale, d’autres en faveur d’une contamination par voie féco-orale ou oro-orale.
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Une revue de la littérature publiée sur ce sujet en 2008 identifie un nombre important
de travaux sans qu’un consensus sur la voie de transmission apparaisse (AZEVEDO et al.,
2009).

11.4.2.2. Potentiels zoonotiques

La transmission zoonotique des infections & Helicobacter (Autre que H. pylori) des
animaux aux personnes est possible (GOLDSTEIN et SOLNICK, 2003 ; SAFAEI et al.,
2011).

H canis, H felis, H heilmannii, et d’autres espéces colonisent naturellement l'estomac des
chiens et des chats, et ces souches ont été liées a la gastrite, les ulcéres, et le lymphome chez
les personnes

Un rapport de cas documente une souche génétiguement identique de H.
heilmannii infectant les chiens de compagnie et un enfant dans la méme maison (BLOIS et
al., 2010).

Bien que certaines études ont suggeéré un risque plus élevé d'infection a Helicobacter chez les
personnes en contact avec des chiens et des chats, d’autres recherches réfute cela.

Concernant H. pylori, la possibilité qu’elle soit une zoonose a été évoquée apres la
publication de deux études séro-épidémiologiques concernant les employés d’un abattoir et
prenant comme cas-témoin des personnes sans aucune relation avec les animaux. Ces résultats
ont été controversés en raison de possibles réactions croisées entre H. Pylori et
Campylobacter jejuni, ce dernier étant fréquent dans le tractus gastro-intestinal des animaux
(FOX, 1995).

11.5. Pathologie comparée et risque zoonotique

11.5.1. H. pylori

H. pylori est extrémement répandue dans la population humaine et est associée a une
baisse des secrétions acides associée a une gastrite antrale, a des ulceres peptiques ainsi qu’a
des néoplasies gastriques. Cependant la pathologie n’est pas systématique et semble

influencée par des facteurs individuels des hétes.

Differentes souches ont recemment été identifiees et H. pylori est désormais considérée
comme une population de bactéries génétiquement trés proches mais différant par leur
génotypes et leur virulence (FLATLAND et al., 2002). L’inflammation gastrique chronique
peut évoluer vers une gastrite atrophique et une métaplasie intestinale, qui sont des conditions

précancereuses.
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H. pylori semble plus pathogene que toutes les autres Helicobacters chez les animaux

également.

L’infection expérimentale de 5 chiens gnotobiotiques avec H. pylori démontre que suite a
I’infection, ces chiens développent rapidement une gastrite chronique similaire a la gastrite

associee a H. pylori chez ’homme (ROSSI et al., 1999 ; COILLARD, 2006).

11.5.2. Autres Helicobacter

Chez ’homme, ces Helicobacter non pylori ont été identifiées comme la cause possible
d'ulcération gastriqgue ou duodénale, et ont été associées a la présence de lymphomes
gastriques et de carcinome (ROURKE et al., 2001 ; DELCHIER, 2003).

Chez le porc, la souris et le chat, la présence de gastrites chroniques, caractérisées
principalement par une infiltration diffuse ou localisée du chorion de la muqueuse par des
cellules lymphoides, est trés largement décrite, et corrélée significativement avec I’infection a

« H. heilmannii» (SEYAWI et al., 2001).
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PARTIE EXPERIMENTALE

I. MATERIELS ET METHODES

Objectifs

Dans le but de déterminer la prévalence des Campylobacter et des Helicobacter chez
les animaux dans la région du centre d’Algérie. Nous avons réalisé ce travail, qui a pour

objectifs :

e L’isolement et I’identification des Campylobacter et des Helicobacter dans des
prélevements de matiére fécales des principaux animaux de boucherie (Ovins, Bovins
et Poulets de chair) et des animaux de compagnie (Chiens).

e L’¢tude de la sensibilité aux antibiotiques par la méthode de diffusion sur gélose.

e La recherche sérologique des Ig G anti- Helicobacter pylori chez les bovins.

e La détection moléculaire des souches d’Helicobacter pylori dans des préléevements du

lait des vaches laitieres de la race locale algérienne.

1.1. Lieu de travail

Le présent travail a été soutenu par le Laboratoire central de Biologie Clinique, Unité de
Bactériologie de Laboratoire Central du Centre Hospitalier Universitaire Neffissa Hamoud

(ex Parnet) d’Alger « Service de Pr. Guechi ».
Ce travail a été réalisé au niveau de :

> Laboratoires de bactériologies des hopitaux : EPH Lakhdaria, Mohamed Boudiaf
(Bouira) et de EPH Thenia (Boumerdes). Pour I’isolement des Campylobacter et des
Helicobacter a partir de selle des principaux animaux de boucherie (Ovins, Bovins et
Poulets de chair) et des animaux de compagnie (Chiens).
» Laboratoire de bactériologie de CHU Hussein Dey, Alger pour :
= L’identification phénotypique et biochimique des souches de Campylobacter et
d’Helicobacter ;
= L’étude de la sensibilité aux antibiotiques par la méthode de diffusion sur
gélose des souches isolées ;
= La recherche sérologique des Ig G anti- Helicobacter pylori chez les vaches

laitieres.
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» Laboratoire de Microbiologie, Université Pierre et Marie Curie (UPMC). Paris 06,
France pour la détection moléculaire des souches d’Helicobacter pylori dans des

prélevements de lait des vaches de la race locale Algérienne.

1.2. Matériels

1.2.1. Matériels de laboratoire

Tout le matériels (Réactifs chimiques, milieux de culture et équipements de

laboratoire) utilisé dans notre étude est présenté en annexe (Annexe 01).

1.2.2. Echantillonnage et prélévements

1.2.2.1. Prélevements de selles

e Prélevements des animaux de boucherie

Le choix des unités d’abattage ou nous avons prospecté les Campylobacter et les
Helicobacter, a porté sur 03 abattoirs avicoles et 03 abattoirs ruraux sur I’ensemble des

abattoirs que comptent les Wilaya de Bouira, Boumerdes, Tizi Ouzou.

1000 prélévements rectaux ont été effectués chez 200 poulets de chair, 400 ovins et
400 bovins choisis au hasard parmi une population de 4800 moutons, 2200 veaux et 10 lots de

poulets* abattus.

Pour la récolte de ces prélevements, nous avons réalisé des visites quotidiennes au
niveau de ces abattoirs.

Les bovins échantillonnés dans cette étude sont répartis entre de la race locale
(100/400) et de la race améliorée (300/400) vers la fin de leur programme d’alimentation.

Les échantillons des ovins et des bovins ont été préleves dans différentes régions,

contrairement aux échantillons aviaires provenant d’une seule région.

La description des établissements d’abattage visités ainsi que la répartition

géographique des échantillons prélevés sont rapportées dans le tableau 10.

*Un lot de poulets de chair dans notre étude est défini par un nombre de 500 sujets abattus, avec une
moyenne de 20 prélévements par lot.

41



Partie expérimentale : Matériels et Méthodes

Tableau 10 : Lieux et origines de prélévements

Nombre

Abattoirs Localisation Type Especes abattus el T
Abattoir 01 Bouira Industriel Poulets de chair 50

Abattoir 02 Boumerdes Industriel Poulets de chair et dinde 50

Abattoir 03 Tizi Ouzou Industriel Poulets de chair et dinde 100

Abattoir 03 | Bouira Traditionnel | Ovins et Bovins 300

Abattoir 04 Boumerdes Traditionnel | Ovins, Bovins et Caprins 300

Abattoir 05 Tizi Ouzou Industriel Ovins, Bovins et Caprins 200

Le tableau 11 résume les informations concernant les caractéristiques des animaux prélevés

Tableau 11 : Information concernant les animaux prélevés

Espece Age Sexe Type de Nombre de Population Wilaya
animal prélévements prélévements d’origine d’origine
Ovin 9-18 Male Ecouvillonnage | 400 4800 Oued Souf
mois rectaux Saida
Bouira
Boumerdes
Bovin >9 mois Male Ecouvillonnage | 400 2200 Alger
rectaux Bouira
Bejaia
Pouletde |45a65 - Ecouvillonnage | 200 3 000/Iot Bouira
chair jours rectaux

A propos des ovins, pour chaque Wilaya (Régions), le méme nombre de prélevements

(n=100) a été pris en considération.

e Préléevements des chiens

Pour les chiens, durant une période de 10 mois, de Mars 2014 jusqu’au Février 2015,

un total de 200 chiens domestiques dont 80 diarrhéiques et 120 non diarrhéiques, de

différentes tranches d’age a fait I’objectif de notre étude.

du centre d’Algérie (Alger, Boumerdes et Bouira).

Les chiens ont été sélectionnés dans 10 cliniques vétérinaires privées de trois wilayas

42




Partie expérimentale : Matériels et Méthodes

Il'y avait 100 méles et 100 femelles qui ont été classes en trois groupes d’age : <12
mois (68 échantillons), 12-23 mois (68 échantillons) et> 24 mois (64 échantillons).
Des prelevements de selles sont realisés par écouvillonnage rectal et transportés

immédiatement au laboratoire.

Un questionnaire a été rempli portant sur I'dge, le sexe, I'état de santé, les signes
cliniques et la thérapie par antibiotiques.
La répartition des chiens en fonction des signes cliniques et en fonction de 1’dge sont

présentés sur les tableaux 12 et 13.

Tableau 12 : Répartition des chiens selon la clinique

Chiens Nombre de prélevements
Diarrheiques 80
Non diarrhéiques 120
Total 200

Tableau 13 : Répartition des chiens par tranches d’age

Age Nombre de prélévements
>12 mois 68

12-23 mois 68

<24 mois 70

Total 200

Tous les prélevements de selle ont été effectués par écouvillonnage rectal. Nous avons
utilisé des ecouvillons stériles. Le coton est humidifié par trempage dans 1’eau physiologique
stérile avant prélévements. Ceci permet d’avoir un taux d’humidité favorable a la survie des

bactéries et permet par ailleurs d’éviter la dessiccation.

L’écouvillon stérile est bien inséré dans le rectum en pratiquant un mouvement de
rotation contre la muqueuse rectale ; on essaye a chaque fois d’introduire I’écouvillon dans le

sphincter rectal de 2 a 3 cm (tourner et retirer).

Les écouvillons sont remis dans les tubes contenant un bouillon nutritif (BHIB,
Bouillon Preston).
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1.2.2.2. Prélevements de sang et de lait

Nous avons effectué 200 prélevements de sang et 200 de lait chez 200 vaches laitieres
issues d’une population totale de 4 0000 vaches de la race locale dans la wilaya de Bouira,
Tizi Ouzou et Boumerdes (DSA, 2016).

Les vaches sélectionnées proviennent de six régions différentes situées dans trois

wilayas de la région centrale de 1’ Algérie : Tizi-Ouzou, Bouira et Boumerdes.

Les vaches ont été sélectionnées selon leur nombre de lactation et leur 4ge (au moins
deux ans). Il n'y avait pas de différences dans leur situation environnementale, leur

alimentation et leur gestion sanitaire.

Les prélevements sont effectués soit dans le dernier mois de gestation (qui précede la
phase de risque pathologique majeur) soit entre 40 et 70 j apres vélage (période de production

intense et de mise a la reproduction).

e Les échantillons de sang

5 ml de sang ont été prélevés chez les vaches dans la veine coccygienne dans des tubes
vacutainers et laissés se coaguler. Le sérum a ensuite été transféré dans des tubes stériles

apres centrifugation.

Les échantillons de sérum ont été transportés dans une glaciére et stockés entre 2 et 8 °
C pendant 3 jours au maximum ; par la suite ils ont été stockés a -80 ° C jusqu'a analyse

ultérieure pour la recherche des Ig G anti Helicobacter pylori.

e Les échantillons de lait

Des échantillons de lait cru ont eté collectés dans des récipients d'échantillonnage
stériles. Le prélevement du lait a été fait le matin au moment de la traite manuelle. Pour
chaque échantillon, 100 a 150 ml de lait étaient recueillis de la mamelle de I’animal apres

avoir bien lavé le pis et éliminé les 2 ou 3 premiers jets de lait.

Les échantillons de lait ont été transportés dans des flacons stériles en verre et a
I’obscurité jusqu’au laboratoire ; par la suite conservés a 80°C jusqu'a analyse ultérieure pour

la détection moléculaire d’Helicobacter pylori.
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1.3. Méthodes
1.3.1. Mise en culture des préléevements de selle

= |solement

L’ensemencement sur boite de Pétri est réalisé dans I’heure suivant le prélévement.
» Pour la recherche de Campylobacter et d’Helicobacter

Chaque prélévement ovins et bovins est ensemencé sur un milieu sélectif de Skirrow,
contenant un supplément sélectif de Skirrow (Oxoid France ; SRO069E) ;
Les prélevements de poulet de chair et les prélevements canins, et suite aux envahissements
du milieu Skirrow de la premiere série de prélevements par Proteus, nous avons utilisé en
paralléle un deuxieme milieu au charbon (Karmali), a base de gélose et de supplément sélectif
de Karmali (Oxoid France ; SRO205E).

Les boites ensemencées sont placées instantanément dans des jarres (AnaeroJar ™ ;
Oxoid, AGOOQO25A) pour cultures anaérobies. L’atmosphére nécessaire est obtenu en
introduisant dans des boites un sachet Camy-pack (biomériaux®, France). Les jarres sont
enfin placées pendant 48 heures dans des étuves, a 37°C pour les cultures de Campylobacter.

Pour les cultures destinées Helicobacter, I’incubation a été prolongée jusqu’aux 7

jours dans les mémes conditions.

» Pour la recherche de d’Helicobacter pylori

Deux types de gélosé ont été utilisées : Gélose pylori (biomériaux®, France) et gélose
maison pour la culture de H. pylori.

Les géloses suite a 1’ensemencement sont mises dans le sachet Genbag anaer
(biomériaux®, France) (Deux boites de Pétri par sachet) en présence d’un sachet générateur
d’atmosphére micro-aérophiles (Genbag microaer, Biomerieux).

La composition des differents milieux de culture ainsi que les suppléments sélectifs

utilises au cours d notre étude est présenté en Annexe 02.
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= |dentification primaire des souches

Toutes les colonies présentant un aspect macroscopique de Campylobacter et/ou
Helicobacter ont fait 1’objet d’une coloration a la fushine pour visualiser la forme
microscopique suivie par une coloration de Gram pour s’assurer qu’il s’agit de bacilles a

Gram négatif.

Toute colonie qui présente une des formes caractéristiques est soumise a une

identification biochimique compléte.

= Purification des souches

Vu que le milieu Skirrow n’est pas assez sélectif, le recours a la purification est
obligatoire. Des ré-isolement des colonies suspectes sont réalisés afin d’appliquer les tests

biochimiques et de pouvoir conserver les souches pour la suite de notre étude.

Pour le milieu Karmali ainsi que le milieu sélectif HP, nous avons réalisé la suite des
tests (biochimique et sensibilité d’ATB) directement a partir de la primo-culture, qui présente

un aspect pur.

=  Conservation des souches

Toutes les colonies présentant une forme microscopique de Campylobacter et/ ou
d’Helicobacter (suspectes) ont fait I’objet d’une conservation pour pouvoir réaliser le
diagnostic complet d’espéce et pour 1’étude de la sensibilité aux antibiotiques.

Nous avons réalisé des repiquages en utilisant des suspensions denses des colonies suspectes
sur les mémes milieux sélectifs.

Aprés une incubation a 37°C en atmosphére microaérophile, la totalité de la culture
bactérienne obtenue est introduite dans des cryo-tubes remplis d’un milieu de conservation
des souches bactérienne qui correspond a 2 Volumes d’un bouillon de culture (BHIB)

additionnée a un volume Glycérol et aussitot congelé a — 80°C.

1.3.2. lIdentification des souches

Elle s’est effectuée soit directement aprés isolement soit aprés décongélation des

souches conserveées.

A partir des colonies les tests d’identification des Campylobacter et des Helicobacters

sont simples :
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1.3.2.1. Le Gram

Des bacilles a Gram négatif spiralés typiques, quelquefois en forme typiques.

1.3.2.2. Recherche de la catalase

Sur une lame, une colonie isolée est déposée avec une goutte d’eau oxygénée a 10%.

La présence de catalase est révélée par un dégagement gazeux sous la forme de bulles.

1.3.2.3. Recherche de ’oxydase

Par I’utilisation de disques imprégnée du substrat N-diméthyl paraphényléne diamine a
2% sur lequel une colonie est écrasée, une réaction positive est instantanément révélée par

I’apparition d’une tache violette.

1.3.2.4. Test d’Uréase

Par I’utilisation du milieu Ferguson dans lequel des colonies ont été introduites, le tube
est incubé a 35°C pendant 18h mais au bout de quelques heures (deux heures) d’incubation

une réaction positive peut étre observée par le virage de la couleur du milieu au rose fuchsia.

1.3.2.5. Identification biochimique compléte par galerie API

Le recours a l’'utilisation de la galerie API Campy a eu lieu au laboratoire de
bactériologie médicale de laboratoire central de CHU Hussein Day, pour I’identification
complete des souches suspectes.

La galerie APl Campy (bioMériaux®, France) comporte 20 microtubes contenant des
substrats déshydratés. Elle est composée de deux parties.
La premiéere partie de la galerie est inoculée avec une suspension dense qui réhydrate les

substrats.

Les réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages

colorés spontanés ou révélés par 1’addition de réactifs, cette partie comporte les tests suivants

*  Production d’uréase (UREE)
= Production du nitrate (NIT)

» Production d’estérase (EST)
= Hydrolyse d’hippurite (HIP)
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» Production du Gamma Glutamyl transférase (GGT)

» Reéduction du chlorure de triphényl tétrazolium (TTC)
= Synthése de la pyrrolidonyl arylamidasa (PyrA)

= Synthése de L-Arginine Arylamidase (argA)

= Synthese de L-Aspartate Arylamidase (AspA)

= Syntheése de la phosphatase alcaline (PAL)

La deuxiéme partie de la galerie est inoculée avec un milieu minimum, incubé en
atmosphere microaérophile. Les bactéries se développent si elles sont capables d’utiliser le
substrat correspondant ou si elles sont résistantes a 1’antibiotique testé. Elle renferme les tests
suivants :

=  Production d’H2S

= Assimilation de Glucose(GLU)

= Production de sodium succinate (SUT)

= Inhibition de la croissance par 1’acide nalidixique (NAL)

= [Inhibition de la croissance par la céfazoline (CFZ)

= Assimila Inhibition de la croissance par ion de I’acétate de sodium (ACE)

= Assimilation de 1’acide propionique (PROP)

= Assimilation de 1’acide malique (MLT)

= Assimilation de trisodium citrate (CIT)

= Sensibilité a I’érythromycine (ERO)
L’interprétation se fait selon les recommandations du fabricant a 1’aide du tableau de lecture
(Cf. prospective en Annexe 03 et I’identification est obtenue en consultant la liste des profils a

’aide d’un logiciel d’identification tel que Apiweb.

1.3.3. Test de sensibilité aux antibiotiques (Antibiogramme)

Pour la réalisation de test de sensibilité aux antibiotiques des souches de
Campylobacter isolées, nous avons respecté la liste proposée par la CASFM (2013) et qui

comprend pour les différentes especes animales la liste suivante :

Ampicilline, Amoxicilline /Acide clavulaniques, Céfalotine, Céfotaxime, Gentamicine,
tobramycine,  Erythromycine, Acide  Nalidixique, Ciprofloxacine,  Tétracycline,
chloramphénicol. Nous avons enrichi cette liste en associant d’autres antibiotiques : la

spiramycine, la métronidazole en raison de leurs utilisations en médecine vétérinaire.
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Le test de sensibilité aux antibiotiques est effectué par la technique de diffusion de
disque sur gélose (antibiogramme).

Aprés la préparation de milieu de culture (les milieux de culture pour antibiogramme
doivent étre préparés extemporanément), contenant une Geélose Mueller-Hinton + sang (5%
sang de mouton).

A partir d’une culture pure (18-24 heures), préparer une suspension inoculum en eau
physiologique (ou bouillon Mueller-Hinton) équivalente au standard Mc Farland 0,5 (~ 10°
UFC / cm3).

Avec un écouvillon trempé dans I’inoculum essoré¢, ensemencer toute la surface du
milieu en stries serrées (successivement 3 orientations décalées de 60°).
Comme derniére étape, Déposer les disques, avec un maximum de 3 pour chaque boite de 90
mm a la surface de la gélose en les appliquant délicatement a la pince stérile, ils doivent étre
espaces de 24 mm, centre a centre.
Les boites sont incubées pendant 48 heures dans des jarres sous une atmosphére micro-
aérophiles a 37°C.
A I’aide d’un pied a coulisse, mesurer avec précision les diametres des zones d’inhibition, et
on les compare avec les valeurs critiques figurant dans la table de la lecture (Annexe 04).
Les bactéries sont classées dans 1’une des catégories : Sensible (S), Intermédiaire (I) ou
Résistante (R).
Dans le tableau 14 nous mentionnons les différents antibiotiques utilisés et les charges
correspondantes.

NB

Au total 238 souches ont fait I’objet d’une ’identification par galerie Api Campy. L’étude
de la sensibilité aux antibiotiques n’a touché que 202 souches (150 souches isolées chez les

animaux de boucherie et 52 souches isolées chez les chiens).
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Tableau 14 : Disques d’ATB testés et leurs charges (SOUSSY et al., 2010).

Famille Nom Abréviation Charge des
d’antibiotique d’antibiotique disques
B lactamine Ampicilline AM 10 pg
et Amoxicilline /Acide clavulanique AMC 20 /10 pg
céphalosporine Céfalotine CF 30 ug
Céfotaxime CTX 30 ug
Gentamicine GM 15 (10 UI)
Aminosides Kanamycine K 30 Ul
Tobramycine ™ 10 pg
Macrolides Erythromycine E 15 Ul
Spiramycine Sp 30 ug
Acide nalidixique NA 30 ug
Quinolones Ciprofloxacine CIP 5ug
Cyclines Tétracycline TE 30 Ul
Phénicolés Chloramphénicol C 30 ug
Imidazolés Métronidazole MTR 4 ug

1.3.4. Diagnostic sérologique pour Helicobacter pylori

Le test de H. pylori 1gG a été réalisé selon Safaei et al. (SAFAEI et al., 2013). En bref,
un kit ELISA (kit ELISA d'anticorps anti-Helicobacter Pylori (IgG) ; ABIN992624, GmbH

Germany) a été utilisé et les résultats ont été lus par spectrophotometre a 450 nm.

La lecture inférieure a 0.140 était considérée comme négative ; entre 0.140 et 0.159
étaient considérés comme équivoques et supérieurs ou égaux a 0.160 étaient considéerés
positifs.

Les résultats equivoques, selon les instructions du fabricant.

Le détail des procédures de la technique sérologique utilisée est présenté en Annexe
(Annexe 05).
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1.3.5. Diagnostic moléculaire pour Helicobacter pylori

Les techniques moléculaires sont entierement pratiquées au laboratoire de
microbiologie de I'universit¢ Pierre et Marie Curie (Paris 6, France), selon les normes
requises, avec trois salles séparées ou sont réalisées 1’extraction d’ADN (Chambre
d’extraction), la préparation du mix (Chambre du mix) et la révélation (Chambre de

révélation).

1.3.5.1. Extraction de ’ADN

Un (01) ml de chaque échantillon de lait a été utilisé pour I'extraction de I'ADNCc par
un kit d'isolement d'ADN (Cat. No. ABIN412492, Roche, Allemagne) selon les instructions
du fabricant, avec de Iégeres modifications selon Quaglia et al. (QUAGLIA et al., 2014).

Le détail du protocole d’extraction d’ADN est présenté en Annexe (Annexe 06).

1.3.5.2. Amplification par PCR a la recherche des génes de virulence d’H. pylori

L'ADN extrait a été amplifié selon Rahimi et Kheirabadi (RAHIMI ET
KHEIRABADI, 2011) pour le gene glmM (UreC) de 294 pb en utilisant le 5-
GAATAAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGG-3 comme amorce directe et le 5-
GCTTACTTTCTAACACTAACGCGC-3 comme amorce inverse.

Les réactions de PCR ont été effectuées dans un volume final de 50 ul contenant 25 ul
de Green Master Mix (Sigma), 10 ul d'’ADN génomique en tant que matrice, 13 ul d'eau

ionisée libre et 1 ul de chaque amorce.

La PCR a été effectuée en utilisant un thermocycleur (Bio Rad®, France) dans les
conditions suivantes : dénaturation initiale pendant 10 minutes a 94 ° C, 35 cycles pendant 1
minute &

94 ° C, 1 minute a 55 ° C, 1 minute a 72 ° C et une extension finale a 72 ° C pendant 10 min.

La séquence de 1’amorce employée ainsi que les conditions de recyclage du genotype de

virulence de H. pylori sont représentées dans le tableau 15 et le tableau 16 respectivement.
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Tableau 15 : Séquence oligonucéotidique de I’amorce employée pour le génotypage de géne

de virulence de H. pylori

Gene cible Sequence oligonucléotidique bp
(5'—3)
UreC gen GAATAAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGG 294
GCTTACTTTCTAACACTAACGCGC

Tableau 16 : Conditions de recyclage du génotype de virulence de H. pylori

Amplification (35 cycles)
Initial Secondary Final
. . . Annealing Extension .
dénaturation denaturation extension
94°C 94°C 51°C 72°C 72°C
10 min 1 min 1 min 1 min 10 min

1.3.5.3. Révélation des produits de PCR (Par migration sur gel d’agarose)

Les produits de PCR ont été soumis a une électrophorése sur un gel d'agarose a 1,5%
(Bio Rad®, France) contenant du bromure d'éthidium.

Une échelle d’ADN (Bio Rad, France) utilisée pour détecter le poids moléculaire des

bandes observées sous une lampe UV.

Les échantillons inoculés avec H. pylori ont été utilisés comme témoins positifs et de I'eau

distillée stérile a été utilisée comme contrdle négatif.

1.3.6. Analyse statistique des données

Les résultats obtenus ont été analysés a 1’aide de Microsoft Excel 2015 et un logiciel
statique SPSS en faisant recours au test X* et au test Fisher exactafin de trouver le degré de
signification entre les fréquences et les taux d’isolement entre les différentes espéces animales

ainsi que le pourcentage de résistance entre les différents bactériennes.
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Il. RESULTATS
11.1. Prévalence de Campylobacter
11.1.1. La Prévalence chez les animaux de boucherie

Parmi les 1000 prélevements analysés chez les animaux de boucherie, 298 sont avérés
positifs pour Campylobacter, ce qui correspond a une prévalence globale de 29.8% (Figure
02).

® Campylo positif ™ Campylo negatif

Figure 02 : Prévalence globale des Campylobacter
En fonction de I’espéce animale, des taux d’isolement variables ont été notés :

Chez le poulet de chair, une fréquence d’isolement de 98% (204/200) a été enregistrée
pour les Campylobacter. Une fréquence d’isolement pour Campylobacter de 11,5% (46/400),
14% (56/400) ont été enregistrées pour les ovins et les bovins respectivement.
Les résultats obtenus sont rapportés dans le tableau n°17 et représentés par la figure n°03.

Tableau 17 : Prévalences de Campylobacter chez les animaux de boucherie

Nombre de Campylobacter ssp.
prélevements (N) n(%o)
Ovin 400 46(11.5%)
Bovin 400 56(14 %)
Poulet de chair 200 204* (98%)
Total 1000 306 (29.8%)

*Sur les 196 prélévements positifs, 204 souches ont été isolées
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98,0%
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90,0% -
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60,0% -
50,0% -
40,0% -
30,0% -
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10,0% -

0,0%

Taux d'isolement

14,0%

Ovin Bovin Poulet de chair

Figure 03 : Prévalences de Campylobacter chez les animaux de boucherie

Chez les ovins, nous avons remarqué que le taux d’isolement des souches de
Campylobacter différe en fonction de I’origine régionale des animaux. En effet, une

différence significative entre le taux d’isolement a été enregistrée d’une région a 1’autre (P

=0,000<0,05).

Pour chaque Wilaya (Région), le méme nombre de prélevements (n=100) a été pris en
considération. Un taux d’isolement de 30,43% a été observé a OQued Souf et a Bouira. Alors
que, a Saida et a Boumerdes des taux d’isolement de 26.08% et 13.04% ont été enregistrés

respectivement.

Le tableau 18 et la figure 04 représentent les taux d’isolement de Campylobacter ssp. Chez les

ovins selon I’origine des animaux.

Tableau 18 : Prévalences des souches de Campylobacter chez les ovins par région.

Région
Oued Souf Bouira Saida Boumerdes | Total
(n=100) (n=100) (n=100) (n=100) | N=400
Nombre de souches 14 14 12 6 46
Taux de positivité 30.43% 30.43% 26.08% 13.04% | 11.5%

n : Nombre de prélévements effectué par région
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m Oued Souf mBouira =Saida mBoumerdes

Figure 04 : Prévalences des souches chez les ovins par région.

11.1.2. La Prévalence des Campylobacter chez les chiens

Sur I’ensemble des 200 prélevements de selle de chiens, il y a eu 52 prélevements

positifs pour Campylobacter, soit un taux d’isolement de 26 %.

11.1.2.1. Taux d’isolement en fonction de I’dge des Chiens

Une variation de la fréquence d’isolement en fonction de I’age des chiens a été

enregistrée :

Des taux d’isolement de 36.76% (n=25), de 20.58% (n=14) et de 18.57% (n=13) ont
été enregistrés chez les chiens de moins de 12 mois, entre 12 et 23 mois et chez les chiens de
plus de 24 mois respectivement. Les chiens les plus jeunes ont donc présenté des taux

d’isolement de Campylobacter supérieurs a celui des chiens plus agés.

Cette différence est statistiquement significative (P= 0.00). Le nombre d’échantillon,
ainsi que la prévalence de Campylobacter dans les différents groupes d’age sont présentés

dans le tableau n° 19 et la figure n° 05.

Tableau 19: Répartition des prévalences de Campylobacter par tranche d’age des chiens

Age
< 12 Mois 12-23 Mois > 24 Mois
Nombre de chiens (n/N) 68 68 70
Nombre de souches isolées 25 14 13
Taux de positiviteé (%) 36.76% 20.58% 18.57%
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36,76%
40,00% -

35,00% -
30,00% -
25,00% - 20,59% 20,31%
20,00% -
15,00% -

Taux d'isolement

10,00% -
5,00% -

0,00%

< 12 Mois 12-23 Mois > 24 Mois

Figure 05 : Répartition des prévalences de Campylobacter par tranche d’age chez les chiens

11.1.2. 2. Résultats en fonction des signes cliniques chez les chiens

Le taux de positivité chez les chiens non diarrhéiques a été supérieur a celui des chiens

diarrhéiques. Cette différence n’est pas statistiquement significative (P> 0.05) :

Sur I’ensemble des 80 prélevements réalisés chez les chiens diarrhéiques, il y a eu 13
préléevements positifs, soit un taux d’isolement de 16.25 %, alors que, sur les 120
prélevements issus des chiens non diarrhéiques, 39 prélevements ont été positifs, soit un taux
d’isolement de 32.5%. Les taux d’isolement enregistrés chez les deux groupes sont rapportés

dans le tableau 20 et la figure 06.

Tableau 20 : Prévalence de Campylobacter chez les chiens en fonction des signes clinique

Nombre total Taux de positivité n(%)
CND 80 13(16.25%)
CN ND 120 39(32.5%)
Total 200 52 (26%)

CN D: Chiens diarrhéiques
CN ND: Chiens non diarrhéiques
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CND mCampy+ mCampy- | CN ND u Campy+

Figure 06 : Prévalence de Campylobacter chez les chiens en fonction des signes cliniques.

11.2. Répartition des différentes espéces de Campylobacter

Sur la totalité de 358 souches suspectes appartenant au genre Campylobacter, 238

souches ont fait I’objet d’une identification biochimique compléte par galerie Api Campy.

11.2.1. Répartition des différentes espéces de Campylobacter chez les animaux

de boucherie
Les résultats de I’identification des souches de Campylobacter issues des animaux de

boucherie (Ovins, bovins et volaille) sont rapportés dans la figure 07.

Ces resultats montrent qu’il y a une prédominance de 1’espece C. jejuni avec une
fréquence de 58% (117/202) suivi par C. coli (20,6%), C. lari (14,5%), C. fetus (4%) et C.

sputorum (3%).

B C. jejuni WC Jari WC. fetus MWC. coli WC. sputorum

3%

4%

Figure 07 : Fréquence totale d'isolement des différentes espéces de Campylobacter chez les

animaux de boucherie.
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= Répartition des différentes espéces de Campylobacter chez le poulet de chair

Sur les 104 souches isolées :

59% correspondent a C. jejuni ssp jejuni (espéce la plus fréquente), suivie par 22% de C.
lari (23 souches sur les 104 souches isolées).

C. coli arrive en troisieme position avec 19 souches isolées et donc une fréquence
d’isolement de 18%.

Une seule souche de C. fetus était isolée pour les prélévements aviaires parmi les 104
souches isolées.

Il est a noter que pour le méme prélevement aviaire, nous avons isolé et identifié dans 8

cas, deux souches différentes qui sont C. jejuni ssp jejunil et C. lari, ce qui fait que pour 96

prélévements nous avons isolés 104 souches de Campylobacter.

= Répartition des différentes espéces de Campylobacter chez les ovins et les bovins

Chez les ovins, sur les 46 souches isolées suspectes appartenant au genre Campylobacter,
26 ont fait I’objet d’une identification biochimique compléte.
Alors que chez les bovins, toutes les 56 souches isolées font partie du genre

Campylobacter.

Parmi les différentes espéces de Campylobacter isolées chez les ovins et les bovins
Campylobacter jejuni est la plus fréquente : des taux d’isolement de 62% (16/26) et 53.5%
(15/28) chez les ovins et les bovins respectivement.

C. coli vient en deuxieme position chez les deux espéces avec une fréquence de 25% chez
les bovins et 19% chez les ovins.

C. fetus vient en troisieme position, avec une fréquence d’isolement faible de 11% chez
les bovins et les ovins.

Deux souches de C. sputorum (8%) ont été isolées chez les ovins et une seulement chez
les bovins (4%).

Toutes les souches de C. jejuni isolées chez les ovins font parties de sous especes jejuni

(C. jejuni ssp jejuni 1°0u2 ).

En revanche, parmi les 30 souches de C. jejuni isolées chez les bovins, 04 souches font

partie de sous espéces doyelei (C. jejuni ssp doyelei) et les autres sont des C. jejuni ssp jejuni.
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Le tableau 21 et les figure 08, 09, 10 représentent un récapitulatif de tous nos résultats

obtenus suite a I’identification biochimique des souches suspectes.

Tableau 21 : Fréquence de différentes espéces de Campylobacter isolées chez les principaux

animaux de boucherie

Identification Ovin Bovin Poulet de chair
n(%o) n(%o) n(%o)

Genre

Campylobacter ssp 26(11.5) 56(14) 104(98)

Espeéces

C. jejuni 16(62) 30(53) 61(59)

C. coli 05(19) 14(25) 19(18)

C. lari 0(0) 4(7) 23(22)

C. fetus 3(11) 6(11) 1(1)

C. sputorum 2 (8) 2(4) 0(0)

mC. jejuni MCcoli mC lari WC. fetus
1%

Figure 08 : Espéces de Campylobacter isolées chez le poulet de chair

W C. jejuni M C.coli mC. lari WMC. fetus W C. sputorum

3%
11%

Figure 09 : Espéces de Campylobacter isolées chez les bovins
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B C. jejuni M C.coli mC. lari mC. fetus m C. sputorum

Figure 10 : Espéces de Campylobacter isolées chez les ovins

11.2.2. Répartition des différentes espéces de Campylobacter chez les Chiens

Chez les chiens, Parmi les 52 souches isolées, 22 (42.3%) font partie de 1’espéce C.
jejuni, 20 C. upsaliensis (38.46%), 09 C. helveticus (17.3%) et une souche de C. coli (1.92%).

Les résultats sont rapportés dans le tableau 22 et la figure 11.

Tableau 22 : Répartition des souches de Campylobacter isolées chez les chiens

Espéces de Nombre de souches Fréquences
Campylobacter isolées d’isolement
C. jejuni 22 42.3%

C. upsaliensis 20 38.46%

C. helveticus 09 17.3%
C.coli 01 1.92%
Total 52 26%

Figure 11 : Répartition des souches de Campylobacter isolées chez les chiens (p<0.05)

B C jejuni W C. upsaliensis ® C. helveticus B C. coli

2%
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Il est a noté que (Voir tableau 23):

Chez les chiens non diarrhéiques, parmi les 39 souches isolées, 20 font partie de I’espéce C.
upsaliensis (51.2%), 09 C. jejuni (23.07%), le reste est réparti entre les espéces C. helveticus
(23.07%) et C. coli (2.56%).

Chez les chiens diarrhéiques, I’ensemble des souches isolées dans ce cas fait partie de

I’espéce C. jejuni.

Chez les chiens de moins de 12 mois, parmi les 25 souches isolées 16 (64%) font partie de

I’espéce C. jejuni et le reste des souches fait partie de 1’espéce C. upsaliensis (36%).

Aucune souche de C. jejuni n’a été isolée chez les femelles, contrairement aux males ou nous

avons enregistré un taux d’isolement de 73.3% (22/30).
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Tableau 23 : Taux d'isolement et distribution des espéces de Campylobacter selon I'age, le sexe et I'état clinique du chien

Partie expérimentale : Résultats

Variables Categorie N Nombre de chiens infectés
n (%) C. jejuni C. upsaliensis C. helviticus C. coli P value

Sexe Male 100 30 (57.69) 22 (73.33) 06 (20) 02 (6.66) -

Femelle 100 22 (42.30) - 14 (63.63) 07 (31.81) 01 (4.54) P >0.05
Age < 12 Mois 68 25 (36.76) 16 (64) 09 (36) - -

12-23 Mois 68 14 (20.58) 02 (14.28) 08 (54.14) 04 (28.57) - P00

> 24 Mois 64 13 (18. 57) 04 (30.76) 03 (23.07) 05 (38.46) 01 (7.69)
Signe Diarrhéique 80 13 (16.25) 13 (100) - - -
Clinique Non diarrhéique 120 39 (32.5) 09 (23.07) 20 (51.2) 09 (23.07) 01 (2.56) P>0.05

N : Nombre de prélévements
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11.3. Sensibilité aux antibiotiques

Des taux de résistance élevés ont été révélés suite a 1’é¢tude de la sensibilité aux
antibiotiques des souches de Campylobacter isolées, principalement aux antibiotiques les plus

utilisés en médecine humaine contre ce germe.
Ces taux de résistance varient en fonction de I’antibiotique et de I’espéce animale.

11.3.1. Taux de résistance des souches de Campylobacter

11.3.1.1. Taux de résistance des souches d’origine aviaire

Des taux de résistance tres élevés des souches de Campylobacter aviaires ont été notés

a la majorité des antibiotiques testés.

Pour les B lactamines: 81.3% (n=78), 75% (n=72), 51% (n=49) et 39% (n=38) ont ét¢
obsevées respectivement a 1’Ampicilline, a 1’Amoxicilline+ Acide calavilunique, a la

Céfalotine et a la Céfotaxime.

Pour les macrolides, un taux de résistance de 88.5% (n=85) et de 36.5% (n=35) ont été

enregistrés a I’Erythromycineet et & la Spiramycine respectivement.

A DP’exception de la Geantamicine (46.9%) , des faibles taux de résistance ont été obtenus aux

aminosides avec 10.4% (n=10) a la Tobramycine et a la Kanamycine.

La majorité de ces souches ont présenté une résistance aux quinolones testés (97% a 1’Acide

nalidixique et 92% a la ciproflaxine).

Des résistance de 89.6% (n=86) et de 44.8% (n=43) ont été notées a la Métronidasole et au

Tétracycline respectivement.

Les 96 souches aviaires testés ont été relativement sensibles au Chloramphénicol avec 10.4%

(n=10) de résistance.

Les résultats de la résistance des souches de Campylobacter d’origine aviaire toute

especes confondue aux différents antibiotiques sont représentés sur la figure 12.
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CIP 91,67%
AN 96,88%
MTR 89.58%
C 10,42%
TE 44.79%
SP 36.46%
E 88,54%
™ 10.42%
K 10,42%
GM 46,88%
CTX 39,58%
CF 51,04%
AMC 75,00%
AM 81,25%

Antibiotiques

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
Taux de réistance

Figure 12 : Taux de résistance des souches de Campylobacter ssp. d’origine aviaire

11.3.1.2. Taux de résistance des souches d’origine ovine

Les 26 souches de Campylobacter ovines isolées ont présenté des niveaux de
résistance de : 34,6% (n=9) a I’Ampicilline, de 30,7% (n=8) a la Céfalotine, de 15,38%(n=4)

a I’Amoxicilline + Acide clavulanique et de 11% (n=3) a la Céfotaxime.

Pour les aminosides les taux de résistance notés sont de 15.38% (n=4) a la Kanamycine et a la

Tobramycine et de 30.7% (n=8) a la Gentamicine.

Le taux de résistance a la Spiramycine est de 38.4% (n=10), alors qu’il est de 57.6%(n=15) a
I’Erythromycine.

En ce qui concerne les quinolones, un taux de résistance de 61.5% (n=15) a été noté a I’Acide
nalidixique et un tres faible taux de résistance de 3.85% (n=1) a été enregistré a la

Ciprofloxacine.

Les taux de résistance au Chloramphénicol et au Métronidazole sont de 30.7% (n=8) et

61.5%(n=16) respectivement.
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Enfin pour la Tétracycline, un taux de résistance de 42.3% (n=11) a été observé.

Les taux de résistance des souches de Campylobacters d’origine ovine sont présentés

dans la figure 13.

CIP | 3.85%
AN 61.,54%
MTR 61,54%
C 30.77%
TE 42.31%
qPp 38.46%
E 57.69%
™ 15,38%
K 15.38%
GM 30.77%
CTX 11.54%
CF 30,77%
AMC 15.38%
AM 34.62%

Antibiotiques

0,00% 10.00% 20.00% 30,00% 40.00% 50,00% 60,00% 70,00%
Taux de résistance

Figure 13 : Taux de résistance des souches de Campylobacter ssp. d’origine ovine

11.3.1.3. Taux de résistance des souches d’origine bovine

Les taux de résistance des souches de Campylobacter bovines ont été faibles par

rapport aux souches de Campylobacter ovines et aviaires.

A I’exception de la résistance aux Métronidazole qui est de 60.7% (n=17), des faibles niveaux

de résistance ont été notés aux autres antibiotiques testeés.

Pour les B lactamines, un niveau de résistance de 46% (n= 13) a été enregistré a I’ Ampicilline,
suivi par la Céfotaxime 34.62% (n=9), la Céfalotine 23.08%(n= 12) et I’Amoxicilline + Acide
clavulanique 11.54% (n=3).

Pour les aminosides, une résistance de 26.9% (n=7) a été notée a la Gentamicine et une

résistance 7.69% (n=2) a été observée a la tobramycine et a la Kanamycine.
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Des taux de résistance de 36% (n=10) et de 61.5% (n=16) ont été notés a I’Erythromycine et &

la Spiramycine respectivement.

Deux souches (7.6%) seulement ont éeté résistantes aux Ciprofloxacine. Alors que, 12 souches

(42.9%) ont été résistantes a 1’acide nalidixique.
Un taux de résistance de 7.69% (n=2) et de 23% (n=6) ont été notés au Chloramphénicol et au

Tétracycline.

Les taux de résistance des souches de Campylobacter d’origine bovine sont rapportés

dans la figure 14.

CIP | 7.69%
AN | 42.85%
MTR | 60,70%
c | 7,69%
TE | 23.08%
SP | 61,54%
E 36%
™ | 7.69%
K | 7.69%
GM | 26.92%
CTX | 34.62%
CF | 23.08%
AMC | 11,54%
AM | 46,00%

Antibiotiques

0,00% 10,00%  20,00%  30.00%  40,00%  50,00%  60,00%  70,00%
Taux de résistance

Figure 14 : Taux de résistance des souches de Campylobacter ssp. d’origine bovine

Les souches isolées chez le poulet de chair ont présenté des taux de résistance
significativement plus important (P=0,000<0,05) que celles isolées chez les ovins et les

bovins.

Les résultats de 1’étude de la sensibilité aux antibiotiques de I’ensemble des souches isolées
chez les animaux de boucherie sont rapportés dans le tableau 24 et représentés sur la figure

15.
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Tableau 24 : Taux de résistance des souches de Campylobacter chez les différentes especes animales

Ovins Bovins Poulets de chair
Antibiotiques (N=26) (N=28) (N=98) P,-Value

% (n) n (%) n (%)
AM 9 (34.62%) 13 (46.00%) 78 (81.25%) P<0,05
AMC 4 (15.38%) 3 (11.54%) 72 (75.00%) P<0,05
CF 8 (30.77%) 6 (23.08%) 49 (51.04%) P<0,05
CTX 3 (11.54%) 9 (34.62%) 38 (39.58%) P<0,05
GM 8 (30.77%) 7 (26.92%) 45 (46.88%) P<0,05
K 4 (15.38%) 2 (7.69%) 10 (10.42%) P<0,05
™ 4 (15.38%) 2 (7.69%) 10 (10.42%) P<0,05
E 15 (57.69%) 10 (36%) 85 (88.54%) P<0,05
SP 10 (38.46%) 16 (61.54%) 35 (36.46%) P<0,05
TE 11 (42.31%) 6 (23.08%) 43 (44.79%) P<0,05
C 8 (30.77%) 2 (7.69%) 10 (10.42%) P<0,05
MTR 16 (61.54%) 17 (60.7%) 86 (89.58%) P<0,05
AN 16 (61.54%) 12 (42.85%) 93 (96.88%) P<0,05
CIP 1 (3.85%) 2 (7.69%) 88 (91.67%) P<0,05

N : Nombre de souches, n : Nombre de souches résistantes a I’antibiotique
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EOvin BBovin EPoulet de chair

100.00%

90,00%

§0.00%

70.00%

60.00%

50.00%

40.00%

Taux de résistance

30.00%
20,00%
10,00%
poge, M W W) B &) § 8§ & 8 8§ &

AM AMC CF CIX GM K M E SP TE AN (P C MTR
Antibiotiques

Figure 15 : Taux de résistance des souches de Campylobacter chez les différentes espéces

animales de boucherie.

11.3.1.4. Taux de résistance des souches canines

Des taux de résistance faibles ont été notés pour les 52 souches isolées chez les chiens
aux différents antibiotiques testés par rapport aux souches de Campylobacter issues des
animaux de boucherie (Ovins, bovins et poulets de chair).

24 (46.15%) et 13 (25%) des souches ont été résistantes a la ciprofloxacine et a I’acide
nalidixique respectivement. Une résistance de 19.23 (n=10) a été notée a I’Erythromycine.
Il est a noter que 06 souches n’était sensibles qu’au chloramphénicol, a la tobramycine et a la

kanamycine.

L’ensemble des résultats des taux de résistance enregistrés chez les chiens est

représenté dans le tableau 25 et la figure 16.
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Tableau 25 : Taux de résistance des souches de Campylobacter ssp. Canines

Partie expérimentale : Résultats

Agents Taux de Taux de
antimicrobiens Résistance n(%o) sensibilité n(%o)
AM 12 (23,08%) 40(76,92%)
AMC 12(23,08%) 40(76,92%)
CF 08(15,38%) 44(84,62%)
HCTX 10(19,23%) 42(80,77%)
GM 06(11,54%) 46(88,46%)
™ 06(11,54%) 46(88,46%)
06(11,54%) 46(88,46%)
E 10 (19,23%) 42(80,77%)
AN 13(25,00%) 39(75,00%)
Cip 24(46,15%) 28(53,85%)
TE 14(26,92%) 38(73,08%)
C 0(0,00%) 52(100,00%)
n : Nombre de souches résistante
50,0% - 46,2%
45,0% -
40,0% -
g 350% -
S % - 0
1% zz:z;; 123,1%23,1% 25.0% o
2 19,2% 19,2%
x  200% 7 15,4%
< 15,0% - 11,5%11,5%11,5%
10,0%
5,0% - 0.0%
0,0% : . . ; ; ; ; . . ; —
AM AMC CF CTX GM TM K E AN Cip TE C
Antibiotiques

Figure 16 : Taux de résistance des souches de Campylobacter ssp. Canines

69



Partie expérimentale : Résultats

11.3.2. Taux de résistance aux antibiotiques des différentes espéces de

Campylobacter

A I’exception des souches de C. sputorum isolées chez les ovins et les bovins et des
souches de C. helveticus isolées chez les chiens, toutes les autres souches isolées au cours de

cette étude font partie des espéces zoonotiques.

11.3.2.1. Taux de résistance des souches de Campylobacter jejuni

Au total 118 souches de Campylobacter jejuni ont été isolées : 96 souches isolées chez les

animaux de boucherie (65 aviaires, 16 ovines et 15 bovines) et 22 souches isolées des chiens.
= Campylobacter jejuni d’origine aviaire

A I’exception des faibles niveaux de résistance au chloramphénicol, & la tobramycine et &
la kanamycine 13.8% (n=9) et au céfotaxime 12.3% (n=8), des taux de résistance €elevés ont
été enregistres chez les souches de Campylobacter aviaires aux différents antibiotiques testés.
— 60 souches sur les 65 souches de C. jejuni étaient résistantes a I’acide nalidixique, a la

ciprofloxacine et au métronidasole, ce qui correspond a un taux de 92.3% de résistance.

— 49 souches (75.4%) et 30 souches (46.2%) ont présenté une résistance a I’érythromycine
et a la spiramycine respectivement.
— Des taux de résistantes aussi importants ont eété observés aux 3 lactamines testées, Avec

69% (n=45) de résistance a I’ampicilline, 67% (n=44) a I’Amoxicilline+ acide

clavulanique et 47.7% (n=31) a la Céfalotine. Tous ces résultats sont représentés dans la

figure 17.

= Campylobacter jejuni d’origine ovine

— Les plus hauts taux de résistance des souches de Campylobacter jejuni ovines ont été
observés a 1’acide nalidixique et a la Gentamicine avec des niveaux de résistance de
62.5% (n=10) et de 43.8% (n=7) respectivement. Ainsi qu’a 1’Erythromycine et au
chloramphénicol avec une resistance de 50% (n=8).

— Parmi les 16 souches de C.jejuni ovines, 04 souches (25%) ont présentées une résistance a
la kanamycine, a la tobramycine et a la spiramycine.

— 03 souches (18.8%) etaient résistantes au Tétracycline.

— 01 souche a présenté une résistance a la Ciprofloxacine et au Métronidazole.

La figure 18 resume ces différents résultats.
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100,00% -
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Figure 17 : Taux de résistance des souches de C. jejuni d’origine aviaire
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Figure 18 : Taux de résistance des souches de C. jejuni d’origine ovine
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= Campylobacter jejuni d’origine bovine

Le taux de resistance des 15 souches de C. jejuni isolées chez les bovins varie par

famille d’antibiotique testé :

Pour les B lactamines, le plus haut taux de résistance est noté a 1’ampicilline 66% (n=10),
suivi par la céfalotine avec un taux de résistance de 33% et du Céfotaxime (40%) et un faible

taux de résistance a I’ Amoxicilline+ acide clavulanique 6% (n=1).

Pour les aminosides, deux souches (13.3%) seulement ont monté une résistance a la
tobramycine et a la kanamycine. 33% (n=5) des souches étaient résistantes a la gentamicine et

60% (n=9) a la Spiramycine.

Pour les quinolones, toutes les souches ont été sensibles a la Ciprofloxacine, alors que pour

I’acide nalidixique un taux de résistance de 46% (n=7) a été rapporté.

Il est a noter que 93.3% (n=14) des souches ont été résistantes au métronidazole et 40% (n=6)

aux Tétracyclines.

Tous ces résultats sont résumés dans la figure 19.

100.00% - 93.30%
90.00% -

80,00% -

S 0,
70,009 $6-70%
60,00%
60.00% -
46.70%
50.,00% - 46
40.00% 40,00%

%
40,00% - 33.30% 3.30%
30,00% -
13.30%
20.,00% - 13.30%
0.00% 0,00%

10.00% - 6.70%

0.00%

AM AMC CF CTX GM K ™ Sp E NA Cip TE C MIR

Figure 19 : Taux de résistance des souches de C. jejuni d’origine bovine

Les résultats de 1’étude de la sensibilité aux antibiotiques des souches de C. jejuni
isolées chez 1’ensemble des animaux de boucherie sont rapportés dans le tableau 26 et la

figure 20
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Tableau 26 : Taux de résistance des souches de C. jejuni isolées chez les animaux de boucherie

Campylobacter jejuni

Agents
antimicrobiens
AM

AMC

CF

CTX

GM

™
Sp

NA
Cip
TE

C
MTR

n

o A~ A NN

W ke
o

Ovins
n=16

%
12.5%
12,5%
25,0%
25,0%
43,8%
25,0%
25,0%
25,0%
50,0%
62,5%
6,3%
18,8%
50,0%
6,3%

=| O
o

O O O N N o DM DN ooy o1

14

Bovins
n=15

%
66,7%
6,7%
33,3%
40,0%
33,3%
13,3%
13,3%
60,0%
46,7%
46,7%
0,0%
40,0%
0,0%
93,3%

Poulets de

chair n=65
N %
45 | 69,2%
44 | 67,7%
31  47,7%
8 | 12,3%
28 | 43,1%
9 13,8%
9 13,8%
30  46,2%
49 | 75,4%
60  92,3%
60  92,3%
28 | 43,0%
9 13,8%
60  92.3%

N
67
47
40
18
40
15
15
43
64
77
61
69
9

19

Total
N=96
%

69,8%
49,0%
41,7%
18,8%
41,7%
15,6%
15,6%
44.8%
66,7%
80,2%
63,5%
71,9%
9,4%

19,8%

N : Nombre de souches, n : Nombre de souches résistantes a I’antibiotique
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Figure 20

: Taux de résistance des souches de C. jejuni isolées chez les principaux animaux de boucherie

74



Partie expérimentale : Résultats

= Campylobacter jejuni d’origine canine

Les plus hauts niveaux de resistance des souches de C. jejuni ont été noté a la
Ciprofloxacine (54.5% : 12/22) et a I’acide nalidixique (27.2% : 06/22).
Pour les B lactamines, 03 souches (9.1%) ont été résistante a 1’ampicilline et a la
céfalotine et 02 souches étaient résistantes a la céfotaxime et 1’amoxicillinet+ acide
clavulinique.
02 souches (9.1%) ont révélé une résistance a la tétracycline.
Toutes les souches de Campylobacter jejuni isolées chez les chiens ont été sensibles au
chloramphénicol, au métronidazole, a la spiramycine, a la kanamycine et a la
tobramycine.

Les résultats de la résistance aux différents antibiotiques sont représentés sur la figure
21.

100,0% -
90,0% -
80,0% -
70,0%
60,0% - 54,5%
50,0% -
40,0% -
30,0% -

20,0% - 13,694.3,6%
9,1% 9,1%9,1% 9,1%
10,0% - 4,55%

’ 0,0% 0,0% -0,00% 0,0%
0,0% . : . : a2 — = : : — =
AMC CF CTX GM TM K E S AN Cip TE C

Agents antimicrobiens

27,3%

Taux de résistance

Figure 21 : Taux de résistance des souches de C. jejuni isolées chez les chiens

11.3.2.2. Taux de résistance des souches de Campylobacter coli

Au total 30 souches de C. coli ont été isolées chez les animaux de boucherie : 05

souches chez les ovins, 07 chez les bovins et 18 chez le poulet de chair.

Malheureusement, nous avons perdu la souche isolée chez les chiens suite au processus de

conservation.
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Des taux de résistance de plus de 50% ont été notés a ’ensemble des antibiotiques

testés a I’exception de Chloramphénicol 26.7% (n=8) et au céfotaxime 33.3% (n=10).

Selon les espéces animales, les niveaux de résistance étaient comme suivis :

= Campylobacter coli aviaires

Parmi les 18 souches de C. coli isolées chez le poulet de chair :

15 souches (83.3%) etaient résistantes a la tétracycline et a I’érythromycine.

09 souches ont présenté une résistance au différents [ lactamines testés et au
métronidazole.

A P’exception du niveau de résistance élevé a la gentamicine (77.8% : n=14), des faibles
niveaux de résistance ont été notés aux aminosides (01 souche était résistantes a la
tobramycine et a la kanamycine).

Une résistance de 83.3% (n=15) et de 50% (n=9) ont été observée a la ciprofloxacine et a

I’acide nalidixique.

Des niveaux de résistance significativement supérieurs ont été notés chez les souches de C.

coli d’origine aviaire par rapport aux souches d’origine bovine et ovine.

»  Campylobacter coli d’origine ovine

Sur les cing souches de Campylobacter isolées chez les ovins :

01 souche a été résistante a ’ampicilline et a I’Amoxicilline + acide clavulanique, une
autre souche a présenté une résistance a la Céfotaxime. 03 souches ont révélé une
résistance a la céfalotine.

Les 05 souches ont été sensibles aux trois aminosides testés.

01 souche seulement a presenté une résistance associee a la Spiramycine et a
I’érythromycine et une autre souche a montré une résistance a I’acide nalidixique.

Aucune souche n’a présenté une résistance a la Ciprofloxacine et au chloramphenicol
(0%).

Enfin, 03 souches étaient résistantes a la tétracycline et au métronidazole.

= Campylobacter coli d’origine bovine
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— Toutes les souches de C. coli bovines isolées au cours de notre étude ont été sensibles

a D’amoxicilline+ acide clavulanique, a la Céfotaxime, a I’Erythromycine, a la

kanamycine, a la tobramycine.

— 02 souches étaient résistantes au chloramphénicol et a la métronidazole.

— 05 souches sur les 07 souches isolées ont été révelées résistantes a 1’acide nalidixique.

— 01 souche était résistante a la ciprofloxacine.

Tous ces résultats sont representés dans le tableau 27.

Tableau 27 : Taux de résistance des souches de Campylobacter coli chez les différentes

espéces animales.

Campylobacter coli

Agents

antimicrobiens

AM
AMC
CF
CTX
GM

™
Sp

NA
Cip

TE

MTR

Ovins
n=05

w O W O F kP B O O O Fr W | = S

%
20%
20%
60%
20%

0%

0%

0%
20%
20%
20%

0%
60%

0%
60%

Bovins
n=07

NN o R o] o w o o R o & O NS5

S

28,6%
0,0%
57,1%
0,0%
14,3%
0%
0%
42,9%
0,0%
71,4%
14,3%
0,0%
28,6%
28,6%

Poulets de
chair n=18
n %
9 50,0%
9 50,0%
9 50,0%
9 50,0%
14 77,8%
1 5,6%
1 5,6%
12 66,7%
15 83,3%
9 50,0%
15 83,3%
15 83,3%
1 5,6%
9 50,0%

12
10
16
10
15

16
16
15
16
18

14

Total
N=30

%
40,0%
33,3%
53,3%
33,3%
50,0%

3,3%
3,3%
53,3%
53,3%
50,0%
53,3%
60,0%
26,7%
46,7%
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11.3.2.3. Taux de résistance des souches de Campylobacter lari

Les 23 souches isolées chez le poulet de chair ont présenté des taux de résistances
importants aux 3 lactamines (87%% a 1’amoxicilline+ acide clavulanique, 93% a I’ampicilline

et a la céfalotine 39.1% (n=9).

Des taux de résistance ¢levés ont été obtenus a 1’acide nalidixique 91.3 % (n=21) et de 56.5%

(n=13) a la ciprofloxacine.

19 souches (82.6%) ont été résistantes a I’érythromycine et 09 souches (39.1%) ont présenté

une résistance a la tétracycline.

L’ensemble de résultats obtenues par les souches de Campylobacter lari aviaires est présenté

sur la figure 22:

100,00% A

0,
91,30% 87.00%

90,00% 7 82.60%

80,00% -

70,00% A

60,00% - 56,50% 56,50%
50,00% -

39.10%
40,00% - |

30,00% A

20.00% A 8.70%3 00%
10,00% -
0.00% 0,00% 0,00% 0.00%
0.00% : : : : ———— — : : : .

AM AMC CF CTX GM K TM S E NA Cip TE C MIR

Figure 22 : Taux de résistance aux différents antibiotiques des souches de C. lari d'origine

aviaire

Les deux souches de C. lari bovines ont présenté une résistance a 1’ Ampicilline, aux
Macrolides testés (Spiramycine et I’Erythromycine), & la Tobramycine, a la Kanamycine et au

Meétronidazole.

Par contre elles ont montré une sensibilité aux quinolones testées (Ciprofloxacine et
Acide nalidixique), a la Tétracycline et au Chloramphénicol.
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Une seule souche est résistante au reste des B lactamines testés (Amoxicillinet+ acide

clavulanique, Céfalotine et au Céfotaxime).

11.3.2.4. Taux de résistance des souches de C. fetus et de C. sputorum

Chez le poulet de chair, nous avons isolé une seule souche de C. fetus ssp fetus qui a présenté
une résistance a tous les antibiotiques testés, a 1’exception de la spiramycine et le

chloramphenicol.

Les 3 souches de Campylobacter fetus isolées chez les bovins ont présenté une
sensibilit¢ a 1’ampicilline, a DI’amoxicilline+ acide clavulanique, a la céfalotine, au

Céfotaxime, a la gentamicine, a I’érythromycine, au Ciprofloxacine et au chloramphénicol.

Elles sont toutes résistantes au métronidazole, a I’acide nalidixique, au tobramycine et

a la kanamycine.

Chez les bovins, la souche de C. sputorum isolée a présenté une résistante a la
gentamicine, a la kanamycine, a 1’érythromycine et au chloramphénicol, alors qu’elle est

sensible au reste des antibiotiques testés.
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11.4. Profils de résistance et de multi-résistance de Campylobacter

L’étude de la sensibilité aux antibiotiques des souches de Campylobacter isolées dans les
abattoirs chez les animaux de boucherie a révélé ’existence de souches bactériennes multi-

résistantes quel que soit leur origine.

11.4.1. Profils de résistance et de multi-résistance de Campylobacter d’origine

ovine

L’étude de profil de résistance des 26 souches de Campylobacter isolées chez les ovins a
dévoilé des résistances associées a 2,3, 4,5, 7, 9 et 12 antibiotiques avec une divergence des

profils de résistance.
Les profils de résistance obtenus a partir des souches ovines sont présentés dans le tableau 28.
Tableau 28 : Profil de résistance des souches de Campylobacter ovines.

Résistance Nombre Total
associée a Profil de résistance de souches

02 ATB Sp, C
TE, C
NA, C
AM, E
E, NA
03 ATB CF,NA, TE
Sp,E, TE
AM, NA, C
04 ATB Sp, KTm,C
Sp, E, NA, MTR
AM, CF, NA, TE
AM, Sp, E, C
CF CTXETE
Sp, E, Gm, NA
05 ATB AMC, CF NA' TE C
AM, AMC, CF, E,TE

07 ATB AMC, CF, CTX Sp, E, Gm ,NA

[EEN
\‘

Rl PR RPRPRRPRRPRPRRPRPRENDNDRRE
o

09 ATB AM, CTX, Sp, E, K, Tm, Gm, NA, C 1 3
AM, CF, CTX Sp,E,Gm,NA, TE, C
AM ,Sp, E, k, Tm ,Gm, NA, TE, MTR 1

12 ATB AM, AMC, CF, CTX, Sp, E, K, Tm, Gm, NA, Cip, MTR 1 1

[EEY
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Comme nous montre la figure 26, 9% (n= 07) des souches ont présenté une résistance
a deux antibiotiques et 23% (n=6) étaient résistantes a 04 antibiotiques.

=00 ATB
m(02 ATB
=03 ATB
=04 ATB
m(05ATB
=07 ATB

09 ATB
= 12ATB

Figure 23 : Fréquences des souches de Campylobacter présentant des multi-

résistances chez les ovins.

11.4.2. Profils de résistance et de multi-résistance de Campylobacter d’origine

bovine

Sur les 28 souches de Campylobacter toute espéces confondues isolées chez les

bovins, 17.8% (05/28) n’ont présenté aucune multi-résistance aux antibiotiques testées.

Le reste des souches (22/28) soit 79% a révélé une association de résistance a 2, 3, 4,

5, 6 voire a 9 antibiotiques.

Les profils de résistance obtenus a partir des souches de Campylobacter bovines sont
présentés dans le tableau 3
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Tableau 29 : Le détail de profil d’antibio-résistance des souches de Campylobacter d’origine

Souche

ovine.

Profil de résistance

C. jejuni ssp jejunil
C. jejuni ssp jejunil
C. jejuni ssp jejunil
C. jejuni ssp jejunil
C. jejuni ssp jejunil
C. jejuni ssp jejuni2
C. jejuni ssp jejuni2
C. jejuni ssp jejuni2
C. jejuni ssp jejuni2
C. jejuni ssp jejuni2
C. jejuni ssp jejuni2
C. jejuni ssp jejuni2
C. jejuni ssp jejuni2
C. jejuni ssp jejuni2
C. jejuni ssp jejuni2

C. jejuni ssp jejuni2

Sp~, K®, Tm~, C°

AMR, CTXR, spf, ER, KR, Tm®, GmR, NAR, CR
SpR, CR

SpR, ER NAR MTRR

AMR CFR NAR TER

TER, CR

AMR spR ER CR

NAR, C®

AMR, CFR CTX® sp” ER Gm® NAR, TER C®
SpR EF Gm"® NAR

AMCR, CFR, CTX" sp” ER GmR NAR
AMRNAR CR

/

AM®, AMCR, CFR, cTXR, sp®, ER, KR, Tm®, Gm®, NAR, Cip®, MTR®

AMR sp®, ER KR, Tm® .Gm®, NAR, TER, MTR"®
/

C. coli AMCF, CFR, NAR TER, C*®
C. coli AMF, AMCF, CFR ER TER
C. coli CFR, CTXRER TEFR

C. coli /

C. coli SpR ER TER

C. fetus ssp fetus AMFR, ER

C. fetus ssp fetus ER NAR

C. fetus ssp fetus CFR NAR TER

C.sputorum ssp fecalis AMFR, ER

C.sputorum ssp fecalis ER NAR
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Tableau 30 : Profil de résistance des souches de Campylobacter d’origine bovine

Résistance Nombre de Total

N Profil de résistance
associée a souches (%)

02 ATB AM, MTR 4
Sp, MTR
NA, Cip
E, NA

03 ATB AM, NA, MTR
CF, Sp, E
NA, C, MTR
CF,NA, TE
AM, Sp, MTR

04 ATB AM Sp E NA

05 ATB KTm Gm NATE MTR
AM AMC CFCTX Sp E
AM CTX NATE MTR
CFCTX Sp EMTR
SpGm NA TE MTR

06 ATB AM CF CTX Sp Gm NA
AM AMC CFCTX Sp E
AMCFCTX Sp E MTR

07 ATB AM AMC CFCTX Sp E
AM CF CTX Sp E NA Cip
CFCTX SpENATE MTR

09 ATB AM CF CTX Sp EGm NA TE MTR

N e e T e e e T e T e S S e B e O e e o e e N o W =S N =
o

[EEN
[N

Sur les 28 souches de Campylobacter d’origine bovine, 21.4% (n= 6) ont présenté une
résistance a 5 antibiotiques. 17.8% (n=5) ont révélé une multi-résistance a 05 et a trois
antibiotiques, 14% (n=4) ont présenté une résistance a deux antibiotiques, 11% (n=3) ont
présente une résistance a 07 antibiotiques (Figure 24).

Le détail des profils des souches de Campylobacter bovines est présente sur le tableau 31.
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=01 ATB

=02 ATB

=03 ATB

=04 ATB

m(05ATB

=06 ATB

=07 ATB

= (09ATB

Figure 24: Profil de résistance des souches de Campylobacter d’origine
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Tableau 31 : Le détail de profil d’antibio-résistance des souches de Campylobacter isolées

chez les bovins.

Profil de résistance

C. jejuni ssp jejunil
C. jejuni ssp jejunil
C. jejuni ssp jejunil
C. jejuni ssp jejuni2
C. jejuni ssp jejunil
C. jejuni ssp jejuni2
C. jejuni ssp jejuni2
C. jejuni ssp jejuni2
C. jejuni ssp jejunil
C. jejuni ssp jejuni2
C. jejuni ssp jejuni2
C. jejuni ssp jejuni2
C. jejuni ssp jejuni2
C. jejuni ssp jejuni2
C. jejuni ssp jejuni2
C. coli

C. coli

C. coli

C. coli

C. coli

C.coli

C. coli

C. fetus ssp fetus

C. fetus ssp fetus

C. fetus ssp fetus

C. lari

C.lari

AMT SpR ER KR Tm® Gm* MTR®
KR Tm® Gm"® NAR TER MTRR®
AMR AMCR CFR CTXR Sp ER
AMR MTRR

AMR CFR CcTXR spf ER MTRR
CFR CTXR SpR ER MTRR®

AMR

AMR

Sp R GMTNAR TER MTRR

AM R CER CTX® SpR ER Gm® NAR TER MTRR
AMPR SpR MTRR

Spt MTRR

CFR CTXR Sp® ERNAR TER MTRR®
AMR CTXR NAR TER MTRR
AMT NAR MTRR

AM RCFR CTX® sp® Gm~ NAR
NAR

AMR CFR CTXR spR ER NAR Cip®
NAR CipR

CFR

CFR spR ER

NAR CR MTR®

ER NAR

/

CFR NAR TER

AM R AMCR CFR cTXR spR ER
AM RspR ER NAR
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11.4.3. Profils de résistance et de multi-résistance de Campylobacter d’origine aviaire

Une fréquence trés importante des souches de Campylobacter aviaires multi-résistantes a été

notée. Elle a caractérisé la totalité des souches récoltées a I’exception de deux seulement.

Une multi-résistance au sein des mémes familles d’antibiotiques a été observée :

La plus grande fréquence d’association de résistance a deux antibiotiques a été notée aux
quinolones avec 73 (70%) des souches qui présente le profil Cip et NA.

10 souches (10.41%) ont présenté une résistante associée aux trois aminosides testés (K,
Tm, Gm).

26 souches (27.1%) ont révélé des résistances associées aux quatre 3 lactamines.

47 souches (48.9%) ont été résistantes aux deux macrolides testés (E, Sp).

Les profils de résistance obtenus a partir des souches Campylobacter jejuni aviaires sont

présentés sur le tableau 33.

Parmi les souches de Campylobacter, 20% (n=13) ont présenté une résistance a 06

antibiotiques. 16% (n=9) et 14% (n=8) ont révélé une résistance a 07 antibiotiques et a 08

antibiotiques.

La figure 25 rapporte les fréquences de multi-résistance retrouvées chez les différentes

souches de C. jejuni isolées chez le poulet de chair.

2% 2% 2% 1% =03 ATB

=04 ATB
m05ATB
=06 ATB
=07 ATB
=08 ATB
=09 ATB
=10 ATB

11 ATB
=12 ATB
=13 ATB

14 ATB

6%

Figure 25 : Nombre de souches présentant des multi-résistances chez le poulet de chair.
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Tableau 32 : Profil de résistance des souches de Campylobacter jejuni isolées chez le poulet
de chair.

Résistance Profil de résistance Nombre de = Total
associée a souches

03ATB AM, AMC, MTR

04 ATB AM, AMC, CF, MTR
NA, Cip, TE, MTR
K, Tm, Gm, MTR

05ATB Gm, NA, Cip, TE, MTR
AM, AMC, CF, CTX, MTR
AM, AMC, CF, E, MTR
E, NA, Cip, TE, MTR
06 ATB Sp, E, NA, Cip, TE, MTR
AM, AMC, E, NA, Cip, TE
AM, AMC, CF, E, Gm, MTR
AM, AMC, CF, CTX, GM, MTR
07 ATB AM, AMC, E, GM, NA, Cip, TE
SP, E, Gm, NA, Cip, TE, MTR
E, Gm, NA, Cip, TE, C, MTR
AM, AMC, E, NA, Cip, TE, MTR
08 ATB AM, AMC, CF, CTX, NA, Cip, TE, MTR
Sp, E, Gm, NA, Cip, TE, C, MTR
AM, AMC, Sp, E, Gm, NA, Cip, TE
Sp, E, K, Tm, Gm, NA, Cip, TE
AM, AMC, CF, Sp, NA, Cip, TE, MTR
AM, AMC, CF, E, NA, Cip, TE, MTR
09 ATB AM, AMC, K, Tm, Gm, NA, Cip, TE, MTR
AM, AMC, CF, Sp, E, NA, Cip, TE, MTR
AM, AMC, Sp, E, Gm, NA, Cip, TE, MTR
AM, AMC, CF, E, NA, Cip, TE, C, MTR
10 ATB AM, AMC, CF, Sp, Gm, NA, Cip, TE, C, MTR
AM, AMC, CF, CTX, Sp, E, NA, Cip, TE, MTR
AM, AMC, CF,Sp, E,Gm, NA, Cip, TE, MTR
AM, AMC, CF, E, Gm, NA, Cip, TE, C, MTR
11 ATB AM, AMC, CF, CTX, Sp, E, Gm, NA, Cip, TE, MTR
AM, AMC, CF, Sp, E, K, Tm, Gm, NA, Cip, TE
AM, AMC,CF, K, Tm, Gm, NA, Cip, TE, CCMTR
12 ATB AM, AMC, CF, Sp, E, K, Tm, Gm, NA, Cip, TE, MTR
13 ATB AM, AMC, CF, CTX, Sp, E, K, Tm, Gm, NA, Cip, TE,
MTR
14 ATB AM, AMC, CF, CTX, Sp, E, K, Tm, Gm, NA, Cip, TE, C,
MTR
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Le détail des profils des souches de Campylobacter aviaires est présenté en Annexe
(Annexe 07).
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11.5. Résultats de la recherche d’Helicobacter
11.5.1. La culture

En utilisant la technique traditionnelle de culture bactéeriologique, sur 1000
prélevements analysés chez les animaux de boucherie, 05 souches d’Helicobacter ont été
isolées, réparties en 04 souches (2%) isolées chez les ovins et une seule souche isolée chez les
bovins (0.5%).

Aucune souche d’Helicobacter ssp. n’a été isolée chez le poulet de chair (Tableau 33).

Tableau 33 : Taux d’isolement de Helicobacter chez les animaux de boucherie.

Nombre de Helicobacter ssp.
prélevements (N) n(%o)
Ovin 400 04 (2%)
Bovin 400 01(0.5%)
Poulet de chair 200 00(0%)
Total 1 000 05 (0.75%)

Aucun prélévement n’a présenté une positivité pour Helicobacter chez les chiens.

Aucune souche de H. pylori n'a été isolée des matiéres fécales et du lait des vaches

laitiéres.

11.5.1.1. Répartition des différentes espéeces de Helicobacter

= Sur I’ensemble des souches d’Helicobacter isolées, 04 font partie de I’espece H. cinaedi
et une souche de 1’espéce Helicobacter bovis.

» Aucune souche d’H. pylori n’a été isolées chez I’ensemble des espéces animales.

11.5.2. Recherche sérologique

Parmi les 200 prélevements de sang analysés chez les vaches laitiéres, 24 (12%) ont

révélé une positivité aux 1gG anti Helicobacter pylori.

Les taux de séro-positivité aux IgG anti Helicobacter pylori sont reportés dans le
tableau 35.
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Tableau 34 : Présence de H. pylori dans des échantillons de sérum et de lait de vache a I’aide
du test ELISA.

Echantillons Sérum

Régions Total N° N° of positive
Bouiral 24 8 (33.3%)
Bouira2 32 0 (0.0%)
Bouira3 44 4 (9.1%)
Tizi-Ouzou4 36 2 (5.5%)
Tizi-Ouzou5 32 6 (18.7%)
Boumerdes6 32 4 (12.5%)
Totale 200 24 (12.0%)

11.5.3. Recherche moléculaire

Les resultats de la detection de H. pylori par PCR (Figure 2) ont révélé que 13%
(26/200) du lait cru de vaches examinées étaient positives pour la présence du gene gimM

(Figure 26).

Nous avons constaté que toutes les vaches qui ont présenté une séropositivité aux 1gG

anti Helicobacter pylori étaient positifs pour la présence du gene gimM.

294 pb

M, molecular size marker
1, positive control; 2, negative control
The products (294 bp) found in lanes 3—6 and 7

Figure 26 : Les produits du géne glmM de PCR sur gel d’électrophorése provenant de lait de
vaches laitieres.
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I11. DISCUSSION

Avant d’entamer la discussion, il est nécessaire de savoir que des travaux concernant,
entre autres, la detection des souches de Campylobacter spp. chez les différentes espéces
animales, ont été réalisés en Algérie. D’apres les rapports qui ont pu étre consultés, il semble

que I’isolement des Campylobacter chez les animaux ait débuté dans les années 90 :

-En 1992 : Mouffok et Lebres ont publié un rapport indiquant qu’ils avaient isolé des
souches de Campylobacter thermotolérants a partir des peaux (66%) et des fientes (12%) de
poulet de chair mais pas a partir du lait cru (0%) (MOUFFOK et LEBRES, 1992).

-En 2004 : Mouffok et Al Amir ont publié un travail mentionnant que les
Campylobacter thermotolérants n’ont pas été isolés a partir de denrées alimentaires (0%)
(MOUFFOK et AL AMIR, 2004)

-En 2013 : Al Amir et al ont également publié un travail révélant que des souches de
C. jejuni étaient isolées des denrées alimentaires et des fientes de poulets de chair (Al AMIR
etal., 2013).

-En 2013: Messad et al ont publie un travail indiquant que des souches de
Campylobacter thermotolérants étaient isolées des différents prélévements de poulets de
chair (fiente et denrées alimentaires), et que tous les isolats testés étaient résistants a la
majorité des antibiotiques proposé par le CA6SFM, 2013 (MESSAD et al., 2013).

-En 2018 : Bouhamed et al ont publié¢ un article signalant que des souches de
Campylobacters thermotolérants étaient isolées chez la dinde, ces souches ont présenté des
taux de résistance élevés a la ciporfolxacine et a 1’érythromycine ainsi qu’autres
antibiotiques testés (BOUHAMED et al., 2018).

Dans ce chapitre, nous discuterons d’abord les résultats de la prévalence des
Campylobacter et des Helicobacter ainsi que la répartition des espéces isolées chez les
différentes espéces animales, les résultats de 1’étude de leurs sensibilités aux antibiotiques

ensuite, les résultats de la sérologie et de la détection moléculaire d’H. pylori.

I11.1. Prévalence de Campylobacter ssp.

I11.1.1. Prévalence de Campylobacter chez les animaux de boucherie

Une variation de la prévalence de Campylobacter a été constatée entre les différentes

études faites dans différentes régions du monde chez les ovins, chez les bovins (STANLEY et
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JONES, 2003), chez le poulet de chair (JORGENSEN et al. 2011) et chez les chiens (ACKE
et al. 2009).

Au cours de notre présent travail, nous avons noté une différence significative
(p<0,005) entre les fréquences globales d’isolement des différentes espéces animales étudiées
(ovins, bovins et poulets de chair).

Il convient d’observer que si les taux de portage digestif sont plus ou moins élevés
dans toutes les especes domestiques ce sont surtout les poulets de chair qui ont fourni les taux
de portage digestif les plus élevés.

Chez le poulet de chair, sur les 200 prélévements testés au cours de la période
d’échantillonnage, 196 prélévements soit 98% étaient positifs avec 204 souches isolées (8 cas
d’excrétion simultanée de deux especes différentes).

Selon I’OIE (2008) les volailles principalement le poulet sont fréquemment trouvées
porteuses de Campylobacter (65% a 95%). Ces bactéries ont un tropisme particulier digestif
des animaux en général, et des volailles en particulier.

La fréquence importante de portage digestif de poulets de chair noté au cours de notre
étude de ce germe est en accord avec les observations antérieures des autres chercheurs :

Selon une étude en France faite par DESMONTS et al (2004), tous les poulets chair de
tous les troupeaux étudiés ont donné des cultures positives a Campylobacter. OZA et al
(2003) ont obtenu dans une étude épidémiologique de grande échelle basée sur un échantillon
de 6966 prélevements, plus de 4800 prélévements positifs, ce qui correspond a une fréquence
de "69% qui est légerement inférieure par rapport a ce que nous avons obtenu dans notre
expérimentation. HARIHARAN et al., (2008), ont signalé un taux d’isolement de 93% a
partir d’un nombre de prélévements proches de celui que nous avons traité : 77 prélevements
caecaux, ce qui est similaire a ce que nous avons obtenu.

Récemment, un total de 275 isolats de Campylobacter a éte obtenu de 767 échantillons
caecaux de poulet de chair, ce qui correspond a un taux d’isolement de 35% (CHEN et al.,
2010). Le taux d’isolement dans cette étude est trés faible par rapport a celui que nous avons
noté.

HUE et al., (2009) ont trouvé que les Campylobacter sont présents a tous les stades de
la chaine avec une tres forte prévalence de contamination : 70 % a 100 % des lots de poulets a
leur arrivée a I’abattoir.

Selon un rapport de EFSA (2010), 72 % a 77 % de portage caecal individuel en

¢levage et a I’arrivée a 1’abattoir. Approximativement 60% de bandes de volailles (de poulet
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de chair) au Royaume-Uni ont été Campylobacter- positives a 1’age de ’abattage (ACMSF,
2005).

GHAFIR et DAUBE (2007) mentionnent qu’en Belgique, la grande majorité des
volailles a I’abattage est colonisée par Campylobacter.

HUE et al. (2009) ont effectué une étude en 2008 en France, ils ont prouvé 1’existence
d’une forte association statistique entre les variables « ages des animaux », « saison, éte-
printemps » et la contamination par Campylobacter a été mise en évidence.

Le taux d’isolement élevé noté chez les poulets de chair s’explique par les conditions
d’¢élevage des poulets a savoir: la période d’¢élevage qui représente une étape critique
d’implantation de la bactérie dans le tube digestif des animaux (HUMPHEREY et al., 2007).

Ainsi, plus les animaux abattus sont agés, plus la prévalence de la bactérie dans les
caeca est élevée (98,68 % a plus de 68 jours) (CHEMALY et al., 2014).

La source des Campylobacter pour le poulet de chair n’est pas claire. On parle de
boisson souillée, de la transmission verticale des bandes parentales aux poulets de chair, de
I’alimentation souillée, un transfert d’'une bande précédente et notamment par la litiere
(ACMSF, 2005).

D’autres animaux de fermes, les oiseaux sauvages, les insectes présents dans la ferme,
de méme que les flux humains des travailleurs ont été associés a la transmission de
Campylobacter aux poulets de chair (PUTERFLAM et al., 2007).

De nombreux travaux ont été consacrés a I’identification des facteurs de risque de la
présence de Campylobacter en élevage de volailles. Une synthese récemment publiée livre le
bilan des différents facteurs de risque associés a la contamination des troupeaux de volailles
par ce germe (NEWEL et al., 2011).

Si la saison reste le premier facteur de risque (été, automne), la biosécurité en élevage
(i.e. : qualité de I’eau, du nettoyage et de la désinfection, du vide sanitaire, de la ventilation,
des barriéres sanitaires, de la protection contre les insectes et les rongeurs, 1’épandage des
fumiers, la taille de I’¢levage, la séparation des especes, ’hygiene lors du détassage, etc.)
vient ensuite comme le premier facteur déterminant sur lequel il est possible d’agir.

Enfin, I’age des animaux a 1’abattage intervient comme un facteur prépondérant dans
la contamination des volailles vivantes. En effet la contamination des volailles par
Campylobacter apparait comme tardive (aprés 15 a 20 jours d’élevage) et la flore digestive du
plus jeune age jouerait le réle de facteur protecteur vis-a-vis de la colonisation (LAISNEY et
al., 2004).
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Nos résultats indiquent que non seulement le poulet de chair, mais aussi les ovins et
les bovins sont un réservoir potentiel pour ce pathogene d'origine alimentaire.

Pour les ovins, une prévalence de 10.5% (46/400) a été notée durant notre
expérimentation. Selon la littérature les études effectuees en Afrique ont révélé des taux de
prévalence variables d’un pays a I’autre chez les ovins :

Au Nigeria, SALIHU et al., (2009) ont obtenu un taux de positivité de 18% qui est
leégérement supérieur par rapport a nos résultats.

Récemment dans une étude faite en Afrique du Sud, UABOI EGBBENNI et al.,
(2015) ont noté une prévalence de 30% (90/300) qui est largement supérieur au nétre.

Nos résultats corroborent ceux avances par différentes études dans les pays en voie de
développement, parmi lesquelles celle de RAHIMI et al (Iran) et RIZZO et al (Brésil) qui ont
trouvé des taux d’isolement de 10% et de 14.9% respectivement (RAHIMI et al., 2010 ;
RIZZO et al., 2015).

La prévalence que nous avons notée (13%) se situe dans la gamme des résultats
rapportés précédemment dans des pays européens qui varie de 6,8 a 91,7% (CABRITA et al.,
1992 ; STANLEY et al.,, 2003 ; RAJI et al., 2000 ; ZWEIFEL et al., 2004 ; ACIK &
CETINKAYA, 2006 ; MILNES et al., 2008).

En Scotland et au canada, les taux d’isolement obtenus par GARCIA et al., (49% :
51/80) et SCOTT et al., (87.8% : 275) (GARCIA et al., 2010 ; SCOTT et al., 2012) ce qui est
largement supérieur par rapport a nos résultats.

Concernant les bovins, le taux d’isolement varie également entre les pays :

dans la seule étude faite en Afrique au Nigeria, SALIHU et al. (2009) ont signalé un
taux d’isolement de 12.9% (126/976), ce qui correspond a nos résultats.

En Europe, les données de prévalence de Campylobacter en filiére bovine sont tres
variables (de 0 % a 89,4 %) (WESLEY et al., 2000 ; BYWATER et al., 2004).

BAE et al. (2004) a Washington et HAKKINEN et al (2007) en Finlande ont signalé
des taux d’isolement de 48.7% (85 souches sur 172 prélévements) et de 31.1% (296/952) ce
qui est supérieur par rapport au notre.

Selon CHEMALY et al. (2012), le taux d’isolement dépendant de la filiéere de
production, Campylobacter a été detecté chez 39,1 % des veaux contre 6,0 % des jeunes
bovins de boucherie et 4,6 % des vaches allaitantes de réforme.

L'utilisation de stratégies d'échantillonnage et les méthodes de diagnostics différentes
dans différentes etudes peuvent influencer les résultats, ce qui rend la comparaison des

données assez difficile.
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La méthode d'isolement pourrait avoir contribué au plus faible pourcentage de
contamination au sein de la matiére fécale par rapport aux surfaces de carcasse.
L’ensemencement direct a été associé a des taux d'isolement plus faibles que ceux obtenus
apres enrichissement (STANLEY et al., 1998 ; ACIK & CETINKAYA, 2006 ; MILNES et
al., 2008 ; HABIB et al., 2012). En effet, GARCIA et al. (2010) et HAKKIEN et al (2007)
ont noté une amélioration de 15% et de 30% respectivement suite a 1’'usage d’un milieu
d’enrichissement.

Selon certains auteurs, la variation de la fréquence d’isolement de Campylobacter
constatee entre les différentes études, serait liée a un certain nombre de facteurs tels que : la
saison (HANNON et al., 2009), la localisation géographique (BERRANG et al., 2000) ainsi
que la taille de I’échantillon (JEFFERY et al., 2001).

L’age des animaux aussi peut jouer un role important dans la variation des taux
d’isolement chez les animaux de bétails (GIACABONI et al., 1993 ; NIELSON et al., 2002).
Chez les jeunes animaux, les nombres sont plus grands que chez les animaux plus agés. Chez
les animaux plus ageés, les microorganismes peuvent étre détectés de maniere intermittente
dans les feéces, probablement en raison de faibles nombres ou du fait d’une excrétion
intermittente (ATABAY Hl et al; 1998, WESLEY, 2000, OIE; 2005).

Chez les ovins, JONES et al., ont constaté d’apres une étude faite dans différents pays
européens que 1’excrétion intestinale de Campylobacter chez les ovins dépend de plusieurs
facteurs (la saison et 1’état de I’animal comme exemple) (JONES et al., 1999), ils ont signalé
aussi une variation de taux d’isolement de cette bactérie d’une région & une autre. Ce qui
confirme nos résultats ou nous avons noté une différence significative (P< 0,005) entre le

taux d’isolement de Campylobacter chez les ovins d’une région a une autre.
111.1.2. Prévalence de Campylobacter chez les Chiens

Une variation de la prévalence de Campylobacter a été constatée entre les différentes études
faites dans différentes régions du monde chez les chiens.

Au cours de notre présent travail, un taux de positivité de 26% a eté noté chez les chiens
analysés. Ce résultat correspond a celui de certaines études mais reste différent par rapport a

d’autres comme le montre le tableau n°35.

94



Partie expérimentale : Discussion

Tableau 35 : Prévalence des especes de Campylobacter dans différentes régions du monde.

Chiens
Pays (Références) Nombre  de Fréquence Espeéces
prélevements | d’isolement (%) prédominantes
Algérie (Notre étude) 200 26 C. upsaliensis
Nigeria (SALIHU et al., 2010) 141 21.7 C. upsaliensis
Argentine (LOPEZ et al., 2002) 293 17 C. jejuni
Danemark (HALD et al., 2004) 366 76.2 C. upsaliensis
Canada (CHABAN et al., 2011) 70 58 C. upsaliensis
Brésil (AQUINO et al., 2002) 76 17 C. jejuni
Suéde (ENGVALL et al., 2003) 91 56 C. upsaliensis
Irlande (ACKE et al., 2009) 147 41.5 C. upsaliensis
Allemagne (MOSER et al., 2001) 261 32.7 C. upsaliensis

Les différences entre les études peuvent étre dues a la structure de la population des
chiens examinés ou a la méthode de détection utilisée (ACKE et al., 2009 ; LEONARD et al.,
2011 ; ROSSI et al., 2008 ; WORKMAN et al., 2005).

Les chiens vivants en communauté avec d'autres chiens montrent un taux d'infection
plus élevé de Campylobacter spp. (ACKE et al., 2006 ; PARSONS et al., 2011 ; TSAI et al.,
2007). ACKE et al., (2006) suppose que probablement une prévalence plus élevée de
Campylobacter spp. chez les chiens vivants en groupes dans les refuges en raison de
I'infection croisee.

En effet, les animaux errants ont été trouvés plus souvent infectées par Campylobacter
que les animaux domestiques qui sont gardés surtout a l'intérieur (TSAI et al., 2007). Les
animaux errants qui ne sont pas abrités peuvent facilement entrer en contact direct ou indirect
avec des oiseaux sauvages qui sont considérés comme des réeservoirs pour Campylobacter
(MOHAN, 2015).

Selon HOLOMBERG et al. (2015), la conception de 1’étude joue aussi un role
important dans la variation du taux d’isolement de Campylobacter.

Au cours de notre étude, la conception était telle que chaque chien a été échantillonné
seulement une fois et seulement un isolat par chien a été pris en considération. Dans les études

longitudinales avec un autre type de conception (chiens échantillonnés plusieurs fois et/ou la
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prise de considération de tous les isolats par échantillon), des prévalences élevées ont été
notées.

L'a4ge des chiens a un impact significatif sur la possibilité d’isoler les souches de
Campylobacter. Une variation de la fréquence d’isolement en fonction de I’age des chiens a
été enregistrée durant notre étude. Les chiens les plus jeunes ont présenté des taux d’isolement
de Campylobacter supérieurs a ceux des chiens les plus ages. Cela correspond aux études
faites par AQUINO et al. (2002) et WORKMAN et al. (2005) ou les Campylobacter spp.
étaient souvent isolés des jeunes animaux.

Dans notre étude les chiens non diarrhéiques ont présenté un taux de positivité
(32.5%) significativement plus élevé par rapport aux chiens diarrhéiques (16.5%), ce qui
correspond aux résultats de CHABAN et al. (2010) FLEMING et al., (1985) qui ont trouvé
que les chiens diarrhéiques sont les plus susceptibles a porter des Campylobacter dans les
selles.

En revanche, d’autres chercheurs n’ont constaté aucune différence entre de prévalence
de Campylobacter chez les chiens sains et chez les chiens diarrhéiques (LOPEZ et al., 2002 ;
SANDBERG et al., 2002 ; WORKMAN et al., 2005).

I11.2. Répartition des especes de Campylobacter

L’ensemble des résultats obtenus concernant la répartition des especes de
Campylobacter se rapproche de ceux retrouvés dans notre étude, avec comme seule différence
le taux d’isolement et la diversité d’espéce et cela peut étre di a la température d’incubation

ainsi qu’aux milieux de culture utilises.

111.2.1. Répartition des especes de Campylobacter chez les animaux de boucherie

Chez le poulet de chair, la prédominance de I’espéce jejuni par rapport a C. lari (22%),
C. coli (18%), C. fetus (1%) est cohérente avec la plupart des études faites au monde.

Récemment dans une enquéte entreprise aux Etats-Unis BAE et al. (2005) ont prouvé
que dans tous les cas ou I’identification au niveau des espéces a été entreprise, la majorité (80
a 90%) des troupeaux de poulets de chair colonisés ont été déterminés a étre colonisés
par C. jejuni, le reste a été principalement colonisé par C. coli et parfois par C. lari, ce qui est
similaire & nos résultats.

La fréquence d’isolement des C. jejuni (75%) observée par CHIN et al. (2010) en

Chine est elevee par rapport a ce que nous avons enregistré dans notre étude.
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En Italie, PARISI et al., (2007) ont noté une prédominance de C. jejuni (45,7%) suivi
par C. coli (19,3%) et les autres espéces avec une fréquence de 25%, ce qui correspond a nos
résultats.

D’aprés ALTER et al (2005), C. jejuni serait plus résistante au stress environnemental
que C. coli d’ou sa haute prévalence aprées 1’abattage des sujets.

La prise des aliments a base de protéines animales peut avoir un effet sur le
changement de la diversité des espéces de Campylobacter et de la microflore digestive en
général. En effet, UDAYAMPUTHOOR et al (2003) ont montré que le coecum des oiseaux
nourris avec des aliments a base de protéines végétales a été moins colonisée par C. jeuni que
le coecum des oiseaux recevant les autres types d’aliments.

Chez les ovins, la fréquence d’isolement de C. jejuni observée (62%) dans notre étude
se situe dans la gamme de plusieurs études faites par d’autres auteurs.

Au Nigeria, sur un échantillon de 518 prélévements rectaux ovins, SALIHU et al.
(2009) ont trouvé une prédominance de C. jejuni avec une fréquence de 79,6% suivi par C.
coli (11,8%) et C. lari (6,4%). Le plus faible taux d’isolement est de 2,2% noté pour 1’espéce
C. upsaliensis.

En Irlande, GARCIA et al. (2010) rapportent que C. jejuni était 1’espéce la plus
commune parmi les souches isolées avec un taux d’isolement de 75%, suivi par C. coli (16%)
et de C. upsaliensis (2,2%) et la plus faible fréquence est notée avec 1’espéce C. fetus (1,26%).

La prédominance de C. jejuni sur les autres espéces de Campylobacter a été rapportée
chez les bovins par NIELSEN et al. (2002), et par ACIK ET CETINKAYA (2005) et de
nombreuses autres etudes. HANNON et al. (2008) ont signalé que C. jejuni est la plus
fréguemment isolée avec une fréquence de 34,1%, suivi par C. coli (7,7%).

HAKKINENE et al. (2007), C. jejuni et C. coli ont été isolés de 19.5% (n=186) et de
10.8% (n= 21) des prélevements de matiéres fécales des bovins finlandais, ce qui est faible
par rapport a nos résultats. C. hypointestinalis a été isolée avec une fréquence de 10.8%
(n=103).

SALIHU et al. (2009) ont trouvé que C. jejuni est I’espéce prédominante avec une
fréquence de 62,8% suivi par C. coli avec une fréquence de 25%, C. lari avec un taux de
8,1%, C. hypointestinalis (2,9%) et C.fetus avec la plus faible fréquence de 1,2%.

Dans notre étude, nous avons isolé 05 variétés d’espéces dont C. jejuni, C. coli, C.
lari, C. fetus et C. sputorum. Aucune souche de C. hypointestinalis n’a été isolée ce qui est
différents par rapport a I’¢tude faite par HAKKINENE et al. (2007). Alors que, plusieurs

souches de C. fetus ont été isolées chez les ovins et les bovins, ce qui correspond a I’étude de
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MORSER et al. (1985) qui ont suggéré que C. fetus subsp fetus colonise le tractus intestinal
de ces espéces animales.

Les bovins et les moutons sont colonisés principalement par C. jejuni, C. coli, C.
hyointestinalis, et C. fetus. Ils sont décrits comme le réservoir d’une autre espéce de
Campylobacter, C. fetus, dont la prévalence du portage digestif est mal connue. Pour autant,
C. fetus est responsable des infections graves chez I’Homme, dont le lien éventuel avec le
réservoir bovin est trés rarement étudie (ATABAY et al., 1998, WESLEY., 2000, OIE ;
2005).

L’ensemble de ses résultats se rapproche de ceux trouvés dans notre étude, avec
comme seule différence le taux d’isolement et la diversité d’espéces et cela peuvent étre dus a

la température d’incubation ainsi qu’au milieu de culture utiliseé.

111.2.2. Répartition des espéces de Campylobacter chez les chiens

Concernant la fréquence d’isolement de différentes espéces de Campylobacter, les
résultats que nous avons obtenus sont similaires aux résultats des autres études faites au
monde, qui ont rapporté que C. jejuni et C. upsaliensis sont les especes les plus couramment
isolées chez les chiens (ROSSI et al., 2008 ; ACKE et al., 2009 ; PARSON et al., 2010 ;
LEONARD et al., 2014).

La fréquence d’isolement de C. jejuni dans notre étude est Iégerement plus importante
que celle des autres especes, ce qui est comparable aux études faites par Lopez et al au Brésil
(LOPEZ et al., 2002) et Aquino et al en Argentine en 2002 (AQUINO et al., 2002).

Par contre plusieurs autres chercheurs dans différents pays du monde ont trouvé une
prédominance de 1’espece C. upsaliensis (WORKMAN et al., 2005 ; CHABAN et al., 2010,
GIACOMELLI et al., 2015).

Chez les chiens non diarrhéiques, nous avons obtenu une prédominance de I’espece C.
upsaliensis suivi de C. jejuni ce qui correspond aux résultats des autres auteurs (LOPEZ et al.,
2002 ; AQUINO et al., 2002 ; WORKMAN et al., 2005).

PARSONS et al (2011) a rapporté une prévalence plus élevée de C. jejuni par rapport
aux autres especes chez les chiens errants, qui peut étre due a une exposition différente aux
sources de Campylobacter que ce que les chiens domestiques normalement exposes a
I’environnement.

CARBONERO et al. (2012) ont trouvé une prévalence significativement plus élevée
de C. jejuni chez les chiens au printemps par rapport a I’hiver. lIs ont également fait 1’état

d’une prévalence plus élevée de C. upsaliensis pendant I'été.
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HALD et al. (2004) n'a pas trouvé variation saisonniere des taux de portage chez les
chiens dans une étude longitudinale.

La prévalence de C. coli a été trés faible (1.9%), qui est en accord avec les résultats
d'autres études (BURNS et al., 1992 ; HALD et al., 2004 ; ACKE et al., 2009).

111.3. Résistance des Campylobacter aux antibiotiques

La sensibilité aux antibiotiques des souches de Campylobacter que nous avons isolé a
été testée par la technique de diffusion en milieu gélosé (méthode des disques).

Au total 202 souches (96 aviaires, 26 ovines, 28 bovines et 52 souches canines) ont été
testées aux Métronidazole, Chloramphénicol et a I’ensemble des antibiotiques figurant dans la
liste de CA-SFM (2013).

Plusieurs auteurs, dont ANDERSEN et al. (2006), TAREMI et al. (2006) et
PEZZOTTI et al. (2003) ont utilisé la méme méthode chez les Campylobacter isolés de la
volaille.

Bien que cette méthode ne soit pas encore standardisée, une étude faite par
LUANGTONKUM et al. évaluant la sensibilité des souches de Campylobacter a une galerie
d’antibiotiques par la méthode récemment standardisée de dilution en milieu gélosé et par la
méthode des disques a montré qu’il existait une corrélation élevée entre les résultats des deux
méthodes. Par conséquent, a défaut de la méthode de dilution en milieu gélosé, la méthode de
diffusion en milieu gélosé est indiquée afin de tester ma sensibilité des Campylobacter spp. a
plusieurs familles d’antibiotiques (LUANGTONKUM et al., 2009).

D’apres des études comparatives des différentes méthodes disponibles pour tester la
sensibilité des Campylobacter aux antibiotiques faites par MIFLINE et al. (2007) et ZHOU et
al. (2011) pour les laboratoires qui manquent de la capacité d'entreprendre des méthodologies
a base de MIC, la diffusion du disque représente une méthode acceptable pour la
détermination des profils de résistance aux antimicrobiens chez les Campylobacter.

COKAL et al. (2009) ont trouvé une corrélation élevée entre la méthode de diffusion
sur disque d'agar et E-test et LUANGTONGKUM et al. (2009) ont démontré une corrélation
de haut niveau entre la méthode de dilution sur gélose et la méthode de diffusion sur disque
d'agar.

Bien que la méthode MIC soit préférable, I'OMS aussi a recommandé I'utilisation de la
diffusion de disques dans des situations de ressources limitées (OMS, 2008).
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I11.3.1. Résistance des Campylobacter aux antibiotiques chez le poulet de chair

Nous avons noté chez le poulet chair, des taux de résistance tres élevés vis a vis de
I’Acide nalidixique (n=93, 96.88%), 1’Erythromycine (n=85, 88.54%), la Ciprofloxacine
(n=88, 91.67%) et au Métronidazole (n=86, 89.58%). Un taux de résistance de 44.79% (n=
43) a la Tétracycline a été observé. Par ailleurs, des taux de résistance faibles ont été notés au
Chloramphénicol, a la Kanamycine et a la Tobramycine (n=10, 10.42%).

Plusieurs travaux ayant étudié la sensibilité aux antibiotiques des souches de
Campylobacter isolées a partir de prélevements de poulets de chair ont rapporté des taux de
résistance similaires aux notre, vis-a-vis de 1’ Acide nalidixique et de la Ciprofloxacine :

En Algérie, MESSAD et al. (2014) ont notés des taux de résistance de 88.7% et de
100% a la ciprofloxacine et a I’acide nalidixique respectivement. EL AMIR et al. (2013) ont
constaté qu’une trés forte proportion de souches de Campylobacter (plus de 90%) était
résistante aux quinolones, en particulier a la ciprofloxacine (95% des souches).

Dans notre étude la résistance a la Ciprofloxacine (92.3% n=60) des souches de C.
jejuni aviaires était plus élevée par rapport aux souches de C. coli (50%, n=9), ce qui
correspond a 1’étude faite par ENDTZ et al. (2009) aux Pays-Bas et SAENZ et al. (2012) en
Espagne.

La résistance croisée entre l'acide nalidixique et la ciprofloxacine a été noté dans
84.6% (55/65) des souches de C. jejuni aviaire.

Une augmentation rapide de la proportion de souches de Campylobacter résistants aux agents
antimicrobiens, en particulier pour les fluoro-quinolones, a été rapportée dans de nombreux
pays dans le monde (ENGBERG et al., 2001 ; ALFREDSON et al., 2007).

Avant 1992, la résistance des Campylobacter aux fluoro-quinolones a été rarement observée
aux Etats - Unis et au Canada, mais plusieurs rapports récents ont indiqué qu'environ 19-47%
des souches de Campylobacter isolées chez I’homme étaient résistantes a la ciprofloxacine
(GAUDREAU et al., 2001 ; NACHAMKIN et al., 2002).

Une augmentation constante de la résistance aux fluoro-quinolones chez les isolats
de Campylobacter a également été observé dans de nombreux pays européens et 17-99% des
souches de Campylobacter isolées des humains et des animaux (PEZZOTTI et al., 2003).
Selon un rapport de ’OMS (OMS, 2001), I’apparition des résistances a ces antibiotiques chez
les souches de Campylobacter animales et humaines daterait de 1’introduction de
I’Enrofloxacine dans I’alimentation animale en 1987. Depuis, la fréquence des souches

résistantes aux quinolones serait en constante augmentation.
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En effet, il a été reconnu que 1’'usage des fluoroquinolones chez la volaille a entrainé la
sélection et la dissémination de souches de Campylobacter résistantes a 1’enrofloxacine (en
usage Vveétérinaire) ainsi qu’une résistance croisée a des fluoroquinolones, comme la
ciprofloxacine, utilisées chez les humains (FINK-GREMMELS et al., 2003 ; Food and Drug
Administration, 2004).

La résistance aurait augmenté chez Campylobacter en réponse a [’approbation de la
sarafloxacine et de I’enrofloxacine pour le traitement d’infections respiratoires de la volaille.
Le traitement avec ces deux antibiotiques de poulets infectés expérimentalement avec des
souches de C. jejuni sensibles a cet antibiotique sélectionne rapidement des souches
résistantes a la ciprofloxacine (JACOBS et al., 1994 ; DERMOTT et al., 2002 ; BOVEN et
al.,2003). Ceci a fourni des preuves supplémentaires pour soutenir I'hypothése que
Campylobacter résistantes aux fluoroquinolones émergent apreés I'exposition des troupeaux de
volailles commerciales aux fluoroquinolones.

Selon une étude faite par NELSON et al (2007), il est probable qu’il faudra attendre plusieurs
années apres le retrait de 1’enrofloxacine chez la volaille avant d’observer une diminution
notable de la résistance chez les humains.

Des études ont en effet démontré que les souches antibiorésistantes tendraient a persister et ne
sont pas remplacées par des souches sensibles aprés le retrait des antibiotiques (HUMPHREY
etal., 2005, ZHANG, 2008).

Par ailleurs, en 2002, la FDA a prohibé 1’usage hors étiquette des fluoroquinolones en
médecine vétérinaire, sur la base du risque de développement de I’antibiorésistance chez les
humains (Food and Drug administration, 2002 ; United States Pharmacopeial Convention,
2007).

Selon PAYOT et al (2002), la résistance aux fluoroquinolones repose essentiellement sur une
mutation de I’ADN codant pour la sous-unité GyrA de I’ADN gyrase. Une seule mutation
entraine un niveau de résistance élevé.

Concernant la résistance au métronidazole, dans notre étude une forte proportion des
souches (89.58%) a présenté une résistance a cet antibiotique ce qui correspond a 1’étude faite
en Algérie par EL AMIR et al (2013) qui ont obtenu un taux de résistance de 83%. Selon
I’étude de STANLEY et JONES (1998), deja 80 a 100% des souches de Campylobacter
étaient résistantes au métronidazole en 1998.

D’aprés notre enquéte sur le terrain, les Métronidazoles mentionnés sont couramment

appliques dans le traitement des infections a E. coli et a Salmonelle sp. chez les volailles, ce
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qui les rend cause potentielle de la résistance croissante de ces bactéries et méme de celle des
Campylobacter.

L’Erythromycine figure en Algérie parmi les antibiotiques employés dans les élevages
(MADR/DSV) ; cela peut expliquer le taux de résistance important que nous avons noté a cet
antibiotique (88%).

La resistance des Campylobacter a I’érythromycine reste faible dans les pays
industrialisés, par contre des souches résistantes sont fréquemment observées dans les pays en
voie de développement, notamment en Thailande (50%) et au Zombie (14%) (OMS, 2003).

L’étude menée par LIN et al (2007) a montré que I’érythromycine utilisée a de faibles
doses pendant une longue période (ce qui correspond a I’utilisation comme facteur de
croissance) sélectionne les souches de Campylobacter résistantes alors que la méme molécule
utilisée dans un but thérapeutique (a une dose plus importante et pendant une courte période)
ne sélectionne pas de résistance.

LADELY et al. (2007) ont étudié I'effet de la tylosine sur la volaille a des concentrations sous
thérapeutiques et thérapeutiques.

Ils ont observé qu’apreés l'administration de la tylosine, le taux global de résistance a
I'érythromycine a présenté une augmentation chez les souches de C. jejuni (70,8% par rapport
a36,8% ; P <0,01).

Ils ont également remarqué que chez les Campylobacter, la fréquence de résistance a
I'érythromycine était plus élevée lorsque la tylosine a été administrée a des doses sous-
thérapeutiques que, a des concentrations thérapeutiques (62,7%, 11,4%).

Concernant la Tétracycline, le taux de résistance que nous avons obtenu (44%) pour
I’ensemble des souches testées et analysées est similaire a celui signalé par RONNER et
al (40%) dans une étude faite dans 4 pays européens (RONNER et al., 2004) et il est
largement supérieur a celui signalé par Baron en Australie qui varie de 15% et 36% (BARON
ET WILKNS, 2001).

I11.3. 2. Résistance des Campylobacter aux antibiotiques chez les ovins et les bovins
Chez les ovins, malgré la forte prévalence de Campylobacter, peu d’études ont été
menees sur la résistance aux antimicrobiens et peu de données comparables sont disponibles.
Avec I'utilisation de la méme méthode d’antibiogramme (la diffusion des disques), ZWEIFEL
et al. (2004) en Suisse ont trouvé des taux de résistance tres faibles des souches de

Campylobacter ovines par rapport a nos résultats.
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En Suede, RAYWATER et al ont enregistré chez les ovins des taux de résistance élevés a
I’acide nalidixique (64%) et des faibles niveaux de résistance a la ciprofloxacine ce qui est
similaire & no résultats.
Au canada, Scott et al (2012) ont noté un taux de résistance faible au Ciprofloxacine (4%) des
souches de Campylobacter ovines, ce qui correspond aussi a nos résultats.
Dans une enquéte menée par RAHIMI et al (2010) sur des souches de Campylobacter isolées
de la viande crue d’agneaux (n=225), toutes les souches étaient sensibles a I’érythromycine.
RAHIMI et al., (2010), en Iran DADI et al (2008),en Ethiopie ont signalé un taux de
résistance de 60% & la Tétracycline des souches d’origine ovines qui est supérieur a nos
résultats.
Au canada, SCOTT et al. (2012) ont noté un taux de résistance de 39% a la Tétracycline qui
est similaire a ce que nous avons obtenu.

Chez les bovins, plusieurs enquétes ont déja démontré l'apparition d'une résistance aux
agents antimicrobiens des souches de Campylobacter (principalement C. jejuni et C. coli).
Le taux de résistance a la tétracycline (23.08%) enregistré au cours de notre expérimentation
est concordant a celui retrouvé par MIRANDA et LAGE (2007) au Brésil (24%), mais il est
inférieur de celui lancé en 2006 par INGLIS et al. en France (52.8%) et celui ’ENGLEN et
al. (2005) qui ont noté une résistance de 49.1%.
Des faibles niveaux de résistance a la ciprofloxacine et a 1’acide nalidixique (7.2%, n=2) ont
été notés chez les bovins. Cela correspond aux deux études faites par ENGLEN et al qui ont
trouvé des taux de 1.8% et de 2.5% a la Ciprofloxacine en 2005 et en 2007 respectivement.
Dans notre étude, le taux de résistance a la Tétracycline (23.08%) était significativement plus
élevé par rapport au niveau de résistance aux quinolones testées (7.6%) chez les bovins.
Toutes les souches de Campylobacter jejuni bovines ont présenté une sensibilité aux
quinolones, alors que 40% (n=6) étaient résistantes a la Tétracycline.
Contrairement a nos resultats, ENGLEN et al. (2004) aux Etats-Unis, BEATRIZ et al. (2009)
en Espagne ont rapporté des niveaux similaires de résistance a la tétracycline et aux
quinolones chez les bovins en parc d'engraissement.
Dans une autre étude faite chez les bovins laitiers par ENGLEN et al. (2007), la résistance
était plus élevée aux tétracyclines suivies par les fluoroquinolones, une tendance similaire a ce
que nous avons trouve.
En Europe, les taux de résistance sont trés variables d'un pays a un autre (BYWATER et al.,

2014 ; DE JONG et al., 2009), que ce soit aux tétracyclines ou aux quinolones.
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Ce qui est commun pour I’ensemble des études faites en Europe c’est que les souches de C.
jejuni bovines présentent souvent les niveaux de résistance les plus élevées aux Tétracycline
ce qui correspond a notre étude.

SATO et al. (2014) n’ont noté aucune résistance a la ciprofloxacine, a la Gentamicine et a la
Tétracycline chez 332 souches de Campylobacter jejuni isolées des vaches laitiéres.
Cependant, ils ont observé un niveau de résistance élevé a la Tetracycline (45%) dans une
deuxieme ferme.

Selon INGLIS et al. (2005), La résistance a la Tétracycline chez les bovins est produite
naturellement chez les Campylobacter et /ou par des agents non antimicrobiens.

A propos des macrolides, les souches de C. jejuni bovines (60% de résistance a la spiramycine
et 46.7% a I’érythromycine) ont révélé des niveaux de résistantes significativement supérieurs
par rapport aux souches de C. coli (42% a la spiramycine et 00% a I’érythromycine).

Cela est completement différent par rapport a la majorité des études faites sur le bovin au
monde, qui ont noté que les C. coli ont présenté une résistance élevée par rapport aux C.
jejuni.

LADELY, HARRISON et al. (2007) et JUNTUNEN et al. (2010) ont étudié les effets de la
tylosine chez les animaux (un macrolide principalement inclus dans le régime alimentaire
pour reduire l'incidence des abcés du foie chez les bovins de boucherie). Ils ont observé qu'il

sélectionne un haut niveau de résistance a I'érythromycine.

Dans notre étude, 24 (46.15%) et 14 (26,92%) et de 10 (19,23%) des souches canines
ont été résistantes a la ciprofloxacine et a la tétracycline respectivement.

Concernant I’Erythromycine, 1’antibiotique le plus utilisé contre les infections a
Campylobacter chez I’homme, 10 souches (19.3%) de Campylobacter ssp. ont présenté une

résistance a cet antibiotique dont une seule souche résistante fait partie de I’espece C. jejuni.

En Inde, des taux de resistance élevés par rapport a nos résultats ont été révelés par KUMAR
VERMA et al. (2012) & I’Erythromycine (n=46, 90.2%), a la Tétracycline (n=45, 88.2%) et a
la Ciprofloxacine (n=41, 80.3%). Par contre, toutes les souches de Campylobacter canines
isolées dans cette étude ont présenté une sensibilité au chloramphénicol, ce qui est similaire a
Ce gque nous avons trouve.

En Pologne, KRUTKIEWICZ et al. (2009) ont obtenu une résistance de 5.8% a

I’Erythromycine ce qui est faible par rapport a nos résultats.
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En Ecuador, toutes les souches isolées chez les chiens par TOLEDO et al. (2015) ont présenté
une sensibilité a I’Erythromycine et une résistance de (6/7) a la Tétracycline, ce qui est
différents par rapport a nos résultats. Dans cette étude, toutes les souches ont présenté une

résistance a la ciprofloxacine ce qui est différent aussi par rapport a notre étude.

I11.4. Profils de résistance et de multi-résistance

L’étude des profils de résistance des souches isolées au cours de la présente étude, a
montré que les souches de Campylobacter aviaires ont présenté les taux de multirésistance les

plus élevés par rapport aux souches isolées de chez les autres especes animales étudiées.

Sur la totalité des souches de Campylobacter aviaires analysées, 94 souches ont
présenté une résistance associée a au moins deux antibiotiques. Ce qui correspond a une

fréquence de multi-résistance de 97.9%.

Cette fréquence de multi-résistance observée chez le poulet de chair (97%) est plus
élevée que celle rapportée précédemment au Royaume-Uni (3,8%) (RANDALL, RIDLEY et
al., 2003), en France (37%) (PAYOT, AVRAIN et al. 2004 ; PAYOT, DRIDI et al. 2004), au
Canada (29,7%) (VARELA, AMITIE et al., 2007) et en Corée (56,1%) (SHIN et LEE, 2010).

Dans notre étude, a I’exception de deux souches de C. jejuni qui ont présenté une
sensibilité a tous les antibiotiques testés, toutes les autres souches (97.7%, 94/96) isolées au
cours de notre étude (n= 63, 97.7%) chez le poulet de chair ont révélé une résistance a au

moins deux antibiotiques.

Par ailleurs, 84.6% (55/65) des souches de C. jejuni aviaires ont révélé une résistance associée
aux deux quinolones testés 86.1% (NA, Cip) et (56/65) ont présenté une résistance associée a
trois antibiotiques (NA, Cip et TE ) et enfin, 75.3% (45/65) avaient résistance associée a
quatre antibiotiques (NA, Cip, TE, E), ce dernier profil est considéré comme critique, du fait
qu’il comprend les antibiotiques de choix utilises en médecine humaine contre les infections
a Campylobacter (OMS, 2008).

Dans cette étude, la résistance a la ciprofloxacine des souches de C. jejuni était
significativement associée a la résistance a trois antibiotiques ou plus. De maniére
correspondante, les souches de Campylobacter résistantes aux macrolides étaient également

uniformément résistantes a plusieurs antibiotiques.
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Nos résultats sont comparables aux résultats rapportés dans quelques pays
comme ceux de TANG et al (2009) en Malaisie qui ont trouvé que 100% et des souches de
Campylobacter isolées chez le poulet de chair ont présenté une résistance a au moins un
antibiotique.

En Iran, RAHIMI et al. (2010) ont noté 93% de taux de mulitirésistance des souches isolées,
ce qui est similaire a nos résultats.

Toujours en Malaisie, MANSOURI et al. (2012) ont noté que parmi les isolats de C. jejuni,
78,4% étaient résistants a trois antibiotiques ou plus et 54,0% résistants a quatre antibiotiques
ou plus, alors que 41,9% étaient résistants a trois ou plus et a quatre ou plus d'antibiotiques
respectivement. Dans I'ensemble, le MDR chez les souches de Campylobacter isolées était de
61,8% (résistant a trois antibiotiques ou plus) ou de 35,3% (résistant a quatre antibiotiques ou

plus). Ce qui est comparable & nos résultats.

Le pourcentage des Campylobacter isolés dans notre étude qui étaient résistants a trois
ou plusieurs antibiotiques étaient trois fois plus élevés que ceux rapportés par HAKANEN et
al. (2003) qui est 22% en Finlande.

BESTER et ESSACK (2008) ont rapporté que 23% des poulets de chair avaient un
Campylobacter résistant a quatre antibiotiques ou plus, ce qui était inférieur a nos résultats.
Au Sénégal, dans I’étude faite par CARDINALE et al (2012), la multirésistance a trois
antibiotiques testés a été observé dans 9,8% des souches : 15,5% des souches de C. coli et
5,8% des souches de C. jejuni. Aucune souche n'a été résistante a quatre ou plus des

médicaments étudiés. Ce qui est largement inférieur par rapport a ce que nous avons noté.

En se basant sur la technique de diffusion de disque en gélose, FREDIANI- WOLF et
STEPHAN (2003), ont observé que seulement 31% des souches isolées présentaient une
résistance a un antibiotique ou plus.

En Belgique, en 2007 le profil dominant des souches isolées des poulets etait NA, Cip, TE,
recense pour 26% des souches de C. jejuni (DIERICK et al., 2009) ce qui est concordant avec

nos résultats.

L’¢tude des profils de résistance des souches isolées au cours de la présente étude, a
montré qu’a I’exception de trois souches de Campylobacter chez les ovins et 05 souches chez
les bovins toutes les souches isolées étaient résistantes a au moins deux antibiotiques. Ce qui
correspond a une fréquence de 88.4%, 82.2% de multi résistance chez les ovins et les bovins

respectivement.
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Les souches de Campylobacter bovines et ovines ont présenté de rare association de
résistance a I’Erythromycine, & la ciprofloxacine et a 1’acide nalidixique qui est considéré
comme le profil critique (expliqué précédemment).

En Espagne, OPORTO et al. (2009) ont constaté que les souches de Campylobacter bovines
ont présenté les taux les plus faibles de multi résistance par rapport aux souches ovines et
aviaires, ce qui est similaire a nos résultats.

A Washington, BAE et al. (2005) ont noté de faible taux de résistance associée a

I’Erythromycine et & la Tétracycline. Ce qui correspond aussi & nos résultats.

La multi résistance (MDR) est définie comme étant une résistance a trois ou plusieurs
groupes d’agents antimicrobiens. MDR en Campylobacter espéce a été jusqu'ici assez rare.
Cependant, il a augmenté, ce qui pose un risque sérieux d'échecs thérapeutiques.

En l'an 2005, le méme groupe a rapporté que MDR avait augmenté a 30,6% chez
les C. jejuni et C. coli souches recueillies au cours de I'année 2002 (JAIN, SINHA et al.,
2005).

CHEN et al. (2010) a également rapporté une incidence élevée de la MDR en Chine en
2008 ; plus que 90% de leurs souches de C. jejuni et toutes leurs souches de C. coli étaient
résistantes a de multiples agents antimicrobiens.

L'émergence de la MDR semble aussi étre liee a I'augmentation lente résistance aux
macrolides (CHEN, NAREN et al. 2010). L'augmentation de cette multirésistante des souches
de Campylobacter peut refléter la surutilisation des différents agents antimicrobiens en
médecine vétérinaire et, en particulier, dans la production de volaille. Des résultats similaires

ont été rapporté aussi de la production ovine et bovine (QIN, WU et al, 2011).
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I11.5. Prévalence de Helicobacter pylori chez la vache laitiere

Helicobacter est considéré comme une bactérie émergente avec des implications
majeures en santé publique (GOH et al., 2011 ; VOUGA et al., 2016) ; cependant, son
épidémiologie n'est pas entierement comprise (MLADENOVA-HRISTOVA et al., 2017).

Dans la présente étude, nous avons évalué si les vaches de la race locale constituaient
un réservoir pour H. pylori.

Différentes études ont été menées dans de nombreux pays, faisant état de la prévalence
de H. pylori chez les animaux, avec des résultats différents selon les espéces animales et les
facteurs environnementaux (BLASER et BERG, 2001 ; KANAE, 2009).

Cette éetude est le premier travail expérimental qui confirme la présence de H. pylori
chez des vaches de différentes wilayas de la région centrale de I'Algérie.

Déterminer la séroprévalence de H. pylori chez la vache est 1’'une des meilleures
techniques de routine pour étudier 1’aspect épidémiologique de la maladie et le risque
d’infection humaine par ces animaux ou leurs produits (MITCHELL et al., 1987;
MEGRAUD et LEHOURS, 2007).

En tant que techniques plus sophistiquées, la détection du géne gimM codant pour une
phosphoglucosamine mutase a l'aide de la PCR constitue un outil potentiel pour la détection
directe de H. pylori ou la confirmation de résultats séropositifs (DE REUSE et al., 1997 ;
ESPINOZA et al., 2011). Cependant, la bactériologie est une technique largement utilisée
dans le diagnostic de H. pylori car elle fournit des informations supplémentaires sur la
sensibilité aux antimicrobiens de la souche isolée spécifique (MEGRAUD et LEHOURS,
2007).

Dans la présente étude, la technique de culture bactériologique traditionnelle n'a pas
permis d'identifier H. pylori dans le lait cru et les feces, ce qui laisse penser que cette méthode
n'est pas la meilleure technique pour détecter H. pylori dans des produits d'origine animale ou
comme outil de diagnostic clinique.

De méme, Tabatabaei (TABATABAEI, 2012) et Azevedo et al. (AZEVEDO et al.,
2007) n'ont pas réussi a isoler H. pylori a partir de lait cru et de féces de vaches selon une
culture bactériologique classique. Méme dans certaines études ou H. pylori était isolé, sa
culture bactériologique était trés faible (ALLAHVERDIYEV et al., 2015), car seuls quelques
Helicobacter dérivés de matieres fécales d'animaux pouvaient étre cultivés selon la technique
de routine (MOMTAZ et al., 2015).
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De plus, H. pylori peut se transformer en forme de coccoide, une forme de résistance
qui le rend viable mais incultivable (TESTERMAN et MORRIS, 2014 ; AZEVEDO et al.,
2007). Par conséquent, l'utilisation de technologies de pointe pour détecter la forme coccoide

constitue la meilleure méthode pour I'étude de H. pylori dans des produits d'origine animale.

Les tests ELISA ont révélé que 12% des échantillons de sérum montrent la présence
d'lgG anti H. pylori. La présence d'lgG anti H. pylori dans le sérum bovin a été rapportée lors
de plusieurs études dans différentes parties du monde (RAHIMI et KHEIRABADI, 2012 ;
SAFAEI et al., 2011).

Dans une étude réalisée en Iran, Safaei et al. (SAFAEI et al., 2011) ont constaté que
27% des échantillons de sérum de vaches étaient positifs pour I'lgG de H. pylori. De méme,
Elhariri et al. (ELHARIRI et al., 2017) ont rapporté que 30% des vaches étaient séropositives
pour H. pylori en utilisant différents kits ELISA.

Nous avons constaté que la fréquence d'isolement de H. pylori chez les vaches et leur
lait était différente parmi les troupeaux laitiers et les régions étudiées. De méme, EI-Gohary et
al. (EL-GOHARY et al., 2015) ont constaté une variation du taux de contamination par H.
pylori entre différentes régions d'Egypte. Cette affirmation pourrait s’expliquer par les
différentes conditions d’hygiéne principalement influencées par la culture et les traditions
locales.

Nous pensons que la présence de H. pylori dans le lait de vache est fortement corrélée
aux conditions d’hygiéne dans les exploitations laitiéres et au stress sur les animaux qui est dd
a une production laitiére élevée. Les conditions d'hygiene sont plus difficiles a surveiller et a
contrdler dans les grands troupeaux, car de nombreux matériels et personnels sont impliqués
dans le travail. De plus, les vaches a haut rendement laitier sont soumises a un métabolisme
stressant important, ce qui diminue l'efficacité du systeme immunitaire (BERTONI et al.,

2015), I'abondance systémique et la multiplication de H. pylori chez les vaches et leur lait.

109



Conclusion

CONCLUSION

Il ressort de notre travail que :

La prévalence de Campylobacter chez les bovins (14%) et les ovins (11.5%) a I’abattage
est faible, ce qui indique que ces animaux peuvent étre considérés comme une source mineur

de contamination par Campylobacter chez les consommateurs.

Le poulet de chair reste le plus fréquemment et fortement contaminé par cette bactérie, avec
une prévalence tres élevée (98%) noté dans notre étude.

Les Campylobacter spp. sont aussi présents chez les chiens (26%) : diarrhéiques et non
diarrhéiques, principalement chez ceux agés de moins de 12 mois. Cela confirme que les chiens

peuvent étre considérés comme une source non négligeable de Campylobacter.

A propos de la répartition d’espéces, nous avons constaté une prédominance de C. jejunii

subsp jejuni chez les quatres espéces animales, 1’espéce la plus pathogene pour ’homme.

Il est a remarquer que pour la premiere fois, des souches de C. jejuni subsp doyelei ont été

isolées a partir de matiere fécale bovine et ovine.

L’¢étude de I’antibiogramme réalisé sur les 202 souches isolées a mis en évidence une
résistance exprimée vis-a-vis de nombreuses molécules d’antibiotiques. Les taux de résistance
les plus hauts ont été observés chez le poulet de chair a I’encontre de ’acide nalidixique
(96.8%), de la ciprofloxacine (91.6%) et de I’érythromycine (88.54%). Une résistance moyenne

a été enregistrée vis-a-vis de la tétracycline (44.7%).

Les souches de C. jejuni canines ont présenté un niveau de résistance faible a la plupart des

antibiotiques testés par rapport aux souches isolées chez les animaux de boucherie.

Une multi résistance a différents antibiotiques a été retrouvée. Les souches de
Campylobacter aviaires ont présenté les taux de multi-résistance les plus élevés par rapports
aux souches isolées chez les autres espéces animales étudiées. 97.9% des souches testées
présentaient une multirésistance. 75.3% des souches de C. jejuni aviaires ont présenté une
résistance a quatre antibiotiques (NA, Cip, TE, E), ce dernier profil est considéré comme
critique, pouvant compromettre le traitement efficace des infections a Campylobacter chez

’homme.
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Conclusion

Ces résultats de 1’antibiorésistance seraient expliqués en majeure partie par I’utilisation
anarchique et incontrdlée des antibiotiques dans le traitement des infections sans qu’il y ait

recours a I’antibiogramme.

Il parait primordial de restreindre au minimum la diffusion de résistance bactérienne.
L’optimisation de I’utilisation des antibiotiques chez 1I’homme et chez I’animal est

actuellement une action prioritaire proposée par les experts scientifiques.

A propos des Helicobacters, une tres faible prévalence (0.5%) a été enregistrée dans les
prélevements de matieres fécale chez 1’ensemble des espéces animales étudiées, ce qui
correspond a un total de 05 souches d’Helicobacter, réparties en 04 souches (Helicobacter
cinaedi) isolées chez les ovins et une seule souche isolée chez les bovins (Helicobacter

bovis). Mais aucune souche d’Helicoacter pylori n’a été isolée.

Les résultats de la détection sérologique des IgG anti-H. pylori dans le sang a révélé des
taux de positivité de 12%. La recherche moléculaire de ce germe a confirmé sa présence
dans les prélevements de lait : 13% du lait cru de vaches examinées étaient positif pour la

présence du gene gimM.

Ces résultats permettent de conclure que la matiere fécale des animaux étudiés ne peut
pas étre une source d’infection de I’homme par Helicobacter pylori. Par contre, 1’existence
de I’anticorps d’H. pylori dans le sang et des traces de ce germe dans le lait des vaches
laitiéres démontre I’infection des vaches laitiéres de la race locale algérienne par ce germe

qui pourrait en faire un réservoir éventuel d’Helicobacter pylori.

De plus amples investigations de ces travaux mériteraient d’étre menées en commengant
par augmenter le nombre de wilayas a prélever et donc des lots a échantillonner au niveau

des fermes et des abattoirs.

De méme, il serait également intéressant de déterminer dans ces établissements les
principaux facteurs de risque et d’opérer a un suivi des sujets depuis leur arrivée a I’élevage

jusqu’a leur abattage.

La maitrise de 1’épidémiologie de H. pylori ainsi que les méthodes de sa distribution
sont essentielles pour les autorités de santé publique afin de contréler la propagation de cette
bactérie. Des investigations avancées avec un plus grand nombre d’échantillons sont

nécessaires pour vérifier la capacité de H. pylori a se propager par un réservoir animal.
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Annexe 01 : Matériels utilisés

Pour notre étude, nous avons utilisé les réactifs et le matériel suivant:

= Réactifs chimiques

— Sachets générateurs d’atmosphere (GENboxmicroaer).
— Galerie Api Campy
— Solution physiologique de NaCl
— Eau physiologique et eau distillé stériles
— BHIB et gélycérol
— Réactifs pour coloration de Gram (BioMerieux)
— Milieu Urée indol (IPA)
— Réactifs individuels
-TDA, VP1+ VP2  -Disque d’oxydase -Huile de paraffine
-Huile a émersion, H202 -Hippurate de sodium
-Dihydrogenophosphatemonosodiquemonohydraté -Ninhudrine
-Butanol, Acétone
— Suppléments d’antibiotiques :
v" Skirrow (Oxoid France: SRO069E)
v' Karmali (Oxoid France: SR0205E)
v Milieux sélectifs Helicobacter pylori (Oxoid France: CM0331)

— Disques d’antibiotiques (Cité ci- dessous dans la partie Méthodologie de travail)

v Milieux de culture

— Milieu Columbia

— Gélose Muller Hinton (Réf : Institut Pasteur, Alger)
— Sang de cheval défibriné et sang de cheval lyse.

v Equipements de laboratoire
-Les jarres d’incubation : AnaeroJar ™™ (Oxoid, AGOO25A)
-Pipettes a usage unique. -Agitateur type Vortex.
-Gants stériles -Equipements général de laboratoire de bactériologie

= Matériels nécessaires pour la sérologie

— Kit ELISA(IBL)

— Micropipettes (Multi pipette Eppendorf ou appareils similaires, < 3 % CV). Volumes:
5; 50; 100; 500 pL

— Cylindre gradué

— Tubes (1 mL) pour la dilution des échantillons

— Micropipette a 8 canaux avec réservoirs pour réactif

— Bouteille de lavage, systeme de lavage de microplaques automatisé ou semi-
automatisé

— Lecteur de microplaque capable de lire I’absorbance a 450 nm (longueur d’onde de
référence 600-650 nm)

— Eau bi distillée ou dé-ionisée -Serviettes en papier, embouts de pipette et
chronomeétre.
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Annexe 02 : Composition des suppléments sélectifs utilisés dans notre étude

Supplément sélectif Campylobacter (Skirrow)

Contenu du flacon (chaque flacon est suffisant pour 500ml de milieu)
Vancomycine 5,0 mg
Trimethoprim 2,5mg
Polymyxine B 1250 Ul
Base de gélose Campylobacter (Karmali)

Formule typique * GM/litre
Base de gélose Columbia 39,0
Charbon actif 40
Haemin 0,032

PHfinal 7,4+ 0,2a25°¢c

Supplément sélectif de Campylobacter (Karmali)

Contenu du flacon: (chaque flacon est suffisant pour Par flacon Par litre
500ml de milieu)

Pyruvate de sodium 50,0 mg 100,0 mg
Céfopérazone 16,0 mg 32,0 mg
Vancomycine 10,0 mg 20,0 mg
Cycloheximide 50,0 mg 100,0 mg

Supplément sélectif Helicobacter pylori

Contenu du flacon (chaque flacon est

suffisant pour 500 ml de milieu) par flacon par litre
Vancomycine 5,0 mg 10,0 mg
Trimethoprim 2,5mg 5,0 mg

Cefsulodine 2,5mg 5,0 mg

Amphotéricine B 2,5mg 5,0 mg

Gélose maison (g/L)

Pour une série de 24 botes de géloses au sang de cheval avec un flacon de sang a 50 Ml :
-Prendre 2 flacons de milieu Muller Hinton agar dans la piéce ;
-Décongeler la solution d’antibiotiques ;
-Faire fondre le milieu Muller Hinton agar a 100°C puis laisser refroidir a 54°C dans un bain marie ;
-Ajouter 0,5 MI de solution d’antibiotiques par flacon de 225 mL de milieu, bien homogéneiser.
-Répartir dans 24 tubes stériles : 2 mL de sang de cheval stériles+ 18 Ml de milieu Muller Hinton
agar ;
-Couler le tout dans une boite de Pétri ronde de 20 Ml
-Laisser solidifier la gélose;
e Ranger dans le réfrigérateur.

Solution d’antibiotiques:

Elle est préabablement préparée et congelée. Elle se compose de :
-50 mg d’ Amphotéricine a reconstituer ;
-0,25 g de VVancomycine a reconstituer ;
-QSP 40M.

Aliquoter a 2MlI ; Conserver au congélateur a — 20°C
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Annexe 03 : La lecture et I’interprétation des réactions (Prospectus du fabricant)

TESTS REACTIONS RESULTATS
NEGATIF POSITIF
PREMIERE PARTIE DE LA GALERIE
URE UREase jaune orange / rouge
NIT réduction des NITrates incolore rose / rouge
EST ESTérase incolore bleu- turquoise
pale
HIP HIPpurate gris-bleuté violet
GGT Gamma Glutamyl incolore orange-intense
Transférase
TTC réduction du chlorure de incolore rose | rouge ou dépdt au fond de
triphényltétrazolium pale la cupule
(TriphénylTétrazolium rose
Chlorure)
PyrA Pyrrolidonyl Arylamidase | incolore orange
ArgA L-Arginine Arylamidase incolore orange
AspA L-Aspartate Arylamidase incolore orange
PAL Phosphatase ALcaline incolore pourpre
DEUXIEME PARTIE DE LA GALERIE
H2S production d’H2S incolore noir
GLU assimilation (GLUcose) Transparence | Trouble
NAL inhibition de croissance
(acide NALidixique)
CFz inhibition de croissance
(sodium CeFaZoline)
ACE assimilation (soduim
ACEtate)
PROP assimilation (PROPionate) (apsence de | (croissance ou résistance)
MLT assimilation (MaLaTe) cr0|s_sa.1n.ce ou
sensibilité)
CIT assimilation (trisodium
ClTrate)
ERO inhibition de croissance

(ERythrOmycine
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Annexe 04 : Concentrations, diametres critiques et régles de lecture interprétative pour
Campylobacter spp. (CA-SFM, 2013)

Antibiotiques a tester

Campylobacter
Liste standard Liste complémentaire
Ampicilline Cefalotine?
Amoxicilline/ac. clavulanique Céfotaxime
Gentamicine Streptomycine
Erythromycine Kanamycine
Ciprofloxacine Acide nalidixique?
Tétracycline Chloramphénicol

(&) Aide a I’identification

Concentrations Diameétres critiques
Antibiotiques Charge du disque critiques (mg/L) (mm)

S R S R
Ampicilline 10 Ug <4 >16 >19 <14
Amoxicilline/ac.clavulanique 20/10 pg <472 >16/2 >21 <14
Céfalotine 30 Mg <8 >32 >18 <12
Céfotaxime 30 Ug <I >2 >26 <23
Streptomycine 10 Ul <8 >16 >15 <13
Gentamicine 15 ug <2 >4 >18 <16
Kanamycine 30 Ul <8 >16 >17 <15
Tobramycine 10 Mg <2 >4 >18 <16
Erythromycine 15 ul <l >4 >22 <17
Acide nalidixique 30 Mg <8 >16 >20 <15
Ciprofloxacine 5 ug <0.5 >]1 >25 <22
Tétracycline 30 ul <4 >8 >19 <17
Chloramphénicol 30 Mg <8 >16 >23 <19

Régles de lecture interprétative
Remarque :

Selon les antibiotiques, la corrélation entre CMI et diameétres est parfois difficile a établir. En cas de doute sur les
résultats obtenus par diffusion en milieu gélosé, il y a lieu de déterminer les CMI par une méthode de référence ou toute

méthode ayant montré, pour les antibiotiques concernés, son équivalence avec la méthode de référence.

(1). Pour Campylobacter spp., une absence de zone d’inhibition autour des disques de béta lactamines,

aminosides, macrolides ou quinolones traduit une résistance de haut niveau.

(2). Compte tenu des conditions d’incubation (anaérobiose ou microaérobiose), les diamétres des zones d’inhibition

autour des disques d’aminosides sont toujours réduits.
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Principe du test

Le test immuno-enzymatique sur phase solide (ELISA) est basé sur le technique sandwich.
Les puits sont coatés avec un antigéne. Les anticorps spécifiques, contenus dans 1’échantillon
et se liant a I’antigéne fixés aux puits, sont détectés par un second anticorps conjugué a une
enzyme (E-Ab) et spécifique des IgM humaines. Suite a la réaction substrat, I’intensité de la
couleur développée est proportionnelle a la quantité d’anticorps spécifiques IgM. Les résultats
des échantillons peuvent étre déterminés directement a partir de la courbe étalon.

Procédure du test

1. Pipeter 100 pL de chaque Etalon et échantillon dilué dans les puits respectifs de la
Microplaque. N'utiliser que I’Etalon B pour la version qualitative du test.

2. Couvrir la plaque avec une feuille adhésive. Incuber 60 min a 18-25 °C.

3. Retirer la feuille adhésive. Jeter la solution d’incubation. Laver la plaque 3 x avec 300 uL
de Tampon de Lavage dilué. Egoutter I’exces de solution en frappant la plaque retournée sur
du papier absorbant.

4. Pipeter 100 pL de Conjugué Enzymatique dans chaque puits.

5. Couvrir la plague avec une nouvelle feuille adhésive. Incuber 30 min a 18-25 °C.

6. Retirer la feuille adhésive. Jeter la solution d’incubation. Laver la plaque 3 x avec 300 uL
de Tampon de Lavage dilué. Egoutter I’excés de solution en frappant la plaque retournée sur
du papier absorbant.

7. Utiliser une micropipette a 8 canaux si possible pour I’ajout des solutions substrat et
d’arrét. Pipeter ces solutions a la méme cadence. Utiliser un déplacement positif et éviter la
formation de bulles d’air. 8. Pipeter 100 uLL de Solution Substrat TMB dans chaque puits.

9. Incuber 20 min a 18-25 °C a I’obscurité (sans feuille adhésive).

10. Arréter la reaction substrat en ajoutant 100 uL de Solution d’Arrét TMB dans chaque
puits. Mélanger rapidement le contenu en agitant la plague. La couleur vire du bleu au jaune.
11. Mesurer la densité optique avec un photométre a 450 nm (longueur d’onde de référence:

600-650 nm) dans les 60 min suivant 1’ajout de la Solution d’Arrét.
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Annexe 06 : Le détail du protocole d’extraction d’ADN

4.

Préparation de prélevements

Ajouter 10 ml de lait congelé ou frais a 600 pl de Nuclei Lysis Solution (prélablement
refroidie).

Incuber & 65°C pendant 15- 30 min.

Lyse et précipitation protéique

Ajouter 3 pl de RNAase solution au lysat et mélange. Incuber 15-30 min & 37°C puis
laisser refroidir a température ambiante.

Ajouter 200 pl de proteine Precipitation Solution. VVortexer et refroidir dans la glace
pendant 5 min.

Centrifuger a 13000-16000g Pendant 4 min.

Précipitation et Réhydratation de ’ADN

Transférer le surnageant dans un tube propre contenant 600 pl d’isopropanol.
M¢élanger par inversion jusqu’a apparition des filaments d’ADN

Centrifuger a 13000-16000g Pendant 1 min.

Eliminer le surnageant et ajouter 600 pl d’Ethanol 70%. M¢langer.

Centrifuger a 13000-16000g Pendant 1 min.

Aspirer I’éthanol au maximum et faire sécher le culot (Tube ouvert) jusqu’a
évaporation complete de 1’éthanol restant (15 min).

Réhydrater I’ADN dans 100 pl de DNA Réhydratation Solution pendant 1h & 65°C ou
toute la nuit & 4°C.

Les deux techniques d’extraction différent de par leur principe, la premiere est une
extraction sur colonne et la deuxiéme est une extraction simplifié phénolchloroforme.

Conservation des extraits d’ADN

Les ADN ainsi extraits sont, selon la disponibilité des Kits, selon la disponibilité des kits

d’amplification, soit traités directement ou conservés a 80°C pour une analyse moléculaire

ultérieure.
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Résumé

A partir de 1200 prélévements de selles, issus de 400 ovins, 400 bovins, 200 poulets de chair et de 200 chiens, 363
souches bactériennes dont 358 souches de Campylobacter et 05 souches d’Helicobacter ont été isolées. Ces dernieres ont fait
1’objet d’une identification biochimique compléte par galerie Api Campy, suivi d’un antibiogramme par la méthode de diffusion
de disques pour 202 souches de Campylobacter.

La détection des 1gG anti Helicobacter pylori par le test ELISA dans le sang et de géne glmM par PCR dans le lait a été
effectuée chez 200 vaches laitiéres de la race locale.

Nos résultats montrent que les Campylobacter spp. sont trés fréquents chez le poulet de chair (98%) mais moins fréquent
chez les autres especes animales (11.5%, 14 % et 26% chez les ovins, les bovins et les chiens respectivement). C.jejuni était le
plus fréquemment isolée avec un taux global de 58% chez les animaux de boucherie et 42.3% chez les chiens.

La majorité des souches de Campylobacter isolées chez les animaux de boucherie sont classées comme multi-résistantes,
contrairement aux souches de C. jejuni canines qui ont présenté de faibles niveaux de résistance. Des taux élevés de résistance
aux différents antibiotiques testés ont été notés surtout chez le poulet de chair, principalement a I'Acide nalidixique (96.8%), a
la Ciprofloxacine (91.6%) et & I'Erythromycine (88.54%) ; le plus bas niveau de résistance est noté a la Tétracycline (44.7%).

Nous avons constaté une séropositivité de 12% (24/200) aux IgG anti H. pylori. Les résultats de la détection de H. pylori
par PCR ont révélé que 13% du lait cru de vaches examinées étaient positives pour la présence du géne gimM.

La fréquence importante du portage digestif de Campylobacter notée chez les animaux de boucherie ainsi que les taux de
résistance élevés aux antibiotiques constituent une vraie menace pour la santé publique en Algérie.

Il est possible que le lait de vache soit un mode de transmission dans I'infection par H. pylori. La prise de conscience de
I'épidémiologie de H. pylori et sa méthode de distribution sont nécessaires pour les mesures de santé publique et le contréle de
la propagation de cette bactérie.

Mots-clés : Campylobacter, Helicobacter, animal, 1gG, gImM , Fréquence, Antibioresistance

Abstract

Out of 1200 stool samples, from 400 sheep, 400 cattle, 200 broilers and 200 dogs, 363 bacterial strains, including 358
Campylobacter strains and 05 Helicobacter strains, were isolated and subjected to complete biochemical identification by the
Api Campy gallery and a disc diffusion antibiotic susceptibility test of 202 Campylobacter strains.

The detection of 1gG anti Helicobacter pylori in the serum samples by ELISA test and gImM gene in milk by PCR was
carried out in 200 local breed cows.

Our results show that Campylobacter spp. are very common in poultry samples (98%) but less common in other animal
species (11.5%, 14% and 26% in sheep, cattle and dog respectively). C. jejuni was most frequently isolated with a global rate
of 58% in slaughter house animals and 42,3% in dogs. The majority of Campylobacter strains isolated from slaughter animals
are classified as multi-resistant, unlike canine C. jejuni strains which have shown low levels of resistance. Ciprofloxacin
(91.6%) and Erythromycin (88.54%); the lowest level of resistance is to Tetracycline (44.7%).

We found a seropositivity of 12% (24/200) to anti-HP 1gG. The results of the detection of H. pylori by PCR revealed that
13% of the raw milk from cows examined was positive for the presence of the glmM gene.

The high frequency of digestive carrying of Campylobacter in slaughter animals and high antibiotic resistance rates
constitute a real threat to public health in Algeria. Cow's milk may be a mode of transmission in H. pylori infection, awareness
of the epidemiology of H. pylori and its distribution method are necessary for public health measures and control of the spread
of this disease.

Keywords: Campylobacter, Helicobacter, animal, 1gG, gImM, prevalence, Antibiotic resistance
uadle

358 ll3 i Loy & Sl Y (0 363 e @ DS (30 2005 ol (30 200 < &Y o 400 <oV (30 400 (e 2331 <) 3 A 1200 (30
sl Glibadli il e oISl 5 o slesS pul) Cap paill Ciniiad | Sla GV (e 055 L shelS (e AL
Glie 4 PCR 4L gImM e 850 25a 5 4l 535 ELISARSILL adll Jiss (e Glise (8 (o) sk 581 Sl dum Saliaall sl W) 3 g 5 Al )3 s
sl Y)Y e R 200 (e culall

87265 1145 711.5) @AY gl sall 1 591 812 s Ji LS5 (798) oal sl cilie L 13a dxiLiCampylobacter spp.  of el Uil
S Ale i O 74235 ] Clilsn B 758 Janer S S5 C. jejuni e & (s e S5 Rl e
e A sall Gl e paell da sl e Adle Clgine 35a s Baa gl daglial) saamte Ll o Aa gl gl (e 45 2all Campylobacter
Gsie 3 ¢(7 88.54) Ganas il s (% 91.6) OS85 a5 (7 96.8) (oot IS Sliusunllill Glaals 5 ¢pantl) zlad A oy JS0 W jlial
(4 44.7) OfSand 5l ga e flaall

&Y e plall sl e 7 13 o PCR a5 H. pylori g adSll s cisS HP, Jisabcad) IgG J (200/24) 7 12 (e Jeadll Galay) Uaa
gImMM .o 25 5l Lol (IS a5

el b alal) Al Liia 1apgs JS5 2 soal Colilimall R glie <Y ana i) 5 Aa soal) ) gonll 8 S shaalSU aingl) Jasll 5 5 £l )
Aok (H. pylori) LS sbs sl U dals iy ¢ (susky) s lall Ay 3lall 5ol (5 5aad) JUE) Ay s S8l s 005 of (Rl 0
LSl o3 Ui (pe, LgindlSa g daladl daall ol Lgay 5 53

s daand) ailals

:\.1}1;.“ Clalcaal) :\.A)u.a 3 )Lﬁﬂs\ 3 |gG GQImM ‘L.‘J‘)P SJSSD)SALA 4)451.1)19;.4\5

Meryem GUESSOUM- AIGOUN
ENSV Alger
m.guessoum@etud.ensv.dz



