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INTRODUCTION

Les campylobacters sont des bactéries largement distribuées dans le monde animal,
notamment chez les oiseaux. Malgré le peu de conséquences associées a la présence de
Campylobacter chez ’espéce aviaire, il en va autrement lorsque cette bactérie se retrouve

dans le tractus gastro-intestinal de 1’espéce humaine.

En effet, chez ’homme, Campylobacter est responsable d’infections sporadiques qui sont
souvent causées par I’ingestion ou la manipulation de viande de volaille contaminée par la
bactérie .Bien qu’habituellement auto-limitantes, ces infections peuvent aussi étre tres
séveres, et sont essentiellement représentées par 1’apparition de gastro-entérites de gravité
variable (NORMAND, 2005).

L’intérét porté aux bactéries du genre Campylobacter repose sur la fréquence élevée du
portage sain chez les animaux d’élevage ou sauvage (mammiféres et oiseaux) notamment la
volaille ainsi que le caractere fréquent des infections entériques chez I’homme dont elles
constituent une des étiologies. Par ailleurs, leur dispersion dans I’environnement au cours des
opérations d’abattage représente également un véritable danger (PACANOWSKI et al.,
2010 ;HENRY ,2011 ;LEBLANC,2008).

C’est dans ce contexte que nous avons décidé de contribuer par cette présente eétude a évaluer
la présence et la diversité des isolats de Campylobacter chez quelques carcasses de poulets de
chair.

Pour ce faire, notre travail a été réparti en 2 parties :

v’ La premieére partie est une synthese bibliographique comprenant une breve description
de I’abattoir avicole, les caractéristiques générales des souches de Campylobacter, leur

épidémiologie ainsi que leur importance en santé publique.

v La deuxiéme partie repose sur une étude expérimentale englobant le matériel et les
méthodes utilisés ainsi que les résultats obtenus qui sont interprétés et discutés. Enfin,
une conclusion générale mettant en évidence 1’importance de notre étude, et des
recommandations nécessaires a la diminution du taux de contamination des denrées

alimentaires par ces bactéries sont également rapportes.
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|. DEFINITION

L’abattoir désigne tout établissement, ou locaux y compris les installations destinées a
I’acheminement ou a la stabulation des animaux, utilisé pour I’abattage des animaux en vue
d’obtenir des denrées destinées a la consommation, et agrée par les services vetérinaires ou

toute autre autorité compétente a cet effet (OIE, 2011).

L’abattage des volailles, quant a lui, désigne tout opération permettant d’obtenir des
carcasses, des abats (cceur, foie, gésiers) et des cous pouvant étre commercialisés en 1’état ou

destinés a une transformation ultérieure (JOUVE, 1996).

I1. PROCEDES D’ABATTAGE

Les procédés d’abattage sont représentés par les points suivants :

I1.1. Réception
Les oiseaux sont transportés vers 1’abattoir dans des cages empilés sur des camions. A
I’arrivée, un temps de repos est recommandé avant de décharger les oiseaux. Toutes ces
manutentions doivent étre pratiquées en évitant autant que possible de stresser les oiseaux
(FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2010).

11.2. Accrochage
L’accrochage est réalis¢ manuellement. Les oiseaux sont accrochés par les pattes dans des

étriers en métal, la téte en bas (PEYRAT, 2008).

11.3. Etourdissement
Cette opération permet de rendre 1’animal inconscient, diminuant ainsi la douleur, la
souffrance, le stress et facilitant 1’opération de saignée par immobilisation des volailles
(FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2010).Elle est généralement pratiquée dans un bain d’eau
électrifié ou le courant électrique doit étre appliqué pendant au moins quatre secondes
(USDA, 2010).
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11.4.Saignée
La saignée est une méthode de mise a mort par section des principaux vaisseaux sanguins au
niveau de cou (FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2010).

I1.5. Echaudage
L'échaudage consiste a tremper I'animal dans I'eau chaude ; ce qui provoque la dilatation des
follicules plumeux et facilite ainsi la plumaison (TALL ,2003).
La température de cette eau varie en fonction de la destination ultérieure du produit (CISSE,
1996) :

v" 50 a52°C pour les carcasses destinées a étre commercialisées a I'état réfrigéré.

v' 58 a 60°C pour les carcasses destinées a étre commercialisés a I'état congelé.
L'origine de la contamination des eaux d'échaudage est multiple et est due notamment (TALL,
2003) :

v" Au mauvais nettoyage et désinfection des bacs d'‘échaudage ;

v" A la contamination du plumage des animaux ;

v' A la contamination par les fientes des animaux libérées lors du relachement

sphinctérien consécutif a la mort ;

v" A la contamination des pattes des animaux.

11.6. Plumaison
La plumaison représente un procédé permettant d'enlever les plumes de I'animal sans arracher
la peau (CISSE, 1996).La pression exercee par les doigts en caoutchouc venant frapper la
surface des carcasses de volailles permet une plumaison efficace de ces derniers (JOUVE,
1996).

A aucun moment le contenu intestinal ne doit souiller la carcasse ou les abats (CISSE, 1996)
car cette étape peut constituer une source de contamination dans les circonstances suivantes
(TALL, 2003) :

v Les doigts de la plumeuse entrainent un transfert de la contamination des plumes
gorgées d'eau d'échaudage chargée de microorganismes vers les follicules plumeux et
la surface de la peau.

v Les doigts de la plumeuse, lorsqu'ils sont mal nettoyés et mal désinfectés, peuvent

constituer une source supplémentaire de microorganismes
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v Le refroidissement progressif de la surface de la peau, du fait de l'arrosage de la
carcasse par l'eau de rincage des plumeuses entraine la fermeture des follicules

plumeux dilatés qui emprisonnent les bactéries.

11.7.Eviscération
L’éviscération consiste en 1’extraction des organes internes et en 1’¢limination de toutes les
parties non comestibles. Cette étape inclut notamment : la coupure des pattes au niveau de
I’articulation tarso-métatarsienne, la coupure de la téte, I’ouverture du cloaque et de
I’abdomen, I’extraction des viscéres, la collecte des abats comestibles et 1’¢limination des

entrailles non comestibles (FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2010).

Plusieurs facteurs peuvent étre incriminés dans la contamination des volailles lors de cette
étape (TALL ,2003) :

v L’éviscération automatique peut entrainer une rupture de l'intestin, notamment lorsque
les différentes machines sont mal réglées ;

v' La possibilité de contamination de la carcasse par l'intermédiaire des mains de
I'opérateur subsiste ;

v" De méme, lors d'une éviscération manuelle, les mains souillées de matiéres fécales sont

en contact avec la carcasse

11.8.Lavage final
Le lavage final doit intervenir le plutot possible, et ce, juste apres I'éviscération afin d'éliminer

les bactéries avant qu'elles ne soient trop fermement attachées a la peau (TALL ,2003).

11.9. Ressuage
Le ressuage est I’étape de refroidissement des carcasses. La température des carcasses doit

étre amenée a 4°C le plus rapidement possible (PEYRAT, 2008).

11.10.Conditionnement
Le conditionnement final du produit, sous film eétirable, sous vide ou en atmospheres
modifiées doit étre réalisé dans des conditions tres strictes (JOUVE, 1996).A ce stade, les
manipulations humaines et les contacts nombreux avec des surfaces souillées (bacs, chariots,

tables) peuvent étre a l'origine de contaminations croisées (TALL ,2003).
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|. GENERALITES

I.1.Historique

Une bactérie mobile ressemblant a un spirille ou un vibrion a été découverte en Angleterre en
1913 par Mac Fadyean et Stockman. Jugée responsable d’avortements épizootiques chez les
bovidés et les ovidés, cette bactérie fut désignée sous le nom de Vibrio fetus en 1919 par
Smith et Taylor (VERON, 1982).

D’autres bactéries voisines furent ensuite décrites comme étant soit des variétés de V.fetus,
soit des especes distinctes. Toutes ces bactéries avaient en commun d’une part leur
morphologie incurvée, et d’autre part leur difficulté habituelle a cultiver sur des géloses
exposées a ’air. De ce fait, elles ont été désignées a 1’époque sous le nom de « vibrions
microaérophiles », pour les distinguer des vibrions stricts comme Vibrio cholerae (VERON,
1982).

En 1963, Sebald et Veron proposérent de rassembler les vibrions microaérophiles dans un
nouveau genre désigné Campylobacter (du grec : kampylos : incurvé ; bacter : batonnet)avec
comme espece-type Campylobacter fetus (VERON,1982).

|.2. Taxonomie

Les Campylobacter appartiennent a la famille des Campylobacteraceae. Cette famille

comprend deux genres : Campylobacter avec 18 espéces et Arcobacter avec 4 espeéces.

Certaines especes de Campylobacter poussent a 42°C, d’autres a 25°C et la plupart poussent &
37°C. Par ailleurs, beaucoup d’espéces de Campylobacter sont commensales du tube digestif
des animaux, notamment des oiseaux. Il est a noter que les especes thermophiles représentées
par C.jejuni, C.coli, C.ari et C.upsaliensis sont entéropathogenes pour 1’homme
(FAUCHERE et AVRIL, 2002).

L’arbre phylogénique des Campylobacter appartient a (PRESCOTT et al., 2003) :

v" Domaine des Eubacteria
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v Phylum des Proteobacteria
Classe des Epsilon-Proteobacteria
Ordre des Campylobacterales
Famille des Campylobacteraceae
Genre des Campylobacter

D N N N NN

Toutes les espéces du genre Campylobacter

La figure 01 schématise I’ordre des Campylobacterales.

Figure 01 : Représentation schématique de I’ordre des Campylobacterales
(DROMIGNY, 2007).
I.BACTERIOLOGIE

11.1.Caracteres morphologiques
11.1.1. Etude microscopique

Les souches appartenant au genre Campylobacter sont constituées de bacilles a gram négatif
non sporulés de 0.2 & 0.5 um de diamétre sur 0.5 & 5 um de longueur (DROMIGNY, 2007).

Les especes du genre Campylobacter sont des bactéries a coloration de Gram négative ayant
une morphologie spiralée (figures 02 et 03) ou incurvée pouvant évoluer vers une forme
coccoide (figures 02) considérée, le plus souvent, comme une forme de dégénérescence. La
présence d’un ou deux flagelle(s) polaire(s) confere a la bactérie une mobilité importante et
caracteristique (ANSES (ex-AFSSA), 2006).L’examen microscopique du prélévement a 1’état
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frais, lorsqu’il est possible peut permettre d’orienter le diagnostic grace a I’observation d’une

mobilité en vol de moucheron (PACANOWSKI, 2010).

Figure 02: C.jejuni en  microscopie Figure 03: C. jejuni en microscopie
électronique a balayage. Forme vibrioide (a) électronique Grossissement (x 10000)
et forme coccoide (b). Grossissement (x10000) (POLY, 2005).

(DROMIGNY, 1990).

11.1.2. Etude macroscopique
Les cellules bactériennes au sein d’une colonie présentent une hétérogénéité d’ages et d’états
physiologiques. Les formes spiralées sont majoritaires a la périphérie et les cellules coccoides
sont plut6t au centre de la colonie. Cette observation suggere que les formes spiralées sont des
bactéries en activité alors que les formes coccoides sont des formes de vieillissement (NG et
al., 1985).

I11.2.Caracteres culturaux

Les bactéries du genre Campylobacter sont caractérisées par une grande exigence concernant
les conditions de culture (PRESCOTT et al., 2003 ; FEDERIGHI et al., 2005):
v Il n'est pas, en effet, possible d'assurer

leur croissance en présence d‘air ainsi que sur des milieux ordinaires.
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v Toutes les especes du genre Campylobacter peuvent se développer a 37°C car ce sont

des germes mésophiles. Toutefois, les espéces d’intérét en bactériologie alimentaire
sont dites thermotolérantes étant donné que leur température optimale de culture est
de 42°C.

v Elles cultivent en présence d’une atmosphére appauvrie en oxygéene et enrichie en
CO2. L’un des mélanges gazeux le plus souvent utilis¢ dans la culture des
campylobacters comprend 5 % d’O3, 10 % de CO> et 85 % de No.

v' La durée optimale d’incubation a 42°C est généralement de 24 heures (48h a 37°C).
Les principales caractéristiques de croissance de C. jejuni et C. coli sont regroupées dans le
tableau O1.

Tableau 01 : Caractéristiques de croissance des Campylobacter jejuni/coli
(ANSES, 2011).

Température 415°C
pH 6,5-7,5
Aw 0,997
Na ClI 0,5 %
02 3-5%
CO2 10 %

11.3. Caractéres biochimiques

Les principaux caractéres biochimiques des Campylobacter thermotolérants sont (LEBLANC,
2008) :
v’ Le caractere oxydase positive systématique ;
Le caractére uréase négative ;
Le caractere catalase positive pour C. coli, C. jejuni et C. lari ;
L absence de production d’indole ;
L’absence de métabolisme fermentatif des sucres ;

Une production de sulfure d’hydrogéne variable ;

AN N N N NN

Une réaction d’hydrolyse de I’hippurate variable (présente chez C. jejuni).
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. EPIDEIOLOGIE

1.1. Réservoirs

Le réservoir des campylobacters thermotolérants en particulier C.jejuni mais aussi C.coli est
constitué essentiellement par le tube digestif des oiseaux, incluant les volailles ou ils font
partie de la flore saprophyte (MEGRAUD et al., 2016).

A partir de ce principal réservoir, les campylobacters ont pu diffuser vers le tube digestif
d'autres animaux notamment les animaux d'élevage (bovins et ovins) et de compagnie (chiens
et chats). Tous ces animaux peuvent avoir un réle dans la transmission de campylobactéries a
I'nomme. Par ailleurs, ils contaminent également I'environnement ou la bactérie peut survivre,

spécialement en milieu aqueux, sans se multiplier (MEGRAUD, 2016).

1.2. Mode de transmission
1.2.1. Chez ’animal

La transmission verticale des campylobacters semble peu probable mais il existe de
nombreuses voies horizontales d’infection des élevages de volailles par Campylobacter
comme la litiére souillée, les rongeurs, les insectes, les oiseaux et les animaux domestiques.
De plus, les matiéres fécales de ces animaux sont une source importante de transmission de
Campylobacter, et crée donc un risque supplémentaire pour la contamination des carcasses
(HENRY, 2011).

1.2.2. Chez ’homme
1.2.2.1. Transmission directe

La transmission directe, de personne a personne ou entre 1’animal infecté ou les carcasses
contaminées et I’homme a été également décrite, mais demeure rare. Elle pourrait se produire
plus fréquemment pour certaines populations exposées (éleveurs, Vvétérinaires, ouvriers
d’abattoir, etc.) (ANSES ,2011).
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1.2.2.2. Transmission indirecte

La transmission indirecte représente la principale voie de transmission de Campylobacter a

I’homme. Elle s’effectue via I’ingestion d’aliments contaminés (ANSES ,2011).

D’apres LEBLANC (2008), les principaux aliments incriminés sont :

v" Les produits d’origine aviaire ;

v' Lelaitcru;

v’ Les viandes et abats rouges de boucherie ;

v’ Les aliments contaminés indirectement (Iégumes, etc.).
C’est la consommation de ces denrées crues insuffisamment chauffées ou insuffisamment
cuites qui est a I’origine de la maladie (FEDERIGHI 2005).

1.3. Contamination des aliments

Du fait de I’existence de réservoirs animaux « naturels », les Campylobacter peuvent étre a
Iorigine de la contamination de nombreuses catégories de denrées alimentaires
(AFSSA, 2006).

Il existe deux modes de contaminations : la contamination primaire et la contamination
secondaire.

1.3.1. Contamination primaire

La contamination primaire concerne (LEBLANC, 2008) :

v Viandes et abats rouges de boucherie (bovins et petits ruminants) : contamination
a I’abattoir lors de 1’éviscération a partir du tube digestif ou lors du transport.

v Produits d’origine aviaire (viande) : le transport en provoquant une augmentation de
I’excrétion, la plumaison en entrainant une augmentation de 1’émission de matieres
fécales sont €¢galement a 1’origine de contaminations.

v' Lait : contamination a partir des matiéres fécales lors de la traite ou plus rarement a la
suite de mammites a Campylobacter.

v" Eau de consommation : contamination de 1’eau par des effluents d’élevages, par des

gaux usées.
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Les différents modes de contamination des aliments par Campylobacter sont illustrés par la
figure 04.

Figure 04 : Différents modes de contamination des aliments par Campylobacter
(DROMIGNY, 2007).

1.3.2. Contamination secondaire (contamination croisée)

On parlera de contamination croisée quand un aliment infesté contamine un aliment sain qui
sera quant a lui responsable de la transmission de la bactérie a I’homme. Cette contamination
peut soit s’effectuer par un contact direct entre les 2 aliments, soit le plus souvent par
I’intermédiaire d’un élément relais tel que : le couteau de cuisine, la planche de découpage ou

plus simplement par les mains du cuisinier (BROWN et al., 1988).
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La figure 05 représente les mécanismes generaux des contaminations croisées par

Campylobacter.

Figure 05 : Contamination croisée des aliments par Campylobacter
(DROMIGNY, 2007).

Il. CAMPYLOBACTERIOSE CHEZ L'HOMME

11.1.Pathogénie
11.1.1. Dose minimale infectieuse

La dose infectieuse est trés variable. Cette variabilité est attribuée a 3 facteurs principaux :
I’hote, la souche et le vecteur (FEDERIGHI, 2005).

De fagon générale, la dose infectieuse de C. jejuni est faible. Lors d’infections expérimentales
chez des volontaires humains, une dose aussi faible que 500 microorganismes a suffi pour
provoquer I’infection (SKIRROW et BLASER, 2000).

12
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11.1.2. Colonisation

La colonisation s’effectue selon un schéma type : adhésion a la surface ; pénétration et
traversée du mucus ; association aux cellules épithéliales intestinales (FEDERIGHI et al.,
2005).

Elle est facilitée par (FEDERIGHI et al., 2005):
v Des conditions optimales de développement retrouvées dans I’intestin:
- Température élevée (37° a 39°C) ;
- Microaérophilie.
v' Des facteurs intrinséques qui leur procurent un avantage sélectif sur la flore
commensale :
- Résistance aux sels biliaires ;
- Morphologie et sa grande mobilité ;

- Chimiotactisme positif pour le mucus.

11.1.3. Adhérence

Une fois ingéré par I’humain, Campylobacter traverse le tube digestif, traversant 1’estomac,
afin de coloniser 1’1léon et le cOlon ou il interfére avec les fonctions normales de ’intestin

(HU et KOPECKO, 2000).

L’habileté des bactéries pathogénes a se lier aux cellules non phagocytaires, comme les
cellules épithéliales de I’intestin, est un important facteur de virulence. L’adhérence empéche
les bactéries d’étre évacuées par les forces mécaniques de I’hdte telles que le péristaltisme et
la circulation des fluides. De plus, I’adhérence est un pré-requis pour pénétrer dans les
cellules et échapper au systeme immunitaire. Chez Campylobacter, 1’attachement aux cellules
serait assuré par des adhésines comme les protéines de la membrane externe, les flagelles et
les lipopolysaccharide (KONKEL et al., 1997).

13
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11.1.4. Pénétration de Campylobacter dans les cellules intestinales
11.1.4.1. Invasion

C. jejuni peut transloquer soit au travers des cellules epithéliales par endocytose (voie
transcellulaire), soit en migrant entre les cellules (voie paracellulaire) (KONKEL et al., 1992).
Une réorganisation du cytosquelette des cellules intestinales en réponse, vraisesmblablement, a
un signal des C. jejuni adhérents a été mise en évidence (FEDERIGHI, 2005).

11.1.4.2. Production des toxines

Il est admis que deux catégories de toxine sont produites par Campylobacter (FEDERIGHI,
2005):

v’ La CDT (Cytolethal Distensing Toxine) produit, in vitro, une distension des cultures
de différentes lignées de cellules intestinales. Cette toxine contribue a I’apoptose et
son réle dans la virulence in vivo, reste a évaluer précisément.

v Les « non CDT » la littérature scientifique regorge de descriptions de toxines diverses
produites par certaines souches de C. jejuni.

Les différentes étapes de la pathogénie sont résumées dans le schéma suivant (figure 06) :

Intestin

Environnement e Mucus Epithélium
C. jejuni Invasioll
| ¥ “\\/\Adhésion
Forme @ / VV
Viable Non ?
Cultivable [\\'/'\I
Absorptipn d’une V‘-’
dose infgctieuse V
Production
MoHtilite de toxines
Chimiotactisme

Colonisation

Figure 06 : Etapes de la pathogénie de C. jejuni (SNELLING et al., 2005).
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11.2. Signes cliniques

v' Les campylobacters sont la cause principale de maladies intestinales humaines
d’origine bactérienne dans beaucoup de pays industrialisés. Plus de 80 % des cas sont
causeés par C. jejuni (OIE, 2005).

v Les infections a Campylobacter provoquent, chez I’homme, des gastro-entérites aigués
qui durent, dans la majorité des cas (80%), jusqu'a une semaine (GALLAY et al.,
2005). La symptomatologie de lentérite a Campylobacter est extrémement
polymorphe (FAUCHERE et al., 1991). Le symptome le plus fréquent est une
diarrhée, dans plus de 90% des cas. D’autres manifestations telles que fievre, douleurs
abdominales a type de crampes, diarrhées sanglantes et nausées sont communément
retrouvées. Les déces sont rares (létalité inférieure a 0,1%) et surviennent surtout chez
les enfants, les personnes agées et les patients ayant un terrain immunodéprime
(GALLAY et al., 2005).

v" C. coli, C. lari et C. upsaliensis causent les mémes signes cliniques que C. jejuni, mais
on les rencontre beaucoup plus rarement dans les cas humains (CYPIERRE et al.,
2014).

v' Les complications liées a la campylobacteriose sont beaucoup plus rares et peuvent
affecter différents organes. Elles incluent la cholécystite, la pancréatite, la cystite et
I’avortement septique (BLASER, 1997).

v Le syndrome post infectieux le plus important a considérer est le syndrome de
Guillain-Barrée (MEGRAUD et al., 2016) qui se manifeste par une paralysie
temporaire du systéme nerveux périphérique. Ce syndrome est réputé comme trés
sévere, avec une mortalité pouvant atteindre 2 a 3 % des cas, et des séquelles

neurologiques majeures pour 15 a 22 % des cas (ANSES, 2011).

v Les symptdmes sont spontanément résolutifs en une semaine alors que la bactérie peut

persister dans les selles plusieurs semaines (MEGRAUD et al., 2016).
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I11. CAMPYLOBACTERIOSE CHEZ LA VOLAILLE

111.1.Dose infectante chez le poulet

D’apres la littérature, la dose nécessaire pour contaminer un poulet est tres faible (environ 40
UFC : Unité Formant Colonie) (NEWELL et FEARNLEY, 2003).

111.2. Colonisation du tube digestif

La dose nécessaire et la vitesse de colonisation dépendent a la fois de :
v La souche de Campylobacter ;

v’ Larace de poulet.

Une fois le tube digestif colonisé le contenu caecal peut atteindre 10° bactéries par gramme
expérimentalement. Dans les conditions naturelles, la colonisation est un peu plus faible, mais
le poulet excréte plus de 10° bactéries par gramme de fiente (NEWELL et FEARNLEY,
2003).

111.2.1.Infections induites par Campylobacter

Selon THOMAS (2009), I’élément essentiel a retenir concernant les campylobactérioses
animales est que Campylobacter est peu pathogeéne pour I’animal. Peu d’explications
subsistent quant au faible taux d’animaux infectés développant des signes cliniques. Pour
certains biologistes, méme si le portage intestinal des animaux semble courant, les infections
intestinales y sont rares qualifiant ainsi C. jejuni de bactérie apathogenique chez les volailles

(seuls les jeunes volailles développent une diarrhée passagére lors de la contamination).

Ce constat pourrait étre lié a plusieurs facteurs comme (THOMAS, 2009) :
v Le manque de virulence des souches chez 1’animal.
v’ Le développement d’une immunité protectrice chez I’animal.

v Le manque de récepteurs appropriés chez I’animal.
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111.2.1.1.Infections intestinales

Rappelons que Campylobacter est avant tout un germe localisé majoritairement au niveau de
la muqueuse intestinale. Il n’en résulte pas moins que pour la trés grande majorité des cas,

Campylobacter est asymptomatique chez I’animal. On notera tout de méme que
Campylobacter peut étre responsable de troubles intestinaux chez de nombreuses espéces
telles que la volaille. Dans la grande majorité des cas, on notera qu’il ne s’agit que de jeunes

animaux qui développeront des signes cliniques (THOMAS, 2009).

111.2.1.2.Infections hépatiques

Méme si Campylobacter est une bactérie & localisation quasi entierement intestinale, on peut
la retrouver présente au niveau du foie et de la bile. La localisation et I’apparition de 1ésions

hépatiques dépend trés largement du statut immunitaire de 1’hote (THOMAS, 2009).
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I. OBJECTIFS

Notre étude a pour objectifs de :

v Déterminer la prévalence des Campylobacter thermotolérants des carcasses de poulets
de chair prélevés apres 1’étape de I’éviscération dans un abattoir situé dans la
commune d’EL-HAMIZ ;

v/ Réaliser une caractérisation phénotypique des souches isolées a 1’aide de galeries

classiques et de galeries API.

I1. MATERIEL ET METHODES
1.1. Matériel

1.1.1.Présentation de I’abattoir

Nos prélevements ont été récoltés au niveau d’un abattoir avicole de poulets de chair dont la
capacité d’abattage est de 900 sujets/heure. Cet abattoir nommé AKFA volaille, se situe a El
HAMIZ, commune de BORDJ EL KIFFAN, wilaya d’ Alger.

En plus de la chambre froide, cet abattoir comprend 4 salles supplémentaires :
v Une salle de réception, d’accrochage et de saignée ;
v"Une salle d’échaudage et de plumaison ;
v Une salle d’éviscération et de finition;
v

Une salle de pesée et d’emballage ;

1.1.2. Echantillonnage

45 prélevements de peau de cou issus de 3 lots de poulets de chair ont été récoltes juste apres
I’éviscération au niveau d’un abattoir avicole situé a Bordj El Kiffan, et ce, entre le mois
d’Avril et le mois de Mai 2017.

Les tableaux 02 et 03 ainsi que la figure 07 regroupent les informations relatives a

I’échantillonnage.
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Tableau 02 : Caractéristiques des lots abattus.

Visite n°01 :

Rouiba

Visite n°03 :
03 ) 500 50 02
Bejaila

Tableau 03 : Réalisation de I’échantillonnage (DGAL, 2009).

. ~10g de peau de 5 échantillons de 3 peaux de
15 préléevements

I

03 15 prélévements

cou/ poulet cou chacun

~10g de peau de 5 échantillons de 3 peaux de

cou/ poulet cou chacun

g : gramme ; ~ :environ

Figure 07 : Echantillons de peau de cou par lot (photo personnelle).
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1.1.3. Matériel de laboratoire

Le matériel de laboratoire utilisé afin de réaliser cette étude est noté dans le tableau 04.

Tableau 04 : Matériel de laboratoire utilisé.

Matériel de préelevements

Matériel d’analyses

Gants stériles
Pinces ciseaux et bistouris stériles
Sachets de prélévement stériles

Glaciere

<\

NSERN

SN N N N N S NN

Balance électronique de précision
Vortex

Deux étuves réglées a deux
températures différentes : 37°C et
42°C

Autoclave

Plaque chauffante
Homogénéisateur de type
stomacher

Bec bunsen

Microscope optique

Flacons et fioles

Micropipette, poires et portoirs
Ecouvillons stériles

Boites de pétri stériles

Sacs de types stomacher stériles
Tubes stériles

Sachets de microaérophilie

1.1.4. Milieux et réactifs utilisés

Les milieux et les réactifs employés sont mentionnés dans le tableau 05.
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Tableau 05 :Milieux et réactifs utilisés.

Milieux de culture

Réactifs et solution :

v' Gélose mCCDA. v Suppléments Bolton et mCCDA.
v Gélose Columbia. v Réactif pour larecherche de
v Gélose Mueller Hinton. I’oxydase.
v' Gélose TSI. v Solution de ninhydrine.
v Bouillon Bolton. v’ Réactif d’extraction A et B.
v Bouillon BHIB. v Disques antibiotiques : acide
nalidixique et céfalotine.
v" Kit pour coloration de Gram.
v’ Réactif du nitrate réductase.
v' Sang frais.
v Eau physiologique a 0,9 %, peroxyde
d’hydrogéne a 3% et eau distillée.
v' Ethanol et alcool chirurgical.
v" Huile a immersion et huile de
vaseline.
1.2. Méthodes

Apres reception des échantillons a I’intérieur d’une glaciére dans un délai n’excédant pas une

heure, toutes les analyses microbiologiques des échantillons testés se sont déroulées au niveau

du laboratoire d’hygiéne alimentaire de I’Ecole Nationale Supérieure Vétérinaire d’El- Alia

(ENSV) entre le mois d’avril et le mois de mai 2017.

1.2.1. Méthodes d’analyses bactériologiques

Afin de rechercher les Campylobacter thermotolérants, nous avons appliqué la norme de
I’OIE (OIE, 2005) ainsi que la norme 1SO 10272-1 (2006) (ISO, 2006) relatives a la recherche
et a l’identification des Campylobacter thermotolérants. Cette méthode bactériologique

comporte les quatre étapes suivantes:
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v' Préparation de 1’échantillon ;
v" Enrichissement ;
v" lIsolement ;

v"Identification biochimique.

1.2.1.1. Préparation des échantillons

1.2.1.1.1. Pesée

10 g de chaque échantillon de peau de cou sont pesés a I’aide d’une balance de précision puis

introduits stérilement dans un sachet stérile de type stomacher(figure 08).

Figure 08 : Pesée des prélevements (photos personnelles).

1.2.1.1.2. Homogénéisation
Dans chaque sac stomacher, 90ml de bouillon Bolton sont rajoutés. Puis, I’échantillon est

homogénéisé dans un homogénéisateur de type stomacher. Par la suite, le contenu du sac

stomacher est déversé dans un pot de prélévement stérile hermétiquement fermé (figure 09).
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Figure 09 : Homogénéisation des prélévements (photos personnelles).

1.2.1.2.Enrichissement

Tous les pots stériles, hermétiquement fermés, contenant la peau de cou ainsi que le bouillon

sont incubés & 42°C pendant 24 heures en aérobiose (figure 10).

Figure 10 : Enrichissement des prélevements (photos personnelles).

1.2.1.3. Isolement

Chaque suspension bactérienne est ensemencée, par épuisement, sur la surface d’une gélose
mCCDA (Modified charcoal-cefoperazone-deoxycholate ou bien gélose modifiée a la
céfopérazone, au charbon et au désoxycholate). Les géloses sont, par la suite, incubés a 42°C

pendant 48 heures en microaérophilie (figure 11).
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Figure 11 : Isolement sur gélose mMCCDA (photos personnelles).

Les colonies caractéristiques de Campylobacter sur gélose mMCCDA sont grisatres, plates et

humides avec une tendance a 1’étalement, elles peuvent, toutefois, avoir un reflet métallique

(figure 12).

Apres isolement des Campylobacter, une colonie caractéristique par gélose est prélevée puis
purifiée sur gélose Columbia au sang. Apres repiquage, les milieux de culture sont incubés a

42°C pendant 24 heures en microaérophilie (figure 13).

N 4

Figure 12 : Aspect des colonies sur gélose Figure 13 : purification des colonies

MCCDA (photo personnelle). Suspectees sur gelose Columbia au sang
(Photo personnelle).
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1.2.1.4. Identification biochimique

a. ldentification des Campylobacter thermotolérants

a.l. Tests biochimiques classiques
Afin d’identifier les Campylobacter thermotolérants, il est nécessaire de réaliser :
- Une identification microscopique ;
- Une recherche de I’oxydase ;
- Une recherche de la fermentation des sucres sur milieu TSI (Triple Sugar Iron) ;
- Une détection de la croissance a 25 °C.

v’ ldentification microscopique
» Principe : L’examen microscopique permet de mettre en évidence la morphologie
typique des Campylobacter apres coloration de Gram (OIE, 2005).
» Mode opératoire : La coloration de Gram est réalisée conformément au mode

opératoire du kit Gram-Nicolle.

Une fois le frottis préparé et fixé sur une lame porte-objet, une coloration de Gram est réalisée
conformément au mode opératoire du kit Gram-Nicolle (figure 14) dont la procédure est la

suivante:

e Coloration au violet de gentiane phéniqué pendant 1 a 5 minutes ;

e Ringage a I’eau ;

e Rincage avec un jet de liquide de lugol pendant 30 secondes a 1 minute ;

e Ringage a I’eau ;

e Décoloration a I’alcool / acétone puis ringage a 1’eau ;

e Coloration avec la solution de fuchsine pendant 1 minute ;

e Rincage final a I’eau, séchage puis observation au microscope, a 1’objectif x 100 a
immersion.

» Lecture : La lecture est effectuée comme suit (figure 15) :

Coloration rose de la paroi + bacilles incurves —— Campylobacter spp.

Autres morphologies — Autres bactéries
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Figure 15 : Aspect microscopique de Campylobacter (photo personnelle).

v" Recherche de I’oxydase
» Principe : La présence de 1’oxydase est mise en évidence par le biais de la détection de

I’indophénol issu de 1’oxydation de certains dérivés phényle-diamine par cette enzyme
(OMS, 2003).

26



CHAPITRE | MATERIEL ET METHODES PARTIE EXPERIMENTALE

» Mode opératoire : A partir d’une culture pure, prélever une colonie bactérienne bien
isolée, puis la placer sur la partie réactionnelle de la bandelette et la frotter avec I’anse
d’incubation.

> Lecture : Le résultat est lu comparativement a I’échelle colorée et doit se manifester

dans les 20 a 30 secondes qui suivent I’application de la colonie(Merck, 2017) (figure

16) :
Couleur violette ou bleu-violette —_— Oxydase +
Couleur jaune _— Oxydase —

Figure 16 : Test positif a la recherche de I’oxydase (photo personnelle).

v" Recherche de la fermentation des sucres

» Principe : La recherche de la fermentation des sucres s’effectue sur de la gélose au
citrate de fer et aux trois sucres communément appelée gélose TSI (Triple Sugar Iron).
Cette derniere nous renseigne sur 1’aptitude de production du sulfure d’hydrogene
(H2S) et d’utilisation des sucres comme source de carbone avec ou sans production de
gaz par la bactérie (OIE, 2005).

> Mode opératoire : Chaque colonie présumée est prélevée a 1’aide d’une pipette Pasteur
boutonnée puis ensemencée en réalisant des stries longitudinales sur la pente, suivies

d’une piqtire centrale et profonde dans le culot du milieu.
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» Lecture : Aprés incubation du milieu TSI a 42°C durant 48 heures en atmosphere

micro aérophile, la lecture est établie comme suit (OIE, 2005) :

Culot :
Couleur jaune — > Glucose +
Couleur rouge ou inchangé —— > Glucose -

Présence de bulles ou de fissures ———» Gaz +

Absence de bulles ou de fissures ——» Gaz -

Pente :
Couleur jaune . Lactose et / ou saccharose +
Couleur rouge ou inchangée e Lactose et / ou saccharose —

v' Détection de la croissance a 25°C
» Principe : Ce test permet de confirmer le caractere thermotolérant des Campylobacter
(OIE, 2005).
» Mode opératoire : Une colonie présumée par culture pure est repiquée sur de la gélose
Columbia au sang puis incubée a 25°C pendant 48 heures en microaérophilie.
» Lecture : Apres incubation, les boites sont examinées dans le but de voir s’il y a
prolifération ou pas de la souche a tester (OIE, 2005).
Les tests de confirmation de la présence de campylobacters thermotolérants ainsi que leur

interprétation sont mentionnés dans le tableau 06.

Tableau 06:Principales caractéristiques des Campylobacter thermotolérants

(OIE, 2005).

Caractéristiques Campylobacter thermotolérants
Morphologie Petits bacilles incurvés
Mobilité Caractéristique (forte mobilité en vrille)
Oxydase T

Glucose -

Lactose -

Saccharose -

Gaz -

Culture a 25°C -
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a.2. Test immunologique d’agglutination

> Principe : Le test d’agglutination au latex Campylobacter Dry spot consiste en des
particules de latex bleu sensibilisées par des anticorps de lapin dirigés contre des
antigénes de surface sélectionnés de Campylobacter (OXOID, 2017).

» Mode opératoire : le mode opératoire est décrit dans les points suivants (OXOID,
2017) :

- Déposer une goutte de réactif d’extraction A dans un tube ;

- Prélever des colonies suspectes, puis les mettre en suspension dans la goutte de réactif
A

- Ajouter 2 gouttes de réactif d’extraction B ;

- A l’aide d’une pastette, déposer 1 goutte (50 ul) de I’extrait neutralisé sur le cercle test
et 1 goutte sur le cercle de controle ;

-  Meélanger I’extrait et le réactif de controle déshydraté jusqu’a compléte
homogénéisation ;

> Imprimer a la carte un mouvement de rotation pendant 3 minutes.

> Lecture : Lorsqu’un extrait de Campylobacter est mélangé avec le réactif test, il
apparait une agglutination due a une réaction entre le latex sensibilisé par les anticorps

et les antigenes de Campylobacter. Si I’extrait ne contient pas les antigénes de

Campylobacter, aucune agglutination n’apparait et le résultat est négatif (OXOID,
2017)(figure 17).

Figure 17 : Test d’agglutination positif (photo personnelle).
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b. Identification de I’espéce

b.1. Galerie biochimique classique

L’identification biochimique des espéces de Campylobacter a I’aide d’une galerie classique

s’est déroulée moyennant les tests suivants :

- Recherche de la production d’H>S sur milieu TSI ;
- Recherche de la catalase ;

- Recherche de la sensibilité a I’acide nalidixique et a la céfalotine.

v" Recherche de la production d’H2S

» Mode opératoire : La recherche de la production d’HzS s’effectue sur le milieu TSI en

méme temps que la recherche de la fermentation des sucres précédemment décrite.

» Lecture : La lecture concerne uniquement le culot:
Couleur noire > H.S +
Couleur inchangée _— H.S -
(1SO 10272, 1995)

v" Recherche de la catalase

» Principe : La catalase est produite par la plupart des Campylobacter. C’est une enzyme
qui scinde I’H20z (peroxyde d’hydrogéne) en H20 (eau) et en O2 (OMS, 2003) :

Catalase
2 HO» > 2H.0 + O,

» Mode opératoire : La mise en évidence de la catalase est établie en déposant une
colonie suspecte a 1’aide d’une pipette Pasteur boutonnée stérile sur une lame porte-
objet propre contenant une goutte de peroxyde d’hydrogeéne a 3%.
» Lecture : Le résultat apparait dans les 30 secondes comme suit(ISO 10272, 1995) :
Effervescence —_ Catalase +

Non effervescence — Catalase -

30



CHAPITRE | MATERIEL ET METHODES PARTIE EXPERIMENTALE

v" Recherche de la sensibilité a I’acide nalidixique et a la céfalotine

» Principe : La recherche de la sensibilité a I’acide nalidixique et a la céfalotine permet
I’identification d’une espeéce de Campylobacter donnée (Véron et Fauchére, 1989).

» Mode opératoire : Afin de tester la sensibilité aux antibiotiques des souches isolées a
ces deux antibiotiques, nous avons employe la méthode de diffusion en milieu gélosé
(méthode des disques) (CA-SFM, 2013) :

- Tout d’abord, une suspension bactérienne est préparée dans de I’eau physiologique
stérilea 0,9% ;

- Ensuite, aprés une dilution au 1/10°™, un ensemencement par écouvillonnage est
réalisé sur la surface de la gélose Mueller Hinton additionnée de 5% de sang de
cheval ;

- Enfin, les disques d’antibiotiques a tester sont appliqués sur la gélose en veillant a ce
qu’ils soient espacés et bien en place. Les boites sont par la suite incubées a 37°C
pendant 24 heures en microaérophilie.

» Lecture :Le diamétre des zones d’inhibition des disques d’antibiotiques est mesuré au
moyen d’un pied a coulisse métallique placé sur les boites fermées :

Présence de croissance bactérienne —_— Bactéries résistantes
Absence de croissance bactérienne —_ Bactéries sensibles
(1SO 10272, 1995)
Une fois tous ces essais effectués, les résultats sont interprétés comme il est indiqué dans le
tableau 07.
Tableau 07 : Caractérisation phénotypique des Campylobacter thermotolérants
(1SO 10272, 1995).

Caractéristiques C. jejuni C. coli C. lari C. upsaliensis
H2S - (H)* - -
Catalase + + + - ou faible
Acide nalidixique S S* R S
Céfalotine R R R S
Hydrolyse de ’hippurate + - - -

(+)* : Traces de noircissement possibles ; S* : Selon I’OIE (2005), certaines souches de C.

jejuni et de C. coli sont résistantes a I’acide nalidixique.
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b.2. Galerie APl Campy

v Principe: La galerie API Campy permettant [’identification des espéces de

Campylobacter spp. est composée de deux entités comprenant chacune 10 tests

miniaturisés munis de substrats déshydratés; les 10 premiers tests (URE a PAL) sont des

tests enzymatiques et conventionnels alors que les 10 derniers tests (H.S a ERO)

représentent des tests d’assimilation ou d’inhibition. Il ne faut pas oublier le test de la

catalase qui constitue le 21°™ test d’identification.

v' Mode opératoire : Les étapes suivantes sont réalisées conformément a la notice du

fabricant (figure 18):

>

Préparation de I’inoculum : A partir d’une subculture, des colonies sont prélevées a
I’aide d’un écouvillon stérile puis transférées dans une ampoule d’API NaCl 0,85%
jusqu’a I’obtention d’une suspension bactérienne homogéne d’opacité égale a 6
McFarland.

Inoculation de la galerie : La premiere partie de la galerie ainsi que le test H.S de la
deuxiéme partie de la galerie sont inoculés a I’aide d’une pipette pasteur stérile a partir
de I’inoculum préparé. Puis, le reste de la suspension est transférée dans une ampoule
APl AUX Medium afin de compléter la deuxieme partie de la galerie (GLU a ERO).
Incubation de la galerie : Aprés avoir recouvert la cupule URE d’huile de paraffine, la
galerie APl Campy est incubée a 36°C + 2°C pendant 24 heures ; la premiere partie en
atmospheére aérobie et la deuxiéme partie en atmosphere microaérophilie.

Lecture : La lecture et I'interprétation des réactions sont répertoriées dans le tableau

08.
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Tableau 08 : Extrait du tableau de lecture de la galerie AP1 Campy.

] RESULTATS

TESTS REACTIONS -

NEGATIF POSITIF

PREMIERE PARTIE DE LA GALERIE
URE UREase jaune orange / rouge
NIT réduction des NITrates incolore rose / rouge
EST ESTérase incolore turquoise
bleu-pale

HIP HIPpurate incolore violet

gris-bleuté
GGT Gamma Glutamyl Transférase incolore orange-intense
TTC réduction du chlorure de triphényltétrazolium incolore rose / rouge ou

(TriphénylTétrazolium Chlorure) rose pale dépbt au fond de
la cupule
PyrA PyrrolidonylArylamidase incolore orange
ArgA L-Arginine Arylamidase incolore orange
AspA L-AspartateArylamidase incolore orange
PAL Phosphatase ALcaline incolore pourpre
DEUXIEME PARTIE DE LA GALERIE

H.S production d’H»S incolore noir
GLU assimilation (GLUcose) transparence trouble (méme
SUT assimilation (sodium SUccinaTe) tres faible)
NAL inhibition de croissance (acide NALidixique)
CFz inhibition de croissance (sodium CéFaZoline)
ACE assimilation (soduimACEtate) (absence de
PROP assimilation (PROPionate) croissance ou (croissance ou
MLT assimilation (MaLaTe) sensibilité) résistance)
CIT assimilation (trisodiumCITrate)
ERO inhibition de croissance (ERythrOmycine)
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Figure 18 : Galerie Api Campy (photos personnelles).
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CHAPITRE I RESULTATS PARTIE EXPERIMENTALE

|. DETECTION DES CAMPYLOBACTER THERMOTOLERANTS

I.1. Prévalence des Campylobacter spp.

1.1.1. Prévalence globale

Sur les 15 échantillons analysés, des colonies présomptives de Campylobacter spp.ont été
isolées dans 14 échantillons ; ce qui correspond a une prévalence de 93,33%. En revanche,

plus de la moitié des échantillons testés présentait des contaminants (8/15).
Notant que les contaminants représentent la présence de bactéries autres que Campylobacter
spp. Sur le milieu d’isolement mCCDA.

Les résultats concernant la prévalence globale des Campylobacter spp. sont notés dans le

tableau Q9 et la figure 19.

Tableau 09 : Prévalence globale des Campylobacter spp .

Lot Colonies présomptives Contaminants
N % N %
1 4 80,00 3 60,00
2 5 100,00 0 0,00
3 5 100,00 5 100,00
Total 14 93,33 8 53,33
93,33%
100,00% -
80,00% -
53,33% m Colonies présomptives
60,00% - Contaminants
40,00% -
20,00% -
0,00%

Figure 19:Prévalence globale des Campylobacter spp.
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1.1.2. Prévalence par lot

Les résultats obtenus pour chaque lot sont cités dans les points suivants:

v’ Lot n° 1: sur les 5 échantillons testés, 4 échantillons étaient positifs pour
Campylobacter spp. ; ce qui correspond a un taux de contamination de 80,00%.

v' Lot n° 2 et n° 3: tous les échantillons analysés étaient positifs pour Campylobacter
spp. ; ce qui représente un taux de contamination de 100,00%.

Nos résultats sont illustrés dans la figure20.

100,00%
200,00% -
180,00% -
160,00% - 60,00%
140,00% -
120,00% - 0,00%
100,00% -
80,00% -
60,00% - 1 1
40,00% -
20,00% -

0,00% : : .

m Contaminants
m Colonies présomptives

Figure 20: Prévalence des Campylobacter spp. par lot.

1.2. Prévalence des Campylobacter thermotolérants

Apres avoir confirmé les colonies présomptives de Campylobacter spp. a 1’aide de tests
biochimiques classiques et de tests immunologiques, nous avons constaté que toutes les
souches isolées a partir des 3 lots analyses (14/14) étaient des Campylobacter thermotolérants
(100%). Ainsi, les souches de Campylobacter thermotolérants ont été isolées dans 93,33%
(14/15) des échantillons analysés.

Les résultats obtenus sont résumés dans le tableaul0.
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Tableau 10 : Confirmation des souches de Campylobacter thermotolérants.

Lot Tests biochimiques Tests d’immuno-agglutination
N % N %
1 4 100,00 4 100,00
2 5 100,00 5 100,00
3 5 100,00 5 100,00
Total 14 100,00 14 100,00

Il. ETUDE PHENOTYPIQUE DES SOUCHES DE CAMPYLOBACTER
THERMOTOLERANTS ISOLEES

I1.1. Identification des Campylobacter thermotolérants a I’aide de galeries

classiques

Aprés avoir effectué les tests biochimiques, nous avons constaté que toutes les souches de
Campylobacter thermotolérants isolées a partir des prélevements réalisés pouvaient appartenir

aux 3 espéces suivantes : C.jejuni, C.coli ou C.lari.

La répartition des espéces de Campylobacter thermotolérants par lot est mentionnée dans le
tableau 11 et la figure21.
Tableaull : Prévalence des especes de Campylobacter thermotolérants

(C.jejuni /C.coli /C.lari) par lot.

Espéces(C.j/C.c/C.I)

Lot N %
1 4 100,00
2 5 100,00
3 5 100,00
Total 14 100,00

C.j : Campylobacter jejuni ;C.c : Campylobacter coli ;C.I : Campylobacter lari.
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100,00%  100,00%  100,00%
100,00% -
90,00% -
80,00% -
70,00% -
60,00% -
50,00% - mCj/C.c/C.I
40,00% -
30,00% -
20,00% -

10,00% -
/

0,00% . . .

Figure 21: Prévalence des espéces de Campylobacter thermotolérants

(C.jejuni /C.coli/ C.lari) par lot.

I1.2.1dentification des especes de Campylobacter spp. a I’aide de galeries

API Campy
11.2.1. Prévalence globale

L’étude phénotypique que nous avons réalisée a montré que 1’espece C.jejuni est I’espéce
dominante avec un taux d’isolement de 64,29% (9/14), suivie par ’espéce C.coli avec un taux

d’isolement de 35,71% (5/14). Enfin, aucune souche de C.lari n’a été isolée.

La prévalence globale des espéces de Campylobacter thermotolérants est notée dans le

tableaul?2 et la figure22.

Tableaul? : Prévalence globale des especes de Campylobacter thermotolérants.

Especes N %

C.jejuni 9 64,29
C.coli 5 35,71
C.lari 0 0,00
Total 14 100,00
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T 0.00%
35,71%
\ mCj/Cc/C.I
Cij
C.c
64,29% cl

~

Figure22: Prévalence globale des especes de Campylobacter thermotolérants.

11.2.2. Prévalence par lot

v' L’espéce C. jejuni a été isolée dans le deuxiéme et le troisieme lot avec une prévalence
de 80,00% (4/5) et de 100,00% (5/5) respectivement.

v L’espéce C. coli a été isolée dans le premier et le deuxieme lot avec une prévalence de
100,00% (4/4) et de 20,00% (1/5) respectivement.

Les résultats obtenus sont classés dans le tableaul3et la figure 23.

Tableau 13 : Prévalence des espéces de Campylobacter thermotolérants par lot.

Lot C.jejuni C.coli C.lari
N % N % N %
1 0 0,00 4 100,00 0 0,00
2 4 80,00 1 20,00 0 0,00
3 5 100,00 0 0,00 0 0,00
Total 9 64,29 5 35,71 0 0,00
100,00% 100,00%
100,00% -
80,00%
80,00% -
60,00% - "Cj
40,00% - Cc
0,00%
20,00% -
: 0,00%
0,00% . : .
1 2 3

Figure23 : Prévalence des espéces de Campylobacter thermotolérants par lot.
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CHAPITRE I DISCUSSION PARTIE EXPERIMENTALE

Dans ce présent chapitre, nous justifierons tout d’abord le choix des prélévements réalisés,
ensuite nous discuterons la prévalence des Campylobacter thermotolérants et des especes

identifiées dans les 3 lots abattus.

I. CHOIX DES PRELEVEMENTS

I.1. Espéce animale

Etant donné que Campylobacter a pour réservoir le tube digestif des animaux homéothermes,
notamment les animaux de production tels que les oiseaux domestiques (poulet, dinde, canard,
etc.) (CHEMALY, 2012), nous nous sommes intéressees a leur étude. Par ailleurs, que ce soit
dans le monde en général ou bien en Algérie, en particulier, divers travaux ont porté sur la
recherche des Campylobacter thermotolérants chez le poulet de chair ; ce qui nous a mené a

contribuer par ce modeste travail a enrichir les données disponibles.

Parmi les études réalisées en Algeérie, nous pouvons citer celle de BOUHAMED (2011) qui a
porté sur la détection des Campylobacter thermotolérants chez la dinde ou ce germe a été
détecté avec un taux élevé (71,00 %). D’autres travaux menés par MESSAD (2011), ont
révélé que la prévalence des Campylobacter chez le poulet de chair était de 80%. Enfin, en
France, REMIZE et al.,(2013) ont isolé des Campylobacter a partir de prélevements de
magrets de canard avec un faible taux (6,2%).

1.2. Partie prélevée

Selon KOTULA et al., (1999), afin de rechercher les Campylobacter thermotolérants, il serait
préférable d’effectuer les prélévements a partir de la peau de cou des carcasses car, d’une part,
c’est une technique plus rapide, plus pratique, moins onéreuse, n’interrompant pas la chaine
d’abattage comparée a d’autres techniques de prélévements, et d’autre part, la structure ainsi
que ’humidité de la peau sont considérées comme des facteurs favorables pour la croissance
des micro-organismes .En effet, selon CORRY et ATABAY(2001), les Campylobacters sont
tres sensibles & la dessiccation ; ainsi leur détection est plus facile et plus fréquente sur les
surfaces humides que sur les surfaces seches(PEYRAT, 2008).
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1.3. Etablissement et étape de prélévement

L’abattoir avicole constitue 1’'un des points critiques majeurs de I’hygieéne des viandes de
volailles. Lors des opérations d’abattage, des phénoménes d’inter-contamination se
produisent ; ce qui induit une prolifération des pathogénes sur des carcasses initialement
saines (INRA, 2007).La contamination de la carcasse intervient plus favorablement pendant le
plumage et 1’éviscération, par des matieres fécales qui fuient du cloaque et par la rupture des

caeca, causant une contamination massive en Campylobacter (MESSAQOUDI et al., 2013).

Il. PREVALENCE DES CAMPYLOBACTER THERMOTOLERANTS

Au cours de notre etude, une forte prévalence des Campylobacter spp. a été enregistrée
(93,33% ; n= 14/15). Par ailleurs, plus de la moitié des échantillons analysés (53,33% ; n=

8/15) présentaient des contaminants.

11.1. Contaminants

Selon T’ANSES (ex-AFSSA) (2003), plusieurs parametres influencent le taux de
contamination des prélévements par Campylobacter.
Parmi ces parametres, nous citons :

v L’enrichissement : 1l est recommandé pour améliorer la sensibilité de la culture des
microorganismes potentiellement stressés par I’environnement ou dans le cas de la
présence d’un faible nombre de micro-organismes. Tel est le cas pour la peau qui
nécessite, en géneéral, un enrichissement pour la culture d’un nombre généralement
faible de Campylobacter stressés.

v' Le choix du bouillon d’enrichissement : Le bouillon Bolton semble plus efficace
comme milieu d’enrichissement que d’autres milieux (THIBODEAU,2013).

v Le choix de la gélose : D’aprés une étude comparative des différents milieux de
culture, le milieu de culture le plus performant était la gélose mCCDA
(THIBODEAU,2013).

v' L’incubation : Aprés enrichissement sélectif, une subculture des échantillons est

réalisée sur milieux sélectifs solides. Les milieux peuvent étre incubés a 37°C ou a
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42°C, mais il est courant d’incuber a 42°C pour minimiser la croissance des
contaminants et favoriser sélectivement la croissance de C. jejuni et C. coli. De plus,

une durée d’incubation de 48 heures est recommandée pour le diagnostic de routine.

Malgré le respect de I’étape d’incubation et [’utilisation du bouillon Bolton pour
I’enrichissement ainsi que le milieu mCCDA pour I’isolement des Campylobacter qui sont
connus par leur grande sélectivité, nos échantillons étaient envahis par des contaminants, et ce
avec un taux tres éleve (53,33%).Cela peut étre di au fait que Campylobacter est un trés
mauvais compétiteur (THOMAS, 2009).

Par ailleurs, d’apres THIBODEAU (2013), le milicu Preston s’est avéré plus efficace que le
milieu Bolton lorsque le milieu mMCCDA était utilisé apres enrichissement. Le milieu mCCDA
est tres performant, mais il pourrait étre perfectionné. La variété de la morphologie des
colonies qui peuvent y étre observées, dont certaines sont identiques a des non-
Campylobacter, rend son utilisation sous-optimale puisqu’il devient quelque fois difficile de

différencier les vrais Campylobacter des autres bactéries pouvant contaminer le milieu.

Les milieux Bolton et mCCDA devraient étre améliorés ou remplacés par d’autres milieux de
culture plus performants. En effet, ’ajout de polymixine B au milieu mCCDA augmente la
sélectivité et le taux d’isolement de Campylobacter a partir d’échantillons de carcasses.
Concernant le bouillon Bolton, il peut étre additionné d’acide clavulanique potassique pour
empécher la croissance des E. coli résistant aux céphalosporines pouvant contaminer les
échantillons de volaille (THIBODEAU, 2013).

Enfin, il est a noter que parmi les trois lots analysés, un seul ne présentait aucun contaminant.
Ceci pourrait étre lié au fait que de bonnes procédures de nettoyage et de désinfection ont été
effectuées juste avant 1’abattage du lot ne présentant pas de contaminants, empéchant ainsi

leur prolifération.
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11.2. Prévalence globale des Campylobacter thermotolérants

Nos résultats sont fortement supérieurs a ceux rapportés en Algerie par LAIDOUCI et al.
(2013), qui ont noté une prévalence de 15,7 %et par MESSAD (2016) qui a enregistré une
prévalence de 66 %.La différence avec nos résultats pourrait étre due non seulement a la taille
de I’effectif, a la période de 1’étude et a 1’établissement visité, mais aussi aux milieux de
culture utilisés. En effet, dans notre étude, le milieu MCCDA a été employé. C’est un milieu a
base de charbon considéré comme plus rentable surtout pour les échantillons alimentaires ou

les Campylobacter sont stressés et en faible nombre.

Au Maroc, des résultats similaires aux notres ont été enregistrés par CHARRAT (2017) qui a
noté une prévalence de 97%.En Algérie, la prévalence rapportée par I’étude réalisée par
BOUSSALIA et AOUDIA (2017)sur des contenus caecaux semble avoir donné des résultats
identiques aux nétres (93,33%). Ce qui nous meéne a confirmer une fois de plus que le tube
digestif du poulet constitue la principale source de contamination des carcasses dans
I’abattoir. Comme le décrit DROMIGNY (2007), en plus de I’étape de 1’éviscération, les
doigts en caoutchouc des plumeuses, en particulier porteurs de Campylobacter, engendrent
une émission supplémentaire de féces du fait de la pression exercée sur les carcasses ; ce qui

apporte une contamination importante des carcasses.

Dans une autre étude réalisee en Algérie par BOURNANE et BOUTA (2017) le taux de
contamination des peaux de cou par les Campylobacter thermotolérants chez le poulet de
chair aprés ressuage était inférieur (86,67%) a celui enregistré lors de notre étude. Cette
différence peut étre due au fait que le refroidissement semble contribuer a la diminution de la
contamination des carcasses. En effet, lors que le refroidissement s'effectue par air pulsé, il
provoque un asséchement de la surface des carcasses, ainsi le nombre des Campylobacter se
trouve diminué ; consequence de la sensibilit¢ de ce micro-organisme a la dessiccation
(ANSES, 2003).

» Sources de contamination
La prévalence ¢levée que nous avons détectée pourrait s’expliquer par le fait que la
contamination des carcasses de poulets de chair peut avoir lieu lors des différentes étapes de

la chaine alimentaire : dans I’¢levage, durant le transport ou bien lors de 1’abattage :
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v/ Contamination dans les élevages

Selon I’ANSES (ex-AFSSA) (2003), plusieurs voies et sources de contamination dans les

élevages ont été décrites :

La contamination des poulets par transmission horizontale de campylobacters présents
dans I’environnement de 1’¢élevage semble étre la voie principale. Les autres animaux
présents dans la ferme (animaux de compagnie ou d’élevage) sont également des
sources possibles de Campylobacter. La transmission aux poulets se faisant alors par
I’intermédiaire des éleveurs eux-mémes (mains, bottes, vétements ...).

La manipulation d’autres volailles ou d’autres animaux est également un facteur de
risque supplémentaire.

La présence de plus de deux batiments dans une méme ferme est un facteur
d'augmentation des risques de contamination des volailles.

Il est fréquent que la contamination d’un lot soit due a la présence résiduelle d’isolats
de Campylobacter provenant de lots contaminés précédemment.

D’autres voies de contamination des €levages ont été rapportées : la transmission de la
bactérie d’un lot de poulet & un autre dans un batiment d’élevage pourrait se faire par
I’intermédiaire d’une vieille litiere ou de bactéries restées présentes dans le batiment

entredeux bandes.

Contamination lors du transport

D’aprés I’ANSES (ex-AFSSA) (2003), le transport et les méthodes de ramassage des volailles

pour le transport en cage vers [’abattoir induisent 1’augmentation de [’excrétion des

Campylobacter par les poulets. En effet, seslon NORMAND (2005), la proximité des poulets

dans les cages et le stress engendré par le ramassage a la ferme et par le transport lui-méme

constituent des facteurs de risque de contamination pendant le transport. La réutilisation des

cages servant au transport pour des lots successifs de méme qu’une mauvaise désinfection de

ces derniéres peuvent contribuer a la contamination des lots de poulet par Campylobacter.

v" Contamination lors de I’abattage

Selon NORMAND (2005), les carcasses positives engendrent la contamination de divers

équipements servant au processus d’abattage. Ces équipements de méme que le personnel de
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’abattoir sont une cause importante de la dissémination bactérienne a travers les différents
lots abattus dans un abattoir donne. Ceci est principalement d( au fait que ces équipements

sont en contact direct avec tous les oiseaux passant sur la chaine.

D’aprés NEWEIL et al. (2001), il existe des lots négatifs pour Campylobacter qui deviennent
la plupart du temps positifs a la fin du processus dans 1’abattoir (NORMAND,2005).Ceci
peut étre dd aux inter-contaminations. Les carcasses de lots danimaux exempts de
Campylobacter peuvent se contaminer lors de I'échaudage, par le matériel ou bien par la
rupture accidentelle des visceéres lors de 1’étape d’éviscération qui se traduit par la
dissémination des Campylobacter présents dans le tractus intestinal des poulets
(ANSES,2003).

I11.CARACTERISATION PHENTYPIQUE DES SOUCHES DE
CAMPYLOBACTER THERMOTOLERANTS

Les volailles sont trouvées porteuses majoritairement de C. jejuni (65 a 95 %), moins souvent
de C. coli et rarement d’autres especes (OIE,2005).Ces données corroborent celles de notre
étude ou les différentes espéces de Campylobacter thermotolérants étaient détectées comme
suit : C.jejuni était ’espece predominante avec un taux de 64,29% suivie par C.coli (35,71%).

Cependant aucune souche de C.lari n’a été isolée.

GOUALIE et al. (2010), lors d’une étude réalisée a ABIDJAN ont rapporté des taux
d’isolement presque identiques aux notres de I’ordre de 63,75% et 36,25% pour
Campylobacter jejuni et Campylobacter coli respectivement. Par ailleurs, aucune souche de

Campylobacter lari n’a été isolée.

Nos résultats sont aussi identiques a ceux enregistrés par CHARRAT (2017) qui a noté que
I’espéce C.jejuni était prédominante (61,25%) suivie par 1’espéce Campylobacter coli
(38,75%).Cependant, aucune espece de C.lari n’a été détectée. D’apres cette étude, la
contamination d’un lot avec les deux especes C. jejuni et C.coli est rare, et il y’a toujours une

prédominance d’une espéce au sein d’un méme lot.
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l. CONCLUSION

Cette étude a porté sur I’appréciation du niveau de contamination des lots de poulets de chair
par un pathogene alimentaire trés important en santé publique. Ces lots etaient prélevés juste
apres 1’étape de 1’éviscération dans un abattoir avicole situé a Alger dans le but de déterminer
la prévalence ainsi que la caractérisation phénotypique et la répartition des souches de

Campylobacter thermotolérants.

Nos résultats montrent que plus des deux tiers (93,33%) des lots analysés étaient positifs pour
Campylobacter. Ces forts taux de contamination peuvent avoir plusieurs origines telles que
I’auto-contamination lors d’un portage intestinal important et la mauvaise manipulation au
cours de D’éviscération qui conduit a la rupture ou a la perforation de I’intestin. Cette
contamination bactérienne occasionne, a son tour, 1’inter-contamination des carcasses le long

de la chaine d’abattage.

Par ailleurs, I’identification phénotypique des souches isolées a partir des prélévements nous
a permis de constater que le taux de C.jejuni (64,29%) était élevé par rapport a celui de C.coli
(35,71 %).Ces données corroborent celles de la littérature qui affirment que le poulet de chair
est considéré comme le principal réservoir de Campylobacter jejuni et dans une moindre

mesure de C. coli.

Enfin, si les campylobacters s’avérent étre peu pathogénes pour I’espece animale, il n’en n’est
pas de méme pour I’espéce humaine ou Campylobacter induit divers syndromes. Nos résultats
indiquent que le risque de toxi-infections a Campylobacter, en Algérie, est toujours présent
chez les consommateurs de la viande de volaille. Par conséquent, des mesures de controle

doivent étre instaurées, et ce de la fourche & la fourchette.
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RECOMMANDATIONS

Méme si ’abattoir constitue un point critique, une application adaptée des mesures d’hygiene

de I’élevage jusqu’au consommateur permettra de diminuer le taux de contamination des

produits alimentaires par Campylobacter.

I1.1. Elevage

Dans les élevages, il serait nécessaire de :

v

<

Respecter certaines pratiques d’hygiéne telles qu’un nettoyage et une désinfection
efficaces du batiment.

Changer la liti¢re et établir un vide sanitaire d’une durée adéquate.

Munir les personnes entrant dans le batiment de tenues propres.

Controler réguliérement la qualité microbiologique de I’cau ; potentiel vecteur de

contaminants.

11.2. Abattoir avicole

Dans les abattoirs avicoles, les points suivant devraient étre respectes :

AN N N N N N

Utilisation d’une température d’échaudage élevée.

Renouvellement de I’eau des bacs d’échaudage.

Lavage des carcasses dans les 15 sec qui suivent la plumaison.

Utilisation d’un débit et d’une pression d’eau de lavage adéquats.

Maintien de I’intégrité du tractus digestif au cours de 1’éviscération.

Lavage des mains des employés avant d’étre en contact avec la cavité abdominale.

Nettoyage et désinfection du matériel et des locaux.
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11.3. Cuisine du consommateur

Chez le consommateur, il serait préférable de :

A N N N N N U N N

<

Ne pas rompre la chaine du froid.

Placez les aliments au réfrigérateur au plus tard 2 heures apres leur préparation.
Séparer la viande des autres produits alimentaires.

Jeter le jus de la viande et I’eau de décongélation des produits congelés.

Laver les mains soigneusement aprés manipulation d’une viande crue.

Assurer une cuisson suffisante (>a 65°C a cceur) des viandes de volailles.

Manipuler ces viandes dans de bonnes conditions hygiéniques.

Utiliser plusieurs planches a découper pour les différents types d’aliments.
Sensibiliser les cuisiniers que ce soit dans le secteur de la restauration ou a la maison.
Nettoyer avec soin les planches a découper et les couteaux avant de les utiliser pour
découper d’autres denrées alimentaires.

Changer et laver les torchons apreés tout contact avec des ingrédients frais.

Changer les lavettes et les éponges aussi souvent que possible.
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ANNEXE 01 : COMPOSITION DES MILIEUX DE CULTURE

e Composition du milieu de base pour le bouillon Bolton (g/L d’eau)
Peptone 08 VIANGE. ...ttt
Hydrolysat de lactaloumine...... ...,
EXIrait de [BVUIE. .. ..o
Chlorure de SOIUM. ... e e e
Acide a-CEtOgIUtANIQUE. ... vt
Pyruvate de SOIUM. ... ..o e
Métabisulfite de SOUIUM....... ... e

Carbonate de SOUIUM . ..ottt

HEMIN . oo,

e Composition du milieu de base pour la gélose mMCCDA (g/L d’eau)
Bouillon NUEMtIf N2, ...
Charbon bactériologiqUEe. .........oovie i
Hydrolysat de CaSEINE ........oiriitie i e,
Désoxycholate de sodium ... ... ..o,
SUITALE TEITEUX . . ..o,

e Composition de la gélose Columbia (g/L d’eau)
PP ONE. .
AMIAON SOIUDIE. ....v e,
Chlorure de SOIUM. ... ..o e e e

N0 =T =T

e Composition de la gélose Mueller Hinton (g/L d’eau)
Infusion de viande.............ooiiiiii i
Hydrolysat 0 Cas€ine...........ouiuiiiriiitet e e e
AmIdon SOIUDIE. ... ...
N =T =T

23

8als8

17,5
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e Composition de la gélose au citrate de fer et aux trois sucres (g/L d’eau)

EXtrait de viande..... ... ..o 3
EXtrait de IeVUIe. .. ..o.oei i 3

o] 070 0 < 20
Chlorure de SOAIUML. .. ...uiti e 5

T (1] 10
SBCCNAIOSE. ..o 10
GIUCOSE. . ... 1
Citrate de fer (TI11). ..o e, 0,3
Thiosulfate de SOAIUIML. .. .. un ettt e e e 0,3
Rouge de phénol....... ..o 0,024
F N L o | S PSP 8als

e Composition du bouillon cceeur-cervelle (B.H.1.B) (g/L d’eau)

Infusion de cervelle de veau........ ..o 200
Infusion de cervelle de baeuf. ... ..o 250
Peptone de @élatine. .........c.oiuiiniiiiii i e 10
Chlorure de sodium..........c.ooiiiiiiii 5
Phosphate diSOdiqUe. .......c.oinuie i 2,5
GIUCOSE. ..o 2

e Composition des réactifs :

= Composition du supplément de Bolton :

CTOPEIABZONE. ... ettt 10 mg
VANCOMYCINE. .. ettt e e e e e 10 mg
TrIMEtNOPIIME. .o 10 mg
CyClONEXIMITE. ... .o 25 mg

=  Composition du supplément mCCDA :
(0] 0] o1 ¥2 15770 1 1T PP 16 mg

AMPNOTEIICING. ...t 5mg
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ANNEXES

ANNEXE 02 : PREPARATION DES MILIEUX DE CULTURE

Tous les milieux de base complets déshydratés sont dissous dans de 1’eau distillée conformément

a la notice du fabricant, puis stérilisés a I’autoclave réglé a 121°C pendant 15 minutes.

e Bouillon de Bolton :
- Apres stérilisation du milieu de base, 5% de sang de cheval lysé défibriné stérile ainsi que le
supplément de Bolton sont ajoutés ;

- Le bouillon de Preston modifié est réparti par la suite de facon stérile dans des flacons de 100

ml.
e Gélose Columbia au sang :
- Apreés stérilisation du milieu de base, 5% de sang de cheval défibriné stérile est additionné ;
- Le milieu complet est ensuite coulé dans des boites de Petri stériles de 90 mm de diametre
qu’on laisse refroidir et se solidifier sur paillasse avant de les sécher dans une étuve a 37°C.
e Gélose mCCDA :
- Le supplément mCCDA est joint a la gélose de base mCCDA ;
- Le milieu de culture gélosé est coulé dans des boites de Petri stériles qu’on laisse refroidir et se
solidifier sur paillasse avant de les sécher dans une étuve a 37°C.
e Gélose Mueller Hinton au sang :
- Apreés stérilisation du milieu de base, 5% de sang de cheval défibriné stérile est additionné ;

- Le milieu complet est ensuite coulé dans des boites de Petri stériles de 90 mm de diametre

qu’on laisse se solidifier sur paillasse avant de les sécher dans une étuve a 37°C.
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RESUME :

Campylobacter est I’agent pathogéne zoonotique responsable de la majorité des gastro-entérites
d’origine bactérienne chez I’homme. L’ingestion ou la manipulation de viande de volaille contaminée
par cette bactérie sont par ailleurs les plus importantsfacteurs de risque de cette infection.Les objectifs
de notre travail étaient représentés par la détermination de la prévalence des campylobacters
thermotolérants des carcasses de poulets de chair ainsi que la caractérisation phénotypique des souches
isolées.Pour ce faire, entre Avril et Mai 2017, 3 lots de poulets de chair provenant de 2 régions
différentes ont été échantillonnés dans un abattoir situé a Alger. Un total de 45 prélévements de peaux
de cou réparti en 15 échantillons ont été récoltés, et ce apres I’étape de I’éviscération.Une fois au
laboratoire, nous avons appliqué la norme ISO 10272-1(2006) relative & la recherche et a
I’identification des Campylobacter thermotolérants. Parmi les 15 échantillons analysés, 14 (93,33 %)
se sont avérés positifs pour les Campylobacter thermotolérants. Les especes identifiées, étaient
essentiellement C.jejuni (64,29%) et C.coli (35,71%).La présence élevée de C. jejuni, espéce la plus
impliquée dans les gastro-entérites d’origine bactérienne chez les pouletsindique un risquede
campylobactériose en Algérie.

Mots clé :Campylobacter thermotolérants, C.jejuni, C.coli, carcasses de poulet de chair, peau de cou,
abattoir.

ABSTRACT:

Campylobacter is the zoonotic pathogen responsible for the majority of bacterial gastroenteritis in
humans. The ingestion or handling of poultry meat contaminated with this bacterium is also the most
important risk factors for this infection. The objectives of our work were represented by the
determination of the prevalence of thermotolerant campylobacter of broiler carcasses as well as
phenotypic characterization of isolated strains. To do this, between April and May 2017, 3 lots of
broilers from 2 different regions were sampled in a slaughterhouse located in Algiers. A total of 45
samples of neck skin divided into 15 samples were collected after the evisceration stage. Once at the
laboratory, we applied the ISO 10272-1 (2006) standard for research and development. identification
of thermotolerant Campylobacter. Of the 15 samples tested, 14 (93.33%) were positive for
Campylobacter thermotolerants. The identified species were mainly C.jejuni (64.29%) and C.coli
(35.71%).The high occurrence of C. jejuni, the most implicated species in gastroenteritis of bacterial
origin in chickens a risk of campylobacteriosis in Algeria.

Key words: Campylobacter thermotolerants, C.jejuni, C.coli, broiler carcasses, neck skin,
slaughterhouse.
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