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INTRODUCTION

Souvent infectieuse et accidentelle, la toxi-infection d’origine alimentaire (TIA) est une
maladie contractée suite a l'ingestion de denrées alimentaires ou de boissons contaminées par

des agents pathogenes, qu’il s’agisse de bactéries, virus, parasites ou de prions.

80% des TIA seraient dues a des virus, 13% a des bactéries et 7% a des parasites, mais les
agents bactériens seraient responsables de 71,7% des mortalités. Les maladies bactériennes
gastro-intestinales sont & 80% d’origine alimentaire ; les deux principaux agents bactériens
incriminés dans les TIA (en termes de nombre de cas totaux et de nombre d’hospitalisations)
sont Salmonella et Campylobacter (MEAD et al., 1999).

Campylobacter a I’impact le plus important en terme de morbidité tandis que Salmonella
cause le plus de mortalités (ADAK et al., 2005).

Selon certains auteurs, les Campylobacter thermotolérants sont considérés comme étant la
principale cause bactérienne de gastroentérites dans le monde avec une incidence croissante
dans les pays développés et en en voie de développement (BURUCOA, 2007 ; SAHIN et al.,
2015). La campylobactériose survient suite a un schéma original de pré-adhésion;
colonisation ; adhésion et invasion du tube digestif du consommateur, dont le mécanisme
exact reste a élucider (ANSES, 2011).

Campylobacter est une bactérie susceptible de causer la campylobactériose chez 1’homme,
avec environ 200 000 cas humains par an. Le co(t de la campylobactériose pour les systéemes
de santé publique et en termes de perte de productivité dans I’'UE est estimé par ’EFSA a
environ 2,4 milliards d’euros par an (EFSA, 2014).

Depuis le début des années 2000, I’incidence annuelle pour 100 000 habitants des
campylobactérioses humaines dans 1’Union européenne est régulierement supérieure a 40 cas
(ANSES, 2011).

En 2004, 183961 cas de campylobactérioses humaines ont été confirmés dans 1’Union
Européenne, soit une incidence de 47,6 cas pour 100 000 habitants (COLIN, 2006).

De par leur caractére ubiquiste et I’importance de leur portage par les animaux sauvages,
familiers et de rente, les Campylobacter persistent dans divers biotopes, et contaminent ainsi
les denrées alimentaires (FEDERIGHI, 2005).
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En Suisse, ou les cas de campylobactériose sont relativement contrélés, les laboratoires
attestent chaque année entre 7000 et 8000 pathologies de ce type. Le risque de contamination
augmente proportionnellement a la faveur croissante dont jouit la viande de poulet aupres des
consommateurs. Il est également favorisé par le manque dhygiéne culinaire, en particulier

dans la conservation et la préparation de la viande de poulet (DFI, 2014).

De plus, Quelques especes, en particulier C. jejuni, C. coli et C. lari, sont thermotolérantes
commensales du tube digestif de nombreux animaux, notamment des volailles. Le poulet de
chair constitue le principal réservoir des Campylobacter thermotolérants, et la consommation
de viande de poulet contaminée a été identifiée comme principal facteur de risque de
I’infection humaine (GOBET, 1990).

De maniere générale, les TIA a Campylobacter entraineraient environ 13 000 a 17 000 cas par
an en France, dont environ 2 500 a 3 500 nécessiteraient une hospitalisation et un traitement
antibiotique et 13 & 18 cas conduiraient au décés du patient (SALVAT et al., 2008).

Le développement de la résistance aux antibiotiques est affiché au niveau international
comme une préoccupation majeure en termes de santé humaine et animale, car il remet en
question ’efficacité des médicaments. La résistance des bactéries aux antibiotiques est une
problématique sérieuse en croissance constante tant en médecine humaine que vétérinaire.
Elle donne lieu a des thérapies infructueuses, une morbidité et une mortalité accrues tant chez
I’homme que chez I’animal. L’accroissement de la résistance antimicrobienne de souches
pathogeénes est dés lors devenu une des plus grandes menaces pour la santé publique. Par
ailleurs, la résistance accrue est également responsable de la hausse des dépenses pour les
soins de santé, entralnant des hospitalisations plus longues et ['utilisation plus onéreuse
d’antibiotiques (PEYRAT, 2008).

Chez la volaille, la résistance aux antibiotiques des entéropathogenes zoonotiques,
principalement Campylobacter est d’autant plus dangereuse en termes de santé humaine que
ces bactéries peuvent étre transmises a I’homme par le biais de la chaine alimentaire.

La résistance aux antimicrobiens a émergé comme un probléeme de santé croissant avec
l'usage répandu des antibiotiques a des fins vétérinaires ou en tant que promoteurs de
croissance dans l'industrie du bétail (DEVIE et al 2006 ; OMS, 2015).

Dans notre étude nous nous sommes intéressés uniquement a la recherche des Campylobacter

thermotolérants, ayant un intérét en hygiéne des denrées alimentaires; responsables de
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nombreux foyers de toxi-infections a travers le monde. Cependant, si de nombreuses données
concernant la prévalence de ce germe existent pour les pays développés et certains pays

émergents, peu d’études ont été réalisées en Algérie.

C’est dans ce contexte, et en I’absence de données en matiére de Campylobacter en médecine
vétérinaire et en médecine humaine dans notre pays, que nous Nous sommes orientés vers ce

sujet qui sera traité en trois volets :

= L’estimation de la prévalence des Campylobacter thermotolérants dans quelques
¢levages et abattoirs de poulet de chair dans la région d’Alger.

= La caractérisation phénotypique des souches isolées afin de déterminer quelles sont les
espéces thermotolérantes dominantes.

= L’étude de la sensibilité aux antibiotiques des souches isolées, et I’indication du profil

de résistance pour chague espece isolée.
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1. Description generale des Campylobacter

1.1. Historique

Les Campylobacter ont probablement causé un grand nombre d’infections chez
I’animal et chez I’homme pendant des siécles sans qu’ils soient soupgonnés d’exister.

Campylobacter a été observé et décrit pour la premiere fois comme bactérie non
cultivable en 1886 par Escherisch, et cela a partir de colons d’enfants morts de ce qu’il
nommait le « Cholera infantum » (BUTZLER, 2004).

En 1909, Mc Fadyean et Stockman ont identifié et isolé une Vibrio-like bactérie, agent
d’avortement épizootique chez les ovins a partir de feetus avortés (BUTZLER, 2004).

En 1919, Smith et Taylor ont découvert une bactérie spiralée a partir de feetus avortés
chez les bovins, elle fut désignée ainsi sous le non de Vibrio fetus et son caractére
microaérophile fut reconnu rapidement, a cause de la difficulté rencontrée pour obtenir une
croissance sur des géloses exposées a 1’air (SMITH et TAYLOR, 1919).

En 1931, Jones et al. attribuent les épisodes de « diarrhée d’hiver » chez des bovins a
une infection par un autre Vibrio microaérophilique qu’ils nommeérent Vibrio jejuni en raison
de la morphologie de ce germe et de son site d’isolement, le jéjunum (JONES et al., 1931).

1938, fut I’année de la premiére description d’accident d’origine alimentaire du a
I’infection a Campylobacter. Elle correspond a une épidémie de gastroentérite portant sur 350
détenus de plusieurs établissements pénitentiaires americains, 1’origine de 1’accident serait
une distribution par erreur, de lait cru a la place du lait pasteurisé habituel (LEVY, 1946).

En 1944, Doyle aux Etats Unis isole et décrit un autre Vibrio similaire a Vibrio jejuni a
partir de feces de porcs présentant des diarrhées et le classa comme Vibrio coli (DOYLE,
1944).

En 1947, Vinzent et al. ont isolé des Vibrio fetus a partir de sang de trois femmes
enceintes admises pour hyperthermie d’origine indéterminée. La maladie dure environ quatre
semaines et deux femmes font une fausse couche (VINZENT et al., 1947 ; BUTZLER, 2004).

En 1949, Stegenga et Terpesta démontrent le réle pathogene de Vibrio fetus dans la
stérilité enzootique des vaches (BUTZLER, 2004).

En 1957, King décrit un lien entre le Vibrio décrit par Jones et al. en 1931 et des
diarrhées chez I’homme, et montre que Vibrio fetus cultive a 25°C et a 37°C, mais pas a 42°C.
King a décrit aussi quelques cas humains d’entérites associées a des campylobactéries

« thermotolérantes » dus a un Vibrio qui ressemble a celui décrit par Vinzent, mais avec des
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caractéristiques  biochimiques et antigéniques différentes. King nomma cet organisme
« related Vibrio » (KING, 1957 ; KING, 1962).

En 1963, Seébald et Véron montrerent que ces vibrions microaérophiles se
distinguaient des vibrions stricto sensu, par 1’absence du métabolisme fermentatif des sucres,
ils proposérent le genre Campylobacter avec comme espéce type C. fetus (SEBALD et
VERON, 1963).

En 1968, un pas crucial dans I’isolement de Campylobacter spp a été pris a I’institut
national de recherches vétérinaires en Belgique grace a 1’élaboration d’un milieu sélectif par
Dekeyser et Butzler, leur méthode repose sur la filtration différentielle des suspensions
fécales, Campylobacter traversant le filtre, le filtrat a été alors inoculé sur un milieu sélectif,
aucun autre microbe pathogéne entérique n’a été isolé dans le prélevement (DEKEYSER et
al., 1972 ; BUTZLER, 2004). Depuis, les bactéries du genre Campylobacter ont été reconnues
comme bactéries pathogénes pour I’homme.

En 1978, fut rapporté le premier cas certifié impliquant la contamination des volailles
en tant que denrées alimentaires par Campylobacter. En effet, un poulet cuit au barbecue a été
a I’origine d’un foyer d’entérites sur cinq personnes aux USA (DOYLE, 1981).

En 1984, le nom Campylobacter pyloridis a été proposé pour un groupe de
Campylobacter isolés de 1’estomac des humains qui deviendra par la suite Helicobacter pylori
ouvrant la voie a une nouvelle ere en matiére de gastro-entérologie (MARSHALL, 1986).

De plus un rapport de I’OMS résume les aspects de santé publique vétérinaire relative
aux infections a Campylobacter.

Dans les années 80 beaucoup de nouvelles souches ont été isolées chez ’homme et
I’animal comme C. concisus de la cavité buccale d’humain et C. cryaerophila, futur
Acrobacter et d’autres encore (VANDAMME, 2000).

1.2. Taxonomie
Le nom de Campylobacter vient de la morphologie de cette bactérie telle qu’on peut
I’observer a la coloration de Gram, nom d’origine latine (kampulos : incurvé) (SEBALD et

VERON, 1963).

Le genre Campylobacter constitue le genre type de la famille des Campylobacteraceae, avec

les genres Arcobacter, Dehalospirillum et Sulfurospirillum, placée dans la classe des
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Epsilonproteobacteria (phylum des "Proteobacteria”, domaine ou empire des "Bacteria” ou

des "Eubacteria"), les espéces types sont C. jejuni, C. coli (EUZEBY, 2010).

Le genre Campylobacter contient 22 espéeces isolées de I’homme et des animaux, la plupart
d’entre elles présente une importance clinique et/ou économique. Les différentes especes et

leur habitat principal sont présentés dans le tableau 1 (EUZEBY, 2010).

Au sein du genre Campylobacter, il est possible de classer les especes en 3 groupes : le
groupe « thermophile », le groupe « fetus » et le groupe « anaérobie ». Le groupe thermophile
(thermotolérants) est le plus important sur le plan clinique avec notamment les espéces C.
jejuni et C. coli suivis par le groupe « fetus » avec C. fetus (MEGRAUD, 2007). C. jejuni
comprend 2 sous-especes qui différent substantiellement dans leur répartition et dans une
moindre mesure dans leur écologie. C. jejuni subsp. jejuni est souvent noté C. jejuni. Il

correspond au taxon qui avait été isolé par Jones et al. en 1931 (JONES et al., 1931).

Les Campylobacter dits thermotolérants sont des souches pouvant cultiver a 42°C mais pas a
25°C, cette nomenclature empirique est apparue dans les années 1980 (COSTAS et al., 1987).

Cette méme nomenclature a été reprise par la suite dans les méthodes normalisées.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0723202087800668
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Tableau 1: Différentes especes et sous-especes du genre Campylobacter
et leur habitat principal (EUZEBY, 2010).

Espéces Habitat principal
C. avium Oiseaux
C .Canadensis Oiseaux
C. coli Porcs, 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 Chiens, chats
C. hominis Homme
C. hyointestinalis subsp. hyointestinalis. Porcs, bovins, hamsters, daims, homme
C. hyointestinalis subsp. lawsonii Homme
C. insulaenigrae Mammiféres marins, homme
C. jejuni subsp. jejuni Homme
C. jejuni subsp. Doylei Oiseaux, porcs, ruminants, chiens, chats
C. lanienae Homme, bovins, porcs
C. lari subsp. concheus Coquillages, homme
C. lari subsp. Lari Oiseaux, coquillages, chiens, chats, singes
C mucosalis Porcs
C. peloridis Coquillages, homme
C. rectus Homme
C. showae Homme
C. sputorum bv. Fecalis Ovins, bovins
C. sputorum bv. Paraureolyticus Bovins, homme
C. sputorum subsp. Bubulus Homme, bovins, ovins, porcs
C. subantarcticus Oiseaux sauvages
C. upsaliensis Chiens, chats, homme
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1.3. Génome des Campylobacter

Les Campylobacter possédent un chromosome circulaire de 1,64 Mb, leur génome est de tres
petite taille. 94% du génome code pour des protéines, en faisant a 1’époque le génome connu
le plus dense (PARKHILL et al., 2000).

La petite taille du génome des Campylobacter est sans doute a relier a la nature délicate et aux
exigences nutritionnelles de ce microorganisme. Cet handicap est compensé par les trés
grandes capacités de réarrangements génomiques. De plus, I’analyse du génome de
Campylobacter a révélé que ce microorganisme est démuni de la plupart des mécanismes de
réparation de I’ADN présents chez les autres genres bactériens. Ces observations pourraient
expliquer les taux de mutation élevés observés chez cette bactérie (PEYRET, 2008).

Quatre nouvelles souches de Campylobacter ont été séquencées, le séquencage de ces
génomes permet d’obtenir une vue plus globale des génomes de Campylobacter.

Ces souches sont :

= Lasouche C. jejuni RM1221, a été isolée d’une carcasse de poulet et montrée comme
étant capable d’envahir des cellules épithéliales in vitro, ainsi que de coloniser les
ceecums et I’épiderme de poulet (MILLER et al., 2000).

= La souche C. coli RM2228, également isolée d’une carcasse de poulet, a été
sélectionnée pour ses propriétés de multirésistance aux antibiotiques. Cette espéce
présente une prévalence élevée chez le porc (MILLER et al., 2000).

= La souche C. lari RM2100 est un isolat clinique. Cette espece est prévalente chez les
oiseaux, elle est retrouvée dans 1’eau de source, 1’eau de mer, et chez les crustacés
(ENDTZ et al., 1997).

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

1.4.1. Caractéres morphologiques

Les Campylobacter sont des bactéries a coloration Gram négative, asporulées, parfois
capsulées. Ce sont des bacilles fins (0,2 a 0,5 micron de diameétre sur 8 micron de long), de
forme vibrioide (incurvée en virgule, ou spiralée en «S», ou de forme hélicoidale), sur
cultures agées apparaissent des formes coccoides (arrondies) non cultivables (SMIBERT,

1978). Les différentes formes de C. jejuni sont montrées dans la figure 1.

Campylobacter a une membrane externe ondulée, des membranes cytoplasmiques complexes.
Il posséde généralement, un flagelle polaire a I’une ou a ses deux extrémités lui assurant une
forte mobilité trés caractéristique (en « vol de moucherons » ou en « tire-bouchons »), lors de
I’observation a 1’¢état frais (FRENEY, 2007).

a : forme vibrioide

b : forme coccoide

Figure 1 : Campylobacter jejuni en microscopie électronique a balayage
(DROMYGNY, 1990).

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 plutdt au centre de la colonie. Cette observation suggére que les formes spiralées sont des
bactéries en activité, alors que les formes coccoides sont des formes de vieillissement (NG et
al., 1985).
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1.4.2. Physiologie et mécanismes de survie

1.4.2.1. Température

Toutes les espéces du genre Campylobacter peuvent se développer a 37°C. Ce sont des
germes mésophiles. Toutefois les espéces d’intérét en hygiéne des aliments (C. jejuni, C. coli,
C. lari et C. upsaliensis) sont dites thermotolérantes, ont une meilleure croissance a 42°C
mais pas a 25°C. En effet la capacité de croissance de Campylobacter a des températures
différentes constitue un caractére différentiel d’espéce important, notamment a 25° et 42°C
(FOSSE et MAGRA, 2004).

Ils survivent en atmosphere humide a + 4°C jusqu’a 21 jours en sous-Vide et la congélation, si
elle provoque une disparition partielle, elle n’assure pas leur élimination (survie jusqu’a 85

semaines a - 18°C) (BOURGEOIS et al., 1996).

1.4.2.2. Atmospheére

Campylobacter a un métabolisme de type respiratoire, sa croissance nécessite la présence
d’une atmosphére enrichie en CO, (les Campylobacter sont dits capnophiles) et appauvrie en
oxygene tout en étant oxygene- dépendant, c¢’est-a-dire qu’ils requiérent une concentration en
oxygene entre 3 et 15 % (Les Campylobacter sont dits microaérophiles), ils utilisent toujours
I’oxygéne comme accepteur final d’électrons méme si certaines souches cultivent en
anaérobiose, tandis que d’autres supportent des concentrations atteignant 20%. L’idéal semble
étre un mélange de 5% ‘oxygéne, 10% de gaz carbonique et 85% d’azote (FOSSE, 2004 ;
GHAFIR et DAUBE, 2007).

En outre, les Campylobacter thermotolérants particulierement utilisent une voie dépendante
de I'oxygene pour synthétiser ’ADN, c’est la raison pour la quelle ces microorganismes
colonisent préférentiellement la muqueuse des cryptes profondes des caeca et du gros intestin,
prés de la surface des cellules épithéliales ou I’oxygeéne est présent pour le métabolisme des
cellules hétes a des niveaux assez faibles compatibles avec la microaérophilie (MENTOR ALI
BER, 2012).

10
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1.4.2.3. Sensibilité

Les Campylobacter sont sensibles & la chaleur et la cuisson les détruit, de méme que la
pasteurisation. Ces bacilles sont plus sensibles aux conditions défavorables, telles que la
dessiccation, la chaleur, les pH inferieurs a 5, les désinfectants ou I’irradiation, que la plupart
des autres bactéries pathogénes intestinales (GHAFIR et DAUBE, 2007). lls ne cultivent pas
en présence de 3,5% de NaCl (BOURGEOIS et al., 1996).

1.4.2.4. Les formes viables non cultivables (VNC)

La premiere description de forme VNC pour Campylobacter a été rapportée par ROLLINS et
COLWELL (1986). Un nombre croissant de travaux développés depuis une vingtaine
d’années par différents microbiologistes ayant conduit de maniére empirique, a 1I’émergence
du concept de la forme Viable Non Cultivable des bactéries. Il était alors admis que la
disproportion importante, constatée entre le nombre de bactéries observées au microscope
(important) et les comptages d’UFC (faibles voire nuls), était constituée de bactéries
entériques mortes. Ceci persista jusqu’a ce que I’on mette en évidence la persistance d’une
« activité métabolique » chez une certaine proportion de ces bactéries « mortes », faisant

apparaitre le concept de bactéries VNC comme un probleme de santé publique car :

e Le passage en forme VNC se fait lorsque les conditions environnementales deviennent
défavorables surtout la privation en nutriments, ou suite a des stress identiques a ceux
rencontrés dans la production d’aliments (MURPHY et al., 2006) ;

e Les cellules en état VNC échappent a I’investigation microbiologique traditionnelle y
compris les méthodes incluant une étape de revivification ;

e Les cellules peuvent redevenir cultivables, donc pathogénes a la faveur d’un passage
dans un « incubateur » complexe a savoir, le tube digestif d’un animal a sang chaud ou
I’homme (FEDERIGHI, 2005) ;

e [’état VNC joue probablement un réle important dans la survie de Campylobacter
dans D’environnement et dans la contamination des volailles (PARK, 2002 ;

MEGRAUD et BULTEL, 2004).

11



Partie Bibliographique

1.4.2.5. Formation de biofilm

Les Campylobacter sont capables de former des biofilms dans les environnements aquatiques.
L’environnement créé au sein du biofilm peut les protéger de 1’oxygéne de I’air. Dans les
biofilms, Campylobacter peut passer sous la forme VNC (MURPHY et al., 2006).

Les biofilms jouent probablement un role important dans la persistance de Campylobacter en
dehors de son hote notamment C. jejuni et C. fetus, ainsi ils peuvent survivre dans les
environnements agroalimentaires (GUNTHER et CHEN, 2009).

1.4.3. Caractéres biochimiques

Les Campylobacter ne sont capables de fermenter ni les sucres ni les composés azotés ; cette
absence du métabolisme fermentatif sépare nettement le genre Campylobacter du genre
Vibrio, ils sont positifs au test de 1’oxydase (LEMINOR et VERON, 1989). IIs ont un
métabolisme énergétique oxydatif strict. Leurs substrats énergétiques sont essentiellement les
métabolites du cycle de Krebs ou des acides aminés (FAUCHERE et AVRIL, 2002).

Les principaux caractéres biochimiques de différenciation entre les différentes espéces de

Campylobacter sont cités dans le tableau 2.

12



Partie Bibliographique

Tableau 2 : Caractéres d’identification des principales espéces de Campylobacter
(BURUCOA, 2007).

Cat- | Croissance | Ind | Ure- | Hip- Céf | Nal | Nit | H,S

Espéces Alas Acet | ase | Purate TSI
25°C | 42°C

e
C. jejuni spp. Jejuni + - + + - + R |S* |+ -
C. jejuni spp. Doylei +H/- | - - \Y - % S S - -
C.coli + - + + - - R |S + +f
C. fetus spp. Veneralis + + - - - - S R + -
C. fetus spp. Fetus + + - - - - S R + -
C. sputorum bv. - - + - - - S S + +
Sputorum
C. sputorum bv. Fecalis | + - + - - - S |S v +
C. mucosalis - - + - - - S |R + +
C. concisus - - + - - - R |R + +
C. lari + - + - Vv - R |R + -
C. rectus - - + + - - nd |S + +
C. hyointestinalis + \Y v - - - S R + +
C. curvus - - + + - - nd |S + +
C. upsaliensis +H/- |- + + - - S |S + -
C. showae + - \% \% - - S |S + Y
C. helveticus - - + + - - S |S + -
C. lanienae + - + - - - nd | R + -
C. gracilis - - + + - - nd |v + -

Ind Acet: indoxyl acétate esterase, Céf: céfalotine, Nal : acide nalidixique, Nit: nitrate
réductase, H,S TSI : production d’H,S en milieu TSI, S : sensible, R : résistant, v : variable,

nd : non déterminé, f : faible, * : 30% des souches sont résistantes a 1’acide nalidixique.

13
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2. Détection des Campylobacter

Les différentes caractéristiques de Campylobacter ont pour conséquence que des méthodes

d’analyse spécifiques, doivent étre utilisées pour leur recherche et leur dénombrement.

Une des raisons qui explique la longue durée écoulée entre la premiére observation de
Campylobacter et sa culture au laboratoire est certainement liée aux nombreuses exigences

que ces microorganismes présentent (OIE, 2008).
2.1. Prélevement des échantillons
L’origine des prélevements influe sur :

= Le niveau de contamination par Campylobacter
Par exemple, les prélévements de fientes de volailles contiennent environ 10° & 10°
UFC/g, les prélevements d’aliments ou d’eau en contiennent beaucoup moins (en
relation avec leur niveau de contamination).
= L’ «état » des Campylobacter
Dans les prélevements environnementaux, les Campylobacter sont souvent dit
« stressés ». lls ont été prélevés dans un milieu peu propice a leur croissance, souvent
dépourvu en nutriments. Dans ce cas, les Campylobacter vont nécessiter une phase de
« récupération » de quelques heures dans un milieu non sélectif (HUMPHREY, 1989).
Si la culture des Campylobacter est réalisée directement a partir du prélevement, on parlera
d’isolement direct. Si elle est réalisée aprés une phase d’enrichissement, on parlera

d’isolement indirect.

2.1.1. Volailles
Les Campylobacter peuvent étre isolés de fientes fraiches ou d’écouvillons cloacaux, ces
échantillons doivent étre protégés de la dessiccation. Quand des écouvillons sont utilisés, un

milieu de transport (tel que Cary Blair ou Stuart) doit étre utilisé.

La culture de Campylobacter est réputée difficile et I’isolement a partir de matériel fécal ou

des intestins peut étre réalisé (OIE, 2008) :
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= En exploitant la mobilité rapide et la petite taille des Campylobacter par rapport aux
autres bactéries de la flore intestinale, en permettant leur translocation au travers de
membranes filtrantes vers une gélose nutritive,

= En utilisant des géloses contenant des antibiotiques sélectifs, inhibant la flore
environnante, incluant d’ordinaire diverses combinaisons de cefoperazone,
amphotéricine B, triméthoprime, vancomycine, etc.

» L’isolement des Campylobacter thermotolérants par les méthodes normatives (ISO
17025), combinées a une culture sélective a la température optimale de croissance de

42°C, qui permet d’inhiber la croissance de bactéries contaminantes.

2.1.2. Bovins, moutons et porcs

Des échantillons frais doivent étre collectés (échantillons rectaux si possible) et protégés du
desséchement (OIE, 2008).

2.1.3. Organes internes (cceur, rate, foie ou contenu stomacal)

Lors de I’autopsie, les organes sont prélevés dans des conditions aseptiques et envoyés au

laboratoire le jour méme (OIE, 2008).

2.1.4. Prélevements d’abattoir

Pour déterminer le statut d’un lot en bout de chaine d’abattage, des échantillons de peau (peau
du cou ou du bréchet) peuvent étre prélevés. Les eaux de rincage de la carcasse entiere
peuvent étre collectées aussi (OIE, 2008 ; BOURGEOIS et al., 1996).

Pour les bovins, moutons ou porcs, des échantillons peuvent étre collectés a partir des
intestins en ouvrant aseptiquement la paroi intestinale ou en réalisant des écouvillonnages
rectaux. Des échantillons de viande peuvent étre prélevés et transportés au laboratoire dans
des sacs stériles (JACOBS-REITSMA, 2000).
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2.2. Culture des Campylobacter

Les méthodes de culture ne sont pas trés adaptées a 1’isolement des espéces rares comme
C. upsaliensis ou méme C. lari, ce qui peut entrainer un sous-diagnostic et une sous-

estimation de la véritable prévalence de ces espéces chez I’homme (CORRY et al., 1995).

2.2.1. Conditions de culture

La culture des Campylobacter ne peut étre obtenue qu’avec des méthodes particuliéres,

adaptées a leurs exigences nutritives et a leur caractére microaérophile.

2.2.1.1. Microaérophilie

Exceptée I’espece C. cryaerophila, les Campylobacter ne peuvent habituellement pas pousser
sur des milieux gélosés exposés a I’air. Ceci s’explique par I’accumulation de peroxydes
toxiques au sein de la cellule entrainant une importante oxydation conduisant a la mort de la
cellule (THOMAS, 2009).

Des concentrations optimales d’oxygene, permettant la croissance de la majorité des especes
ont été choisies, le mélange gazeux le plus souvent utilisé est celui préconisé par KIGGINS et
PLASTRIDGE (1956) a savoir O, = 5% ; CO, = 8 a 10% ; N, = 85%. Actuellement, ces
conditions atmosphériques sont facilement obtenues soit dans des jarres étanches avec des
sachets générateurs d’atmosphére microaérophile, soit dans des étuves réglables, par

’utilisation directe du mélange gazeux stocké dans des bouteilles.

2.2.1.2. Milieu nutritif
Il est possible de s’affranchir de la toxicité de I’oxygene en utilisant des milieux particuliers
ou tous les ingrédients visent a prévenir la formation des peroxydes : sulfate ferreux,
métabisulfite de sodium et pyruvate de soduim.
Le sang utilise dans certains milieux n’est pas un facteur de croissance, mais agit en

neutralisant des éléments toxiques du milieu. De méme le charbon a 4% peut avoir un réle de

neutralisation. II est possible d’utiliser des milieux gélosés ou semi-gélosés.

16



Partie Bibliographique

2.2.1.3. Controéle de la microflore associée

Selon ALTMATER (1994), chez I’animal, on pouvait obtenir Campylobacter en culture pure
a partir du sang des avortons. Par contre, dans le cas des pathologies digestives humaines, ce
germe rencontre une microflore compétitrice trés active, cette microflore est a I’origine des
difficultés rencontrées pour €élucider le réle pathogene du germe dans les diarrhées. De méme
pour le cas de la contamination des aliments, Campylobacter va entrer en compétition avec
differents types de bactéries, de plus, il s’avére étre un trés mauvais compétiteur biologique
(THOMAS, 2009).

Les systémes utilisés visent a inhiber ou éliminer la microflore.

2.2.1.4. Température d’incubation

Toutes les espéces de Campylobacter se cultivent a 37°C, mais KING fut la premiere a
monter qu’il était possible de différencier les souches en les cultivant a 25°C et 42°C.
Certaines especes sont donc thermophiles et cultivent a 42-43°C, mais pas a 25°C, telles
Campylobacter jejuni, C. lari et C. coli. A I’inverse Campylobacter fetus se cultive a 25°C
mais ne se développe pas a 42°C.

On peut donc en conclure qu’une incubation de 37°C permettra la culture de toutes les
especes de Campylobacter, tandis que la culture a 42°C constituera la température optimale

de la recherche des Campylobacter thermotolérants.

En fonction de la nature des prélevements et des conditions de repiquage, la durée
d’incubation est de 24 a 48 heures. Dans certains cas (primoculture de souches congelées)
cette durée doit étre prolongée. En effet, le temps de génération de Campylobacter jejuni est

de I’ordre de 80 minutes méme quand les conditions de culture sont trés favorables (FOSSE et

MAGRAS, 2004).
2.2.15. pH
Plusieurs expeériences ont permis a Doyle de montrer que la zone optimale de croissance pour

les Campylobacter se situait aux abords du pH neutre compris entre pH 6 et 8 (DROMIGNY,
2007).

17



Partie Bibliographique

2.2.2. Enrichissement

L’enrichissement consiste a incuber les prélévements dans des bouillons sélectifs pendant 24
a 48h a 37°C ou 42°C, ces bouillons dérivent pour la plupart des milieux solides les plus

connus.

Cette phase d’enrichissement permet d’augmenter le nombre de Campylobacter dans le
milieu. Elle favorise la détection des Campylobacter dans les prélevements ou ces bactéries
sont en faible nombre, ou stressées et/ou en présence d’une flore compétitive abondante.
L’enrichissement est donc recommandé pour les prélevements d’environnements (NEWELL
et al., 2001).

Il permet d’obtenir une culture positive beaucoup plus souvent que I’isolement direct sur
gélose, en particulier a partir d’aliments ou de selles maintenus en température ambiante, ils
doivent étre ensemencés largement (par exemple 25 g d’aliments pour 100 ml de milieu)
(LEMINOR et VERON, 1989).

2.2.3. lIsolement des Campylobacter
Selon que les échantillons sont supposés mono ou poly-microbiens, des milieux sélectifs ou
non sont utilisés. Ces milieux seront ensemencés directement avec 1’échantillon ou aprés une
pré culture faite dans un milieu d’enrichissement.
2.2.3.1. Isolement non sélectif

A partir de produits supposés mono microbiens (hémoculture, par exemple) on pourra obtenir
en atmosphére microaérophile, des isolements en surface de toutes les espéces de
Campylobacter sur des milieux solides tel que Mueller Hinton, Brucella agar, Campylobacter
agar base additionnés au sang car le phénomene de compétition ne pose pas probleme dans ce
cas (LEMINOR et VERON, 1989).

2.2.3.2. Isolement sélectif pour C. jejuni et C. coli (espéces thermotolérantes)

Deux possibilités existent pour cultiver sélectivement les Campylobacter : les milieux

sélectifs et la filtration.
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e Technique de filtration

La premiére technique d’isolement sélectif proposée a été celle de la filtration différentielle
sur membrane, en utilisant une membrane avec des pores de 0,65 um de diametre (BUTZLER
et al., 1973 ; SPEEGLE et al., 2009), cette membrane est traversée uniquement par les
Campylobacter et quelques autres petites bactéries.

Les techniques de filtration sont particulierement convenables pour I'isolement de certaines
especes moins souvent responsables de diarrhée tel que C. upsaliensis, car cette espéce est
sensible a la plupart des antibiotiques utilisés dans les milieux d’isolement des autres
Campylobacter (GOOSSENS et al., 1990). Cette technique fastidieuse permet d’isoler les
especes fragiles mais nécessite que les prélevements soient tres riches en Campylobacter
(OMS, 2003).

e Milieux sélectifs

Dans la plupart des cas, les milieux sélectifs sont nécessaires pour permettre 1’isolement des
Campylobacter a croissance lente relativement dans les échantillons avec une flore
microbiologique compétitive (BUTZLER et SKIRROW, 1979).

Les milieux sélectifs sont des géloses ou des bouillons au sang, additionnées de plusieurs
antibiotiques qui vont inhiber la flore saprophyte ou contaminante des prélevements. Les
Campylobacter étant sensibles au stress oxydatif, la plupart de ces milieux contiennent des
ingrédients qui les protégent des effets toxiques des oxydants. Les plus utilisés sont le sang

et le charbon de bois (CORRY et al., 1995).

Deux types de milieux ont été développés pour 1’isolement sélectif des Campylobacter. Des
milieux a base de sang tels que celui de Butzler (BUTZLER et SKIRROW, 1979), de Skirrow
(SKIRROW, 1977), de Campy-BAP (BLASER et al., 1979) et le milieu Preston (BOLTON et
ROBERTSON, 1982), et des milieux a base de charbon de bois, dont la gélose Karmali
(KARMALI et al., 1986) et la gélose mCCDA (HUTCHINSON et BOLTON, 1984).

2.3. ldentification des Campylobacter

2.3.1. Aspect des cultures

Les colonies typiques apparaissent généralement au bout de 48 a 72 h, sont petites, plates,

arrondies, grisatres ou translucides, étalées, et ont tendance a diffuser le long des traines
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laissées par le fil de platine utilisé pour I’ensemencement, lorsqu’elles sont bien espacées elles

évoquent des gouttelettes qui auraient éclaboussé la gélose (DROMIGNY, 2007).

2.3.2. ldentification au microscope

L’examen microscopique peut avoir un intérét a 1’état frais, on observe un aspect en vol de
moucheron. Un frottis coloré permet de noter la présence de bactéries incurvées de petite
taille (MEGRAUD, 2000).

La coloration de Gram des selles de méme que la microscopie a fond noir peuvent étre mis a
contribution pour dépister les Campylobacter spp. au niveau des selles des patients en
révélant leur aspect et motilité caractéristique et ceci avec une sensibilité de 76% et une
spécificité de 99.5% pour la coloration de Gram comparée a la culture, ce qui peut constituer
une solution alternative dans les régions ou les examens de laboratoire spécialisés sont
onéreux ou inexistants (MENTOR ALIBER, 2012).

2.3.3. Confirmation

Les tests de confirmation de la présence de Campylobacter thermotolérants et leur

interprétation sont donnés dans le tableau 3.

Tableau 3 : Tests de confirmation pour les Campylobacter thermotolérants (OMS, 2003).

Test de confirmation Résultats pour les Campylobacter thermotolérants
Morphologie Petits bacilles incurves

Mobilité Caractéristique (forte mobilité en vrille)

Oxydase +

Glucose (TSI)
Lactose (TSI)
Saccharose (TSI)
Gaz (TSI)
Production d’H,S (TSI) (trace de noircissement possible pour C. coli)
Culture a 25°C

TSI = Gélose au citrate de fer et aux 3 sucres, + : positif, _: négatif.

20



Partie Bibliographique

2.3.4. Identification de I’espéce

Parmi les Campylobacter poussant a 42°C, les espéces les plus fréguemment rencontrées a
partir d’échantillons d’origine animale ou alimentaire sont C. jejuni et C. coli.

C. jejuni peut étre différencié des autres espéces sur la base de ’hydrolyse de I’hippurate car
c’est la seule espéce positive a ce test, cependant 5% de souches de s’avérent négatives (OIE,
2008).

La sensibilité¢ a 1’acide nalidixique était une des caractéristiques les plus utilisées pour la
confirmation du genre Campylobacter et I’identification de I’espéce, mais elle risque de poser
des difficultés d’interprétation du fait des résistances acquises, maintenant tres fréquentes
chez C. jejuni et encore plus chez C. coli (MEGRAUD, 2000 ; OMS, 2003 ; OIE, 2008).

L’identification biochimique peut étre complétée ou méme remplacée par des méthodes
moléculaires, divers tests détectent et différencient toutes les espéces thermophiles (FERMER
et ENGVALL, 1999). La PCR du gene de I'hippuricase identifie C. jejuni avec une plus haute
sensibilité que I'épreuve classique de I'nydrolyse de I'hippurate (BONJOCH et al., 2010).

Il a été défini de nombreuses amorces spécifiques du genre Campylobacter et des especes
C. jejuni et C. coli (PEYERAT, 2008).

2.4. Conservation des souches

Pour une période de quelques jours les souches peuvent étre conservées sur boites de culture
a 4°C. Pour une longue période, les souches sont congelées a — 70°C en bouillon glycérolé a
20% pendant de nombreuses années (FRENEY, 2007).

2.5. Détection médicale des Campylobacter

Une recherche de Campylobacter devra avoir lieu dés qu’il existe des symptomes digestifs
associant diarrhée, douleurs abdominales et/ou présence de sang dans les selles.

La recherche de Campylobacter se fera essentiellement a partir de matiéres fécales que ce soit
un échantillon de selles ou un écouvillonnage rectal. L’écouvillonnage représentant un
meilleur milieu d’analyse du fait que 1’on va racler la muqueuse du colon, lieu de prédilection
des Campylobacter (THOMAS, 2009).
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2.6. Methode de détection des Campylobacter dans les aliments

En raison du grand nombre de milieux d’enrichissement et d’isolement pour Campylobacter,
de nombreuses combinaisons sont possibles. Il existe cependant une méthode de référence
normalisée pour la détection des Campylobacter dans les aliments : la norme NF-1SO 10272 :
1995 utilisant un milieu sélectif a base de sang (AFNOR, 2004).

Actuellement la norme NF-ISO 10272-1 publiée en Avril 2006 : Microbiologie des aliments -
Méthode horizontale pour la recherche et le dénombrement des Campylobacter spp., Méthode
de recherche, utilisant un milieu sélectif a base de charbon, constitue la méthode de référence

dans le domaine des Campylobacter.

2.7. Tests rapides d’identification

Il existe actuellement plusieurs tests rapides disponibles commercialement pour
I’identification des Campylobacter spp. basés sur des principes biochimiques ou
immunologiques. On peut ainsi mettre en évidence rapidement des antigénes de
Campylobacter spp. dans les selles, mais avec le risque de fournir des résultats faussés. Les
tests d’agglutination aussi trouvent leur place dans le domaine de détection et confirmation de
la présence des Campylobacter a partir des différents échantillons, ils sont basés sur le
principe que les particules de latex sont sensibilisées avec un antisérum polyvalent spécifique
des Campylobacter obtenu chez le lapin; une fois en contact avec la suspension de
Campylobacter, les particules de latex sensibilisées forment rapidement des agrégats visibles

a I’ceil nu.

En dépit de cela, une étude comparant des méthodes classiques de culture aux méthodes
immuno-enzymatiques, a permis de se rendre compte que ces derniéres possédaient une
meilleure sensibilité que les stratégies basées sur la culture. De plus, certains proposent
méme, que compte tenu de la rapidité des méthodes immuno-enzymatiques par rapport a la
culture, que celles-1a soient utilisées en premiére intention, ne réservant la culture que comme
test de confirmation de resultats positifs permettant des investigations plus poussées sur
I’espéce en cause et sa sensibilité vis-a-vis des antibiotiqgues (MENTOR ALIBER, 2012).
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2.8. Difficultes de la détection des Campylobacter

Les méthodes de détection des Campylobacter sont lentes, il faut plus de 48 h avec un

échantillon de selles humaines pour aboutir a un isolat qui necessitera ensuite confirmation

avec les tests phénotypiques.

Dans le cas des échantillons d’aliments ou le nombre de Campylobacter est beaucoup plus

faible et ou ils sont présents au sein d’une abondante flore compétitive, I’isolement est
précédé d’une phase d’enrichissement dans un milieu sélectif. La détection de Campylobacter
dans des échantillons d’aliments peut prendre jusqu’a 12 jours.

Les méthodes de culture ne sont pas trés adaptées a 1’isolement des especes rares comme
C. upsaliensis ou C. lari, ce qui peut entrainer un sous-diagnostic et une sous-estimation de la
véritable prévalence de ces espéces chez ’homme. De plus, il a été démontré que certaines
souches de C. coli étaient inhibées par les antibiotiques par certains milieux d’enrichissement,
ce qui entraine également un risque de sous-estimation de la prévalence des C. coli dans les
prélevements (CORRY et al., 1995).
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3. Typage des Campylobacter

Différents systemes de typage ont été¢ développés pour I’étude de I’épidémiologie des
infections a Campylobacter, ces méthodes varient dans leur complexité et leur capacité a
differencier entre les différents groupes, elles incluent les méthodes phénotypiques et les

méthodes génotypiques et chaque méthode a ses avantages et ses inconvénients.

3.1. Objectifs

Les méthodes de typage visent a classer les bactéries en groupe en fonction du critére étudie.
Dans le cas des Campylobacter, la compréhension de la structure des populations bactériennes
doit permettre d’apporter des connaissances sur 1’épidémiologie de ces pathogénes.

L’objectif est de mettre en évidence des liens entre les phénotypes et les génotypes, ou des
liens entre les espéces hotes des pathogenes ou les syndromes observés cliniquement et
certains génotypes. Ces informations participent a la compréhension de la pathogenése, de la
transmission et parfois de la prévention des maladies. En fonction des méthodes, différents
marqueurs épidémiologiques peuvent étre utilisés : marqueurs morphologiques (couleur,
forme...), marqueurs moléculaires (ADN), marqueurs biochimiques (protéines, métabolites

secondaires...) (PEYRAT, 2008).
3.2. Difficultés liées a I’étude des Campylobacter
Les Campylobacter présentent une grande diversité, aussi bien au niveau phénotypique qu’au
niveau génotypique. Les méthodes de typage de Campylobacter font 1’objet de nombreuses
recherches. Les difficultés sont liées a plusieurs facteurs :

3.2.1. Grand nombre d’hotes
Une des difficultés liée a I’étude des populations des Campylobacter et en particulier de
C. jejuni est que cette bactérie est présente chez un grand nombre d’espéces animales et

qu’elle est ubiquitaire dans 1’environnement. Le grand nombre d’hétes observés pour cette

bactérie peut étre relié a la diversité génetique de C. jejuni (BARE et al., 2013).
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3.2.2. Maladie sporadique

Les infections a Campylobacter sont le plus souvent sporadiques et les épidémies sont rares,
ce qui entraine des difficultés pour caractériser 1’épidémiologie de la maladie (FEDERIGHI,
2005).

3.2.3. Diversité génétique et instabilité génétique

Les bactéries sont capables de réaliser des échanges horizontaux de matériel génétique qui
n’incluent que certaines parties du chromosome bactérien. Ces échanges ont lieu au cours de
procédés parasexuels variés comme la conjugaison, la transduction ou la transformation. La
structure d’une population bactérienne dépend des taux relatifs des points de mutation et de
recombinaison. La diversité génétique et phénotypique des Campylobacter a été mise en
¢vidence par de nombreuses études, par conséquent, 1’analyse d’une seule caractéristique

phénotypique ou génotypique a une faible valeur épidémiologique (PEYRAT, 2008).

3.3. Méthodes phénotypiques

Les méthodes de typage phénotypique sont les premieres méthodes qui ont été développées,
elles permettent une premicre approche de 1’étude de la population bactérienne et sont le plus

souvent des méthodes rapides et faciles a mettre en ceuvre (LUKINMAA et al., 2004).

Mais en général, ces méthodes sont moins discriminantes, et moins reproductibles que les

méthodes de typage génétique.

3.3.1. Biotypage

Cette technique de typage consiste a déterminer les caractéres biochimiques des isolats
¢tudiés. Ces tests peuvent étre complétés par 1’é¢tude de la croissance a différentes
températures ou la résistance a certains antibiotiques. Il existe également une galerie API
CAMPY® commercialisée par les laboratoires bioMérieux permettant 1’identification en 24h

des Campylobacter et dont le principe repose sur I’analyse du biotype (PEYRAT, 2008).
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3.2.2. Sérotypage

Le sérotypage est une technique de typage qui permet de distinguer les différents individus
d’une population en groupes présentant un jeu commun d’antigénes. Pour Campylobacter,
deux schémas de typage sont reconnus : le schéma de Penner (PENNER et al., 1983) basé sur
I’utilisation des antigénes thermostables et le schéma de Lior (LIOR et al., 1982) basé sur les
antigénes protéiques thermolabiles.

3.2.3. Lysotypage

La détermination du lysotype est une technique d’identification fondée sur la lyse sélective
par des bactériophages. Différents schémas de lysotypage sont décrits pour C. jejuni et
C. fetus (THOMAS, 2009).

3.4. Méthodes génotypiques

Ces méthodes reposent sur une mesure des séquences génétiques ; elles peuvent étre directes
(techniques utilisant le séquencage des nucléotides) ou indirecte (techniques utilisant les
séparations par électrophorese). Les méthodes réalisant une mesure indirecte des séquences

d’ADN peuvent porter sur ’ensemble du chromosome bactérien.

3.4.1. Electrophorése en champ pulsé (PFGE)

Cette technique repose sur une digestion de 1’ensemble du chromosome bactérien par des
enzymes de restriction. Elle permet d’observer des fragments d’ADN dont la taille varie de
quelques kb a plus de 10 000 kb. Les fragments d’ADN sont ensuite soumis a des champs
électriques alternatifs.

C’est une méthode dont le pouvoir discriminant est important parce que 1’ensemble du
génome est analysé, mais un certain nombre de souches ne sont pas typables en raison de la
production d’ADNase. Cette technique de typage est cependant actuellement la plus utilisée
pour Campylobacter (LUKINMAA et al. 2004 ; DENIS et al., 2008 ; CLIFTON et al., 2015).
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3.4.2. Méthodes basees sur la technique de la PCR

Différents protocoles de mise en évidence de Campylobacter par PCR ont été décrit, telles
que la PCR du géne codant pour une protéine d’attachement, la flagelline, ou les génes codant
pour les ARN ribosomaux. L’utilisation de ces techniques a généralement montré une
capacité satisfaisante a détecter la présence de Campylobacter et a identifier genre et espece
bactériens. Les méthodes de PCR ont été démontrées aussi sensibles et spécifiques que la
culture classique avec I’avantage d’un diagnostic rapide et ainsi un traitement rapide des cas
aigus (SCOTT et al., 2010).

Le séquencage du génome complet de la souche de C. jejuni NCTC 11168 a permis
d’améliorer la compréhension de la biologie moléculaire de ce pathogene. L’analyse du
génome complet doit permettre a terme d’identifier des geénes qui codent pour des facteurs a
I’origine des différentes formes cliniques observées, des génes responsables des séquelles
post-infectieuses ou encore des geénes témoins de [’adaptation a certaines hotes

(RAGIMBEAU et al., 2008).

3.4.3. Ribotypage

Aprés digestion de ’ADN génomique, une hybridation en Southern Blot (technique de
transfert des fragments d’ADN sur une membrane filtrante et ces fragments seront identifiés
par sonde) est réalisée avec des sondes spécifiques de génes de I’ARN. Cette méthode
présente surtout un intérét pour la détermination de I’espéce quand I’analyse phénotypique est
difficile car le pouvoir discriminant est faible, ce qui est lié¢ a la stabilité du gene étudié
(WASSENAAR et NEWELL, 2000).

3.4.4. Séquencage nucléotidique
Le séquencage nucléotidique direct (avec ou sans amplification par PCR) devient de plus en
plus automatisé et par conséquent devient une méthode alternative raisonnable pour le typage

des Campylobacter. Le sequencage portant sur le locus de la flagelline a été utilisé dans
differentes études, cette technique est tres reproductible (MEINERSMANN et al., 1997).
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4. Modalités d’infection des volailles par Campylobacter

4.1. Infection des lots de volailles dans les élevages
4.1.1. Dose infectante chez le poulet

Chez le poulet, C. jejuni colonise la muqueuse des cellules épithéliales du caecum et de
I’intestin gréle, mais la bactérie peut-étre isolée dans d’autres portions du tube digestif et
méme dans le foie et la rate. La dose la plus faible, rapportée dans la littérature, nécessaire
pour contaminer un poulet est tres faible (40 UFC/ml) (NEWELL et al., 2003).

4.1.2. Colonisation du tube digestif des volailles par les Campylobacter

La dose nécessaire et la vitesse de colonisation des poulets dépendent a la fois de la souche de
Campylobacter et de la race de poulet considérées. Une fois le tube digestif colonisé, la
population de Campylobacter dans le contenu cacal peut rapidement atteindre 10° UFC/g
chez les poulets contaminés expérimentalement. Dans les conditions naturelles, la
colonisation est un peu plus faible, mais de grandes quantités de Campylobacter (plus de 10°
UFC/g de fiente) sont excrétées (NEWELL et al., 2001; WAGENAAR et al., 2006). Les
poulets étant coprophages, 1’excrétion fécale est probablement un facteur important de la
dissémination des microorganismes. La transmission dans un lot de volaille est extrémement

rapide et la majorité des oiseaux (jusqu’a 100%) sont colonisés en quelques jours.
4.1.3. Influence de I’age

La colonisation naturelle par Campylobacter dépend de 1’dge des volailles. Les poussins ne
sont pas porteurs, les poulets restent négatifs pour Campylobacter jusqu’a 1’dge de 10 jours et
la plupart des lots ne deviennent positifs qu’a 1’age de 2 a 3 semaines (JACOBS-REITSMA et
al., 1995). Les Campylobacter n’entrainent pas de symptomes chez les volailles, la
colonisation persiste pendant toute la vie de la bande. Au fil du temps, le niveau d’excrétion
diminue suggérant un role de ’immunité, cependant la durée de vie courte des poulets et des
dindes ne permet au mieux qu’une réduction trés minime de ’excrétion (WAGENAAR et al.,
2006). Chez les volailles expérimentalement infectées, des anticorps dirigés contre des
antigénes de C. jejuni sont mis en évidence, 1’efficacité de ces anticorps pour empécher

I’infection n’est pas connue. Cependant, chez les poules pondeuses &gées, les anticorps
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peuvent étre détectés sans colonisation du tube digestif, ce qui suggére que la réponse
anticorps puisse étre associée a 1’¢limination de I’infection.

La raison pour laquelle les poulets ne sont pas contaminés avant 1’dge de 10 jours n’est pas
connue, les raisons invoquées sont I’immaturit¢ du tube digestif, la composition de
I’alimentation ou encore la présence d’anticorps maternels. La compréhension et la nature de
cette phase réfractaire a ’infection par Campylobacter permettraient peut-étre de rendre les
poulets insensibles a la colonisation (NEWELL et al., 2001).

4.1.4. Saisonnalité

Des variations saisonniéres de la prévalence de contamination des lots de volailles par
Campylobacter ont été mises en évidence, avec un taux d’infection plus élevé en été pour les
lots positifs en Campylobacter (pic saisonnier en mois d’été) qu’en hiver (REFREGIER-
PETTON et al., 2001). Les variations observées chez I’homme coincident ou précédent les

pics saisonniers chez la volaille (KOVALENKO et al., 2013).

4.1.5. Parametres zootechniques

Il a également été démontré que la prévalence des lots positifs dépendait de la taille des lots
(BERNDTSON et al., 1996) et du type de production. Les lots de volailles élevés sur des
parcours extérieurs ont des prévalences de contamination par Campylobacter plus élevées que
les lots de volailles élevés en hors-sol. Cette observation peut-étre reliée a 1’exposition

environnementale ainsi qu’a 1’age des oiseaux (HEUER et al., 2001).

4.1.6. Nombre de souches de Campylobacter isolées des lots de volailles

En fonction des études, les lots de volailles ont été trouvés infectés par un nombre limité ou
au contraire par plusieurs souches différentes de C. jejuni ou C. coli. Des études réalisées au
Royaume Uni, en Suisse et aux Pays-Bas ont montré que les lots de volailles n’étaient
colonisés que par un nombre limité (un ou deux) de sous-type de Campylobacter (JACOBS-
REITSMA et al., 1995; BULL et al., 2006). La situation semble différente aux Etats-Unis ou
plusieurs souches de Campylobacter ont été isolées par lot de volailles (HIETT et al. 2002).

4.2. Contamination des volailles pendant le transport
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Les volailles sont transportées de 1’¢levage a ’abattoir dans des caisses de transport. Ces
caisses peuvent étre en métal ou en plastique. Le sol des caisses peut étre plein mais le plus
souvent il est grillagé. Différentes études ont mis en évidence que les caisses de transport
utilisées pour les volailles entre 1’élevage et 1’abattoir étaient trés souvent contaminées par des
souches de Campylobacter (BERNDTSON et al., 1996; NEWELL et al. 2001; CORRY et al.
2002; HANSSON et al., 2005). Ces mémes études ont également démontré que des lots de
volailles initialement négatifs pour Campylobacter pouvaient devenir positifs aprés 1’abattage,
et que les souches retrouvees sur les carcasses avaient été isolées dans les caisses de transport.
Cependant, il semblerait qu’il ne s’agisse pas d’une colonisation intestinale des volailles, mais

d’une contamination extérieure du plumage (RASSCHAERT et al., 2007).

4.3. Contamination des carcasses pendant les procédés d’abattage

4.3.1. Origine de la contamination des carcasses

La contamination de la viande de volaille est surtout superficielle, et comme la peau n’est pas
retirée, de nombreux microorganismes sont retrouvés sur ou dans la peau. Les Campylobacter
présents sur la peau proviennent soit directement du contenu intestinal soit indirectement de
I’équipement de I’abattoir. Les lots initialement négatifs pour Campylobacter deviennent
fortement positifs lorsqu’ils sont abattus apres des lots positifs, et la proportion de carcasses
positives augmente pendant 1’abattage (RIVOAL et al., 1999). La nature des procédés
d’abattage des volailles rend impossible la prévention d’une contamination croisée des lots

négatifs par les lots positifs.

4.3.2. Principaux sites de contamination croisée des volailles pendant les
procedes d’abattage

Quand des lots de volailles contaminés par Campylobacter sont abattus, un nombre élevé de
Campylobacter peuvent étre retrouvés a toutes les étapes de I’abattage, ainsi que sur les
machines et dans I’eau d’échaudage quand la température est inférieure a 53°C (CORRY et
ATABAY 2001; NEWELL et al., 2001). Les zones hautement contaminées en abattoir de
volailles sont le bac d’échaudage, les plumeuses et les machines de 1’éviscération.

5. Epidémiologie des campylobactérioses alimentaires
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Les Campylobacter, longtemps mis de c6té, sont désormais considérés comme la principale
cause bactérienne de gastroentérites dans le monde aussi bien dans les pays en voie de
développement que dans les pays développés (BOLLA et GARNOTEL, 2008 ; OMS, 2015a).
Ce récent regain d’intérét s’explique notamment par 1’augmentation importante d’infections
entériques a Campylobacter recensées mais aussi par I’augmentation des résistances de
Campylobacter aux antibiotiques et enfin par la découverte de conséquences graves telles que
le syndrome de Guillain Barré (THOMAS, 2009).

5.1. Réglementation relative a Campylobacter

Campylobacter est considéré comme un des agents zoonotiques majeurs a coté de Salmonella
par le reglement européen 2160/2003 (reglement CE n° 2160/2003 du Parlement européen et
du Conseil du 17 novembre 2003 sur le controle des Salmonelles et d’autres agents
zoonotiques spécifiques présents dans la chaine alimentaire : journal officiel de 1’Union
européenne n° L 325 du 12/12/2003).

5.1.1. Textes européens (DROMIGNY, 2007)

Parmi les réglements, il y a des textes généraux qui ne parlent pas de Campylobacter mais qui

s’y appliquent par voie de conséquences : ce sont les réglements du « paquet hygiene »

R-852/2004 :

= R-853/2004. Le Réglement 2160/2003 (reglement (CE) n° 2160/2003 du Parlement
européen et du Conseil du 17 novembre 2003) sur le contrdle des salmonelles et
d’autres agents zoonotiques présents dans la chaine alimentaire traite de
Campylobacter, et vise a réduire la prévalence de certaines zoonoses chez les
populations animales.

= La directive 2003/99/CE (directive du Parlement européen et du Conseil du 17
novembre 2003 sur la surveillance des zoonoses et des agents zoonotiques, modifiant
la décision 90/424/CEE du Conseil et abrogeant la directive 92/117/CEE du Conseil,
Journal officiel n® L 325 du 12/12/2003) compléte le réglement 2160/2006.
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= Trois décisions traitent du programme de surveillance de Campylobacter chez les
poulets de chair tel qu’il a été prévu par la Suéde (en 2000, 2001 et 2003) et une
décision concerne un projet de réglement relatif a 1’étiquetage de la viande de volaille.

= Une recommandation (recommandation de la Commission du 19 décembre 2003
relative a un programme coordonné de contrdle officiel des denrées alimentaires pour
2004, Journal officiel n° L 006 du 10/01/2004) indique : « A I'heure actuelle, les
informations scientifiques disponibles ne sont pas suffisantes pour fixer dans la
législation communautaire un critéere applicable a Campylobacter ; des études
complémentaires sont menées afin de mieux comprendre I'épidémiologie de cet agent
pathogeéne ainsi que le role joué par les autres produits animaux et par les autres
denrées alimentaires en général. Ce volet du programme vise a évaluer la sécurité
microbiologique de la viande de volaille fraiche en ce qui concerne Campylobacter, en
vue de favoriser un niveau élevé de protection des consommateurs et de recueillir des
informations sur la prévalence de ces bactéries dans de tels produits. L 6/30 FR
Journal officiel de I'Union européenne 10.1.2004 ».

5.1.2. En Algérie
Il n’existe aucun texte législatif qui spécifie la recherche des Campylobacter dans les denrées
alimentaires notamment dans ’arrété interministérielle du 25 Ramadhan 1418 correspondant
au 24 Janvier 1998 du JORA N°35, fixant les critéeres microbiologiques relatifs aux denrées
alimentaires.
5.2. Epidémiologie descriptive de la maladie humaine digestive
Les intoxications alimentaires a Campylobacter (campylobactérioses digestives) surviennent
soit de facon sporadique en affectant un individu ou un petit groupe d’individus tel qu’une
famille, soit une plus large communauté lors d’épidémie (OMS, 2003).
Les différentes formes de la campylobactériose digestive sont :

5.2.1. Forme sporadique

Les cas sporadiques sont la principale forme d’expression des infections a Campylobacter

contrairement aux Véritables foyers alimentaires qui sont relativement rares. Pour les cas
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sporadiques, de nombreuses études cas/témoins ont identifié les produits a base de viandes de
volailles comme principal facteur de risque (COLIN, 2006). Plusieurs cas sporadiques dus a
la consommation de coquillages (huitres et clams) ont été signalés (FEDERIGHI, 2005)

La figure 2 montre 1’évolution dans le temps du nombre de cas humains signalés dus au

Campylobacter dans quelques pays.
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Figure 2 : Nombre de cas humains signalés par 100 000 habitants dus aux
Campylobacter jejuni/coli (HARTNETT et al., 2009).

5.2.2. Forme épidémique

Les formes collectives de campylobactérioses sont le plus souvent alimentaires,
principalement associés a la consommation de viande de volaille, lait et produits laitiers,
salades et coquillages, mais d’autres foyers ont été identifiés ayant pour origine des baignades

ou la consommation d’eau contaminée (DRONIGNY, 2007).

Campylobacter est une cause courante de foyers de toxi-infection alimentaire en Europe, 29

foyers de toxi-infection alimentaire a Campylobacter ont été confirmés et ont affecté 244
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personnes et ont abouti a 19 hospitalisations. La chair de poulet a été signalée comme étant la

plus fréquemment impliquée dans ces foyers (EFSA, 2009).

Bien que plusieurs espéces de Campylobacter (C. jejuni, C. coli, C. upsaliensis, C. lari,
C. concisus, C. hyointestinalis.) et Arcobacter butzleri aient été incriminées dans des épisodes
diarrhéiques, C. jejuni est de loin I’espéce la plus fréquemment isolée de 1'homme. Elle
représente une cause fréquente de morbidité dans les pays industrialisés, ainsi que dans les
pays en voie de développement, et présente un impact considérable tant sur le plan

économique que sur la santé publique (BUTZLER, 2004).

5.2.3. Facteurs de risque de ’infection intestinale

5.2.3.1. L’age des malades

L’infection peut toucher les gens de différents dges mais surtout les enfants moins de 2ans
(pays en voie de développement) et les jeunes adultes (pays développés) (HARTNETT et al.,
2009). Dans I’union européenne il y a prédominances nette des cas humains de

campylobactériose parmi les catégories d’age de 1-4 ans et 25-55 ans (EFSA, 2014).

5.2.3.2. Le caractéere saisonnier

L’oscillation saisonniére de 1’incidence de la campylobactériose est une caractéristique
frappante observée dans tous les pays développés. Chez ces pays, on retrouve un maximum de
cas durant la saison chaude (été et début automne). En effet, plus de 40 % des cas humains ont

pour origine la volaille, et 20 % une origine non alimentaire (GHAFIR et DAUBE, 2007).
Par contre, dans les pays en voie de développement la prévalence de Campylobacter ne

semble pas avoir de préférence saisonniere. Certains auteurs croient que I’absence de

variations extrémes de température serait une explication possible (LABERGE, 2003).
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5.3. Epidémiologie analytique des campylobactérioses alimentaires

Considérant que Campylobacter se reproduit principalement a I’intérieur du systéme_digestif
de plusieurs espéces animales, son excrétion dans I’environnement, via les féces d’animaux

porteurs et d’animaux infectés, définit son écologie (LABERGE, 2003).

5.3.1. Hotes réservoirs

Le principal réservoir a Campylobacter est constitué par 1’espéce animale, que ce soit des
animaux domestiques, d’élevage ou sauvages.

On trouve communément C. jejuni dans le poulet, mais la bactérie a été également isolée chez
les bovins, les ovins, les caprins, les chiens et les chats. C. coli contamine principalement les
porcins, mais a été aussi isolé chez les volailles, les bovins et les ovins (HARTNETT et al.,
2009).

5.3.1.1. Oiseaux

Les oiseaux en général, sauvages et domestiques, particulierement le poulet peuvent étre
considérés comme le réservoir naturel de C. jejuni et, dans une moindre mesure de C. coli.
Cette bactérie vit dans le cloague ou elle est présente a de fortes concentrations. Cette
colonisation est sans conséquences pathologiques chez les oiseaux bien que la prévalence
de Campylobacter au niveau du tube digestif est 8 a 20 fois plus élevée que celle de
Salmonella (DROMIGNY, 2007).

Les volailles sont trouvées porteuses majoritairement de C. jejuni (65 a 95 %), moins souvent

de C. coli et rarement d’autres espéces (OIE, 2008).

Toutes les études s’accordent pour considérer que les volailles constituent le réservoir
principal de C. jejuni. Deux caractéres sont a considérer d’une part le portage digestif des
volailles et donc leur sensibilité a I’infection par Campylobacter, d’autre part le portage des
carcasses de volailles et leurs abats ce qui permet d’évaluer le risque potentiel pour les
consommateurs (GOBET, 1990).

La prévalence de Campylobacter dans les lots de poulets de chair dans quelques pays

européens est représentée dans le tableau 4.
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Tableau 4 : Prévalence de Campylobacter dans les lots de poulets de chair dans

quelques pays européens (EFSA, 2010a).

Nombre Taux de portage | Taux de contamination
Pays d’échantillons intestinal (%) des carcasses (%0)
Allemagne 432 48.9 60.8
Australie 408 47.84 80.6
Belgique 337 31.0 52.7
Bulgarie 275 29.6 45.2
Espagne 389 88.0 92.6
Estonie 102 2.01 4.9
Finlande 411 3.9 55
France 422 76.1 88.7
Irlande 394 83.1 98.3
Italie 393 63.3 49.6
Luxemburg 12 100 100
Pologne 419 78.9 80.4
Portugal 421 82.0 70.2
Royaume-Uni 401 75.3 86.3
Suéde 410 13.2 14.6
Union Européenne 9,224 71.2 75.8

5.3.1.2. Autres animaux

D’autres réservoirs de Campylobacter spp. ont été décrits : les bovins, les porcins et les petits
ruminants, mais aussi les animaux de compagnie. Ces bactéries ont un tropisme particulier
pour le tube digestif des animaux (OIE, 2008). En effet, les bovins et les ovins sont colonisés
principalement par C. jejuni, C. coli, C. hyointestinalis et C. fetus, alors que les porcs sont
contaminés de fagon prédominante par C. coli.

Les chiens et les chats sont fréguemment colonisés par C. upsaliensis (chiens) et par
C. helveticus (chats) (HALD et MADSEN, 1997).

Les animaux sauvages ont fait partie de certaines études afin de déterminer leur contribution a
la contamination des cours d’eau. Parmi ceux-Ci, les canards et les oies sauvages auraient un

role significatif dans la contamination de I’eau par C jejuni (LABERGE, 2003).
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5.3.1.3. Réservoir humain

Le réservoir humain n’a pas de role de réservoir significatif, bien que certaines transmissions
d’origine humaine, et notamment par les manipulateurs de denrées alimentaires ont été

détectées.

La fréquence d’isolement varie beaucoup en fonction des lieux géographiques, cependant, elle
est plus élevee dans les pays en voie de développement (BUTZLER et al.,, 1973;
DROMIGNY, 2007).

5.3.1.4. Réservoir hydrotellurique

En raison de la faible résistance de Campylobacter dans I’environnement, le réservoir
hydrotellurique est souvent considéré comme négligeable (DROMIGNY, 2007).

Les excréments contaminés agissent comme principal mécanisme de dispersion du
microorganisme dans I’environnement, les déjections peuvent également contaminer les sols
et les riviéres (LABERGE, 2003).

Il semblerait que puisque C. jejuni est un microorganisme microaérophile et incapable de
croitre a des températures inférieures a 31°C, sa présence dans les ruisseaux, les rivieres et
I’eau potable ne serait que le signe d’une contamination récente par les féces du bétail ou des
oiseaux sauvages (SAHIN et al., 2002). Cependant, I’existence de formes viables non

cultivables de C. jejuni peut éventuellement contredire ces connaissances.

5.3.2. Vecteurs

5.3.2.1. Vecteurs de la contamination aux volailles

Parmi les animaux susceptibles d’étre des vecteurs d’infection de C. jejuni, nous pouvons
citer les petits rongeurs tels que les souris et les rats. Ces derniers peuvent aussi étre des
porteurs sains de C. jejuni et servir de réservoir pour les poulets de chair (SAHIN et al.,
2002). En effet, les souris sont trés communes dans 1’environnement des fermes avicoles et
peuvent étre colonisées par C. jejuni pour de longues périodes.

Les insectes de ferme comme source de transmission ont aussi fait 1’objet d’études, la

majorité des auteurs s’entendent sur le fait que les mouches peuvent servir de vecteur
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mécanique et peuvent transmettre C. jejuni d’un animal ou d’un environnement réservoir aux

troupeaux de poulets de chair. Par contre comme le mentionnent SAHIN et al., (2002), les

insectes étudiés étant contaminés par C. jejuni le sont devenus aprés que le microorganisme

fut isolé des poulets a 1’étude. Il est donc peu probable que les insectes soient a 1’origine de

I’infection d’une ferme avicole, mais leur role dans la transmission du microorganisme d’une

ferme a I’autre est a considérer (LABERGE, 2003).

5.3.2.2. Vecteurs de la contamination a I’homme

Le principal réservoir & Campylobacter est donc constitué par les animaux ; les principales

denrées alimentaires que I”’homme consomme, sont d’origine animale.

Parmi les principales sources, nous citons :

Les viandes et abats de ruminants et de porc : Il est vrai que méme si le portage
intestinal de Campylobacter par les ruminants ou le porc est trés fréquent, il n’en
demeure pas moins que la consommation de viandes rouges ne joue qu’un petit role
dans la contamination humaine. Ce sont surtout les abats (notamment le foie) qui
contiennent des Campylobacter au stade de la commercialisation (GHAFIR et
DAUBE, 2007).

Viandes et abats de volailles : ils sont quant a eux majoritairement responsables dans
la contamination de I’homme et peuvent étre a 1’origine de véritables épidémies
(DROMIGNY, 2007).

Eaux de boissons : I’eau a permis a plusieurs reprises la contamination a grande
échelle et constitue un vecteur de campylobactériose humaine quand elle n’est pas ou
insuffisamment traitée. Ainsi on a pu constater aux Etats Unis a deux reprises
I’atteinte de plusieurs centaines de personnes par une campylobactériose véhiculée par
I’eau infestée du réseau municipal (WAGENAAR et al., 2006).

Lait et produits laitiers non pasteurisés : ces produits ont été également mis en cause
notamment chez les jeunes enfants. Le lait se retrouve majoritairement contaminé lors
de la traite par la présence de matieres fécales. 1l représente un excellent milieu de
conservation pour Campylobacter, en lui assurant une survie pouvant atteindre une
année dans le cadre d’une conservation au réfrigérateur (HARTNETT et al., 2009 ;

THOMAS, 2009).
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Les taux de contamination de quelques produits alimentaires présentés au détail sont notés

dans le tableau 5.

Tableau 5 : Taux de contamination par Campylobacter de quelques produits alimentaires
présentés au détail (FREDERICK et HUDA, 2011; DROMIGGNY, 2007 ; GHAFIR et
DAUBE, 2007 ; THOMAS, 2009).

Aliments Types de produit Taux de contamination (%)
Carcasses entieres 56,9
Poulet frais Portions 56,6
Foies 31
Cceeurs 40
Gésiers 45
Carcasses entieres 30
Poulet congelé Portions 16,2
Foies 16
Dinde Ailes 64
Beeuf Morceaux 5,1
Viande hachée 1
Mouton Viande cru 11,8
Foies 66,2
Porc Viande hachée 0,3
Foies 26
Lait Lait cru 5,99
Légumes Pommes de terre, persil, 16a33
oignons, épinards
Champignons Morceaux 1,5
Huitres 14
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5.4. Epidémiologie synthétique

5.4.1. Dose infectieuse pour I’homme

La dose minimale infectieuse (DMI) peut étre déterminée par des études d’ingestion
volontaire, par des études chez 1’animal ou par des études épidémiologiques. Il ressort de
I’ensemble des travaux qui ont été réalisés sur C. jejuni que la dose infectieuse est trés
variable. Les deux facteurs de variations les plus importants sont : la souche utilisée (effet
souche) et le vecteur permettant 1’absorption de la souche (effet protecteur vis-a-vis de la

barriere gastrique).

La plupart des expériences ont été réalisées avec le lait comme vecteur du germe ; cela ne
permet pas de connaitre les doses infectieuses ou les caractéristiques de la maladie apres
ingestion d’autres types d’aliments. Les expériences portent sur des volontaires qui ont ingéré
de 500 & 2.10° cellules. Le taux d’infection (culture de selles positives) s’accroit avec la dose
recue, mais les signes cliniques (fiévre, diarrhée) ne semble pas dose-dépendants
(FEDERIGHI, 1999). Il ressort de ces expériences que la dose infectieuse peut-étre tres faible
(500 cellules).

La dose infectieuse est tres variable mais peut étre trés basse, puisque quelques centaines de
cellules (moins de 500 cellules) peuvent déclencher la maladie expérimentalement ou
naturellement (VANDELAPS et al., 2008).

Cette variabilité est attribuée a trois facteurs principaux :
= L’hoéte : En particulier son age (pic de la maladie chez les 18-35 ans et les moins de
4ans), son sexe (incidence supérieure chez les hommes), son état immunitaire
(infection préalable), son état thérapeutique (traitements divers en cours).
= La souche bactérienne : Il semble admis aujourd’hui que toutes les souches ne sont pas

de virulence équivalente. Par exemple, il est a noter la plus grande implication du

sérogroupe Penner 19 dans les syndromes de Guillain-Barré (THOMAS, 2009).
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5.4.2. Modes de transmission

Deux grands modes de transmission de Campylobacter sont identifiés : la transmission directe
et la transmission indirecte (FEDERIGHI, 2005).

5.4.2.1. Transmission directe

Les especes de Campylobacter peuvent étre transférées aux hommes par contact direct avec
des animaux ou des carcasses d’animaux contaminées. La transmission par contact direct est
relativement rare touchant principalement les agriculteurs, les vétérinaires et les ouvriers
d’abattoirs (maladies professionnelles). Toutefois la transmission par contact avec les

animaux de compagnie, des eaux de baignade contaminées est possible (FAO/OMS, 2002).

Dans les pays développés, la transmission de personne a personne n’est pas considéree
comme un phénomene fréquent. Elle pourrait par contre jouer un réle plus important dans la
transmission de I’infection dans les pays en développement. En effet, le contact direct avec les
animaux et la contamination provenant de sources environnementales sont considérés comme

les principales voies de transmission de I’infection a I’lhomme (HARTNETT et al., 2009).

5.4.2.2. Transmission indirecte

La transmission indirecte est le mode observé dans les formes épidémiques et sporadiques de
la campylobactériose. Les principaux aliments incriminés sont par ordre de fréquence
décroissante : les produits d’origine aviaire (excepté les ceufs et les ovoproduits), les viandes
et abats rouges de boucherie. Parmi les sources de contamination, citons I’ingestion de viande
crue ou insuffisamment cuite, dont la viande de volaille qui constitue un réservoir régulier de
Campylobacter (PUTERFLAM et al., 2007). D’autres denrées ont été impliquées dans des
toxi-infections & Campylobacter. Nonobstant le réle de I’eau de distribution contaminée par
des feces d’animaux dans plusieurs épidémies. La contamination de lait de vache non
pasteurisé est une importante source d’infection de I’homme par Campylobacter

(FEDERIGHI, 2005).
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5.4.3. Sources d’infection

Les infections @ Campylobacter sont principalement causées par le lait cru, la volaille crue ou
pas assez cuite et d’autres boissons (OMS, 2014).

La contamination d’une viande peut avoir lieu aux différentes étapes de la chaine alimentaire :
dans 1’élevage, lors de I’abattage, la préparation des carcasses ou dans les cuisines
(LABERGE, 2003).

Un recueil de résultats documentés de I’infection a Campylobacter et de la contamination de
quelques produits dans quelques pays arabes et en Algérie est présenté dans les tableaux 6
et 7 respectivement.

Selles : signifie selles humaines

+ : présence mais pas de chiffres

4 ¥ : diminution du taux de Campylobacter aprés administration de Bifidobacterium en
association avec le lait

CDT : Cytolethal Distending Toxin.
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Tableau 6 : Recueil de résultats documentés de I’infection a Campylobacter et de la contamination de quelques produits dans quelques pays arabes.

Région

Type de prélévement

Résultats

Informations supplémentaires

Références

Maroc (Casablanca)

Selles diarrheiques

11% ( C jejuni)

isolés pour la premiere fois

BENBACHIR et
al.,1984

Tunisie

Selles diarrhéiques :
Malades hospitalisés (512)
Malades externes (216)

Rares cas —
2-5% —

= enfants et adultes
> bébés et enfants

FENDRI et al., 1989

Tunisie (Tunis)

Selles diarrhéiques

19 cas (.C jejuni, C. coli)

FENDRI et al., 1991

Egypte Selles diarrhéiques (143) 25,9 % Surtout les enfants moins de PAZZAGLIA et al.,
(Le Caire) Selles normales (132) 15,2 % lan 1991
Egypte Selles diarrhéiques (880) 17,2 % Surtout en saison humide PAZZAGLIA et al.,
(Alexandria) Selles normales (1079) 6,4 % cause de diarrhées infantiles 1995
Liban Selles diarrhéique (281) 0,7 % (C. thermotolérants) | Des résistances a tous TALHOUK et al., 1998
Ceacum de poulet (150) 22 % (C. thermotolérants) | antibiotiques testés
Carcasse de poulet (31) 10 % (C. thermotolérants)
Liban Sang humain C. fetus Péricardite KANJ et al., 2001
Liban Bile humaine C. jejuni Cholécystite aigue DAKDOUKI et al.,
2003
Syrie Ecouvillons fécales d’hamsters 135 souches Inflammation proliférative de | LENTSCH et al., 1982
(400) C. fetus spp. jejuni I’iléon
Bahrein Selles 96 de souches : C. jejuni 1°® étude moléculaire AI-MAHMEED et al.,
Productrice de CDT 2006
Jordanie Ecouvillon de coquille d’ceuf (1000) | 100% KARLSSON, 2010
Liban 90 échantillons de selles 10 échantillons positifs (agés de 1 mois a 10 ans) DABBOUSSI et al.,

d’enfants

présentant une diarrhée

2012
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Tableau 7 : Recueil de résultats documentés de I’infection a Campylobacter et de la contamination des aliments en Algérie.

Type de prélevement

Résultats

Symptdmes Associés

Références

Selles diarrhéiques (1166)

147 cas positifs (12,6%)

Diarrhée infantile

Selles normales (306)

46 cas positifs (15%)

GHECHI, 1984

Selles . 110 souches (C. jejuni/C. coli) Diarrhée infantile BELBOURIA et
. 66% productrices d’entérotoxine MEGRAUD,1988
Selles +C.jejuni  +C.coli Diarrhée intense et douleurs abdominales DRIOUECHE, 1989
Selles diarrhéiques (441) 17,1 % Diarrhée infantile intense MEGRAUD et al.,
1990
Selles normales (247) 14,9 %
Peau du cou 66 %
i - MOUFFOK et
Fientes 12 % LEBRES, 1992
Lait cru 0
Selles : jourl + Gastro-entérites infantile LOUCIF et MELZI,
Selles : jours suivants A 1998
Préléevements alimentaires 62 souches (18%) AL AMIR et al., 2010
(346)
Selles (166) 5 souches (C jejuni) Douleurs abdominales et/ou diarrhée ABDELLAHI et

MOKRANI, 2010

carcasses et abats issues de
poulets

Taux d’isolement global : 17.9%

Plus de 90% des souches résistantes aux

quinolones, 83% aux tetracyclines

LAIDOUCI AL AMIR
et al. 2013
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6. Pouvoir pathogéne

Les mécanismes de virulence de Campylobacter ne sont pas encore bien connus. Ils auraient
comme composantes des toxines, 1’adhérence, la mobilité, la capacité de capter le fer et
I’invasion bactérienne. Les Campylobacter peuvent vivre dans le mucus intestinal et adhérer a
la muqueuse (GHAFIR ET DAUBE, 2007).

6.1. Colonisation du tube digestif par Campylobacter

Campylobacter a la faculté de se multiplier a I’intérieur du tube digestif comme le montrent
les analyses de selles lors de diarrhée, ou 1’excrétion du germe peut atteindre 10° a 10°
cellules de C. jejuni et C. coli par gramme de selles. Cette colonisation semble étre facilitée
du fait des conditions optimales de développement qu’il trouve dans 1’intestin
(température élevée et microaérophilie) ; ainsi que des facteurs intrinséques qui lui procurent
un avantage selectif sur la flore commensale : sa résistance aux sels biliaires, sa morphologie

et sa grande mobilité, son chimiotactisme positif pour le mucus (BURUCOA, 2007).
6.2. Adhésion de Campylobacter aux cellules intestinales

La cible privilégiée de Campylobacter pour son adhésion semble étre la partie distale de
I’1léon, mais des colonisations du colon et du jéjunum ont également été¢ décrites. L’adhésion
se fait soit au niveau de la bordure en brosse des entérocytes ou bien au niveau des cellules a
mucus des cryptes glandulaires. Il semble établi que C. jejuni utilise plusieurs mécanismes
d’adhésion spécifiques ou non (FEDERIGHI, 2005).

6.3. Pénétration de Campylobacter dans les cellules intestinales

De nombreux auteurs émettent I’hypothése d’un mécanisme d’entéro-invasivité, il y a
translocation de C. jejuni a travers (voie transcellulaire) et entre (voie paracellulaire) les
cellules épithéliales. 1l a été montré une réorganisation du cytosquelette des cellules
intestinales en réponse, vraisemblablement, a un signal des C. jejuni adhérents (FEDERIGHI,
2005). De plus, la motilit¢ bactérienne s’aveére importante pour 1’adhésion et 1’invasion

cellulaire. Un ensemble de protéines fabriquées par C. jejuni, regroupées sous le terme de
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Campylobacter invasion antigens (CiaC) participent a I’invasion cellulaire aux cotés de

I’appareil flagellaire (MENTOR ALIBER, 2012).

6.4. Production de toxines

Il est admis que deux catégories de toxines sont produites par Campylobacter :
= La CDT (Cytolethal Distending Toxin), elle est codée par trois genes adjacents cdt A,
B et C, les produits de ces génes forment une holotoxine impliquée dans I’effet
observé. Les genes sont présents chez pratiquement toutes les souches de C. jejuni,
cette toxine contribue a 1I’apoptose, mais son role reste a évaluer précisément.
= Les «non CDT », la littérature scientifique regorge de descriptions de toxines diverses
produites par certaines souches de C. jejuni, mais sans que 1’on puisse estimer leur
implication réelle dans le processus pathogéne (ASAKURA et al., 2008).
Les différentes étapes du pouvoir pathogéne de Campylobacter sont résumées en figure 3.

(a) Colonisation du (b) Adhésion aux

tube digestif cellules intestinales

(d) Translocation (e) Production de (f) Disparition de la
toxines bordure en brosse
Cia : Campylobacter Invasion Antigens
CDT : Cytolethal Distending Toxin.

Figure 3 : Mécanisme pathogénique de Campylobacter dans le tube digestif humain
(http://www.nsa.univ-cezanne.fr/UE22_files/Bolla2.pdf).
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6.5. Autres facteurs de pathogénese

Divers autres facteurs contribuent a la pathogénese des Campylobacter spp. dont le
lipooligosaccharide (LOS) qui participe aux mécanismes d’adhérence et d’invasion des
cellules épithéliales ; de méme que la pompe d’efflux CmeABC qui intervient dans les
mécanismes de colonisation de I’intestin et la flagelline qui module la motilité et la virulence.
Campylobacter jejuni peut former un biofilm qui survient plus rapidement en présence d’un
stress aérobie, et on a constaté que les isolats flagellés en sont favorisés dans ce processus par

rapport & ceux qui sont dépourvus de flagelles (MENTOR ALIBER, 2012).
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7. Manifestations cliniques et complications

Le caractere pathogene du genre Campylobacter peut se manifester par des entérites aigués
chez les chiens, chats, singes et humains ; par des avortements chez les ovins, mais surtout ce

germe s’avére une des principales cause de toxi-infection alimentaire (LABERGE, 2003).

7.1. Chez les animaux

La plupart des Campylobacter sont assez peu pathogenes pour les animaux, qui les hébergent
généralement de maniére asymptomatique, principalement au niveau du tractus digestif
(COLIN, 2006). Cependant ils ont aussi été associés a certaines maladies chez diverses
especes. Chez les chats et les chiens, en particulier les animaux jeunes soumis a un stress,

C. jejuni est associé a une diarrhée.

Des cas groupés d’entérites associées a Campylobacter ont été rapportés chez certains
animaux dont des groupes de primates non humains et méme de petits mammiferes élevés en
laboratoire.

De grands nombres de Campylobacter ont été isolés d’animaux d’élevage, incluant des
porcelets, des agneaux et des veaux, avec entérite (WALDENSTROM et al., 2002).

Chez les oiseaux, en particulier les volailles, la maladie est rare, sinon inexistante. Des cas
groupés d’hépatite aviaire ont été rapportés, mais le role pathogéne de Campylobacter n’y est
pas clair. Une exception possible est constituée par les autruches pour lesquelles des
mortalités et des entérites liées a Campylobacter sont rencontrées chez les jeunes oiseaux
(WALDENSTROM et al., 2002).

C. jejuni, C. coli, C. hyointestinalis et C. sputorum, de méme que C. fetus peuvent
également étre associés a des infections de I’appareil reproducteur. Chez les bovins, toutes ces
espéces peuvent étre associees a des avortements, chez les ovins, jusqu’a 20 % des
avortements dus a Campylobacter sont liés a C. jejuni ou C. coli. De telles infections sont
présumées étre la conséquence d’une translocation a partir du tractus intestinal ou surviennent

par voie ascendante (OIE, 2008).
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7.2. Chez les humains

La gamme de manifestations liées a la clinique est trés variée allant de I’état asymptomatique

dans 25% des cas a la mort dans 0.24% des cas (MENTOR ALIBER, 2012).

La bactérie Campylobacter est une cause majeure de maladies diarrhéiques d’origine
alimentaire chez I’homme et la cause bactérienne la plus courante de gastroentérite de part le
monde. Dans les pays développés et en développement, elle provoque plus de cas de diarrhée
que les bactéries du genre Salmonella pouvant étre transmises par les aliments.

On pense qu'environ 5%-14% de toutes les diarrhées dans le monde sont causées par
Campylobacter (OMS, 2015b).

Selon I’Organisation Mondiale de la santé, « La diarrhée est I’émission d’au moins trois selles
molles ou liquides par jour, ou a une fréquence anormale pour I’individu ». Elle est
considérée comme aigue si elle dure moins de 14 jours, qualifiée de persistante si elle se
prolonge au-dela de 14 jours, et taxée de chronique si elle s’étale sur plus de 30 jours (OMS,
2015b).

La forte incidence des diarrhées a Campylobacter, leur durée et leurs séquelles potentielles
leur conférent une grande importance sur le plan socioéconomique. Dans les pays en
développement, les infections a Campylobacter sont particulierement fréquentes chez les
enfants de moins de deux ans, dont elles provoquent parfois le décés (OMS, 2015a).

Chez I’homme, les cas sont habituellement causés par C. jejuni ou par C. coli & un degré
moindre. Les informations sur la charge en morbidité de campylobactériose humaine dans les

pays en développement sont plus limitées (FAO/OMS, 2002).

Généralement, trois formes cliniques de campylobactériose humaine sont distinguees :

= Une forme septicémique pure ;

= Une forme localisée (arthrites septiques, meningites, méningo-encephalites,
avortements, endocardites), le plus souvent associée a une septicémie ;

* Une forme dysentérique qui se traduit, aprés 2 a 5 jours d’incubation, par un tableau
clinique compris entre 1’excrétion asymptomatique et la maladie grave, avec ficvre,
diarrhée profuse, sanguinolente en fin d’évolution, parfois accompagnée de
vomissements. Des douleurs abdominales aigués précédent souvent la diarrhée
(HADDAD et al., 2008).

49



Partie Bibliographique

Les symptomes cliniques des infections a Campylobacter difféerent en outre entre les pays
développés et les pays en développement, que ce soit sur le plan de 1’age des personnes
affectées que de la gravit¢ de la maladie. Dans les pays développés, [’entérite a
Campylobacter peut étre grave et se manifeste généralement par de la fiévre, des douleurs
abdominales et de la diarrhée, souvent accompagnée de sang dans les feces et nécessitant
parfois un traitement antimicrobien. En revanche, les infections a Campylobacter dans les
pays en développement sont souvent plus lIégeres. Les différences de souches pourraient étre
une explication des différences épidémiologiques observees: les infections sont moins
nombreuses, mais plus graves dans les pays développés alors qu’elles sont plus nombreuses,
mais plus légeéres chez les jeunes enfants dans les pays en développement (HARTNETT et al.,
2009).

La guérison a généralement lieu sans traitement, aprés 2 a 6 jours. Des infections extra-
intestinales sont décrites dans 1,5 cas/1.000 infections intestinales (COLIN, 2006).

7.3. Complications

Des complications telles que bactériémie (présence de bactéries dans le sang), hépatite ou
pancréatite (infections du foie et du pancréas respectivement) et fausse-couche ont été
rapportées avec divers degrés de fréquence. On peut également observer des complications
post-infection : arthrite réactive (inflammation douloureuse de I’articulation qui peut durer

plusieurs mois).

Les conséquences peuvent en étre troubles neurologiques comme le syndrome de Guillain-
Barré (une Polyneuropathie inflammatoire aigiie résultant en une paralysie neuromusculaire
offrant des similitudes avec la poliomyélite et pouvant entrainer des dysfonctionnements
respiratoires et neurologiques séveres, voire le déces dans un petit nombre de cas), en effet,
1/1000 cas se traduit par une complication de ce genre, et le syndrome de Reiter (une
arthropathologie impliquant de multiples articulations) (BUTZLER, 2004 ; OMS, 2015a).
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8. Résistance aux antibiotiques

8.1. Définition

Depuis l'introduction des antibiotiques en thérapeutique, on assiste a I'émergence tres rapide
de nombreuses souches bactériennes devenues insensibles a un ou plusieurs antibiotiques.
Cette résistance est I'un des problémes rencontrés les plus aigus de la thérapeutique. Le
nombre de molécules efficaces se restreint, ce qui constitue un réel probleme de santé
publique.

L’apparition de souches résistantes est un phénomene naturel qui se produit lorsque des
micro-organismes se reproduisent de fagcon erronée ou que des caractéristiques de résistance
peuvent étre échangées entre certains types de bactéries. L’utilisation, a mauvais escient
notamment, des antimicrobiens accélére I’apparition de souches résistantes.

La résistance est un terme fréquemment employé dont la définition fait I’objet de nombreuses

discussions (OMS, 2015c).
La résistance des bactéries aux antibiotiques se définie par rapport a:

e Une population de référence, c’est a dire 1’espece bactérienne a laquelle appartient la
souche étudiée.

e Un stress qui est la molécule antibiotique étudiée a une concentration fixée dans le
milieu.

e Un contexte qui correspond a la méthode d’étude de la résistance.

e Une valeur seuil qui est fonction de la méthode d’étude (succés thérapeutique,
concentrations d’antibiotiques, diminution de la population bactérienne) (PYRET,
2008).

8.2 Mécanismes de résistance aux antibiotiques décrits chez Campylobacter

8.2.1. Résistances intrinséques

Lors de résistance intrinseéque, toutes les souches d’une méme espece sont résistantes.

Les Campylobacter sont naturellement résistants aux : vancomycine, bacitracine,

novobiocine, colimycine, streptogramine B, et triméthoprime.
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C. jejuni et C. coli sont également résistants a la céfalotine et a la rifampicine. Ces
antibiotiques sont utilises dans divers milieux sélectifs d’isolement. Les mécanismes de ces
résistances naturelles ne sont pas trés claires mais pouvant étre dus a I’incapacité de ces
antibiotiques a traverser la membrane externe (LUANGTONGKUM et al., 2009).

8.2.2. Résistances acquises

Les résistances acquises résultent de 1’acquisition de nouveaux mécanismes par la bactérie qui
la rendent résistante a 1’antibiotique considéré. L’acquisition de ces mécanismes repose soit
sur des mutations ponctuelles soit sur I’acquisition de matériel génétique exogéne
(plasmides de conjugaison, transposons, intégrons). La résistance acquise aux antibiotiques

chez Campylobacter repose sur 3 mécanismes :

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

e Des modifications structurales des sites de liaisons 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.

Les mécanismes de résistance acquise chez Campylobacter sont résumés dans le tableau 8 et

la figure 4.

52



Partie Bibliographique

Tableau 8 : Mécanismes de résistance acquise aux antibiotiques chez

C. jejuni et C. coli (PYRET, 2008).

Famille Meécanisme Meécanisme de Support Support
d’antibiotique d’action résistance biochimique génétique
_ Inhibition de la | Dégradation » 3-lactamases Geéne porté par
p-lactamines synthése du | enzymatique * diminution de Ia | Je Chromosome
peptidoglycane perméabilite bactérien
bactérien membranaire
Tétracycline Inhibition de la |« Protection du site | +  Protéine  de | Genes  portés

synthese proteique | de fixation sur le | protection du | par un plasmide
par liaison aux | ribosome ribosome Tet (0)
ribosomes * Efflux actif * pompe CmeABC
* Dégradation de la
tétracycline
Macrolides Inhibition de la |+ Modification du | * Pompe CmeABC | Mutation sur le
synthese protéique | site de fixation sur géne 23S ARNr
par liaison aux | le ribosome
ribosomes * Efflux actif
Aminoglycosides | Inhibition de la | Dégradation Aminoglycosides | Génes  portés
synthése protéique | enzymatique Phosphotranferases | par

par liaison
ribosomes

aux

* Aminoglycosides
adenyltransferases
* Aminoglycosides
acetyltranferases

ele chromosome
* un plasmide

* un intégron sur
le chromosome

Fluoroquinolones

Interaction avec le
complexe  ADN-
ADN gyrase et la
topoisolmérase 1V

Modification du site
de fixation sur
I’ADN Gyrase
 Efflux actif

* CmeABC

Mutation sur les
genes

* gyrA, gyrB
* parC
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Chromosome et cytoplas me Memhbrane Paroi Membrane externe
interne cellulaire

Enaymes
rmeodifi ant P énicillines
Fantibictique Fluaroguinalanes
Aminoglycasides Aminoglycosides
Tétracydines tetracyclines

Betalactamases
Penidllines
Céphalosporines

Pompes a efflux
Tétracyclines
Fluoroguinalones
Betalactamine
Macralides
Aminoglycoside s

ADH gyrase et
topoisomerase IV
Fluaraguinalones

Modification des
voies metaboliques
Sulfanamides
Trim ethoprimn e

Mutations et
modifications
des nbozomes
Aminoglyoosides
Macralides
Tétracyclines

Maodifications de la
perméabilité et des porines

Figure 4 : Mécanismes de résistance aux antibiotiques (SUNDSFJORD et al., 2004).

8.3. Epidémiologie des résistances enregistrées

Des hauts niveaux d’antibiorésistance ont été enregistrés a travers le monde. En Europe, les
isolats provenant de volaille, porcs ou méme a partir des ruminants se trouvent résistants a
plusieurs antibiotiques notamment les fluoroquinolones, tétracycline et macrolides avec des
proportions différentes entre les pays et selon I’espéce de Campylobacter en question (EFSA,
2015a).

Selon une infographie de I’EFSA, prés de la moitié des bactéries du type Campylobacter
jejuni présente a la fois chez I’homme et les poulets de chair étaient résistante au
ciprofloxacine (respectivement 54,6 % et 54,5 %). Chez les bovins, 35,8 % des bactéries
présentes étaient résistantes. Pour 1’espéce C. coli, la résistance était particulierement élevée
chez I’homme et les poulets de chair (respectivement 66,6 % et 68,8 %). chez les porcs, 31,1
% des bactéries étaient résistantes (EFSA, 2015a).

Une autre manifestation qui se produit souvent avec les micro-organismes pathogenes
résistants aux antibiotiques, est une plus grande sévérité des symptomes dans I’infection. La
séverité accrue peut étre associee a la co-sélection des caracteres de virulence quand les géenes

de résistance aux antibiotiques sont sélectionnés (DROMIGNY, 2007).
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9. Traitement des campylobactérioses humaines

Dans la plupart des cas, l’infection intestinale rétrocéde spontanément en moins d’une
semaine. Le traitement des infections a Campylobacter spp. consiste principalement en la
réhydratation des patients (BOLLA et GARNOTEL 2008),

Le recours aux antibiotiques n’est pas recommandé dans le cas d’entérites modérées, mais
peut étre une solution pour les cas graves (diarrhée sanguinolentes, symptémes de
bactériémie) ou prolongés ou pour les personnes « a risques » telles que les patients
immunodéprimés ou ayant une maladie sous-jacente, ou pour les femmes enceintes. Le
traitement antibiotique réduit la durée de la diarrhée et la durée d’excrétion des
Campylobacter dans les selles. Les antibiotiques de choix sont les macrolides avec
I’érythromycine en téte de file grace a leur résorption intestinale rapide ainsi qu’a leur spectre
étroit qui perturbe peu la flore intestinale (ASHKENAZI et al., 1987) et les fluoroquinolones
(ciprofloxacine et norfloxacine) (GIBREEL et TAYLOR, 2006). Les aminoglycosides
peuvent également étre administrés par voie intraveineuse lors d’infection trés sévere ou lors

de septicémie (AARESTRUP et ENGBERG, 2001).

Un traitement antimicrobien (érythromycine, tétracycline, quinolones) peut étre recommandé
pour éliminer les porteurs sains (individus qui hébergent Campylobacter dans leur organisme

et continuent de 1’excréter tout en restant asymptomatiques) (OMS, 2015a).
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10. Mesures de contrdle Prévention des campylobactérioses alimentaires

Comme la source majeure de campylobactériose humaine est représentée par ’alimentation,

la prévention devrait viser la réduction de I’infection a toutes les étapes de la chaine

alimentaire (BUTZLER, 2004).

10.1. Prévention au niveau des réservoirs aviaires

I1 est beaucoup plus difficile d’éradiquer Campylobacter au sein d’une population de volailles
que cela ne I’est pour les Salmonelles. Ainsi des mesures qui suffisent a éliminer les
Salmonelles seront inefficaces face aux Campylobacter.
De plus, selon Doyle et Erickson cités par THOMAS (2009), il semble exister une relation
linéaire entre le nombre de Campylobacter présents chez I’animal et la probabilité de
développer la maladie chez I’homme, ce qui signifie que si I’on parvient a réduire de X fois la
prévalence de Campylobacter sur 1’animal, on parviendra ainsi a réduire de X fois la
probabilité de contamination chez ’homme (THOMAS, 2009).
Deux types de stratégies sont possibles :
- Globale et préventive, intervenant trés tot dans la vie des animaux et destinée a
diminuer voire empécher la colonisation des animaux par Campylobacter.
- Plus ciblée sur le micro-organisme et intervenant quelques jours avant 1’abattage afin
de fournir a I’abattoir un lot d’animaux dont on a essayé¢ de diminuer la charge

intestinale en Campylobacter.

10.1.1. Mesures d’hygiéne générale

Les mesures de contrle anti-Campylobacter les plus importantes seront des mesures de
biosécurité¢ visant a réduire l’introduction de la bactérie dans les batiments d’élevage
(WAGENAAR et al., 2006).

Dans la filiére avicole, le programme de biosécurité englobe toutes les mesures qui doivent ou
peuvent €tre prises pour prévenir 1’entrée de cet agent et la mise en danger du statut sanitaire
de la population de poulets. Ces mesures, regroupées sous le terme de biosécurité, recouvrent
en fait des bonnes pratiques hygiéniques durant la période d’élevage. L’application de
I’ensemble de ces mesures, réduit considérablement le risque des infections a Campylobacter.

Le respect d’une bonne hygiéne vestimentaire et corporelle pour le personnel et de bonnes
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mesures d’élevage et de biosécurité, y compris le contrdle des rongeurs et des insectes, réduit

la prévalence du portage de Campylobacter dans des lots de poulets.

10.1.2. Traitement de I’eau de boisson

La qualité microbiologique de 1’eau de boisson doit donc étre surveillée par des analyses et
peut étre améliorée a la ferme par des techniques comme la filtration, la chloration,

I’0zonisation ou les rayons UV.

10.1.3. Eradication de ’infection chez I’animal

Plusieurs techniques ont notamment été mises en avant afin d’éradiquer la maladie et traiter

les animaux infestés

- Lavaccination
Le principe de la vaccination des poulets contre Campylobacter consiste a administrer un
produit capable d’induire une immunité dirigée spécifiquement contre ce pathogene, et
conférer une mémoire immunitaire permettant une activation rapide (temps de latence
beaucoup plus court) des défenses en cas de contamination.
La vaccination pourrait compléter I'usage des mesures de biosécurité et d’autres stratégies
d’intervention pour réduire le niveau de contamination de la volaille par Campylobacter. La
mise au point, la production et 1’application des vaccins proposés seraient avantageuses pour
toutes les parties concernées et contribueront a rehausser I’innocuité des aliments et a
améliorer la santé publique. Comme la production de vaccins dirigés contre des cibles
particuliéeres de Campylobacter : les protéines de flagelline qui permettent de réduire de
maniére considérable le nombre de Campylobacter présents au sein du tube digestif des
volailles.
La vaccination avec les cellules tuées, ou le traitement avec des anticorps, assurent une
certaine protection (THOMAS, 2009).

- Utilisation d’additifs alimentaires
Outre leur application dans I’eau de boisson, les acides organiques peuvent également étre
utilisés comme additifs dans les aliments afin de réduire la prévalence de Campylobacter chez

les volailles. Ainsi, ’acide caprylique a 0,7% réduit la colonisation lorsqu’il est employé
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préventivement sur des poulets &gés de 10 jours et entraine une diminution significative de
C. jejuni dans les feces de poulets de chair (MESSAOUDI et al., 2013).

- Utilisation des prébiotiques et des probiotiques

L’utilisation de prébiotiques et de probiotiques est une stratégie qui a été étudiée par plusieurs
équipes de recherche dans le but de réduire la colonisation des poulets par Campylobacter
jejuni. Les résultats ont montré une reduction de 70% de la concentration en C. jejuni chez les
poussins au jour 3 et de 27% chez les poulets de chair lors de leur abattage par rapport au
groupe témoin (MESSAOUDI et al., 2013).

Il est a noter I’apparition d’un nouveau concept, appelé « compétition-exclusion » qui
permettrait a long terme de développer des races de poulet qui ne pourront plus étre
colonisées par des bactéries, ce concept prévoit en fait d’ensemencer le tube digestif de jeunes
poussins (encore non contaminés par Campylobacter) par une espece de Lactobacille :
Lactobacillus reuteri qui va entrer en compétition au niveau de la colonisation par
Campylobacter de I’intestin. Cette bactérie va en plus produire de la reutérine, un métabolite
intermédiaire ayant une activité antimicrobienne agissant en méme temps contre les
Salmonelles, les Escherichia coli et les Campylobacter (DROMIGNY, 2007).

- Sélection des animaux
L’¢élevage sélectif de lignées de poulets résistantes a la colonisation de Campylobacter est une
stratégie d’intervention particuliérement moderne, visant a réduire la colonisation de
Campylobacter dans la filiére volaille.
En 2005, BOYD et al. ont démontré que la sélection des lignées de poulets génétiqguement

résistants au germe Campylobacter, réduit considérablement ce risque dans la volaille.

10.2. Prévention des contaminations alimentaires

Apres avoir vu les mesures qui peuvent étre mises en ceuvre afin de réduire I’incidence des
Campylobacter chez 1’animal, nous présentons les moyens & mettre en ccuvre afin d’éviter la
contamination des aliments d’origine animale.

10.2.1. Hygiene a I’abattoir

La prévention des contaminations alimentaires repose essentiellement sur les régles classiques
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de prévention des souillures fécales et ne sont pas différentes des mesures prises pour les
autres micro-organismes : hygieéne des locaux, de 1’équipement et du matériel, hygiéne du

personnel et hygiene de la préparation.

Différentes techniques basées sur la sensibilité des Campylobacter ont permis la mise en
ceuvre de méthodes pour traiter les carcasses qui arrivent a 1’abattoir.

On pourra ainsi avoir recours a :

e L’immersion des carcasses dans des bains contenant des dérivés chlorés ou encore
organiques (essentiellement acides).

e L’utilisation de produits tels que des ammoniums quaternaires, du glutaraldéhyde.

e Ou encore ’utilisation de radiations ionisantes, traittement a 1’heure actuelle le plus

efficace mais soulevant de nombreuses réticences de la part des consommateurs.

Néanmoins ces techniques présentent plusieurs types d’inconvénients a la fois technologiques
(corrosion), sanitaires (résidus toxiques ou carcinogénes sur les carcasses), organoleptiques
(godt et couleur peuvent s’en trouver modifiés) mais également économiques (PUTERFLAM

et al., 2007).

10.2.2. Traitement et recueil du lait

L’importance de I’hygiene de recueil du lait est primordiale dans la prévention des
contaminations par celui-ci. En plus des mesures de prévention des contaminations fécales,
une bonne hygiéne de la traite permet le recueil du lait sans aucun risque (FEDERIGHI et al.,
2005).

10.2.3. Traitement thermique des aliments

e Pasteurisation industrielle des aliments
La pasteurisation représente une véritable méthode de destruction des Campylobacter au sein
des aliments étant donné sa faible résistance a la chaleur.

e Cuisson suffisante en cuisine
Il faudra veiller & ce que la viande soit bien cuite. 1l serait bon d’utiliser un thermomeétre pour

cuire les aliments afin d’en vérifier la température a ceeur du produit (THOMAS, 2009).
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OBJECTIFS

e [’objet de notre étude consiste en :

Isolement des souches de Campylobacter thermotolérants chez le poulet de
chair a partir de fientes de poulets de chair fraichement émises en fin de
période d’¢élevage dans quelques élevages avicoles dans les wilayas d’Alger,
Boumerdés et Bouira, dans des élevages en serre et en béton.

Isolement des souches de Campylobacter thermotolérants chez le poulet de
chair a partir de peaux de cou de poulet juste apres éviscération et lavage des
carcasses dans quelques établissements d’abattages (abattoirs industriels et
tueries traditionnelles) dans les wilayas d’Alger, Boumerdes et Bouira.
Caractérisation phénotypique des souches isolées a partir des différents
prélevements.

Et détermination du profil d’antibiorésistance des souches isolées.

e Le but recherché par cette étude est d’apporter quelques données qui pourraient étre

utilisées dans le cadre d’éventuelles enquétes épidémiologiques sur les

campylobactérioses humaines :

L’appréciation de la prévalence de ces germes dans les différentes matrices
étudiées.

L’établissement des profils de résistance de souches de Campylobacter
thermotolérants isolées par espéce.

Essayer de déceler éventuellement I’origine de la contamination des carcasses
de poulet dans les unités d’abattage a partir de la comparaison des

résistotypes.
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1. MATERIEL ET METHODES

1.1. Matériel

1.1.1. Matériel de prélevement

- Gants stériles.

- Pinces, ciseaux et bistouris stériles.

- Spatules (cuilléres) stériles.

- Pots et sachets de prélevement stériles.
- Glaciére et Ice-box.

1.1.2. Matériel d’analyse

- Matériel usuel de bactériologie (cité en annexe 1).
- Jarres d’anaérobiose.
- Sachets générateurs d’atmosphére microaérophile : GENbox microaer.
- Milieux de culture et réactifs :
e Milieu de base mCCDA.
e Milieu de base Bolton.
e Milieu Columbia.
e Gélose Mueller Hinton.
e Gélose au citrate de fer et aux trois sucres (TSI).
e Test d’agglutination au latex (Dry spot)
e Galeries APl Campy.
e Réactifs : ninhydrine (nin), fast blue (fb), nitrate réductase 1 (nit 1),
nitrate réductase 2 (nit 2).
e Supplément d’antibiotiques MCCDA.
e Supplément d’antibiotiques Bolton.

e Sang de cheval defibriné et sang de cheval lysé.

e Disques d’antibiotiques :

v' Ampicilline
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Amoxicilline+Acide clavulanique
Céfalotine
Céfotaxime
Streptomycine
Gentamicine
Kanamycine
Tobramycine
Erythromycine
Acide nalidixique
Ciprofloxacine
Tétracycline

LN N N N N N U N N RN

Chloramphénicol

Eau physiologique et eau distillée stériles.

Ethanol.

BHIB et glycérol.

Réactifs pour la coloration de Gram.

Réactifs pour la galerie Api Campy : ninhydrine, fast blue, nitrate
réductase 1, nitrate réductase 2, huile de vaseline.

Huile a immersion.

Réactif pour la recherche de 1’oxydase.

Réactif pour la recherche de la catalase (Peroxyde d’hydrogéne).
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1.2. Echantillons

Notre étude effectuée dans la région d’Alger (communes des wilayas d’Alger, Boumerdes
et de Bouira), s’est déroulée durant la période allant du mois d’avril 2012 jusqu’au mois de
juin 2014. L’analyse des echantillons a été réalisée dans le laboratoire d’HIDAOA de
I’ENSV d’Alger et dans le laboratoire de microbiologie de la facult¢ SNV de 1’université de
Bouira. Elle a porté sur 200 prélevements au total, récoltés au niveau de 10 établissements
étatiques et privés de la région (5 établissements d’élevage et 5 établissements d’abattage),

répartis comme suit :

a) Répartition des échantillons selon leur nature
e 100 soit 50% étaient des fientes de poulet de chair,

e 100 soit 50% etaient des peaux de cou de poulet de chair.

b) Répartition des échantillons selon leur provenance
e 80 soit 40 % provenaient de la wilaya de Bouira,
e 80 soit 40 % provenaient de la wilaya de Boumerdes.

e 40 soit 20 % provenaient de la wilaya d’Alger.

c) Répartition des échantillons selon le lieu de prélevement
e 100 soit 50% provenaient de fermes avicoles,
+ 40 soit 20 % provenaient de batiments en béton,
+ 60 soit 30 % provenaient d’élevage en serre.
e 100 soit 50% provenaient d’établissements d’abattage avicoles.
+ 40 soit 20 % provenaient d’abattoirs industriels,

+ 60 soit 30 % provenaient de tueries traditionnelles.
d) Répartition des échantillons selon la période de prélévement
e 120 soit 60% durant I’année 2012 (de avril a octobre),

e 80 soit 40% durant I’année 2014 (de février a juin).

Les répartitions des échantillons sont schématisées par les figures 5, 6, 7 et 8.
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m fientes

® peaux du
cou

Figure 5 : Répartition des échantillons selon leur nature.

m Alger
®m Boumerdes
m Bouira

Figure 6 : Répartition des échantillons selon leur provenance.

® batiments en
béton

m élevages en
serre

m abattoirs
industriels

m tueries
traditionnelles

Figure 7 : Répartition des échantillons selon le lieu de prélevement.

H année
2012

® année
2014

Figure 8 : Répartition des échantillons selon la période de prélévement.
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Total des échantillons
200

Fermes avicoles Etablissements d’abattage
100 100

Peaux de cou
100

100

|
2\

‘ Fientes

\
/

Batiments Elevage Abattoirs Tueries
en béton en serre industriels traditionnelles
40 60 40 60

Br Bm Br A Bm Br Bm Br A Bm
20 20 20 20 20 20 20 20 20 20

A : Alger, Bm : Boumerdeés , Br : Bouira.

Figure 9 : Répartition générale des échantillons.
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1.3. Méthodes

Les méthodes d’analyse utilisées sont résumées par la figure 10.

Préléevements Prélevements

19 de fientes 10g de peau de cou

Enrichissement sélectif

90 ml de bouillon Bolton

Incubation 48h a 42°C / microaérophilie

Isolement sélectif

Boites de gélose MCCDA
Incubation 48h-96h a 41,5°C / microaérophilie

l

Identification préliminaire

Confirmation

Caractérisation phénotypique

Galeries Api Campy (incubation 24h a 37°C)

l

Antibiogramme

Gélose Mueller Hinton au sang (13 antibiotiques)
Incubation 24h-48h a 42°C / microaérophilie

|

Conservation des ouches (glycérol + BHIB a — 20°C)

Figure 10 : Représentation schématique de la méthode d’analyse des échantillons.
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1.3.1. Préparation des milieux de culture

Les différents milieux de culture ont été préparés a partir de milieux de base déshydratés, de
suppléments d’antibiotiques et de sang de cheval.

+ Milieu MCCDA (Formule CCDA-Preston Modifiée)
Gélose de base exempte de sang pour Campylobacter (CM0739, OXOID, France) plus le
supplément sélectif (SR0155, OXOID, France).

+ Bouillon Bolton
Milieu de base pour I’enrichissement sélectif des Campylobacter (CM0983, OXOID, France)
plus le supplément sélectif Bolton (SR0183. OXOID, France) plus le sang de cheval (IPA).

+ Gélose Columbia au sang frais

Gélose Columbia (CM0331. OXOID, France) plus le sang de cheval défibriné.

+ Gélose Muller Hinton au sang frais

Gélose Muller Hinton (CMO0337. OXOID, France) plus le sang de cheval défibrine.

1.3.2. Méthode d’échantillonnage

En I’absence de méthodes d’échantillonnage normalisées relatives a la recherche des
Campylobacter dans les viandes de volaille a 1’échelle nationale, européenne ou encore
internationale, nous nous sommes inspirés de plusieurs textes parmi lesquels : les directives

générales sur 1’échantillonnage du Codex Alimentarius « CAC/GL 50-2004 ».

Les troupeaux de poulets de chair a tester ont été choisis de maniére aléatoire en essayant de
cibler plusieurs régions et aussi selon la coopération des éleveurs et des propriétaires des
établissements d’abattage de poulet de chair et la disponibilite des différents réactifs

d’analyse.

20 échantillons ont été prélevés par lot.
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- Définition du lot

Selon le CAC/GL 50-2004, un lot est une quantité identifiée d’une marchandise déterminée,
fabriquée ou produite dans des conditions présumées uniformes.
Selon le CAC/GL 78-2011, un lot est un sous-groupe d'un troupeau. Groupe de poulets tous

expéediés au méme moment a l'abattoir.

- Définition de I’échantillon (CAC/GL 50-2004 ; AFSCA, 2013 ; JORA, 2015)

L’échantillon est un ensemble composé d’un ou plusieurs individus (ou une fraction de
matiére) sélectionnés de différentes facons dans une population (ou dans une importante
quantité de matiére). 1l est destiné a fournir une information caractéristique de la population
(ou de la matiere) étudiée, et éventuellement a servir de base a une décision concernant cette

population ou cette matiére ou le procédé qui I’a produite.

Un échantillon représentatif est un échantillon dans lequel on retrouve les caractéres du lot
d’ou il provient. C’est notamment le cas lorsque chacun des individus ou des prélévements
élémentaires & choisir dans le lot a la méme probabilité de figurer dans 1’échantillon
(échantillon aléatoire simple).

Effectuez des prélévements dans chaque quart de travail sur une base aléatoire afin que
I'ensemble de la série des échantillons refléte I'échantillonnage des différents quarts. Les

proportions de prélévements des quarts de travail peuvent varier.

1.3.2.1. Au niveau des élevages

100 échantillons de fientes ont été récoltés a partir de cing élevages de poulets de chair, deux
batiments en béton et trois élevages en serre, situés dans quelques communes des wilayas
d’Alger, Boumerdes et de Bouira, un seul passage a été effectué en début de journée pour

chaque élevage.

La description des élevages visités ainsi que les informations concernant les différents

prélevements récoltés sont résumées dans le tableau 9.
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Tableau 9 : Description des fermes avicoles testées et des échantillons récoltés.

Elevages Localisation | Type Age des Nombre total | Nombre
sujets des sujets d’échantillons
Elevage 1 Bouira Béton 45 jours 6000 20 fientes
Elevage 2 Boumerdes Serre 42 jours 5000 20 fientes
Elevage 3 Alger Serre 50 jours 4000 20 fientes
Elevage 4 Boumerdeés Béton 45 jours 4000 20 fientes
Elevage 5 Bouira Serre 60 jours 6000 20 fientes

Des fientes de poulet de chair fraichement émises ont été récoltées par terre a différents
endroits du batiment d’élevage afin de balayer toute la surface. Les échantillons étaient

prélevés le plus proche possible de I’abattage c'est-a-dire en fin de période d’élevage.
Les prélevements sont récoltés a 1’aide de spatules stériles et déposés dans des pots stériles et
identifiés.

1.3.2.2. Echantillons de volailles abattues

100 échantillons de peau de cou ont été récoltés a partir de cing établissements d’abattage de
poulets de chair : deux abattoirs industriels et trois tueries traditionnelles, situés dans quelques
communes des wilayas d’Alger, Boumerdes et Bouira. Un seul passage a été effectué en début

de journee pour chaque établissement d’abattage.

La description des établissements d’abattage visités ainsi que les informations concernant les

différents prelévements récoltés sont résumés dans le tableau 10.
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Tableau 10 : Description des établissements d’abattage testés et des échantillons récoltés.

Abattoirs Localisation | Type Espéces Cadence | Nombre
abattues d’échantillons

Abattoir 1 Bouira Industriel Poulet de chair | 1500/h 20 peaux du cou

Abattoir 2 Boumerdes Traditionnel | Poulet de chair | 500/h 20 peaux du cou

Abattoir 3 Alger Traditionnel | Poulet de chair | 450/h 20 peaux du cou

Abattoir 4 Boumerdes Industriel Poulet de chair | 1200/h 20 peaux du cou
Dinde

Abattoir 5 Bouira Traditionnel | Poulet de chair | 200/h 20 peaux du cou

Des peaux de cou ont été prélevées a partir de carcasses de poulet de chair abattu, par incision
d’un morceau de 10 g de peau juste apres dépdt des carcasses sur les chariots de transport (en

fin de chaine d’abattage et aprés douchage des carcasses).

Les prélevements ont été effectués a 1’aide de pinces et bistouris stériles puis déposés dans

des sacs de prélevement stériles et identifiés.

Les différentes modalités de préléevement sont représentées dans la figure 11.

a : fientes

b : peau de cou

Figure 11 : Différentes modalités de prélévement.
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1.3.3. Transport des échantillons

Les différents types d’échantillons ont été transportés dans une glaciere a 4°C le plus
rapidement possible au laboratoire d’analyse pour éviter la dessiccation, I’analyse des

échantillons a été réalisée le jour méme.
1.3.4. Méthode de détection

Pour toutes les étapes du protocole d’analyse des échantillons, les incubations des cultures se
font dans des jarres étanches avec des sachets générateurs d’atmosphére particuliére
microaérophile (CAMPYGEN, CNO0025, OXOID France). L’atmosphére microaérophile
signifie un mélange gazeux de 5% d’0,, 10% de CO, et 85% d’N..

Les différents échantillons ont été analysés selon :

- Lanorme NF ISO 10272 : 2006 (VWA 2011).

Microbiologie des aliments - Meéthode horizontale pour la recherche et le
dénombrement des Campylobacter spp. - Partie 1 : méthode de recherche ;

- Les recommandations de I’OMS (2003) ; Techniques de laboratoire : Cours pratique
de Niveau 2 Isolement, identification et determination de la sensibilité aux
antibiotiques des Campylobacter ;

- Le manuel terrestre de I’OIE : Campylobacter jejuni et Campylobacter coli. (OIE
2008).

1.3.4.1. Réalisation des primo cultures
a) Les fientes

Pour les produits suspectés contenir une quantité importante de Campylobacter

thermotolérants, nous avons procédé a un isolement direct.

= Préparation des suspensions meres par dilution de la prise d’essai
(1g de fientes) dans 9 ml d’eau physiologique stérile (dilution au

1/10°™) et homogénéisation a I’aide d’un vortex).
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= |solement direct sur milieu sélectif : par ensemencement de 10ul de la
suspension meére sur le milieu mMCCDA.
» Incubation des géloses ensemencées a 41,5°C pendant 48h en

atmosphére microaérophile.
b) Les peaux de cou

Pour ce type d’échantillons, les Campylobacter s’ils sont présents, ils sont en faible nombre et
au sein d’une abondante flore microbienne compétitive, de ce fait I’isolement est précédé
d’une phase d’enrichissement dans un bouillon sélectif et I’analyse compléte de ces
échantillons peut aller jusqu’a 12 jours.

= Enrichissement
Il est réalisé par ensemencent de I’échantillon a tester dans un bouillon d'enrichissement
sélectif concu pour ralentir ou inhiber la multiplication de micro-organismes rivaux tout en

favorisant celle de micro-organismes du genre Campylobacter.

L’enrichissement se fait par transfert aseptique de 10g de peau de cou prélevée dans un flacon

stérile contenant 90 ml du bouillon d’enrichissement Bolton

Les bouillons ensemencés sont incubés a 42°C pendant 24 a 48h.

= |solement

L’isolement est réalisé par ensemencement des boites de gélose mMCCDA par 10ul du bouillon

d’enrichissement précédemment incubg.

Les geloses ensemencées sont incubées a 41,5°C pendant 48h et jusqu’a 5 jours en

atmosphére microaérophile.
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1.3.4.2. Identification préliminaire

L’identification présomptive des Campylobacter est basée sur leur morphologie typique lors
de la coloration de Gram, un état frais et les tests biochimiques rapides (recherche de I’activité

oxydase et catalase) et le test d’agglutination au latex.

a) Aspect des cultures

Les colonies typiques sont petites, plates, arrondies, grises ou brunatres, étalées en gouttes
d’eau ou en taches de bougie, et peuvent étre de différentes tailles sur une méme boite de
culture.

Les colonies apparaissent généralement au bout de 48 h lors de I’isolement a partir des
fientes, et les primo-cultures sont généralement pures. Pour les peaux de cou c’est jusqu’a

96 h d’incubation et les primo-cultures sont souvent envahies de contaminants.

La morphologie des colonies de Campylobacter peut étre utilisée comme un guide dans
I’identification des espéces. Les souches de C. jejuni produisent des colonies étalées, plates,
humides, grises, apres 48 heures d’incubation a 42°C. Certaines souches peuvent avoir une
teinte verdatre, une apparence desséchée avec ou sans reflet métallique. Les souches de
C. coli tendent a étre de couleur gris crémeux, humides, Iégérement bombées et généralement
de petite taille. Les souches de C. lari ont une morphologie variable ; certaines ont
I’apparence de souches de C. coli et C. jejuni, d’autres présentent des colonies grises et
petites.

L’aspect des cultures obtenues sur le milieu mCCDA est démontré dans la figure 12

Figure 12 : Aspect des colonies de Campylobacter sur gélose m CCDA.

(Photos personnelles)
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b) Examen de mobilité

Une préparation a 1’état frais permet d’examiner la mobilité¢ des bactéries et d’en déceler la
forme. Pour observer la mobilité, on doit prendre garde a ne pas détruire les flagelles
bactériens lors du prélévement et de la préparation de la lame.

L’examen a I’état frais permet d’observer des Campylobacter dont le mouvement de

déplacement en vrille est caractéristique.

La technique de la réalisation de I’examen a 1’état frais est décrite en annexe 2.

c) Examen de la morphologie sur frottis coloré

L’examen de la morphologie est réalisé par coloration de Gram d’un frottis préparé a partir

d’une colonie bien isolée, suspecte étre Campylobacter thermotolérant.

La technique de la préparation du frottis ainsi que la coloration de Gram sont décrits en

annexe 3.

L’aspect des Campylobacter lors de la coloration de Gram est trés caractéristique, les
bactéries ainsi isolées étaient des bacilles a Gram négatif trés fins présentant différentes
formes, souvent incurvées en virgule ou spiralées en S, en ailes de oiseaux ou parfois de

formes hélicoidale. Lors d’incubations prolongées, des formes coccoides ont été obtenues.

L’aspect microscopique des Campylobacter est représenté dans la figure 13.

Figure 13 : Aspect microscopique des Campylobacter (G*100) (Photo personnelle)

74



Matériel et méthodes

d) Recherche de I’oxydase

d.1) Principe
Le test de I'oxydase met en évidence la présence d'une cytochrome-oxydase qui oxyde le
cytochrome c réduit. Ce test met en évidence la présence de cytochrome c dans les chaines
respiratoires grace a des réactifs ayant le méme potentiel d'oxydo-réduction que le

cytochrome c.

La réaction est schématiquement la suivante :

Cytochrome ¢ oxydé + réactif réduit ~ —n#actif coloré.

d.2) Technique
Prélever a l'aide de I'effilure d'une pipette pasteur une colonie caractéristique et la transférer

sur un papier buvard imbibé par le réactif de 1’oxydase.

d.3) Lecture
La présence d'une cytochrome-oxydase se traduit, en 20 & 60 secondes, par l'apparition d'une
coloration bleue violacée.
Les cultures présentant 1’aspect macroscopique et microscopique des Campylobacter sont

oxydase positive.

e) Recherche de la catalase

e.1) Principe
En présence d'oxygéne moléculaire, certaines réactions métaboliques conduisent a la
formation d'eau oxygénée. La catalase est une enzyme qui dégrade I'eau oxygénée en eau et

oXxygéne.

e.2) Technique
Déposer sur une lame de verre une ou deux gouttes d'eau oxygénée a 10 volumes.
Prélever a l'aide de I'effilure d'une pipette pasteur un fragment de colonie et dissocier la

culture dans I'eau oxygénée.
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e.3) Lecture
La présence d'une catalase se traduit, en quelques secondes, par la formation de bulles
d'oxygéne.
Les cultures présentant 1’aspect macroscopique et microscopique des Campylobacter étaient

catalase positive.

1.3.4.3. Isolement des souches et confirmation

a) Préparation des subcultures

Les colonies présentant les caractéristiques morphologiques et biochimiques des
Campylobacter sont repiquées sur gelose Columbia au sang de cheval afin d'isoler la souche

en ayant une culture pure.

Les géloses ensemencees sont incubées a 42°C pendant 18h a 24h en microaérophilie.

Les différents aspects des cultures obtenues sur milieu Columbia sont résumeés dans la figure
14.

Figure 14 : Différents aspects des colonies de Campylobacter sur gélose

Columbia au sang frais. (Photos personnelles)
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b) Ensemencement des géloses TSI

b.1) Principe
A partir de la culture pure précedemment obtenue sur la gélose Columbia au sang :
- Prélever quelques colonies isolées,
- Ensemencer en stries longitudinales la pente du milieu et ensemencer le culot par
pigdre centrale jusqu’au fond de la gélose.
- Incuber les geloses ensemencées a 42°C pendant 24 h et jusqu’a 5 jours en atmospheére

microaérophile.

b.2) Lecture

L’utilisation de I’un des sucres contenus dans le milieu se traduit par une acidification (virage
au jaune du rouge de phénol). Une alcalinisation se révéele par une coloration rouge foncé. La
production de sulfure d’hydrogéne a partir du thiosulfate est mise en évidence par la
formation d'une coloration noire au fond de la gélose.

Les régles d’interprétation des résultats observés lors de la lecture de la gélose TSI sont
résumées dans le tableau 11.

Les Campylobacter thermotolérants ne fermentent pas les sucres et ne produisent pas de gaz a

partir de glucose.

Tableau 11 : Interprétation des réactions observées sur la gélose TSI (AFNOR, 2004).

Réaction observée Interprétation

Jaune Glucose positif

(fermentation du glucose)

Rouge ou inchangé Glucose négatif
Culot (pas de fermentation du glucose)
Noir Formation de sulfure d’hydrogene (H,S)
Bulles ou fissures Formation de gaz a partir du glucose
Jaune Lactose et/ou saccharose positifs

(fermentation de I’un ou les deux sucres)

Pente Rouge ou inchangé Lactose et saccharose négatifs

(aucun sucre n’est utilise)
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c) Test de sensibilité a la céfalotine
L’étude de la sensibilité a la céfalotine a été étudiée selon la méme méthode que les autres
antibiotiques utilisés pour 1’antibiogramme.
Les modalités d’interprétation des résultats sont représentées dans le tableau 12.

Tableau 12 : Interprétation des résultats de la sensibilité a la céfalotine (AFNOR, 2004).

Antibiotiques C. jejuni C. coli C. lari C. upsaliensis

Céfalotine Résistant Résistant Résistant Sensible

d) Confirmation au moyen du test d’agglutination au latex

Un test d’agglutination au latex (DRYSPOT Campylobacter : DR0150, OXOID, France), a
été utilisé afin de confirmer la présence de Campylobacter entéropathogénes a partir de

colonies suspectes (Campylobacter jejuni, C. lari, C. coli).

d.1) Principe

Le Test Campylobacter Dryspot consiste en des particules de latex bleu sensibilisées par des
anticorps de lapin dirigés contre des antigénes de surface sélectionnés de Campylobacter. Le
réactif de contrdle est constitué de particules de latex bleu sensibilisées par des anticorps de
lapin non spécifiques des Campylobacter.

Les réactifs au latex sont déshydratés sur des cartes de réaction. Lorsqu’un extrait de
Campylobacter est melangé avec le réactif test, il apparait une agglutination due a une
réaction entre le latex sensibilisé par les anticorps et les antigénes de Campylobacter. Si
I’extrait ne contient pas les antigénes de Campylobacter, aucune agglutination n’apparait et le

résultat est négatif.

Le Test Dryspot Campylobacter contient les réactifs pour 1’extraction de ’antigene et un

contréle antigénique positif.
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d.2) Mode opératoire

Les colonies dont la morphologie suggere un Campylobacter peuvent étre testées apres

environ 24 a 48 heures d’incubation.

Retirer les reactifs du réfrigérateur et les laisser revenir a
température ambiante (18-25°C) ;

Placer un tube sur un portoir.

Déposer une goutte de réactif d’extraction A dans le tube.

Prélever suffisamment de colonies suspectes pour remplir la boucle
d’une ose. Mettre ces germes en suspension dans la goutte de
réactif A. Laisser 1’0se 3 minutes en contact avec le réactif A. Ne
pas la jeter.

Ajouter 2 gouttes de réactif d’extraction B. Bien mélanger a 1’aide
de I’ose précédemment utilisée.

A T’aide d’une pastette, déposer 1 goutte (50 pl) de D’extrait
neutralisé sur le cercle test et 1 goutte sur le cercle de contrdle.

A T’aide de la partie plate de la pastette, mélanger 1’extrait et le
réactif de controle déshydraté jusqu’a compléte homogénéisation.
Couvrir toute la surface de réaction. Utiliser la méme pastette pour
mélanger le réactif test.

Imprimer a la carte un mouvement de rotation pendant 3 minutes.
Observer 1’agglutination sous lumiére normale. Ne pas utiliser de
loupe.

Eliminer les cartes de réaction dans un désinfectant.

d. 3) Lecture et interprétation des résultats

Un résultat est considéré comme positif s’il y a agglutination des particules de latex en moins

de 3 minutes. Ceci indique la présence de Campylobacter thermotolérants.

Un résultat est considéré comme négatif s’il n’y a pas d’agglutination et si une suspension

bleue homogéne reste dans la zone de test aprés 3 minutes de mélange. Ceci indique que le

germe isolé n’est ni C. jejuni, ni C. coli ou C. lari.

Ne pas tenir compte des réactions se produisant apres 3 minutes.

La composition du coffret DRY SPOT Campylobacter est donnée en annexe 4.
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1.3.5. Identification phénotypique

L’identification des différentes espéces de Campylobacter thermotolérants a été effectuée aux
moyens de galeries Api (Api CAMPY, 20800, BioMérieux, France).

Le systéme d’identification Api Campylobacter permet I’identification en 24 h et présente

plusieurs avantages :

- Fiabilité : méthode standardisée associant les tests de reférence et les conditions
opératoires optimales pour ce groupe bactérien.

- Simplicité d’utilisation et efficacité : en une seule étape, identification et prédiction
thérapeutique (érythromycine).

- Conditionnement adapté a la fréquence de ces bactéries (12 tests).

a) Principe

La galerie Api Campy permettant 1’identification des espéces de Campylobacter sp. est
composee 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 EROQO) représentent des tests

d’assimilation ou d’inhibition.

b) Mode opératoire

Apres avoir séparé la galerie Api Campy en deux parties et préparer les boites d’incubation,

les étapes suivantes sont réalisées conformément a la notice du fabricant.

c) Préparation de I’inoculum
A partir d’une subculture, des colonies sont prélevées a 1’aide d’un écouvillon stérile puis
transférées dans une ampoule d’API NaCl 0,85% jusqu’a 1’obtention d’une suspension

bactérienne homogene d’opacité égale a 6 McFarland, et ce par comparaison au témoin

d’opacité présent dans le coffret.
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d) Inoculation de la galerie

La premiere partie de la galerie ainsi que le test H,S de la deuxieme partie de la galerie sont
inoculés a I’aide d’une pipette pasteur stérile a partir de I’inoculum préparé.

Cette partie comporte les tests suivants :

* Production d’uréase (UREE)

* Production du nitrate (NIT)

* Production d’estérase (EST)

* Hydrolyse d’hippurite (HIP)

* Production du Gamma Glutamyl transférase (GGT)

* Réduction du chlorure de triphényl tétrazolium (TTC)
+ Synthese de la pyrrolidonyl arylamidase (PyrA)

* Synthése de L-Arginine Arylamidase (argA)

* Synthése de L-Aspartate Arylamidase (AspA)

« Synth¢se de la phosphatase alcaline (PAL)

Le reste de la suspension est transféré dans une ampoule APl AUX Medium afin de compléter

la deuxiéme partie de la galerie (GLU a ERO) qui comporte les tests suivants :

* Production d’H,S.

* Assimilation de glucose (GLU).

* Production de sodium succinate (SUT).

* Inhibition de la croissance par I’acide nalidixique (NAL).

* Inhibition de la croissance par la céfazoline (CFZ).

* 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).

e) Incubation de la galerie

Apres avoir recouvert la cupule URE d’huile de paraffine, la galerie API Campy est incubée a
36°C +2°C pendant 24 heures ; la premiere partie en atmosphere aérobie et la deuxieme partie

en atmosphére microaérophile.
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Avant d’entamer la lecture de la galerie API Campy, il est nécessaire de rajouter les réactifs
suivants : nitrate 1 et nitrate 2 (NIT1 et NIT2) au test NIT, ninhydrine (NIN) au test HIP et
Fast Blue FB nécessaire aux tests GGT, PyrA, Arg, AspA et PAL.

La lecture et I’interprétation des réactions sont des répertoriées dans le tableau 27 (annexe 5).

1.3.6. Réalisation des antibiogrammes des souches isolées

L’étude de la sensibilité aux antibiotiques des souches isolées est réalisée selon les
recommandations de la Société Francaise de Microbiologie (CA-SFM, 2013) et selon les
recommandations de ’OMS (2011) données dans le fascicule de la standardisation de

I’antibiogramme en médecine humaine en Algérie.

13 antibiotiques différents ont été testés : Ampicilline, Amoxicilline+Acide clavulanique,
Céfalotine, Cefotaxime, Streptomycine, Gentamicine, Kanamycine, Tobramycine,

Erythromycine, Acide nalidixique, Ciprofoxacine, Tétracycline et Chloramphénicol.

Les différents antibiotiques utilisés sont cités dans le tableau 28 (Annexe 6).

a) Procédure

L’antibiogramme se fait sur trois boites de gélose Mueller Hinton additionnée de 5% de sang

de cheval défibriné par la méthode de diffusion de disques en gélose.

- Standardisation de I’inoculum : A partir d’une culture pure de 18 a 24 h, préparer une
suspension inoculum en eau physiologique stérile et I’ajuster pour obtenir une densité

optique de 0.5 McFarland.

- Plonger un écouvillon en coton stérile dans 1’inoculum et presser doucement en
tournant sur la paroi interne du tube au dessus du niveau de 1’eau afin d’éliminer le

liquide en exceés retenu dans 1’écouvillon.
- Etaler I’écouvillon a travers la surface entiére de la boite de la gélose Mueller Hinton

au sang, tourner la boite d’environ 60° et recommencer I’étalement deux fois.

Compléter 1’étalement en tournant I’écouvillon sur le bord de I’agar.
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- Application des disques : Déposer les disques sur la surface de la gélose a I’aide d’une
pince. Ne pas bouger les disques aprés leur application et s’assurer du contact complet
avec la gélose.

- Incubation des géloses ensemenceées a 42°C pendant 24 a 48h en microaérophilie.

b) Lecture des boites et interprétation des résultats

- Vérifier la pureté, vérifier que la croissance forme une surface confluente.
- Vérifier que la zone d’inhibition est ronde et non ovale.

- Mesurer le diamétre de la zone d’inhibition (jusqu’a la croissance compléte).

L’interprétation des résultats est réalisee selon les normes de références utilisées. L’aspect de

I’antibiogramme aprés incubation est indiqué dans la figure 15.

Les concentrations des disques d’antibiotiques utilisés ainsi que les diamétres critiques et les
regles de lecture interprétative pour Campylobacter spp. sont représentés dans le tableau 29
(Annexe 7).

Figure 15 : Aspect de I’antibiogramme des souches isolées apres incubation.

(photos personnelles)

Des souches de références (contrdles positifs) ont été testées dans les mémes conditions
d’analyse a savoir Campylobacter jejuni (CIP 70.2), Campylobacter coli (CIP 70.80) et
Campylobacter fetus (CIP 53.9) (Collection de I’Institut Pasteur Paris, France), pour tester
I’efficacité des différents milieux de culture ainsi que les disques d’antibiotiques utilisés, en

plus des controles négatifs.
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1.3.7. Conservation des souches

Les souches identifiées sont remises en suspension dense dans un bouillon Glycérolé a 20%
(BHIB + glycerol).
Les suspensions sont distribuées en cryotubes et Eppendorfs et congelées -20°C.

1.3.8. Etude statistique

Les résultats ont ét¢ analysés a 1’aide du logiciel Microsoft Excel 2007.
Les tests utilisés sont :

- Le calcul des intervalles de confiance (IC : 95 %);

- Le test de comparaison : Khi-deux ().

La différence est considérée comme significative si la probabilité (p) est inferieur au risque a
(p <0.05).
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2. RESULTATS

Notre étude s’est déroulée durant la période allant du mois d’avril 2012 au mois de juin 2014,
durant laquelle nous avons estimé la prévalence des Campylobacter thermotolérants dans les
établissements échantillonnés, puis nous avons procédé a 1’étude de la sensibilité aux

antibiotiques des souches isolées.

2.1. Prévalence des Campylobacter thermotolérants

Dans cette partie seront présentées successivement les prévalences globales des
Campylobacter thermotolérants relevées dans 1’ensemble des échantillons réalisés, dans
chaque type de prélevement, au niveau des élevages ainsi que dans les établissements

d’abattage avicoles testés.

Dans cette partie nous présenterons dans un premier temps, le taux d’isolement global des
Campylobacter thermotolérants dans 1’ensemble des échantillons réalisés puis nous
détaillerons les prévalences observées dans chaque type de préléevement, au niveau des

¢levages ainsi que les établissements d’abattage avicoles testés.

2.1.1. Prévalence global des Campylobacter thermotolérants

Sur les 200 échantillons testés, des Campylobacter thermotolérants ont été isolées dans :

e 76 sur 100 (76%) des échantillons de fientes de poulet de chair.

e 66 sur 100 (66%) des échantillons de peaux de cou de poulet de chair.

Les résultats concernant le taux global d’isolement des Campylobacter thermotolérants sont

consignés dans le tableau 13 et les figures 16, 17 et 18.
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Tableau 13 : prévalence globale des Campylobacter thermotolérants.

Cas positifs .
P Intervalle de confiance
Type de Nombre de 3 95%
Prélevement prélevement Nombre %
Fientes 100 76 76 [68% ; 84%)]
Peau du cou 100 66 66 [57% ; 75%)]
Total 200 142 71 [65% ; 77%]

Les différents taux d’isolement des Campylobacter thermotolérants a partir des deux types de

prélévement n’étaient pas significativement différents (p > 0,05).

m % positif
m % négatif

Figure 16 : Prévalence globale de Campylobacter thermotolérants dans les fientes.

m % positif
m % négatif

Figure 17 : Prévalence globale de Campylobacter thermotolérants dans les peaux du cou.

86



Résultats

m % positif
® % negatif

Figure 18 : Prévalence globale de Campylobacter thermotolérants dans

le total des échantillons.

2.1.2. Prévalence des Campylobacter thermotolérants dans les fientes au niveau
des fermes

Nous avons isolé 76 souches de Campylobacter thermotolérants a partir de 100 prélevements
de fientes effectués au niveau de cing fermes avicoles différentes de poulet de chair. La
répartition des souches est répertoriée dans le tableau 14.

a) Prévalence des Campylobacter thermotolérants dans les fientes par

élevage

Tableau 14 : Prévalence des Campylobacter thermotolérants dans les élevages.

Nombre de Cas positifs
Type d’¢élevage | Désignation prélévements nombre %
Elevage 1 20 15 75,0
Béton Elevage 4 20 07 35,0
Elevages 1+4 40 22 55
élevage 2 20 16 80,0
Serre Elevage 3 20 18 90,0
Elevage 5 20 20 100,0
Elevages 2+3+5 60 54 90
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Les 76 souches isolées étaient réparties selon les élevages comme suit (figure19):

- 20 souches sur 20 échantillons effectués au niveau de I’élevage 5 soit un taux
d’isolement de 100%.

- 15, 16, 18 et 07 souches sur 20 échantillons effectués respectivement au niveau des
élevages 1, 2, 3 et 4, soit des taux d’isolement de 75%, 80%, 90% et 35%

respectivement.

100,0%
90,0%
80,0%
70,0%
60,0%
50,0%
40,0%
30,0%
20,0%
10,0%

0,0%

Elevagel Elevage?2 Elevage3 Elevage4 Elevage5

Figure 19 : Prévalence des Campylobacter thermotolérants par élevage.

Les Campylobacter thermotolérants ont été isolés dans les cing élevages testés.
Pour cette série de résultats nous n’avons remarqué aucune différence significative entre
quatre parmi les élevages testés: élevage 1, 2, 3 et 5 avec des taux d’isolement trés

élevés tendant vers les 100%.

Par contre, prévalence notées dans 1’¢élevage 4 (35%) et les élevages 1 (75%), 2 (80%), 3
(90%), 5 (100%) etaient significativement différents (p < 0,05).

b) Prévalence des Campylobacter thermotolérants par type d’élevage
Les 76 souches isolées étaient réparties selon les élevages comme suit (figure 20) :

- 22 souches ont été isolées a partir de 40 échantillons effectués dans les

élevages en béton (55%).
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- 54 souches ont été isolées a partir de 60 échantillons effectués dans les

élevages en serre (90%).

Donc sur un total de 76 souches, 28,9% provenaient des élevages en béton, et 71,1%

provenaient des elevages en serre.

m Elevage en
Béton

= Elevage en
Serre

Figure 20 : Répartition des résultats positifs de fientes selon le type de 1’¢levage.

Une différence significative (p < 0,05) a été constatée entre les taux d’isolement des
Campylobacter a partir des fientes de poulet provenant d’élevage en béton et celles provenant

d’élevage en serre.

2.1.3. Prévalence des Campylobacter thermotolérants au niveau des établissements
d’abattage

66 souches de Campylobacter thermotolérants ont été isolées dans cing établissements
d’abattage a partir de 100 prélevements de peaux de cou testés.
Les 66 souches de Campylobacter thermotolérants isolées a partir des prélévements de peaux

de cou, sont réparties dans le tableau 15 et la figure 21.

Les 66 souches isolées étaient reparties selon les établissements d’abattage comme suit :

- 10 souches sur 20 échantillons effectués au niveau de I’abattoir 2 et 4, soit un taux
d’isolement respectif de 50%.

- 12 souches sur 20 échantillons effectués au niveau de I’abattoir 1, soit un taux
d’isolement de 60%.
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- 16 souches sur 20 échantillons effectués au niveau de I’abattoir 3, soit un taux
d’isolement de 80%.
- 18 souches sur 20 échantillons effectués au niveau de 1’abattoir 5, soit un taux

d’isolement respectif de 90%.

Tableau 15 : Prévalence des Campylobacter thermotolérants dans les peaux de cou

dans les deux types d’abattoir.

Nombre de Cas positifs
Type d’abattoir | Désignation prélevements
nombre %
Industriel abattoir 1 20 12 60,0
abattoir 4 20 10 50,0
Abattoirs
1+4 40 22 55,0
abattoir 2 20 10 50,0
Traditionnel abattoir 3 20 16 80,0
abattoir 5 20 18 90,0
Abattoirs
2+3+5 60 44 73,3

90,0%
80,0%
70,0%
60,0%
50,0%
40,0%
30,0%
20,0%
10,0%

0,0%
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Figure 21 : Prévalence des Campylobacter thermotolérants dans les peaux de cou.
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Aucune différence significative (p > 0,05) n’a été constatée entre les taux d’isolement des
Campylobacter thermotolérants a partir des peaux de cou entre les différents établissements

d’abattage testés.

a) Prévalence des Campylobacter thermotolérants dans les peaux de cou par

type d’établissement d’abattage

Sur les 66 souches de Campylobacter thermotolérants isolées a partir de 100 échantillons de
peaux de cou (figure 22) :
- 22 souches ont été isolées a partir de 40 échantillons effectués dans les
abattoirs industriels correspondant a un taux de contamination de 1’ordre de
(55,0%).
- 44 souches ont été isolées a partir de 60 échantillons effectués dans les tueries
traditionnelles correspondant a un taux de contamination de 1’ordre de

(73,3%).

Donc sur un total de 66 souches, 33, 3% provenaient des abattoirs industriels et 66,6%

provenaient des tueries traditionnelles.

m Abattoir
Industriel

m Abattoir
Traditionnel

Figure 22 : Prévalence des Campylobacter thermotolérants dans les peaux de cou par

Type d’¢établissement d’abattage
Il n’y a une différence significative (p < 0,05) entre les taux d’isolement des Campylobacter a

partir des peaux de cou de poulet provenant d’abattoirs industriels et celles provenant des

abattoirs traditionnels.

91



Résultats

2.2. Résultats de I’étude phénotypique des souches isolées
Aprés avoir confirmé au moyen du test d’agglutination au latex (Dry Spot Campylobacter)
que les souches isolées appartenaient bien aux especes thermotolérantes, nous avons procédé
a I’identification de chacune d’elles au moyen de galeries API Campy.
Cette étude a révélé la répartition des souches en trois espéces C. jejuni, C. coli et C. lari.
2.2.1. Reépartition globale des espéces thermotolérantes par type d’échantillon

Les trois espéces ont été isolées dans les deux types d’échantillons comme suit :

- 89 souches étaient des C. jejuni ;

- 35 souches étaient des C. coli ;

- 18 souches étaient des C. lari.

La répartition des especes isolées sur le total des échantillons de fientes et de peaux du cou est

résumée dans le tableau 16 et la figure 23.

Tableau 16 : Répartition globale des especes thermotolérantes par type d’échantillon

Especes Fientes Peaux du cou Total
C. jejuni 50 (65,8%) 39 (59,1%) 89 (62,7%)
C. coli 21 (27,6%) 18 (27,3%) 39 (27,5%)
C. lari 05 (6,6%) 09 (13,6%) 14 (9,9%)
Total 76 66 142
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Nombre de
souches

50
40

30 m Fientes

20 m Peaux du cou

10

C. jejuni C. coli C. lari

Figure 23 : Répartition globale des especes thermotolérantes dans le total des échantillons

Les résultats de 1’étude phénotypique montrent que I’espéce C. jejuni est la plus isolée dans
les deux types de prélevement avec des taux de 65,8% et 59,1% dans les échantillons de
fientes et de peaux du cou respectivement, suivie de I’espéce C. coli avec des taux de 27,6%
et 27,3%, dans les échantillons de fientes et de peaux du cou respectivement ; enfin 1’espéce
la moins fréquente C. lari avec des taux de 6,6% et13,6% dans les échantillons de fientes et

de peaux du cou respectivement.

La différence entre les taux d’isolement des trois espéces dans les deux types d’échantillon est
statistiquement significative (p < 0,05).

2.2.2. Reépartition des especes thermotolérantes isolées des échantillons de fientes

par élevage

La répartition des espéces de Campylobacter thermotolérants isolées a partir des fientes sur
les élevages echantillonnés est notée dans le tableau 17 et la figure 24.
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Tableau 17 : Répartition des especes isolées sur les cing élevages préleves.

Especes Elevagel |Elevage2 |Elevage3 |Elevage4 |Elevage5 |Total

C. jejuni 12 5 7 7 19 50

C. coli 3 8 10 0 0 21

C. lari 0 3 1 0 1 5

Total 15 16 18 7 20 76
a) C.jejuni

L’espece C. jejuni a été isolée dans les cing élevages comme suit : 19 souches dans 1’élevage

5; 12 souches dans 1’¢levage 1; 07 souches dans les élevages 3 et 4 et 05 souches dans

I’¢élevage 2.

b) C. coli

Pour I’espéce C. coli, elle a été isolée dans trois élevages sur les cing préleves. Les souches

ont été réparties ainsi: 10 souches dans 1’élevage 3 ; 08 souches dans I’élevage 2 et 03

souches dans les élevages 1.

c) C.lari

En ce qui concerne C. lari, elle a été isolée a partir de trois élevages sur les cing prélevés, la

répartition était comme suit : 03 souches dans 1’¢levage 2 et 01 souche dans 1’¢élevage 3 et 5.
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Figure 24: Répartition des espéces thermotolérantes par établissement d’élevage.

La répartition des différentes souches sur les cing élevages était différente en ce qui concerne

le nombre de souche et la distribution des especes, cette différence est statistiguement

significative (p < 0,05).

2.2.3. Reépartition des espéces thermotolérantes isolées des échantillons de peaux

du cou par établissement d’abattage

La répartition des espéces de Campylobacter thermotolérants isolées a partir des fientes sur

les élevages échantillonnés est démontrée dans le tableau 18 et la figure 25.

Tableau 18 : Répartition des espéces isolées sur les cing élevages préleves.

Espéces Abattoir 1 | Abattoir 2 | Abattoir 3 | Abattoir 4 | Abattoir 5 |Total

C. jejuni 6 7 6 10 10 39
C. coli 4 3 7 0 4 18
C. lari 2 0 3 0 4 9
Total 12 10 16 10 18 66
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a) C.jejuni

L’espece C. jejuni a été isolée dans les cing abattoirs comme suit : 10 souches dans 1’abattoir

4 et 5 ; 07 souches dans I’abattoir 2, et 06 souches dans 1’abattoir 1 et 3.

b) C. coli

Pour I’espece C. coli, elle a été isolée dans quatre abattoirs sur les cing préleves. Les souches
ont été réparties ainsi : 07 souches dans 1’abattoir 3 ; 04 souches dans 1’abattoir 1 et 5, et 03

souches dans les I’abattoir 2.
c) C.lari
En ce qui concerne C. lari qui a été isolée a partir de trois abattoirs sur les cinqg préleveés, la

répartition était comme suit : 04 souches dans I’abattoir 5, 03 souches dans 1’abattoir 3 et 02

souche dans 1’abattoir 1.

10

9
w B8
£ 7
S 6 N
® mC. jejuni
g 4 mC. coli
£ 3 ocC. lari
Pz

2

1

0

Abattoir 1  Abattoir 2  Abattoir 3  Abattoir 4  Abattoir 5

Figure 25: Répartition des espéces thermotolérantes par établissement d’abattage.
La répartition des différentes souches sur les cing abattoirs était différente en ce qui concerne

le nombre de souche et la distribution des especes, cette différence est statistiquement

significative (p < 0,05).
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2.3. Résultats de I’étude de la sensibilité aux antibiotiques des souches isolées
L’étude de la sensibilit¢ aux antibiotiques des souches isolées de Campylobacter
thermotolérants a révélé 1’existence de souches sensibles et d’autres résistantes aux différents
antibiotiques testés.

2.3.1 Résistance globale des Campylobacter thermotolérants
Les résultats de 1’étude de la sensibilit¢ aux antibiotiques de I’ensemble des souches de

Campylobacter thermotolérants isolées a partir des fientes et des peaux du cou durant la

période d’étude, sont rapportés dans le tableau 19.
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Tableau 19 : Résultats de I’antibiogramme pour I’ensemble des souches isolées

Echantillons | Profil AMP AMC |GM C TE NA CIP CTX TOB
Sensible 27 39 76 57 76 16 0 6 76 66 56 20
Fientes
(76
souches) Résistant 49 37 0 19 0 60 76 70 0 10 20 56
% résistance 64,5% | 48,7% 0,0%| 25,0% 0,0%| 78,9%| 100,0%| 92,1% 0,0%| 13,2% 26,3% | 73,7%
Peaux Sensible 27 44 66 54 66 7 0 14 66 51 48 24
du cou
(66
souches) Résistant 39 22 0 12 0 59 66 52 0 15 18 42
% résistance 59,1%| 33,3% 0,0%| 18,2% 0,0%| 89,4%| 100,0%| 78,8% 0,0%| 22,7% 27,3%| 63,6%
Total Résistant 88 59 0 31 0 119 142 122 0 25 38 98
(142
souches)
% résistance 62,0%| 41,5% 0,0%| 21,8% 0,0%| 83,8%| 100,0%| 85,9% 0,0%| 17,6% 26,8%| 69,0%
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Les résultats ont montré que pour les deux types d’échantillons, le taux de résistance a I’acide
nalidixique était de 100% (aucune souche ne s’est révélée sensible a tous les antibiotiques),
par contre toutes les souches étaient sensibles a la gentamicine, au chloramphénicol et au

céfotaxime, correspondant a un taux de résistance respectif de 0%.

La comparaison des différents taux de résistance globaux des souches de Campylobacter
thermotolérants isolées n’a révélé aucune différence significative (p > 0,05) entre les souches
isolées des fientes et des peaux de cou pour chacun des antibiotiques testés. Par contre, les
taux de résistance par rapport aux antibiotiques étaient significativement différents (p < 0,05).

Les taux de résistance globaux sont notés dans la figure 26.
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Figure 26 : Taux de résistance globaux de toutes les souches isolées.

- 88 souches étaient résistantes a I’ampicilline (62,0%).

- 59 souches étaient résistantes a [I’association amoxicilline /acide
clavulanique (41,5%).

- 31 souches étaient résistantes a I’érythromycine (21,8%).

- 119 souches étaient résistantes a la tétracycline (83,8%).

- 122 souches étaient résistantes a la ciprofloxacine (85,9%).

- 25 souches étaient résistantes a la streptomycine (17,6%).

- 38 souches étaient resistantes a la kanamycine (26,8%).

- 98 souches étaient resistantes a la tobramycine (69,0%).
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2.3.2. Résistance des Campylobacter thermotolérants isolés a partir des fientes

dans les différents élevages

Pour les souches isolées a partir des fientes, les résultats de 1’antibiogramme ont montré

difféerents taux de résistance aux différents antibiotiques testés (figure 27).

- 49 souches étaient résistantes a 1’ampicilline (64,5%).

- 37 souches étaient résistantes a I’association amoxicilline /acide
clavulanique (48,7%).

- 19 souches étaient résistantes a 1’érythromycine (25,0%).

- 60 souches étaient résistantes a la tétracycline (78,9%).

- 70 souches etaient résistantes a la ciprofloxacine (92,1%).

- 10 souches étaient résistantes a la streptomycine (13,2%).

- 20 souches étaient résistantes a la kanamycine (26,3%).

- 56 souches étaient résistantes a la tobramycine (73,7%).
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Figure 27 : Taux de résistance des souches isolées a partir des fientes.
Les taux de résistance aux différents antibiotiques des différentes souches de Campylobacter

thermotolérants isolées a partir des fientes dans chaque élevage ainsi que le traitement

antibiotique administré dans ces élevages sont représentés dans le tableau 20.
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Tableau 20 : Nombre de résistances aux antibiotiques des différentes souches Campylobacter

thermotolérants isolées a partir des fientes dans les différents élevages.

Elevage 1 Elevage 2 Elevage 3 Elevage 4 Elevage 5 Total

(15 souches) | (16 souches) | (18 souches) [(7 souches) | (20 souches)
AMP 10 12 10 6 11 49
AMC 9 6 7 5 10 37
CTX 0 0 0 0 0 0
S 5 0 0 3 2 10
GM 0 0 0 0 0 0
K 10 0 7 0 3 20
E 0 6 0 5 8 19
TOB 15 10 14 7 10 56
C 0 0 0 0 0 0
TE 15 11 14 6 14 60
NA 15 16 18 7 20 76
CIP 15 12 16 7 20 70

Tétracycline | Oxytétra- Amoxyciline | Tétracycline | Tétracycline
Traitement - ; . .

Colistine cycline Enrofloxa- Tylosine Enrofloxacine
antibiotique .

Erythro- cine
administré )
mycine

Les résultats obtenus montrent que pour l’ampicilline, ’association amoxicilline /acide

clavulanique, I’érythromycine et la tétracycline, il y a une différence significative entre les

taux de résistance notés a ces antibiotiques dans les différents élevages. Par contre, pour la

ciprofloxacine, cette différence n’est pas significative.
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Toutes les souches de I’¢élevage 1 étaient sensibles a 1’érythromycine, par contre 15 parmi les
20 souches isolées résistantes a la ciprofloxacine et la tétracycline en plus de 1’acide
nalidixique.

Toutes les souches de I’élevage 2 étaient résistantes a la tobramycine, 06 souches étaient
résistantes a 1’association amoxicilline /acide clavulanique et 1’érythromycine, 12 étaient
résistantes a I’ampiciline et la ciprofloxacine.

Toutes les souches de I’¢levage 3 étaient sensibles a 1’érythromycine.

Dans 1’¢élevage 4, toutes les souches étaient résistantes a la ciprofloxacine et 06 parmi les 07

isolées étaient résistantes a I’ampicilline et la tétracycline.

Toutes les souches de 1’élevage 5 étaient résistantes a la ciprofloxacine et environ la moitié
des souches résistantes aux autres antibiotiques (ampicilline, association amoxicilline /acide

clavulanique, érythromycine et tétracycline.

2.3.3. Résistance des Campylobacter thermotolérants isolés a partir des peaux du

cou dans les différents établissement d’abattage

Pour les souches isolées a partir des peaux de cou, les résultats de 1’antibiogramme ont

montré différents taux de résistance aux différents antibiotiques testés (figure 28).

- 39 souches étaient résistantes a I’ampicilline (59,1%).

- 22 souches étaient résistantes a I’association amoxicilline /acide
clavulanique (33,3%).

- 12 souches étaient résistantes a 1’érythromycine (18,2%).

- 59 souches étaient résistantes a la tétracycline (89,4%).

- 52 souches étaient résistantes a la ciprofloxacine (78,8%).

- 15 souches étaient résistantes a la streptomycine (22,7%).

- 18 souches étaient résistantes a la kanamycine (27,3%).

- 42 souches étaient résistantes a la tobramycine (63,6%).
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Figure 28 : taux de résistance de souches isolées a partir des peaux de cou

Les taux de résistance aux antibiotiques des différentes souches Campylobacter
thermotolérants isolées a partir des peaux de cou dans chaque établissement d’abattage sont

représentés dans le tableau 21.
Toutes les souches provenant de 1’abattoir 1 et 2 étaient résistantes a la streptomycine.

100% des souches isolées de I’abattoir 1 étaient résistantes a la ciprofloxacine et la

tobramycine, et 11 souches sur 12 étaient résistantes a I’ampicilline et la tétracycline.

Toutes les souches de I’abattoir 2 étaient sensibles a la streptomycine et elles étaient toutes
résistantes a I’ampicilline et la tobramycine, et 09 souches sur les 10 isolées étaient resistantes

a la tétracycline.

Toutes les souches de 1’abattoir 3 ¢étaient sensibles a I’association amoxicilline /acide
clavulanique et 1’érythromycine et la streptomycine. Aucune souche de I’abattoir 3 n’a été
résistante a 1’association amoxicilline /acide clavulanique, par contre, 7 parmi elles étaient

résistante a 1’action unique le d’ampicilline.
Toutes les souches de 1’abattoir 4 étaient sensibles a la kanamycine en plus de la gentamycine.

Dans I’abattoir 5, 17 souches sur les 18 isolés étaient résistantes a la tétracycline, et 16 sur 18

étaient résistantes a la ciprofloxacine.
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Tableau 21 : Nombre de résistances aux antibiotiques des différentes souches

Campylobacter thermotolérants isolées a partir des fientes dans les différents élevages.

Abattoir 1 Abattoir 2 | Abattoir 3 | Abattoir 4 |[Abattoir5 |Total

(12 souches) | (10 souches) | (16 souches) [ (10 souches) | (18 souches)
AMP 11 10 7 4 7 39
AMC 5 7 0 6 4 22
CTX 0 0 0 0 0 0
s 4 0 6 4 1 15
GM 0 0 0 0 0 0
" 6 2 3 2 5 18
E 1 2 0 3 6 12
™ 12 8 10 6 6 42
C 0 0 0 0 0 0
TE 11 9 15 7 17 59
NA 12 10 16 10 18 66
CIP 12 4 14 6 16 52

Les résultats obtenus montrent que pour I’ampicilline, I’association amoxicilline /acide
clavulanique, 1’érythromycine, la tétracycline ainsi que la ciprofloxacine, il y a une différence
significative entre les taux de résistance notés a ces antibiotiques dans les différents
¢tablissements d’abattage. Cette différence est trés significative pour 1’association
amoxicilline /acide clavulanique, pour lequel nous avons noté un taux de résistance de 0%
pour les souches provenant des peaux du cou de I’abattoir 3, méme observation dans I’abattoir
2 pour la streptomycine et pour les quelles aucune résistance n’a été enregistrée dans

I’¢levage 2.
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2.3.4. Resistance des souches isolées par espéce

Les taux de résistance globale aux antibiotiques des trois espéces déterminées au cours de

cette expérimentation sont résumés dans le tableau 22.

Tableau 22 : Nombre de souches résistantes aux antibiotiques selon les espéces

Especes C. jejuni (89 souches) C. coli (39 souches) C. lari (14 souches)
Echantillons | _. Peaux _ Peaux _ Peaux
Fientes du cou Fientes du cou Fientes du cou
AMP 41 19 5 5 3 4
AMC 28 14 4 14 3 4
S 9 7 1 4 0 2
K 15 15 5 2 0 2
TOB 42 25 10 12 4 5
E 8 13 10 3 1 5
NA 50 41 21 16 ) 9
CIP 36 36 21 12 3 4
TE 45 37 18 11 5) 8

a) Campylobacter jejuni

Les taux de résistance des souches appartenant a I’espéce C. jejuni par rapport aux différents

antibiotiques sont démontrés dans la figure 29.
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Figure 29 : Nombre de résistances des souches de C. jejuni aux différents antibiotiques.

105




Résultats

b) Campylobacter coli

Les taux de résistance des souches appartenant a I’espéce C. coli par rapport aux différents

antibiotiques sont démontrés dans la figure 30.
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Figure 30 : Nombre de résistances des souches de C. coli aux différents antibiotiques.

c) Campylobacter lari

Les taux de résistance des souches appartenant a 1’espéce C. lari par rapport aux différents

antibiotiques sont démontrés dans la figure 31.
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Figure 31 : Nombre de résistances des souches de C. lari aux différents antibiotiques.

Différents profils ont été obtenus pour les trois espéces enregistrées, et ce dans les deux types
de prélévements.
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2.4. Profils de résistance des souches de Campylobacter thermotolérants isolées

L’étude de la sensibilité aux antibiotiques des souches de Campylobacter thermotolérants
isolées dans les ¢levages et les établissements d’abattage a révélé 1’existence de souches
bactériennes multirésistantes. En effet, toutes les souches isolées étaient résistantes

simultanément & au moins deux des antibiotiques testés.

Cette étude a permis ainsi 1’établissement de 20 profils de résistance différents pour les

Campylobacter thermotolérants isolés.

2.4.1. Profils de résistance des souches Campylobacter thermotolérants isolées

a partir des fientes

L’étude du profil de résistance des différentes souches isolées des fientes a montré des
résistances associees a 2, 3, 4, 5, 6 et 7 antibiotiques avec une divergence de 11 profils de

résistances établis et différents chez les espéces (tableau 20, figure 32 et 33, 34).

Les profils de résistance obtenus a partir des souches isolées des fientes étaient présentés

comme suit ;

- 03 souches étaient résistantes a 2 antibiotiques avec é€tablissement d’un seul profil de
résistance.

- 05 souches étaient résistantes a 3 antibiotiques avec établissement d’un seul profil de
résistance.

- 17 souches étaient résistantes a 4 antibiotiques avec établissement de 2 profils de
résistance différents, c’était le nombre de souches le plus élevé.

- 22 souches étaient résistantes a 5 antibiotiques avec établissement de 2 profils de
résistance différents.

- 19 souches étaient résistantes a 6 antibiotiques avec etablissement de 3 profils de
résistance différents.

- 10 souches étaient résistantes a 7 antibiotiques avec établissement de 2 profils de

résistance différents.
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Tableau 23 : Profils de résistance des souches de Campylobacter thermotolérants

Isolées des fientes.

Profil de résistance Nombre de souches
Résistance
associée a C. jejuni C. coli C.lari |[Total
3
2 ATB NA, AMP 3 0 0
5
3ATB NA, CIP, TOB 2 3 0
17
4 ATB NA, AMP, TE, TOB 5 0 2
NA, CIP, TE, E 0 10 0
22
5ATB NA, CIP, AMP, AMC, TOB 10 0 0
NA, CIP, AMC, TE, TOB 7 3 2
NA, AMP, AMC, TE,K, TOB 6 0 0 19
6 ATB
NA,CIP,AMP,TE, K, TOB 6 4 0
NA,CIP,AMP,AMC, TE,E 2 0 1
10
7ATB NA,CIP,AMP, TE,E, S, TOB 6 0 0
NA,CIP,AMP, AMC, TE, S, K 3 1 0
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NA,CIP,AMP, AMC, TE, S, K
NA,CIP,AMP, TE,E, S, TOB
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Figure 32: Profils de résistance des souches des souches de C, jejuni, C. coli et C. lari

isolées a partir des fientes.
Pour C. jejuni, le profil de résistance le plus commun est: NA, CIP, AMP, AMC, TOB,
recensé chez 10 especes sur les 50 isolées.

Pour C. coli, le profil de résistance le plus commun est : NA, CIP, TE, E, recensé chez 10
espéeces sur les 21 isolées.

Pour C. lari, les profils de résistance les plus communs sont : NA, AMP, TE, TOB et NA,
CIP, AMC, TE, TOB recensés chez 02 espéces sur les 05 isolées pour chacun.
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Figure 33 : Répartition des résistances associées des souches isolées

a partir des fientes.

La majorité des souches isolées des échantillons de fientes étaient résistantes a 5 antibiotiques

différents.
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Figure 34 : Répartition des résistances associées des souches isolées

a partir des fientes pour chaque espéce.
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La majorité des souches appartenant a 1’espéce C. jejuni étaient résistantes a 5 antibiotiques
différents. Par contre, les souches appartenant a I’espéce C. coli sont majoritairement
résistantes a 4 antibiotiques, les souches de C. lari quand a elles, sont pour la plupart entre

elles résistantes a 5 antibiotiques

2.4.2. Profils de résistance des souches isolées des peaux de cou

L’étude du profil de résistance des différentes souches de Campylobacter thermotolérants
isolées des peaux de cou a révéle des résistances associees a 2, 3, 4, 5 et 6 antibiotiques avec

une divergence de 09 profils de résistances établis (tableau 26 et figure 35,36 et 37).

Tableau 26 : Profils de résistance des souches isolées des peaux du cou par especes.

. Nombre de souches
Résistance
associée a | Profil de résistance Total
C. jejuni C. coli C. lari
2
2 ATB NA, CIP 2 0 0
2
3ATB NA, CIP, AMP 0 1 1
20
4 ATB NA, CIP, TE, TOB 12 8 0
5 ATB NA, CIP, AMP, AMC, S 2 1 0
NA, TE, E, S, TOB 0 3 2
16
NA, AMP, AMC, TE, TOB 5 1 3
NA,CIP,AMP AMC,TE, K 7 2 1
6 ATB
NA,CIP,AMP,TE,E, S 5 0 2 25
NA,CIP,TE,E, K, TOB 8 0 0 )

Les profils de résistance obtenus a partir des souches isolées des peaux de cou étaient

présentés comme sulit :
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2 souches ¢étaient résistantes a 2 antibiotiques avec établissement d’un seul profil de

résistance.

- 2 souches étaient résistantes a 3 antibiotiques avec établissement d’un seul profil de
résistance.

- 20 souches étaient résistantes a 4 antibiotiques avec établissement de 1 profil de
résistance différents.

- 16 souches étaient résistantes a 5 antibiotiques avec établissement de 3 profils de
résistance différents.

- 25 souches étaient résistantes a 6 antibiotiques avec établissement de 3 profils de

résistance différents.

NA,CIP,TEE, K, TOB
NA,CIP,AMP,TE,E, S :
ocC. lari

NA,CIP,AMP,AMC,TE,K mC. coli
EC. jejuni
NA, AMP, AMC, TE, TOB
NA, TE, E, S, TOB

NA, CIP, AMP, AMC, S

NA, CIP, AMP i ]:

NA, CIP

Figure 35 : Profil de résistance des souches de C, jejuni, C. coli et C. lari

isolées a partir des peaux du cou.

Pour C. jejuni, le profil de résistance le plus commun est : NA, CIP, TE, TOB, recensé chez

12 espéces sur les 39 isolées.
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Pour C. coli, le profil de résistance le plus commun est : NA, CIP, TE, TOB, recensé chez 08
espéces sur les 18 isolées.
Pour C. lari, le profil de résistance le plus commun est : NA, AMP, AMC, TE, TOB recensé

chez 03 especes sur les 09 isolées.

3% 3%

=2 ATB
m3 ATB

4 ATB
m5ATB
m6ATB

Figure 36 : Répartition des résistances associées des souches isolées

a partir des peaux du cou.

La majorité des souches isolées des échantillons de fientes étaient résistantes a 6 antibiotiques
différents.
Les souches isolées des peaux du cou concernant les trois espéces présentaient des résistances

associées a 2, 3, 4, 5 et 6 antibiotiques différents.
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Figure 37 : Répartition des résistances associées des souches isolées

a partir des peaux du cou pour chaque espéce.

La majorité des souches appartenant a I’espece C. jejuni étaient resistantes a 6 antibiotiques

différents. Par contre, les souches appartenant a 1’espéce C. coli sont majoritairement

résistantes a 4 antibiotiques, les souches de C. lari quand a elles, sont pour la plupart entre

elles résistantes a 5 antibiotiques.
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3. DISCUSSION

Dans notre discussion, nous développerons dans un premier temps le choix de
I’échantillonnage et de la méthodologie de recherche, puis la prévalence des Campylobacter
thermotolérants dans différents élevages et abattoirs avicoles de poulet de chair dans la région
d’Alger, ensuite, la répartition des souches d’apres ’identification phénotypique et enfin, la

sensibilité aux différents antibiotiques des souches bactériennes isolées et identifiées.

3.1. Justification de I’échantillonnage

3.1.1. Echantillons de poulets vivants

Concernant les échantillons de fientes de poulets vivants, LABERGE (2003) a observé que
Campylobacter est trés prévalent dans le systéme de production des poulets de chair et la
période d’élevage représente une étape critique d’implantation de la bactérie dans leur tube
digestif. Les Campylobacter sont rarement détectés chez le poulet de chair avant 2-3 semaines

d’age.

L’age des poulets constitue un facteur de risque puisque la prévalence de la contamination
augmente avec 1’age ce qui explique la présence d’un grand nombre de micro-organismes
dans les fientes au moment de 1’abattage (BERNDTSON et al., 1996).

Campylobacter a la faculté de se multiplier a I’intérieur du tube digestif des volailles et
particulierement du poulet de chair. Cette colonisation semble étre facilitée du fait des
conditions optimales de développement qu’il trouve dans I’intestin (température élevée et
microaérophilie); ainsi que des facteurs intrinseques qui lui procurent un avantage sélectif sur
la flore commensale : sa résistance aux sels biliaires, sa morphologie et sa grande mobilité,
son chimiotactisme positif pour le mucus (BURUCOA, 2007; DROMIGNY, 2007).

De ce fait, les échantillons de fientes de poulets de chair vivants, destinés a la chaine

alimentaire, sont collectés aussi pres que possible de 1’abattage.
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3.1.2. Echantillons de poulets abattus

En ce qui concerne les échantillons de peaux de cous des carcasses de poulets de chair
abattus, cette partie fait le plus souvent I’objet de prélévements car d’une part, I’excision de
peau de cou est a préférer parce qu’elle est plus pratique, plus rapide, moins onéreuse, plus
reproductible et dont le prélevement ne déprécie pas la valeur de la carcasse. D’autre part, le
cou est le meilleur endroit pour prélever la peau qui y contient un nombre représentatif de
germes. En effet, la croissance microbienne s’effectue toujours a partir de la peau et c’est
seulement apres un certain temps de stockage que les bactéries vont pénétrer a I’intérieur du
muscle, la structure de la peau, de méme que son humidité sont des facteurs qui vont
intervenir directement sur la croissance spécifique des germes (KOTULA et DAVIS, 1999 ;
HUTCHISON et al., 2006).

De plus, vu que les carcasses de poulets abattus sont laissées couvertes de leurs peaux, les
germes hébergés en grande quantité dans la peau sont susceptible de pénétrer dans le muscle

et contaminer ainsi la viande destinée a la consommation humaine.
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3.2. Choix de la méthodologie de recherche : préléevement, transport et analyse

Les Campylobacter sont des organismes relativement fragiles, qui meurent rapidement une
fois sortis de P’intestin de I’hote. C’est pourquoi, il convient de veiller a ce que les

échantillons soient prélevés d’une maniere appropriée et analysés rapidement.

Le transport doit étre aussi rapide que possible car les Campylobacter sont particulierement
sensibles aux conditions environnementales, en particulier la déshydratation, I’oxygene
atmosphérique, la lumiere du soleil et les températures élevées. Le transport au laboratoire et
les étapes suivantes doivent donc étre aussi rapides que possible, de préférence le jour méme.
La congélation, les fortes températures et les fluctuations de tempeérature doivent étre évitées
pour ne pas réduire la viabilité des Campylobacter. Cependant, une température de +4 °C
(= 2 °C) est conseillée lors du transport (OIE, 2008).

Les prélévements ont été ensemencés sur le milieu sélectif mCCDA, recommandé pour
I’isolement sélectif de C. jejuni, C. coli et les Campylobacter thermophiles résistants a I’acide

nalidixique (C. lari).

Ce milieu fait référence au milieu modifié Charbon Céfopérazone Désoxycholate Agar
(CCDA) fondé sur la formule décrite par BOLTON et al. (1984), il a été développé pour
remplacer le sang par du charbon, du sulfate de sodium et du pyruvate de sodium qui
améliorent la pousse et 1’aérotolérance des Campylobacter sp.

Le charbon assure la neutralisation des éléments toxiques produits par le métabolisme des
bactéries ou présents dans 1’échantillon.

Le milieu contient aussi de I’hydrolysat de caséine qui améliore la pousse de certaines
souches de C. lari présentes dans 1’environnement et contient des agents sélectifs : le
désoxycholate de sodium, la céfopérazone et ’amphotéricine B.

Le milieu est décrit comme modifié du fait de la substitution par la céfopérazone de la
céfazoline présente dans le milieu d’origine CCD. L’addition de céfopérazone améliore
I’inhibition des contaminants. L’amphotéricine B supprime la croissance des levures et
champignons contaminants. Ce milieu sélectif permet un meilleur isolement des
Campylobacter, comparé avec le milieu de Preston. L’incubation des boites en anaérobiose et
a une température de 415 + 1°C donne les meilleurs rendements
(HUTCHINSON et BOLTON, 1984 ; VWA, 2011).
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Le bouillon d’enrichissement Bolton est un bouillon sélectif, il contient des agents nutritifs et
en plus il aide & la revivification des germes stressés.

Sa formule permet d’éviter I’emploi d’une atmosphére microaérobie. La température
d’incubation est montée a 42°C afin d’accroitre la sélectivité sur la flore compétitive.
Le milieu contient du pyruvate de sodium et du métabisulfite de sodium. Ces 2 ingredients
permettent de neutraliser d’éventuels composés toxiques produits dans le milieu.

Les quatre antibiotiques contenus dans le supplément sélectif optimisent la sélectivité pour
les Campylobacter spp.

La vancomycine (glycopeptide a spectre étroit) agit contre les cocci Gram+ (Staphylocoques
et entérocoques), la céfopérazone (céphalosporine de 3°™ génération) contre les Gram-,
particulierement les Pseudomonas et certaines entérobactéries résistantes aux antibiotiques.
Le triméthoprime (antibiotique bactériostatique de la famille des diaminopyrimidines) a
spectre large agit contre les Gram- et les Gram+.L’amphotéricine B (antibiotique
antifongique) inhibe la croissance des levures et des moisissures (DELLARES, 2014).

Le bouillon d’enrichissement n’a pas ¢été utilisé pour les échantillons de fientes car ils sont
supposeés contenir un grand nombre de germes.

Les incubations se font a en microaérophilie a +42°C pour permettre une récupération
maximale des Campylobacter en minimisant la croissance des contaminants, et en favorisant
la croissance sélective des Campylobacter thermotolérants par rapport a C. fetus qui ne peut
pousser a cette température (BUROCOA, 2007).

Pour les prélevements de peaux de cou, les Campylobacter lorsqu’ils sont présents, ils le sont
en tres faible nombre et au sein d’une abondante flore microbienne compétitive, de ce fait,

une étape d’enrichissement en milieu liquide est préconisée (NEWELL et al., 2001).

Le test d’hydrolyse de I’hippurate, qui devrait permettre de faire la distinction entre C. jejuni
(résultat positif) et C. coli (résultat négatif), donne parfois des réactions intermédiaires. Il
existe également des souches de C. jejuni négatives au test de I’hippurate, et le test de
phénotypage n’est par conséquent pas toujours fiable pour différencier ces deux especes. De
ce fait I’identification phénotypique correct ne pourrait se faire qu’en utilisant des méthodes
alternatives telle que la galerie Api Campy car elle prend en considération d’autres caractéres
ainsi des tests d’assimilation et d’inhibition et la fiabilité de ce test a été prouvé au fil des
années (REINA et al., 1995 ; OLSSON ENGVALL et al., 2011).
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3.3. Prévalence des Campylobacter thermotolérants

Dans notre étude, nous avons remarqué que les taux d’isolement des Campylobacter
thermotolérants étaient tres élevés dans les différentes matrices testées a savoir, les fientes, et

les peaux de cou de poulet de chair soit respectivement 76% et 66%.

3.3.1. Prévalence des Campylobacter thermotolérants dans les fientes

La présence des Campylobacter thermotolérants a été mise en évidence dans 76 échantillons
de fientes sur 100 analysés, soit un taux de contamination de 76%. Nos résultats confirment
la présence et la probable dissémination des Campylobacter dans les élevages de poulet de

chair.

Selon I’OIE (2008), les volailles principalement le poulet sont fréequemment trouvées
porteuses de Campylobacter thermotolérants (65 a 95 %).Ces bactéries ont un tropisme
particulier pour le tube digestif des animaux en général, et des volailles en particulier. Ce
tropisme est lié a I'évolution de ces bactéries avec leur niche durant des millions d'années, ce
qui a abouti a une sélection de génes adaptés, notamment liés a leur caractére microaérophile,
a leur métabolisme et a leurs caractéres physiques (morphologie spiralée et flagelle polaire)
leur permettant de se mouvoir dans le mucus. Le flagelle est d'ailleurs considéré comme un
facteur patent de colonisation (MEGRAUD et BULTEL, 2004).

Au cours de notre étude, les Campylobacter thermotolérants ont été isolées dans chacun des
cing élevages testés.

En Suisse, les Campylobacter ont été découverts dans pratiquement tous les troupeaux

examinés selon un rapport suisse sur les zoonoses 2009 (LUGINBUHL et al., 2010).

Nos résultats corroborent ceux avancés par différentes études, parmi lesquelles celle de

I’Union Européenne avec une moyenne de contamination de 75% (EFSA, 2010a).

Mais cette prévalence varie entre les pays, la fréquence de contamination des lots de poulet
de chair va de 0% en Estonie a 92% en Slovénie. La contamination des carcasses de poulet
varie entre 31,1 a 90 % dans 1’Union Européenne (KOVALENKO et al, 2013).

Ces résultats s’expliquent 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
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des animaux. Plusieurs éléments de ’environnement des fermes avicoles semblent étre
étroitement associés a la contamination des poulets par Campylobacter. Ainsi les sources
telles que la litiére souillée, 1’eau de boisson non traitée, 1’eau peut jouer aussi un role de
vecteur de la transmission horizontale dans un méme élevage (HUMPHREY et al., 2007),
d’autres animaux de ferme, les oiseaux sauvages, les insectes présents dans la ferme, de méme
que les flux humains des travailleurs agricoles ont été associés a la transmission de
Campylobacter aux poulets de chair, et les poulets de chair seraient responsables de la
transmission du microorganisme a I’environnement(LABERGE, 2003 ; PUTERFLAM et al.,
2007).

D’aprés KOVALENKO et al. (2013), les poulets de chair sont exposés aux Campylobacter au
niveau des fermes, et cette exposition est directement liée a une insuffisance des mesures de
biosécurité autour de la ferme. En effet, dans un lot, la prévalence de Campylobacter peut
augmenter de 5 a 95% a partir de six jours aprés I’introduction de Campylobacter dans

I’¢élevage.

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

PUTERFLAM et al. (2007) rapportent que 47 a 100 % des lots de poulet de chair arrivant a
I’abattoir en France seraient porteurs de Campylobacter thermotolérants.

REFREGIER-PETTON et al. (2001) rapportent que les conditions ambiantes des batiments
sont particulierement importantes. Ainsi la température élevée dans les batiments a ventilation
naturelle durant la saison chaude favorise la croissance des Campylobacter, constituant donc

un facteur de risque.

D’autres travaux réalisés par TALIBART et al. cités par MEGRAUD et BULTEL (2004),
montrent que les formes viables non cultivables (VNC) peuvent jouer un role non négligeable
dans la contamination des volailles vivantes par Campylobacter, 1’expérimentation a
démontré que I’inoculation par voie orale de cellules VNC de Campylobacter & des poussins
agés de 1 jour a montré un taux d’implantation de 27% contre 67% pour les témoins inoculés

avec des cellules cultivables fraiches.
Les taux d’isolement des Campylobacter dans les élevages étaient de 35 a 100%. Plusieurs

études ont montré que lorsque la contamination est installée dans un batiment d’élevage, la

transmission au sein du lot de volaille est extrémement rapide du fait de la coprophagie ;
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jusqu’a 100 % des oiseaux d’un lot deviennent infectés en 72 h. Les poulets étant
coprophages, 1’excrétion fécale est probablement un facteur important de la dissémination des
microorganismes dans les troupeaux de volailles (PEYRET, 2008 ; SHREEVE et al., 2000 ;
BERNDTSON et al., 1996). Deux tiers des poulets sont contaminés trois jours apres
I’introduction de la bactérie dans un batiment, et la totalité en une semaine (SHANKER et al.,

1990).

Des études citées par MEGRAUD et BULTEL (2004) ont montré que le risque de
contamination des lots de poulets augmentait avec la taille des lots. En effet, dans notre étude,
nous avons remarqué une densité élevée des poulets dans les élevages visités (4000 a 6000)

pour des superficies relativement réduites.

Selon I’OIE (2008), les niveaux de colonisation des poulets de chair sont liés a leur &ge. La
plupart des lots sont négatifs jusqu’a 1’age de 2 semaines en raison de la présence des
anticorps maternels. Généralement, les lots de poulets sont contaminés par Campylobacter
entre la deuxiéme et la quatriéme semaine d’élevage et parfois dés 1’age de sept jours
(SHREEVE et al., 2000).

Comme 1’age des poulets préleves variait de 42 a 60 jours (minimum 6 semaines), aucune

différence de contamination selon 1’age n’a été observée.

Une étude francaise portant sur les facteurs de risque de la contamination des poulets par les
Campylobacter montre que des souches de C. jejuni et C. coli sont capables de survivre dans
la terre pendant une période d’au moins 6 semaines (RIVOAL et al., 1999). Ainsi, la
transmission de la bactérie d’un lot de poulet a I’autre dans un batiment d’élevage pourrait se
faire par I'intermédiaire de la vieille litiere ou de bactéries restées présentes dans le batiment
entre deux bandes. Cependant, HERMAN et al. (2003), ont montré qu’un bon protocole de
nettoyage et de désinfection effectué avant 1’introduction d’un nouveau lot dans le batiment

permet de limiter la survie des Campylobacter éventuellement présents.

VANDEPLAS et al. (2010) résument que différents échantillons environnementaux, plus
particulierement le sol du parcours, ont été détectés positifs a Campylobacter avant I’infection
des lots de poulet, ce qui contribuerait a la contamination des poulets. Les auteurs affirment
que les autres sources potentielles de contamination étaient le véhicule de livraison, le sol et
les lignes d’eau. La présence d’autres productions animales comme des bovins dans

I’exploitation, 1’absence de contréle des rongeurs, 1’absence de nettoyage et de désinfection
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entre les lots, le nettoyage sans detergent et la séparation des lots pour I’abattage ont été
déterminés comme facteurs de risque. En conclusion, le contact avec 1’environnement, plus
particuliérement 1’accés a un parcours extérieur, apparait comme une sourceé majeure de

contamination des poulets par Campylobacter en production de poulets de chair.

Bien que la contamination des poulets par transmission horizontale de Campylobacter
présents dans I’environnement de 1’élevage semble étre la voie principale, PEARSON et al.
(1996) ont rapporté lors d’une étude, la possibilité de transmission verticale de
Campylobacter a partir de souches parentales de sélectionneur de poulet de chair a leurs

poussins.

Nous avons remarqué aussi que 1’utilisation des antibiotiques dans les troupeaux de poulets
testés, afin de traiter différentes maladies n’a pas diminué le taux de contamination par les
Campylobacter. Nos résultats rejoignent ceux annoncés par BRENDSTON et al. (1996) qui
n’ont remarqué aucune différence significative entre les lots traités aux antibiotiques et ceux
non traités. Contrairement 8 REFREGIER-PETTON et al. (2001) qui ont rapporté une

diminution du risque de contamination par Campylobacter lors d’un traitement antibiotique.

Dans 1’élevage 4, seules 7 souches de Campylobacter thermotolérants ont été isolées a partir
des 20 fientes analysées. En effet, cet élevage avait la particularité d’étre traité avec des acides

organiques (administres avec 1’eau de boisson) pour prevenir les différentes affections.

L’utilisation des acides organiques a été préconisée par un rapport d’experts de la FAO/OMS

(2001), comme moyen de maitrise du danger de Campylobacter chez le poulet de chair.

CHAVEERACH et al. (2002) ont étudié I’activité des acides organiques utilisés séparément
ou associés. L’activit¢ combinée des acides organiques meélangés a 1’eau de boisson
administrée aux poulets, a un effet bactéricide important et meilleur que celui obtenu avec un

seul acide organique.

Sachant que I’eau est un vecteur important de Campylobacter, CHAVEERACH et al. (2004)
ont constaté lors d’une expérimentation que la supplémentation de I’eau en acides organiques
pourrait contréler déja la contamination a ce niveau. Mais en fin de cette expérimentation,
plusieurs poulets étaient contamines par des Campylobacter thermotolérants démontrant ainsi

le role des autres sources de contaminations.

122



Discussion

Des études récentes ont montré qu’une supplémentation par I’acide caprylique réduisait
considérablement la colonisation des intestins de poulet par les Campylobacter (SOLIS DE
LOS SANTOS et al., 2008 ; SOLIS DE LOS SANTOS et al., 2009).

En Algérie, nos résultats sont nettement supérieurs a ceux rapportés par MOUFFOK et
LEBRES (1992), lesquels ont noté une prévalence de 12% seulement dans les fientes de

poulet de chair.

En France, lors d’une évaluation de la prévalence du portage de Campylobacter dans le tube
digestif dans les lots de poulet destinés a 1’abattage, il a été enregistré un taux de portage
intestinal de 65,3% (MEGRAUD et BULTEL, 2004).

Dans une étude réalisée au Nigeria par SALIHU et al. (2009), le taux de portage intestinal de
Campylobacter thermotolérants chez le poulet était de 77,6%, et ce avec un échantillonnage
relativement plus représentatif (866).

Nos résultats sont inférieurs a ceux rapportés par HARIHARAN et al., 2009 a Grenada
(Espagne) qui ont noté un taux de contamination des lots de poulets de chair de 93,5%.

3.3.2 Prévalence des Campylobacter thermotolérants dans les peaux du cou

Pour les échantillons de peaux de cou spécialement, les boites de primoculture contenant les
colonies suspectes de Campylobacter thermotolérants, étaient tres contaminées surtout en
utilisant le milieu sélectif Butzler, il était parfois nécessaire de procéder a deux isolements
pour purifier les souches. Contrairement aux échantillons positifs des fientes et des contenus

caecaux ou la plupart des primocultures étaient pures.

La présence des Campylobacter thermotolérants a été mise en évidence dans la majorité des
échantillons de peaux de cou analysés, soit un taux de contamination de 66%.Les taux de
contamination des carcasses étaient éleves dans tous les établissements d’abattage, ces taux
dépassaient toujours les 50%, et ce quel que soit le type d’établissement industriel ou

traditionnel.

Pendant la phase d’échaudage ou au cours des différents rincages, la peau des volailles
absorbe I’eau. Les Campylobacter (initialement présents ou apportés par les fientes, le
contenu intestinal ou les différentes machines) adhérent a la peau d’abord par des mécanismes

physico-chimiques puis par des liaisons plus permanentes entrainant la formation d’un biofilm
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difficile a retirer si le rincage de la peau n’est pas réalis¢ immédiatement apres la
contamination. En particulier, les micro-organismes seront retenus dans la fine couche d’eau
présente a la surface de la carcasse aprés 1’échaudage. Le ringage des carcasses permet de
retirer une partie de la contamination, mais la peau se gorge d’eau et les Campylobacter sont
retenus dans les plis et les breches de la peau, en particulier les follicules plumeux qui
constituent un environnement favorable de par sa disponibilité en eau et sa faible teneur en
oxygéne (CHANTARAPANONT et al., 2003 ; CORRY et ATABAY, 2001).

Selon une étude menée par BARE et al. (2013), la peau du cou de poulet constitue le site le
plus contaminé par les Campylobacter dans la carcasse, en comparant aux autres sites tel que

les ailes, le bréchet ou I’abdomen.

Selon JAY (2009), la contamination des peaux de cou aux abattoirs peut &tre primaire ou
secondaire :
- La contamination primaire se ferait par transfert du contenu digestif (réservoir) a la
carcasse directement lors d’une mauvaise maitrise de 1’éviscération.
- La contamination secondaire de la carcasse se ferait par transfert du contenu digestif
par I’intermédiaire d’une source secondaire comme le couteau, la planche a découper.
Les contaminations secondaires peuvent se réaliser via le matériel d’abattage, le

personnel, I’eau, 1’air, les nuisibles etc.

D’aprés PEYRAT (2008), la nature des procédés d’abattage des volailles rend impossible la

prévention d’une contamination croisée des lots négatifs par les lots positifs.

Nous supposons que la contamination par les Campylobacter peut survenir dans différents
points de la chaine d’abattage que ce soit dans les abattoirs industriels ou traditionnels,
principalement lors de I’échaudage, la plumaison et I’éviscération (les principales étapes de
I’abattage des poulets de chair dans les abattoirs industriels ainsi que les abattoirs traditionnels
sont résumeées dans la figure 38 (annexe 7).
% Dans le bac d’échaudage

Nous avons remarqué que le plumage des poulets était frequemment souillé par leurs fientes
en raison des conditions de transport des volailles, et leur condensation dans les aires de
débarquement avant 1’abattage. Apres la saignee, les volailles sont trempées directement dans

un bac d’échaudage commun a tous les poulets d’'un méme lot et méme de plusieurs lots
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successifs. De ce fait, les souillures présentes a la surface des volailles et dans leur plumage se

retrouvent dans I’eau d’échaudage et peuvent se redéposer sur les carcasses suivantes.

Les Campylobacter vont survivre dans 1’eau d’échaudage car la température peut baisser au
dessous de la température qui permet de réduire éventuellement le risque microbiologique,
surtout dans les abattoirs traditionnels, la température descend progressivement apres

trempage des poulets.

Selon NEWELL et al. (2001), les Campylobacter peuvent survivre dans les bacs d’échaudage
quand la température est inférieure a 53°C. Toutefois, I’étape d’échaudage peut parfois

permettre d’obtenir une diminution du niveau de contamination si elle est bien faite (ONO et

YAMAMOTO, 1999).

%+ Dans les plumeuses

Dans les plumeuses, les doigts en caoutchouc peuvent étre salis par la contamination
extérieure des volailles sortant du bac d’échaudage. De plus, lors de la plumaison, les doigts
des plumeuses compriment la cavité intestinale et peuvent entrainer 1’expulsion des matieres
fécales et contaminer les plumeuses. Les doigts des plumeuses sont en caoutchouc et au fil de
leur utilisation, ils s’abiment et présentent de nombreux interstices dans lesquelles les
Campylobacter pénétrent et peuvent se déposer sur les carcasses (MEGRAUD et BULTEL,
2004).

Dans les abattoirs traditionnels, la plumaison se fait avec une petite plumeuse qui ne permet
pas que la carcasse entiére entre, de ce fait les mouvements rotatifs rapides de la plumeuse
entrainent une dispersion des Campylobacter présent dans I’eau retenue dans les plumes dans

tout I’environnement de la plumeuse.

¢ Pendant I’éviscération
Au moment du retrait de la masse intestinale, les viscéres peuvent se rompre et le contenu
intestinal se décharge et entre en contact direct avec les carcasses (de I’intérieur et/ou de
I’extérieur) et les équipements. Cette rupture accidentelle se traduit par la dissémination, sur
les carcasses des Campylobacter présents dans le tractus intestinal des poulets (POSCH et al.,
2006).
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Cette étape d’éviscération a été identifiée pour étre la principale phase de dissémination de
Campylobacter dans la chaine de production au niveau des abattoirs (HAJJ SEMAAN et al.,
2014).

Dans les abattoirs industriels visités, 1’éviscération se fait sur les poulets accrochés a la chaine
d’abattage, par retrait de la masse abdominale (visceres et intestins) avec la main du
travailleur ou par des cuilleres fabriquées a cet usage et ces cuilléres ne sont pas nettoyées
apres chaque utilisation, il y a la une auto-contamination des carcasses par leurs propres
contenus intestinaux ou une inter-contamination entre les carcasses par les mains du

travailleur, contamination favorisée par la cadence élevée.

Selon ONO and YAMAMOTO (1999), la mécanisation des opérations d’abattage augmente
le risque de contamination croisée par les Campylobacter thermotolérants. Cette remarque a
été confirmée lors d’une étude réalisée dans I’un des deux plus grands abattoirs de Suisse,
FREDIANI-WOLF et STEPHAN (2003) qui ont noté un taux de contamination de 100% des

poulets analysés.

Dans I’abattoir traditionnel, I’éviscération se fait aussi manuellement. Aprés plumaison, les
poulets sont entassés sur un méme potager ou une grande planche en bois ou ils vont étre
éviscérés, nous observons I’auto et I’inter-contamination précédemment décrites. Mais en plus
il y a d’un cOté, le contact entre les carcasses éviscérees souillées et non souillées et d’un
autre cOté, les carcasses qui vont étre traitées ensuite seront en contact avec les souillures

laissées par la carcasse précédente sur la planche d’éviscération (RIVOAL et al. 1999).

% Pendant le rincage
Nous pensons que la contamination croisée peut aussi se produire lors du rincage des
carcasses dans les abattoirs traditionnels car les carcasses de poulet souillées de I’intérieur et
de I’extérieur ainsi que les carcasses non souillées sont trempées ensemble dans un bac d’eau

froide ou tiede et cette eau n’est pas renouvelée systématiquement.

Selon LABERGE (2003), JAY (2009) et GHAFIR et DAUBE (2007), les carcasses des
poulets se retrouvent contaminées lors de I’abattage soit par leurs propres maticres fécales ou
par du matériel d’abattage contaminé, et le fait que plusieurs poulets soient des porteurs sains

de Campylobacter explique cette contamination. En effet, la contamination élevee est le reflet

126



Discussion

d’une prévalence élevée chez I’animal vivant mais aussi de la nature des techniques

d’abattage.

En plus que les Campylobacter constituent un danger indirecte de santé publique a traves la
contamination de poulet de consommation, il constituent aussi un danger direct non
négligeable, par transmission directe aux travailleurs de I’abattoir qui s’il ne développent pas
la maladie (campylobactériose digestive), ils resteront pour la plupart des porteurs

asymptomatiques et continuent a excreter le germe (ELLSTROM et al., 2014).

Le transport peut provoquer également une augmentation de 1’excrétion des Campylobacter
par les poulets. Certains travaux ont montré que les méthodes de ramassage des volailles pour
le transport en cage vers I’abattoir augmentaient la probabilité de contamination, de méme
que I’équipement et les véhicules de transport vers 1’abattoir (WHYTE et al., 2001).

Ce role a été démontré par plusieurs études belges qui ont constaté que la contamination par
Campylobacter s’accentuait lors du transport et de ’abattage, elle passait de 72 % a 79 %
(RASSCHAERT et al., 2007).

Lors du transport aussi, il peut y avoir une surcontamination des poulets du bas par les
déjections des animaux placés dans les cages de transport du haut (les poulets sont toujours

transportés de cette maniére).

En Algérie, MOUFFOK et LEBRES (1992), ont rapporté un taux de contamination des peaux
de cou de poulet de chair identique au notre de 66%.

Nos résultats sont significativement plus élevés que ceux rapportés en Algérie par
LAIDOUCI (2013), qui a annoncé un taux de contamination des cous de poulet de 1’ordre de
16%, ce taux a été observé apres plusieurs étapes d’enrichissement arrivant jusqu’a trois, ce
qui renforcerait peut étre ’hypothése concernant le bouillon d’enrichissement qui permettait
la revivification et la multiplication de la flore environnante empéchant ainsi la poussée

convenable des Campylobacter.

Nos résultats sont inférieurs a ceux rapportés par FRANCHIN et al. (2007) qui ont observé un
taux de contamination des peaux de cou de 84,7% apres rincage des carcasses, indiquant que
le taux de chlore contenu dans 1’eau de ringage des carcasses est insuffisant pour inactiver ce

pathogene, sachant que cette eau est potable et propre a la consommation.
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Dans notre étude, les cing lots de poulet de chair étaient positifs au Campylobacter au niveau

des élevages et aussi au niveau des abattoir.

Cette contamination a été observée dans d’autres pays, comme la Hongrie ou une étude a
montré que 93,3 % des poulets vivants étaient contaminés par Campylobacter a 1’abattoir, le
taux de contamination des carcasses était tres éleve et a atteint 100% a la fin de la ligne de
production (RASSCHAERT et al., 2007).

En République Tcheque, une étude a montré une fréquence de contamination des carcasses de
poulet de 75% (BARDON et al., 2011), cette étude a été réalisée sur des échantillons
provenant de détaillants dans divers supermarchés. Ce taux d’isolement élevé confirme la
survie et la persistance des Campylobacter jusqu’a 1’assiette du consommateur. En effet,
lorsqu’un lot de poulets a un statut Campylobacter positif, aucun abattoir ne peut éviter la

contamination des carcasses.

Lors d’une étude en Norvege, JOHANNESSEN et al. (2007) ont constaté que tous les
contenus caecaux ainsi que toutes les carcasses provenant de lots positifs a Campylobacter
sont contaminés par ce germe.

Nos résultats se rapprochent de ceux rapportés par GOBET en France (1990), qui lors d’une
étude menée avec deux milieux de culture différents, a obtenu des taux de portage intestinal et
de contamination des carcasses respectifs de 73% et 56%, cette différence est peut étre due a
la nature du prélevement (€couvillons cloacaux et cutanés) ou au nombre d’échantillon (770).
Nos résultats sont supérieurs a ceux annoncés au Liban par TALHOUK et al. (1998), lors
d’une étude faite sur des poulets abattus, le taux de portage caecal était de 23%, alors que le

taux de contamination des carcasses était de10%.

Les taux de contamination enregistrés au cours de notre étude se rapprochent de ceux notés en
France par HUE et al. (2011) lors d’une étude plus étendue réalisée dans 58 abattoirs; la
contamination des lots par Campylobacter était de 77% pour les caecums et de 87% pour les
carcasses, les facteurs de risques identifiés au cours de cette étude étaient 1’age des poulets a

I’abattage, la saison d’abattage et la température de la salle d’éviscération.
HANSSON et al. (2005) et NEWELL et al. (2001), ont noté que les peaux de cou étaient plus

contaminés que les contenus caecaux suggérant la possibilité de contamination de carcasses

non porteuses de Campylobacter dans leurs intestins, par I’environnement de 1’abattoir ainsi
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que par du matériel principalement souillé par du contenu intestinal contaminé (rupture des
intestins lors de 1’éviscération). Nous pouvons penser a cette modalité de contamination des
carcasses de poulet lors de notre étude, par exemple dans le lot N° 04, le taux d’isolement des
Campylobacter thermotolérants était de 35% au niveau de 1’élevage et de 50% au niveau de

I’abattoir.

3.3.3. Prévalence des espéces Campylobacter thermotolérantes isolées

Concernant 1’espéce, en Pologne MACKIW et al. (2012), rapportent que C. coli était
I’espéce la plus commune parmi les souches isolées des poulets de chair avec un taux
d’isolement de 75,5%, quant a C. jejuni, elle a été isolée a partir du reste des échantillons
(24,5%).

Une étude de référence menée a 1’échelle de I’'UE sur la prévalence de Campylobacter et de
Salmonella dans des lots de poulets de chair a révélé une distribution des souches de
Campylobacter isolées des troupeaux de poulet ainsi: 278 (65, 3%) souches C. jejuni, 146
(34,3%) C. coli et 2 (0,4%) souches C. lari. Les taux d’isolement des deux premicres espéces
dominantes se rapprochent aux nétres, par contre, ils sont significativement inferieurs quant
au taux d’isolement de C. lari (10%) (EFSA, 2015b).

Les résultats de portage global des Campylobacter rapportés par HARIHARAN et al. (2009)
a Grenade sont similaires aux taux enregistrés dans notre étude (79%). Cependant, ils étaient
différents aux noétres quant au taux d’isolement des différents types d’especes, les mémes
espéces ont été isolées mais avec des pourcentages différents, I’espéce dominante était
Campylobacter coli isolée dans 61% de ’ensemble des souches isolées, suivi de 1’espéce
C. jejuni avec 32,8%, et enfin C. lari (6,2%).

Nos résultats concordent avec ceux rapportés en Turquie lors d’une étude menée sur les
carcasses de poulet de chair, avec le recensement de 1’espéce C. jejuni comme plus dominante
suivi de I’espéce C. coli en ensuite C. lari (KENAR et al., 2009), selon ces méme auteurs
cette contamination serait due aux conditions d’hygiéne défectueuses au niveau des abattoirs
échantillonnés, ainsi que la manipulation incorrecte des carcasses de poulet a ce stade.

LAIDOUCI et al. (2013) ont rapporté que 1’espéce dominante lors de contamination des

carcasses de poulet de chair est C. jejuni avec un taux d’isolement significativement plus
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élevé que le nétre de 98%. MESSAOUDI et al. (2013) également ont rapporté que C. jejuni
constituait 85% du taux d’isolement global.

Au Nigéria, sur un total de 866 échantillons de poulet, le taux d’isolement des Campylobacter
a partir des prélevements cloacaux, était similaire au nétre (77,6%), les espéces isolées sont
C. jejuni 556 souches (67.2%); C. coli 179(21.6%); C. lari 62(7.5%) et C. upsaliensis
31(3.7%), sachant que dans cette étude SALIHU et al. (2008), ont utilisé le méme protocole
que le ndtre, et les espéces ont été identifiées en se basant sur les tests biochimiques
standards.

GOUALIE et al. (2010), lors d’une étude faite a Abidjan ont rapporté des taux d’isolement de
63,75% et 36,25% pour C. jejuni et C. coli respectivement, aucune souche de C. lari n’a été

1solée lors de I’étude.

L’étude de HUE et al. (2011) menée en France a réveélé que les carcasses de poulet de chair en
abattoir étaient majoritairement contaminées par C. jejuni (57.1%), alors que C. coli était
présent dans 42.5% des échantillons, le petit pourcentage restant est attribué a C. lari qui n’a
été isolé que dans deux échantillons. Cette répartition inégale des especes serait liée a leur
présence ainsi dans leur habitat naturel a savoir I’intestin de I’hdte, mais aussi a la résistance
au sein de I’espece elle-méme. En effet, C. jejuni s’avére plus résistante au stress rencontré au
cours des opérations d’abattage. Il a été démontré que cette espéce adheére mieux aux surfaces
inertes et possede ainsi de meilleurs capacités de formation de biofilms (SULAEMAN et al.,
2010).

Une autre étude en France, menée aux élevages a révélé que 40,5% des lots sont contaminés
par C. jejuni, 29,7% par C. coli et 1,7% par les deux especes (CHEMALY et al., 2012).

Une étude plus récente réalisée en France a révélé un taux de contamination des lots de poulet
de chair de 71,9% ; 40,5% du taux global sont des C. jejuni, tandis que 29,8% étaient des
C. coli. Cette étude avait pour but I’énumération des facteurs de risques liés a I’infection des
lots. L’infection a une tendance saisonnieére qui va en augmentant en saison chaude (juin,
juillet, aout). Dans les lots négatifs, les facteurs de réduction de I’infection sont I’acidification
de I’eau de boisson, I’utilisation de traitement antibiotique en début de période d’élevage ainsi
que le controle rigoureux des mesures de biosécurité dans et autour des élevages (ALLAIN et
al., 2014).
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Une étude récente menée en Iran sur une période de quatre ans sur des patients infectés de
campylobactériose entre adultes et enfants, a révélé que c’est toujours les deux mémes
espéces prédominantes qui sont isolées que ce soit des prélevements de volailles ou chez
I’homme. 90% des souches isolées étaient des C. jejuni alors que les 10% restantes étaient des
C. coli (VAISHNAVI et al., 2015).

L’étude effectuée en Ethiopie sur des enfants atteints de diarrhée a révélé un taux d’infection
global par les Campylobacter relativement élevé de 16,7% ; 38 souches ont été isolées en
moins de quatre mois, avec isolement de trois espéces thermotolérantes a savoir C. jejuni, C.
coli, and C. lari, avec des taux de 71.1%, 21.1%, et 7.9% respectivement, ce qui du méme
ordre que nous avons noté, la consommation de lait cru, I’eau non traitée ou poulet et dérivés

a éte identifiée comme facteur de risque de cette infection (TAFA et al., 2014).

Au Breésil, les carcasses de poulet de chair aprés douchage a 1’abattoir sont contaminées par
les Campylobacter a des taux allant jusqu’a 75%. L’étude de PERDONCINI et al. (2015) a
révélé une prédominance de 1’espéce C. jejuni avec un taux d’isolement de 97%, le reste des

especes étaient des C. lari.

Chez les oiseaux sauvages, le taux de portage par les Campylobacter thermotolérants est de
I’ordre de 40%, nous voyons la prédominance des trois especes telles que dans notre étude et
dans le méme ordre aussi, notamment C. jejuni en téte avec 84,5% suivi de C. coli avec un
taux d’isolement de 12,8% et enfin C. lari présentant un taux de 2,7% tel que rapporté par
KELLER (2012) ; KELLER et SHRIVER (2014).

Globalement, nos résultats sont inférieurs a ceux rapportés par notre étude précédente qui a
révélé des taux d’isolement de 1’ordre de 85% et 80% a partir des échantillons de fientes et de

peaux du cou respectivement.

Supposant que les conditions d’élevage et d’abattage sont presque les mémes dans les régions
échantillonnées et bien que le but du travail n’était pas le rendement des différents milieux de
culture, nous avons essayé de voir le changement du taux d’isolement en utilisant le milieu de

culture mMCCDA, par rapport au milieu de culture Butzler utilisé dans notre précédente étude.

N.B : au cours de la précédente étude, nous avons utilisé le milieu de culture Butzler milieu a
base de sang de cheval) et le bouillon Preston (NF- ISO 10272/1995) car nous ne disposions
pas des milieux de la nouvelle norme de recherche des Campylobacter.
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Le milieu Butzler, préparé par addition de supplément Butzler, a de la gélose Columbia et du
sang de cheval. Le supplément rajouté est spécifique a la croissance des Campylobacter, il est
constitué de 5 antibiotiques différents qui le rendent selectif. La novobiocine et la colistine
inhibent les bactéries entériques Gram négatives tandis que la céfazoline et la bacitracine
inhibent les bactéries Gram positives. Le cyclohéximide quand a lui inhibe de nombreux

champignons.

Quand a I’utilisation de ces deux milieu de culture, bien que, d’apres la littérature le milieu de
culture mCCDA est congu pour étre plus efficace et plus rentable lors de 1’isolement des
Campylobacter. Mais lors de notre étude nous avons noté une diminution du rendement en

utilisant ce milieu par rapport a 1’utilisation du milieu Butzler.

Le milieu de culture mCCDA s’avere plus sélectif et il se pourrait que certaines souches de
Campylobacter on été inhibées.

L’utilisation de bouillons d’enrichissement permettant de favoriser la croissance des
Campylobacter en état de stress, peut également induire une augmentation de la croissance de
la flore autochtone qui pourra engendrer une inhibition de la croissance des bactéries ciblées,

et donc par conséquent générer un résultat faussement négatif.
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3.4. Sensibilité aux antibiotiques des Campylobacter thermotolérants isolés

L’étude de la sensibilit¢ aux antibiotiques des souches isolées de Campylobacter
thermotolérants a révélé 1’existence de souches sensibles et d’autres résistantes aux différents

antibiotiques testés, les taux de résistance observés variaient de 0 a 100%.

Différents types d’études (réalisées en conditions réelles ou essais cliniques) ont mis en
¢évidence la relation entre 1’usage des antibiotiques dans les élevages de volailles et la
résistance aux antibiotiques chez les Campylobacter isolés chez la volaille. La sélection de
bactéries résistantes peut se produire pendant ou aprés un traitement antimicrobien MC
DOWELL (2004). Cependant, cette relation n’est pas toujours aussi simple, de nombreux

facteurs influencent la sélection et la diffusion de 1’antibiorésistance, et en particulier:

- La population bactérienne concernée (les Campylobacter commensaux du tube
digestif des volailles ont une plus grande capacité a acquérir et échanger des plasmides
porteurs de genes de résistance).

- Les effets liés aux traitements de la volaille (les doses utilisées et la durée du

traitement, le nombre d’animaux traités et les pratiques d’¢élevage) (SANDERS, 1999).

Plusieurs auteurs s’accordent pour dire que I’utilisation des antibiotiques chez 1’animal
comme agents thérapeutiques, prophylactiques ou comme promoteurs de croissance peut
entrainer une réduction de I’efficacité¢ de ces produits en médecine vétérinaire comme en
médecine humaine, par suite du développement de souches résistantes. Chagque exposition aux
antibiotiques exerce une pression de sélection qui élimine les bactéries sensibles, et favorise
la croissance des lignées résistantes (OMS, 2008b ; AVRAIN et al., 2003). Cependant,
I’environnement pour sa part peut aussi jouer un role dans le phénomene de résistance aux

antibiotiques.

Les stress environnementaux (température, pH, pression osmotique, 0Xygene) rencontrés par
les bactéries au cours de procédés d’abattage peuvent étre également suspectés de moduler la
résistance aux antibiotiques, et une fois augmentee, cette résistance perdure malgré le retrait
du stress (le stress appliqué entraine une augmentation stable de la résistance) (MC MAHON
et al., 2007).
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Une autre hypothése posée par différents auteurs suggerant une relation entre la résistance aux
antibiotiques et ’utilisation des désinfectants, qui reposerait soit sur des mécanismes de
résistance communs entre les molécules (RUSSELL, 2002), soit sur la co-sélection de genes
de résistance aux antibiotiques lors de la pression de sélection exercée par les désinfectants
(SIDHU et al., 2002).

Cette hypothése a été renforcée par un avis de ’EFSA (2010b) qui conclue que I’utilisation de
biocides (y compris les désinfectants, les antiseptiques et les agents conservateurs) peut

également jouer un role dans ce phénomeéne de résistance aux antimicrobiens.

Cependant, les résultats d’une étude réalisée par PEYRAT (2008) indiquent que les
procédures de nettoyage et de désinfection, ainsi que les procédés d’abattage dans les
abattoirs de volailles ne semblent pas avoir d’influence sur les niveaux de résistance de C.

jejuni et C. coli.

Au cours de notre étude, toutes les souches isolées étaient sensibles a la gentamicine et au
chloramphénicol, cela serait di a la non utilisation de ces antibiotiques dans le traitement
dans les élevages de poulet de chair, car ces deux antibiotiques ont été suspendus de
I’homologation en Algérie depuis I’année 2006 (OMS, 2008b). Méme observation pour la
cefotaxime, nous n’avons pas isolé de souches résistantes a cet antibiotique, cela serait peut-
étre dd a la non utilisation de cet antibiotique dans les élevages échantillonnés, mais nous

n’avons pas pu comparer nos résultats (absence de bibliographie dans ce sens).

Les taux de résistance aux autres aminosides ¢étaient de 1’ordre de 17,6%, 26,8% et 69% pour
la streptomycine, la kanamycine et la tobramycine respectivement. Le mécanisme de
résistance serait une modification enzymatique ; chaque enzyme bactérienne reconnait un
nombre d’aminosides qu’elle modifie, de ce fait la fixation de ’antibiotique sut I’ARN 16S
sera affecté et il perdra ainsi son efficacité, le support de cette résistance qui pourrait étre
croisée entre les différents aminosides est plasmidique, la résistance a la kanamycine serait
associée a la résistance a la tétracycline (TAYLOR et al., 1988 ; WIECZOREK et OSEK,
2013).

La résistance globale a I’érythromycine était de 21,8%, ce taux de résistance relativement

plus faible par rapport a la majorité des antibiotiques ayant présenté des résistances.
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D’apres LUANGTONKUM (2009), la résistance a 1’érythromycine que ce soit pour 1’espece
C. jejuni ou C. coli est de I’ordre de 10% ou moins aux USA et au Canada. En Europe, la
résistance des souches appartenant a I’espéce C. jejuni est basse et stable, elle est par contre
élevee chez C. coli.

D’une manicre générale, les souches de C. coli sont plus résistantes, et la cause de cette
différence est toujours méconnue. Ces résultats sont confirmés par les notres, nous avons noté
13 souches de C. coli résistantes a 1’érythromycine sur un total de 39 (33,3%), et 21 souches

de C. jejuni résistantes a 1’érythromycine sur un total de 89 souches isolées (23,6%).

Selon CAGLIERO et al. (2005) ; ROZYNEK et al. (2013), la résistance de Campylobacter a
I’érythromycine semble étre principalement liée a une modification du site cible du ribosome,
une pompe a efflux contribue aussi a cette résistance. Le risque de transmission de cette
résistance via la chaine alimentaire est trés élevé, et nécessite de ce fait un contrdle et un suivi

chez I’homme et les autres organismes hotes.

Selon 1I’OMS (2008c), les macrolides sont largement employés dans les €levages, et cette
pratique est connue pour favoriser la sélection de souches de Campylobacter résistantes chez
les animaux. En effet, ’effet positif de la restriction de I’utilisation de ces antibiotiques en
¢levage dans certains pays a ¢t¢ démontré. Au Danemark, la résistance a I’érythromycine des
souches de C. coli a connu une régression rapide aprés I’interdiction d’utilisation de ces
antibiotiques en facteurs de croissance. En Suéde, I’utilisation des facteurs de croissance est
interdite depuis 1’annee 1986, la résistance des souches de Campylobacter a 1’érythromycine
n’excede pas le 1% (EMA, 2011)

La résistance des Campylobacter a 1’érythromycine reste faible dans les pays industrialisés,
par contre des souches résistantes sont fréeguemment observées dans les pays en voie de
développement, notamment en Thailande (50%) (OMS, 2003).

Selon les vétérinaires rencontrés, 1’érythromycine n’a pas été utilisée dans tous les élevages
testés au cours de notre étude, sous prétexte que c’est I’'un des antibiotiques les plus onéreux,
il est cependant remplacé par la tétracycline et I’enrofloxacine (fluoroquinolone trés proche de

la ciprofloxacine, réservée a I'usage vétérinaire).

Dans I’¢élevage 4, nous avons noté un taux de résistance de 71,4% a 1’érythromycine, taux
relativement trés élevé par rapport a ceux enregistrés dans les autres élevages, suggérant ainsi

une résistance croisée due a I’utilisation de la tylosine pour traiter une affection respiratoire
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apparue dans cet élevage (KUANA et al., 2008). Cet antibiotique appartenant a la famille des
macrolides, est réservé exclusivement a 1’usage vétérinaire. La résistance a 1’érythromycine
correspondrait a une résistance croisée due aux autres macrolides tels que la tylosine, la

clarithromycine ou la clindamycine (AVIAN et al., 2004).

L’étude menée par LIN et al. (2007) a montré que 1’érythromycine utilisée a faible dose
pendant une longue période (correspondant a I’utilisation comme facteur de croissance)
sélectionne les souches de Campylobacter résistantes alors que la méme molécule utilisée
dans un but thérapeutique (& une dose plus importante et pendant une courte période) ne
sélectionne pas de résistance. En effet, I’émergence des souches résistantes ne se produit

qu’apres une exposition prolongée (plusieurs semaines) au traitement macrolide.

Au cours de notre étude, un taux de résistance tres élevée a la ciprofloxacine soit 83% a été
enregistré.

La résistance aux fluoroguinolones a fortement augmenté depuis la fin des années 1980 en
Asie, en Europe et en Amérique latine et depuis 1995, aux Etats-Unis, résistance
apparemment liée a D’introduction de ces antibiotiques dans la pratique vétérinaire
(principalement en aviculture) (LUANGTONGKUM et al., 2009).

Selon PAYQT 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.

Les mutants Campylobacter résistants a la ciprofloxacine émergent au moment ou les
Campylobacter sont exposés aux fluoroquinolones, ainsi démontré in vivo et in vitro par
HAN et al. (2008).

Plusieurs études ont démontré le développement rapide de mutants résistants aux
fluoroquinolones chez des poulets initialement infectés par des Campylobacter sensibles aux
fluoroquinolones, mais traités avec I’enrofloxacine. En effet, le traitement des poulets infectés
par Campylobacter n’éradique pas le germe mais convertit la population de Campylobacter
initialement sensible aux fluoroquinolones en population résistante et les germes resistants
apparaissent aussitot aprés 24h du début de traitement (MC DERMOTT et al., 2002 ; LUO et
al., 2003 et FARNEL et al., 2005).
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D’aprés un rapport de I’OMS (2008c), nous assistons a une résistance accrue des
Campylobacter aux fluoroquinolones comme la ciprofloxacine. Ces données laissent a penser
que cette résistance est liée pour une grande part a 1’utilisation de ces médicaments chez les
animaux d’élevage. Les pays qui ont interdit I’emploi de ces antibiotiques chez les animaux
d’élevage (Australie) ou qui les utilisent vraiment avec parcimonie (Sué¢de) présentent de trés
faibles niveaux de résistance aux fluoroquinolones. A 1’opposé€, dans les pays ou la fréquence
d’utilisation de ces antibiotiques en aviculture est beaucoup plus élevée (Espagne, Chine et
Etats-Unis), nous observons une résistance de Campylobacter aux fluoroquinolones sur des
isolements d’origine humaine et animale (WIECZOREK et OSEK, 2013).

La pression sélective de 1’usage thérapeutique des fluoroquinolones sur les lots de poulet a été
démontrée dans la sélection des Campylobacter ciprofloxacine-résistant des poulets entrant

dans la chaine alimentaire.

Aux Etats-Unis, la consommation de viande de volaille a été identifiee comme facteur de
risque pour I’infection de I’homme par des espéces fluoroquinolone-résistantes de
Campylobacter (DROMIGNY, 2007). De ce fait la FDA a banni [’utilisation des
fluoroquinolones dans la production avicole depuis 2005 (FDA, 2015).

Des études menées en France, rapportées par I’AFSSA (2004) ont noté que les
Campylobacter isolés a partir de volailles dans les années 1990, début de I’utilisation des
fluoroquinolones en médecine vetérinaire, étaient majoritairement sensibles aux
fluoroquinolones. Plus tard, en 2000, les souches de Campylobacter isolées présentaient 38%

de résistance a la ciprofloxacine (développement de résistances acquises).

Au cours de notre expérimentation, le taux de résistance noté a la tétracycline était également
tres éleve, soit 83,8%. Des taux de résistance €levés ont été enregistrés dans les deux types

d’échantillon et pour les trois especes recensées, tel que démontré par plusieurs études

(CONNELL et al., 2003 ; WIECZOREK et OSEK, 2013).

La résistance aux tétracyclines est liée aux génes tetO, elle est associée a la présence de
plasmides autotransmissibles qui ne se transmettent qu’entre les espéces de Campylobacter et
qui codent soit pour des protéines d’efflux soit pour une protection du ribosome (HABIB et
al., 2009). Sachant que la tétracycline a été proposée comme traitement alternative de
deuxiéme intention des infections a Campylobacter mais son usage reste limité
(WIECZOREK et OSEK, 2013).
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Nos résultats sont supérieurs a ceux rapportés au Koweit en 2009, avec un taux de résistance
des souches de C jejuni a la tétracycline de 40%. Cette résistance a été liée a la présence du
géne tet O pour 88% des souches, et pour les 12% des souches restantes, la résistance était
due au transfert de plasmide de bactéries résistantes aux tétracyclines a d’autres bactéries
sensibles par conjugaison (ALBERT et al., 2009).

TAMBUR et al. (2010) ont lié la résistance aux tétracyclines a leur utilisation incontrélée en
pratique vétérinaire dans un but curatif ou méme prophylactique. Au cours de notre étude,
nous avons noté que tous les élevages échantillonnés étaient traités par de la tétracycline.
Cependant, AARESTRUP et WEGENER (1999) au Danemark, ont retrouvé des taux de
résistance relativement bas pour C. jejuni et C. coli isolés chez le poulet, ces observations

¢taient expliquées par I’utilisation controlée des tétracyclines dans les élevages dans ce pays.

FROST (1991), a rapporté que la résistance aux tétracyclines n’est pas due seulement a leur
utilisation abusive en pratique vétérinaire mais aussi du fait qu’ils survivent plus longtemps

dans 1’environnement.

75% des souches de Campylobacter thermotolérants isolées au cours de notre étude étaient
résistantes a I’ampicilline, la résistance aux béta lactamines a été notée dans plusieurs études
documentées, cette résistance a été expliquée par la capacité des Campylobacter de produire
des béta-lactamases qui inactivent la molécule antibiotique, ou carrément entrainent une

impossibilité de pénétration de 1’antibiotique dans sa cible (LI et al., 2007).

TREIBER et TAYLOR, (2000) ont remarqué que les résistances a I’ampicilline et a
I’amoxicilline étaient rares, elles seraient dues a I’impossibilité a ces deux molécules, de
pénétrer dans la cellule bactérienne et secondairement a 1’action des béta-lactamases. Selon
ces mémes auteurs, la résistance est fréquente et quasi naturelle chez Campylobacter aux
pénicillines et aux céphalosporines.

La résistance a I’action associée amoxicilline/acide clavulanique, antibiotique rarement utilisé
en élevage aviaire, était relativement élevée, soit 47%, cette résistance n’est pas bien

expliquée.
Globalement, nos résultats sont significativement différents de ceux rapportés en Algérie en

1992, par MOUFFOK et LEBRES, dont les souches isolées a partir des fientes et des peaux

du cou de poulet de chair dans la région d’Alger, présentaient un taux de résistance respectif
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de 0% aux antibiotiques suivants : I’ampicilline, 1I’érythromycine, la tétracycline et 1’acide
nalidixique.

Par contre, les résultats obtenus au cours de notre étude concordent avec ceux énoncés par
GESSOUM (2011), en Algérie. Les souches isolées a partir des contenus caecaux de poulet
de chair présentaient 82% de résistance a 1’ampicilline, 75% a ’augmentin, 94% a la
tétracycline, 11% au chloramphénicol, 97% a 1’acide nalidixique et 92% a la ciprofloxacine.
La différence notée pour cette étude concerne le taux de résistance a I’érythromycine qui était
de 89% et celle a la gentamicine qui était de 47%, cela s’expliquerait par les différences en

matiére de prescription de traitements entre les vétérinaires.

Les résultats de la présente étude corroborent ceux rapportés par LAIDOUCI (2013) avec des
taux de résistance de 1’ordre de 95% a la ciprofloxacine, 83% a la tétracycline, 42% a
I’ampicilline et 30% a 1’érythromycine. Cependant, cette méme étude a révélé des taux de

résistance nuls a la streptomycine et la tobramycine ce qui n’est pas le cas dans notre étude.

Ces données en Algérie, montrent une augmentation accrue de la résistance aux antibiotiques

au fil des vingt derniéres années.

Nos résultats globaux se rapprochent de ceux rapportés par '’EFSA (2010b). En effet, les
souches de Campylobacter isolées chez le poulet présentaient jusqu’a 5% de résistance a la
gentamicine 21% a 1’érythromycine, 77% a la tétracycline, 64% a la ciprofloxacine et 68% a
I’acide nalidixique. Ces taux de résistance sont variables selon les pays. En Espagne, la
résistance a la ciprofloxacine ainsi qu’a 1’acide nalidixique a atteint 100%.

Par contre, les résultats de notre expérimentation sont significativement supérieurs a ceux
rapportés par I’EFSA en 2015, avec des moyennes de résistance de 1’espéce Campylobacter
jejuni de I’ordre de 4% a I’érythromycine, 41,4 a la tétracycline, 52,3% a ’acide nalidixique
et 54,5% a la ciprofloxacine. L’Islande s’avére le pays dans lequel aucune résistance n’a été
enregistrée mis a part la tétracycline avec un taux de résistance relativement bas de 1’ordre de
6,3% (EFSA, 2015).

Nos résultats se rapprochent de ceux rapportés par I’Union Européenne concernant I’espéce
Campylobacter coli qui s’avére plus résistante selon le méme rapport, les taux enregistrés sont
2,4% a la gentamicine, 13,7% a 1’érythromycine, 63, 9% a ’acide nalidixique, 68,8% a la

ciprofloxacine et 70,4% a la tétracycline.
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Par contre, ABRAHAM et al. (1990) ont rapporté dans une étude menée au Ghana, que les
souches de C. jejuni isolées étaient sensibles a presque tous les antibiotiques testés
(ampicilline, érythromycine, gentamicine et chloramphénicol), et seulement 8,3% des souches
¢taient résistantes a 1’acide nalidixique. Ces résultats sont différents par rapport a la plupart
des autres études publiées; selon ces auteurs, cette différence est probablement due aux

variations géographiques et/ou les techniques d’investigations utilisées.

Nos résultats sont différents de ceux rapportés au Liban par TAHLOUK et al., en 1998, les
souches de Campylobacter isolées, présentaient des résistances de 31% a 1’ampicilline, 5% a
I’augmentin, 3% a la gentamicine, 51% a la tétracycline, 53% a I’érythromycine, 23% au
chloramphénicol et 61% a la ciprofloxacine. Cette différence est peut étre due a la différence
des habitudes de pratique vétérinaire ou de la technique d’étude elle-méme (la sensibilité aux

antibiotique a été étudiée par le E-test).

HABIB et al. (2009), lors d’une étude réalisée en Belgique, ont constaté que 53.1% des
C. jejuni isolés etaient résistants a la ciprofloxacine, et 48.2% étaient résistants a la

tétracycline; 28.9% des isolats étaient résistants aux deux antibiotiques en méme temps.

Une autre étude menée en Iran, a révélé des taux de résistance plus élevés que 1’étude
précédente avec 78% des souches résistantes a la tétracycline, 62% a la ciprofloxacine mais

seulement 58% des souches étaient résistantes a 1’acide nalidixique RAHIMI et al. (2010).

En Malaisie (2009), les taux de résistances observées étaient trés élevés, supérieurs aux
ndtres, ainsi un taux de résistance de 86% a été¢ enregistré a 1’ampicilline, 82% a la
ciprofloxacine, 92% a la tétracycline et 99% a I’érythromycine. Des résistances ont été notées
méme a la gentamicine (35%), et une résistance trés éleveée au chloramphénicol (84%).
Ces taux tres élevés seraient dus a ’utilisation massive des antibiotiques en ¢élevage de poulet
de chair dans un but thérapeutique, prophylactique et comme promoteurs de croissance. Selon
ces mémes auteurs, ces taux de résistance €élevés ont été aussi rapportés dans d’autres études
menees en Malaisie (TANG et al., 2009).

En Pologne, les taux de résistance enregistrés sont aussi alarmants que les notres surtout
concernant la ciprofloxacine avec 97,9% de résistance, 64,3% a la tétracycline, 9,8% a
I’érythromycine et 6,1% a la gentamicine. 7% des souches €taient résistantes a au moins trois

antibiotiques différents (MAKIW et al., 2012).
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Plusieurs études ont rapporté la résistance des souches appartenant aux especes C. jejuni et C.
coli aux différents antibiotiques testés, principalement I’acide nalidixique, 1’érythromycine et
la ciprofloxacine, le systéme de pompe a efflux constitue 1’'un des principaux mécanismes de
résistance de ces especes a ces antibiotiques et il serait ainsi impliqué dans le phénomeéne de
multirésistance de ces souches aux antibiotiques, et cette résistance ne cesse d’augmenter

(PUMBWE, 2002),

En Suisse, les taux de résistance des souches de Campylobacter sont relativement bas, comme
rapporté par FREDIANI-WOLF et STEPHAN (2003); les isolats obtenus au cours de cette
¢tude présentaient 9,2% de résistance a 1’érythromycine, 3,1% a I’ampicilline et 0,5% a la

ciprofloxacine, aucune résistance n’a été enregistrée vis a vis de la tétracycline.

L’étude menée en Iran en 2009, par KENAR et al., a révélé des taux de résistance plus faibles
gue ceux observés au cours de notre étude, sauf en ce qui concerne la gentamicine ou le taux
était similaire. Des taux de résistance respectifs de 5%, 12% et 23% a 1’érythromycine,

I’ampicilline et la tétracycline ont été observés.

En Espagne, HARIHARAM et al. (2009), ont rapporté des taux d’antibiorésistance
significativement plus bas que les notres avec 9,4% de résistance a I’ampicilline, 12,5% a la
ciprofloxacine, 3,1% a I’érythromycine et 50% a la tétracycline. Il n’y avait pas de différence
entre les souches appartenant a 1’espéce C. jejuni et celles appartenant a I’espece C. coli.
Cependant, les taux de résistance étaient supérieurs quant a la ciprofloxacine et
I’érythromycine, toutes les souches de C. lari isolées étaient résistantes a la ciprofloxacine et

97% étaient résistantes a I’érythromycine.

SZYGALSKI BIASI et al. (2010), ont rapporté au Brésil, un taux de résistance nul de 0% a

I’ampicilline, a I’association amoxicilline/acide clavulanique et au chloramphénicol.

En France, ECONOMOU et al. (2015) ont rapporté des taux de résistance de 1’ordre de 76% a
I’érythromycine, 71% a la tétracycline, 81% a la ciprofloxacine et 5% a la céfotaxime.

Tous les auteurs s’accordent pour dire que 1’utilisation intensive des antibiotiques en élevage
de poulet constitue le facteur principal dans la sélection de souches résistantes aux
antibiotiques, c’est dans ce sens que PEREZ-BOTO et al. (2013) ménent une étude sur des
lots de poulet dont le traitement antibiotique a été contrdlé durant toute la période d’élevage.

En effet, les souches de C. jejuni et C. coli s’avére résistantes aux quinolones et a la
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tétracycline, elles étaient cependant, toutes sensibles a 1’association amoxicilline/acide
clavulanique ainsi qu’au chloramphénicol et a la gentamicine. Les taux de résistance sont plus
¢levés chez I’espece C. coli, cette étude montre que méme en absence de pression exercée par
les antibiotiques la résistance est présente, mais selon les auteurs les taux enregistrés restent
plus bas que ceux rencontrés lors d’études similaires dans le pays (Espagne) mais en absence
de contrdle d’administration d’antibiotiques. Selon le méme auteur, la résistance a la
tétracycline serait liée a la présence du géne tetO ayant une localisation chromosomique ou
plasmidique et que ce gene pourrait se transmettre horizontalement entre population de poulet
de chair et constitue un probléme de santé publique (PEREZ-BOTO et al., 2014).

Le taux de résistance élevé a 1’acide nalidixique, observé au cours de notre expérimentation
(100%) ainsi que dans d’autres études; confirment I’avis des auteurs qui pensent que le critére
de la sensibilité a cet antibiotique ne doit plus étre utilisé comme test de confirmation de
présence de Campylobacter thermotolérants (augmentation des taux de résistance acquises a

cet antibiotique pour toutes les especes Campylobacter thermotolérants).

Enfin et d’une maniére générale, VANDEPLAS et al. (2008) pensent que les variations des
taux de résistance aux antibiotiques entre les différents pays reflétent différents protocoles

d’utilisation des antibiotiques en traitement et en prévention en médecine vétérinaire.
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3.5. Etude du profil de résistance des souches de Campylobacter thermotolérants isolées

L’étude des profils de résistance des souches isolées au cours de la présente étude, a montré
qu’aucune souche de Campylobacter thermotolérants ne s’est révélée sensible a tous les

antibiotiques testés.

Nos résultats se rapprochent de ceux rapportés par RAHIMI et al. (2010) en Iran, et TANG et
al. (2009) en Malaisie, qui ont observé respectivement que 93% et 100% des souches de

Campylobacter isolées chez le poulet présentaient une résistance a au moins un antibiotique.

En Suisse, FREDIANI-WOLF et STEPHAN (2003), ont observé que seulement 31% des
souches isolées présentaient une résistance a un antibiotique ou plus, et cela en se basant sur

la technique de diffusion de disques en gélose et le E test.

L’étude des profils de résistance a révélé que 100 % des souches de Campylobacter
thermotolérants isolées au cours de notre étude étaient multirésistantes (résistance simultanée

a aux moins deux antibiotiques); ainsi nous avons établi 20 profils de résistance différents.

Nos résultats corroborent ceux rapportés en Italie, GIACOMELLI et al. (2014) ont observé
que 100% des souches de C. jejuni et C. coli isolées des poulets de chair lors de leur étude.
Des taux de résistance alarmants ont été enregistrés vis-a-vis des différents antibiotiques ;
allant de 65% a 100% pour I’ampicilline, la tétracycline, I’acide nalidixique et la
ciprofloxacine. Cette étude qui avait pour objectif la comparaison entre les deux especes

C. jejuni et C. coli a révélé que cette derriere s’avere plus résistante aux antibiotiques testés.

En Belgique, les résultats annoncés par le laboratoire national de référence pour les toxi-
infections alimentaires et pour la résistance antimicrobienne des agents zoonotiques pour
I’année 2007 montrent que les pourcentages des souches de C. jejuni et C. coli
multirésistantes étaient de 40% et 64% respectivement, et seulement 2% des souches étaient
résistantes a tous les antibiotiques (DIERICK et al., 2009).

USHA et al. (2010), lors d’une étude de la sensibilité aux antibiotiques de souches de
Campylobacter isolées des carcasses de poulet de chair, en testant 8 antibiotiques différents,
ont noté aussi bien 100% de souches multirésistantes, dont 40% étaient résistantes a 6
antibiotiques, cette résistance a été expliquée par I’utilisation abusive et non controlée des

antibiotiques a des doses sub-thérapeutiques en prophylaxie et comme facteurs de croissance.
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Dans notre étude, le profil de résistance dominant «NA, CIP, AMC, TE, TM» a été noté

pour les souches isolées des fientes recensé chez 12 souches parmi celles isolées. Pour les

échantillons de peau de cou, le profil dominant « NA, CIP, TE, TM » recensé chez 20
especes. Ces profils présentant des résistances associées a 5 et 4 antibiotiques recenseés chez
les souches isolées des fientes et de peaux du cou respectivement.

En Belgique, en 2007, le profil dominant des souches isolées de poulet était « NA, CIP, TE »
recensé pour 26% des souches C. jejuni et 13% des souches C. coli (DIERICK et al., 2009).

Une étude récente en Brésil a révélé que 95,8% des souches de Campylobacter
thermotolérants (C. jejuni, C. coli et C. lari) étaient résistantes a au moins deux antibiotiques,
cependant, 75% des souches étaient résistantes a trois antibiotiques et plus. Au cours de cette
méme étude, FERRO et al. (2015) ont utilisé deux techniques pour I’évaluation de la
sensibilité des souches aux antibiotiques ; la technique de diffusion de disques en gélose et le
E-test, aucune différence n’a été enregistrée entre les deux techniques. Les auteurs
recommandent 1’utilisation rigoureuse des antibiotiques en élevage afin de réduire les

multirésistances et éviter la transmission de souches a risque a ’homme.

Nous avons observé que 34 souches (23,9%) de Campylobacter thermotolérants isolées
présentaient une résistance associée a la ciprofloxacine et a 1’érythromycine. Ces souches
présentent ainsi des profils critiques, du fait que ces deux antibiotiques constituent le
traitement de choix des infections & Campylobacter chez ’homme (ENGBERG et al., 2001 ;
OMS, 2008c ; LUANGTONGKUM et al., 2009).

En Argentine, 13, 2% des souches isolées de poulet de chair étaient résistantes aux quinolones
et a I’érythromycine a la fois (ZBRUN et al., 2015).

Les bactéries zoonotiques résistantes aux antimicrobiens constituent une source d’inquiétude
car elles pourraient compromettre le traitement efficace des maladies chez les humains. En
effet, ’autorité européenne de sécurité des aliments, a publié le 27 avril 2010 un rapport qui
indique que le phénoméne de résistance aux antimicrobiens se produit chez les bactéries
zoonotiques les plus communes provenant des animaux et des aliments en UE, principalement
Campylobacter (EFSA, 2010b).

Au cours de notre étude comme précédemment précisé dans la partie matériel et méthodes,
nous avons essayé travailler sur cing lots, donc nous avons fait des échantillons de fientes
dans I’élevage et puis nous avons suivi le méme lot pour faire des échantillons de peaux du

cou.
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La combinaison des profils de résistance des souches isolées des fientes et des peaux du cou
appartenant au méme lot pour les cing lots étudiés a révélé I’existence de quelques profils de
résistance communs entre les souches isolées des fientes et celles des peaux du cou, et
d’autres profils différents, spécifiques aux souches isolées des fientes ou aux souches isolées
de la peau du cou, et cela dans tous les lots testés. Les souches présentant des profils de

résistance différents étaient majoritaires.

Ces résultats peuvent éventuellement nous conduire a penser a plusieurs modalités de
contaminations des carcasses par les Campylobacter thermotolérants, d’une part par les
bactéries présentes sur les volailles vivantes, ayant pour origine 1’¢levage et contaminant les
carcasses lors de I’éviscération principalement, et d’autre part les bactéries sont apportées par
I’intermédiaire de 1’air, de ’eau, du matériel, des biofilms présents sur les surfaces et du
personnel. Ainsi dans certaines études, les sérotypes retrouvés sur les carcasses proviennent
uniquement, ou dans une grande proportion de 1’élevage, alors que dans d’autres cas, c’est
I’abattoir lui-méme qui est particulierement mis en cause (GLEDEL, 1996), visiblement il y
avait une contamination croisée des lots, donc certaines souches présentes sur les carcasses
provenaient de carcasses de lots précédemment passés sur la méme chaine d’abattage, ce qui
peut nous mener a une défaillance dans 1’application des plans de nettoyage et de
désinfection, ce qui a permis la persistance de ces souches sur les chaines d’abattage et les

surfaces de travail.

L’¢étude de la résistance aux antibiotiques a révélé la présence de bactéries multirésistantes a
2,3, 4,5, 60u 7 antibiotiques avec des taux de résistances relativement élevés par rapport a la
plupart des études. Ces bactéries zoonotiques multirésistantes pouvant étre transmises a
I’homme via la chaine alimentaire, notamment celles résistantes a la ciprofloxacine et a
I’érythromycine, en engendrant un probléme en clinique et peuvent compromettre 1’efficacité

des traitements des infections a Campylobacter chez ’homme.

En conclusion, nous pensons que les hauts niveaux de résistances observés au cours de notre
étude, refletent principalement la situation anarchique qui prévaut depuis des décennies dans
les circuits de distribution des médicaments vétérinaires (tétracyclines, macrolides et

quinolones...), particuliérement dans la filicre avicole.
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CONCLUSION

L’objectif de cette étude était d’apporter notre contribution quant a 1’estimation de la
contamination de nos élevages et abattoirs de poulets de chair par les Campylobacter
thermotolérants, ceci par 1’évaluation de leur prévalence, la distribution des souches isolées
par espéces ainsi que I’étude de la sensibilité aux antibiotiques des souches isolées, et

I’établissement des profils de résistance qui en découle.

La culture des Campylobacter est délicate et nécessite des conditions particulieres telles que,
une atmosphére microaérophile, une température optimum de croissance de 42°C et surtout
un milieu de culture spécifique contenant une gamme d’antibiotiques pouvant inhiber les

autres germes, ainsi que du sang ou du charbon.

En présence de ces conditions, la culture de Campylobacter est de technicité simple a partir
des prélevements de fientes ou de contenus caecaux. Cependant, elle est difficile a partir des
prélevements de peaux de cou, du fait de la présence d’une flore de contamination
competitive.

De plus, I’isolement des Campylobacter ne se réalise qu’aprés une durée de 2 a 5 jours pour
les échantillons de fientes, et de 4 a 7 jours pour des échantillons de peaux du cou.

De ce fait I’identification phénotypique n’est obtenue qu’aprés une longue période, environ 3
jours apres I’isolement incluant 1’étape de purification, et la réalisation des antibiogrammes,
allongera d’avantage cette durée.

En résumé, la culture des Campylobacter et I’identification compléte par la technique
classique s’averent délicates, onéreuse et surtout trés longues ne permettant pas ainsi un

diagnostic rapide au laboratoire médical.

La premicere partie de 1’étude a permis d’évaluer une prévalence globale des Campylobacter
thermotolérants chez le poulet de chair de I’ordre de 71%, soit un taux de contamination de
76% et 66% dans les fientes et les peaux du cou respectivement. Les taux de contamination
étaient élevés dans les deux matrices étudiées, le taux de portage intestinal était élevé ainsi
que le taux de contamination des peaux de cou en fin de chaine d’abattage témoignant de la
survie des Campylobacter dans les abattoirs, et ce quel que soit le type et la nature des
opérations d’abattage dans tous les lots testés. Nos résultats se rapprochent de ceux obtenus

dans plusieurs pays principalement ceux de I’Union Européenne rapportés par 'EFSA (2010
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et 2015). Cependant ils restent nettement supérieurs a ceux rapporté par LAIDOUCI et al.

(2013), seuls résultats documentés en Algérie.

Les résultats que nous avons obtenu montrent que les Campylobacter thermotolérants sont
bien présents dans nos élevages de poulet de chair, survivent dans les abattoirs et sur les

carcasses, et arriveront certainement au consommateur.

A la différence des autres pathogénes alimentaires, les Campylobacter sont incapables de
croitre en présence d’air, de se multiplier en dehors de leurs hotes et ils sont trés sensibles a de
nombreuses conditions environnementales (PARK, 2002). Malgré ces contraintes, les
Campylobacter survivent de la volaille jusqu’a I’assiette du consommateur et sont aujourd’hui
considérés comme la premicre cause bactérienne d’infection d’origine alimentaire chez

I’homme (PEYRAT, 2008).

La deuxiéme partie de 1’étude a permis de tester la sensibilité des souches de Campylobacter
thermotolérants isolées, vis-a-vis de 13 antibiotiques différents.100% des souches testées
présentaient des multirésistances, elles présentaient toutes une résistance associée de ’acide
nalidixique et un autre antibiotiques ou plus. Parmi ces souches multirésistantes, environ 24%
présentaient des profils critiques pouvant compromettre le traitement efficace des infections a

Campylobacter chez I’homme.

Les résistances enregistrées au cours de notre étude, ainsi que celles rapportées par
LAIDOUCI et al. (2013) en Algérie, reflétent une situation alarmante vis-a-vis du phénomene
d’antibiorésistance, t¢émoignant le plus souvent, d’une utilisation anarchique et incontrdlée des
antibiotiques en élevage avicole a des doses sub-thérapeutiques généralement, les

tétracyclines et les quinolones en particulier.

Les Campylobacter représentent un risque important de santé publique en engendrant deux
types de dangers : des dangers directs de toxi-infections alimentaires survenant aprés
consommation de poulet contaminé et des dangers indirects d’antibiorésistance croisée entre
les souches « animales » et les souches « humaines » (transfert de germes zoonotiques
résistants via l'alimentation).

Elles représentent un probléeme de sécurité alimentaire mondiale dans la mesure ou la
nourriture est échangée dans le monde entier et peut étre un vecteur majeur de la propagation

de la résistance™ aux antibiotiques entre les animaux et les humains,
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Ces résultats doivent étre affinés par 1’¢élargissement du plan d’échantillonnage qui pourra étre
¢étendu a d’autres régions du pays, I’identification des especes (bien que toutes les espéces de
Campylobacter thermotolérants sont incriminées dans les toxi-infections alimentaires), une
¢tude en fonction de la saison, mais surtout essayer d’identifier les modalités de
contamination des carcasses dans les abattoirs en effectuant des prélevements de carcasses a
différents points de la chaine d’abattage, des prélévements de 1’eau des bacs d’échaudage et

sur le matériel et les équipements.

En médecine humaine, les Campylobacter thermotolérants ne sont pas des germes a recherche
systématique en coprologie standard ; bien que certains laboratoires contribuent a la recherche
des Campylobacter lors de diarrhée ou de symptomatologie évocatrice.

Les souches isolées chez I’homme mériteraient d’étre comparées a celle isolées chez le poulet
de chair sur le plan génétique pour essayer de déterminer ’origine de ces souches, etles

mécanismes de transmission des résistances.

Enfin nous pensons qu’il serait souhaitable, d’établir a 1’échelle nationale, des systemes de

surveillance des infections a Campylobacter.

Les méthodes phénotypiques utilisées en laboratoire sont longues et parfois difficilement
interprétables surtout concernant la lecture des galeries Api, ce qui peut amener a poser un
faux diagnostic. De plus, les bouillons d’enrichissement utilisés afin de revivifier les
Campylobacter stressés ou présents en tres faible nombre, peuvent augmenter aussi la
concentration de la flore environnante, ce qui donnera des faux négatifs et ainsi une sous-
estimation de I’incidence réelle de Campylobacter dans un lieu donné.

Aussi la présence de formes viables mais non cultivables liées a des conditions
environnementales agressives, fait que ces bactéries ne pourraient étre mises toutes en

évidence via ce type de méthodologie de détection (résultats faussement négatifs).

De ce fait, I'utilisation de la PCR et autres méthodes d’identification génotypiques serait
meilleure pour le diagnostic. La PCR peut montrer la présence simultanée de plusieurs
especes, par contre 1’identification phénotypique reste fastidieuse sur ce plan, car ce n’est pas
pratique de mettre en culture pure plusieurs colonies du méme échantillon et puis les identifier

une par une par galerie api avec un cout spécialement élevé pour ce type de galerie.

148



Recommandations

RECOMMANDATIONS

Afin de pouvoir protéger les consommateurs contre la menace de campylobactériose, une
approche intégrée en matiére de sécurité des aliments de la ferme a la table doit étre adoptée,
tel que proposé par 1I’Union européenne (EFSA, 2014). Cette approche comprend des mesures
a la fois d’évaluation des risques et de gestion des risques faisant intervenir tous les acteurs
clés concernés, a savoir les autorités sanitaires vétérinaires et les responsables de la santé
publique.

Les recommandations visent a réduire la prévalence des Campylobacter a tous les niveaux et

aussi essayer de réduire les taux d’antibiorésistance qui représentent un vrai fléau.

1. Réduire la prévalence des Campylobacter thermotolérants

Comme la source majeure des campylobactérioses humaines, est représentée par la viande de
volaille, principalement le poulet, le contréle doit étre mis en ceuvre a chaque maillon de

cette filiére, par les différents partenaires impligqués.

1.1. Mesures de controle dans les élevages

Ce sont des mesures de biosécurite générale applicables dans batiments d’élevage afin

d’empécher ou du moins limiter 1’acces des Campylobacter aux batiments d’élevages :

- Veiller a la propreté du batiment d’élevage (nettoyage et désinfection adéquats entre
deux lots) ;

- Minimiser le passage des éleveurs dans les batiments (accés limité aux personnes) ;

- Utiliser des pédiluves ;

- Controéler I’alimentation et I’eau destinées aux poulets ;

- Bloquer I’accés aux rongeurs et aux insectes.
Dans les pays scandinaves (Norvege et Suede) ou ces mesures de biosécurité classique sont

appliquees, la prévalence de Campylobacter a été réduite jusqu’a 7% (HUMPHREY et al.,
2007).
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1.2. Mesure de contrdle pendant le transport a ’abattoir

- Mise a jeun des animaux 8 & 12 heures avant le transport pour diminuer le contenu
intestinal. Cette mesure permet de réduire la contamination extérieure du plumage par
des Campylobacter pendant le transport.

- Nettoyage et désinfection des caisses de transport aprés chaque utilisation. En effet, il
est tres difficile de les nettoyer correctement et des fientes, des plumes ou de la terre
sont souvent retrouvées apres le nettoyage et la désinfection et les caisses ne sont pas

séchées et réutilisées directement.

1.3. Mesures de controle dans les abattoirs

En présence d’un risque de contamination par les Campylobacter aussi élevé, il est difficile de
prévenir les contaminations croisées ou de diminuer 1’importance de la contamination sur le

produit final des lots infectés.

Plusieurs approches sont envisageables
- Prévention de la contamination croisée :
» Respect d’une hygiéne maximum pendant 1’abattage particulierement au moment de
I’éviscération ;
= Respect de la marche en avant ;
= Nettoyage et désinfection des locaux et du matériel quotidiennement dans les
abattoirs de volailles, en fin de journée de travail.
= Utilisation d’une température d’échaudage ¢levée (> 53°C) ;
= Comme les Campylobacter sont trés sensibles a la dessiccation. Le ressuage a 1’air
libre (statigue ou dynamique) entraine une diminution significative de la
contamination de la surface des carcasses parles Campylobacter ;
= Diminution de la cadence d’abattage
- Décontamination des carcasses (chimique ou physique) : la décontamination de la
viande de volaille est plus difficile que pour les autres espéces animales de rente a cause
de la peau qui est en général conservée sur le produit final. L’irradiation représente la
méthode de choix mais elle reste une methode onéreuse et difficilement acceptée par les
consommateurs.

- Application du systeme HACCP qui reste la meilleure solution.
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1.4.Mesures de controle dans les cuisines

Ces mesures sont recommandées autant pour des cuisines domestiques que pour les cuisines

collectives.

- Nettoyage du matériel utilisé dans les cuisines (planches a découper, couteaux) ;

- Une cuisson correcte reste la meilleure solution pour détruire les Campylobacter
présents dans les viandes et éviter la recontamination de cette viande par contact avec
des ustensiles de cuisines souillés ou les mains du préparateur ou méme par de la
viande non cuite ;

- La décongélation d’une carcasse de volaille doit se faire dans 1’étagére du bas du
réfrigérateur pour ne pas conduire a un égouttage et une contamination croisée des
autres aliments ;

- Mise en place des bonnes pratiques d’hygiéne en restauration pour une meilleure

maitrise du risque lié a Campylobacter.

1.5. Recommandations a I’intention du public et des voyageurs

- S’assurer que les aliments sont convenablement cuits et encore chauds quand ils sont
Servis.

- Eviter le lait cru et les produits a base de lait cru. Ne boire que du lait pasteurisé ou
bouilli.

- Eviter la glace a moins qu’elle n’ait été préparée a partir d’une eau sans risque
sanitaire.

- Lorsque la sécurité sanitaire d’une eau de boisson est sujette a caution, il faut la faire
bouillir ou si cette opération est impossible, la désinfecter avec un agent désinfectant
fiable a libération lente.

- Se laver soigneusement et frequemment les mains avec du savon, notamment apres un
contact avec des animaux d’élevage ou de compagnie ou apres étre s’étre rendu aux
toilettes.

- Laver avec soin les fruits et légumes, en particulier s’ils sont destinés a étre

consommes crus. Dans la mesure du possible, les fruits et Iégumes doivent étre pelés.
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1.6. Recommandations a ’intention des personnes qui manipulent des aliments

Les personnes qui manipulent des aliments, que ce soit dans le cadre professionnel ou
domestique, doivent se montrer vigilants dans la préparation des aliments et respecter
les régles d’hygieéne qui s’appliquent a cette préparation.

Les personnes qui manipulent des aliments a titre professionnel et qui présentent de la
fievre, de la diarrhée, des vomissements ou des lésions cutanées visiblement infectées

doivent le signaler immédiatement a leur employeur.

2. Minimiser la résistance aux antibiotiques

L’OMS et la FAO recommande d’"analyser le niveau de risque causé par [l'utilisation

d'antibiotiques dans la production d'alimentation humaine et animale” mais aussi d'évaluer

celui "de la résistance aux antimicrobiens associée a sa présence dans l'alimentation humaine

et animale, ainsi que son impact sur la santé humaine" (Anonyme, 2016).

La résistance aux antibiotiques de Campylobacter constitue une menace réelle pour la santé

humaine. Il faut minimiser 1’apparition et le transfert aux humains de bactéries résistantes par

I’intermédiaire de la chaine alimentaire :

Usage raisonné et réfléchi des antibiotiques ;

Etablissement de guides de bonnes pratiques d’antibiothérapie en élevage ;

Mise en place d’un programme de surveillance de la résistance aux antibiotiques a
I’échelle vétérinaire ainsi qu’a I’échelle humaine (recueil et analyse systématique et
durable des données en matiére d’antibiorésistance) ;

Limiter 1’utilisation des quinolones, des macrolides et des tétracyclines du fait des
résistances observées ;

Application stricte de la décision ministérielle N°472 du 24 Décembre 2006 interdisant
toute utilisation des antibiotiques comme facteurs de croissance ;

Utilisation des alternatives aux antibiotiques a I’instar, les acides organiques, les

probiotiques, les prébiotiques et les symbiotiques.
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Annexes

ANNEXE 1

Matériel usuel de bactériologie

e Petit matériel

- Anse de platine.

- Boites de Pétri stériles a 90 mm de diamétre.
- Ecouvillons stériles.

- Eppendorfs et cryotubes.

- Gants en latex a usage unique.

- Lames et lamelles.

- Micropipettes

- Papier buvard.

- Pied a coulisse.

- Pince et ciseaux.

- Pipettes Pasteur stériles.

- Portoirs pour lame et pour tubes.
- Pots en plastique stériles.

- Tubes a essai et flacons de 250 ml.

e Equipements

- Plaque chauffante avec Agitateur magnétique.
- Autoclave.

- Balance de précision.

- Bec bunsen.

- Congélateur : -20°C.

- Densitometre.

- Etuve réglable a 42°C.

- Hotte a flux laminaire.

- Microscope optique a immersion.

- Réfrigérateur : +4°C.

- Vortex.
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ANNEXE 2

Technique de I’examen a I’état frais

Déposer une petite goutte d’eau physiologique stérile sur la lame.

Prélever une fraction de colonie sur gélose, de préférence aux bords de celle-ci.

Faire une suspension homogéne dans la goutte d’eau en incorporant progressivement
I’inoculum et en remuant trés délicatement (afin de ne pas casser les flagelles).
Recouvrir la lame d’une lamelle.

Observer rapidement a l’objectif 40 en mettant la lumiére au maximum mais en
fermant le diaphragme, ou bien observer a I’objectif 100 en mettant une goutte de

huile a immersion sur la lamelle.

Les bactéries sont considérées comme mobiles lorsque des trajets trés différents sont

observés, les Campylobacter ont une mobilité caractéristique en vol de moucheron.

ANNEXE 3

Technique de la coloration de Gram

a)

Réalisation du frottis

Déposer sur une lame propre une goutte d’eau physiologique, puis prélever a I’aide de
I’anse de platine une parcelle de la culture. Mélanger afin d’obtenir une suspension
homogeéne.

Sécher et fixer le frottis au-dessus de la flamme du bec Bunsen.

Realisation de la coloration de Gram

Coloration du frotti : violet de gentiane durant 1 minute puis rincer a I’eau du robinet.
Mordancage : recouvrir la lame de réactif de Lugol 40 secondes puis rincer a I’eau.
Epreuve (alcoolo résistance) : recouvrir la lame de 1’alcool 10 secondes d’alcool puis
rincer a I’eau du robinet immédiatement.

Contre coloration : recouvrir la lame de Fuchsine pendant une minute.

Rincer a I’eau du robinet et sécher entre deux feuilles de papier absorbant.

Observer au microscope optique a I’objectif 100 & immersion, a pleine lumicre.
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ANNEXE 4
Composition du coffret DRY SPOT Campylobacter (Coffret de 50 tests)
a) DRO151M
- Cartes de réaction portant le réactif déshydraté. Chaque carte comporte 1 zone test et 1
zone de controle, au total 50 tests.
- Zone test : particules de latex bleu sensibilisées par des anticorps de lapin diriges
contre des antigenes de surface sélectionnés de Campylobacter.
- Zone de contrdle : particules de latex bleu sensibilisées par des anticorps de lapin non
spécifiques des Campylobacter.
- 10 sachets plastique scellés contenant chacun 5 cartes de réaction et un dessiccateur.
b) DR0152M
Réactif d’extraction A Solution d’acide acétique.

¢) DRO153M

Réactif d’extraction B Réactif neutralisant constitué d’un tampon glycine contenant de

I’azoture de sodium a 0,09 % utilis€ comme conservateur.

d) DRO154M

Contrdle positif, il est constitué d’un extrait de Campylobacter neutralisé par 1’acide dans un

tampon contenant 0,09 % d’azoture de sodium utilisé comme conservateur.

e) DRO699M : Pastelles.

f) DRO155M : Sacs de conservation.
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ANNEXE 5

Tableau 25 : La lecture et I’interprétation des réactions

(prospectus du fabriquant)

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 .
Turquoise
Bleu-pate
HIP HIPurate Incolore .
. , Violet
Gris-bleuté
GGT Gamma Glutamyl Transférase incolore Orange-intense
TTC Réduction du chlorure de Rose/ rouge ou
L . Incolore (A
triphéyltétrazolium Rose pate dépbt au fond de
(TriphénylTétrazolium Chlorure) la cupule
PyrA PyrrolidonylArylamidase incolore orange
ArgA L-Arginine Arylamidase Incolore orange
AspA L-AspartateArylamidase incolore orange
PAL Phosphatase Alcaline incolore pourpre
DEXIEME PARTIE DE LA GALERIE
H,S Production d’H,S incolore Noir
GLU Assimilation (GLUcose) transparence Trouble (méme
SUT Assimilation (soduimSUccinaTe) tres faible)
NAL Inhibition de croissance (acide
NALidixique)
CFz Inhibition de croissance (sodium (absence de (croissance ou
CéFazoline) croissance ou résistance)
ACE Assimilation (soduimACEtate) sensibilite)
PROF Assimilation (PROPionate
MLT Assimilation (MaLate)
CIT Assimilation (trisodium)
ERO Inhibition de croissance

(ERythrOmycine)
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ANNEXE 6

Tableau 26 : Disques d’antibiotiques testés et leurs charges.

Famille chimique |Nom de ’antibiotique | Abréviation Charge des disques

Ampicilline AM 10 pg
) . Amoxicilline/ AMC 20/10 pg

Bétalactamines et | Acide clavulanique

Céphalosporines (Augmentin)
Céfalotine CF 30 ug
Céfotaxime CTX 30 ug

Aminosides Streptomycine S 10 Ul
Gentamicine GM 10 ug
Kanamycine K 30 Ul
Tobramycine TOB 10 pg

Macrolides Erythromycine E 15 Ul

Quinolones Acide Nalidixique NA 30 ug
Ciprofloxacine CIP 5 ug

Cyclines Tétracycline TE 30 ug

Phénicolés Chloramphénicol C 30 ug

Mg : Microgramme ; Ul :

Unité internationale

Tableau 27 : Concentrations, diametres critiques et régles de lecture interprétative pour
Campylobacter spp. (CA-SFM, 2013).

Concentrations Diamétres critiques

Antibiotique Charge du critiques
i (mm}
disque (mg/L) g R
5 R ]

Ampicilline 10 pg =4 =16 =19 < 14
Amoxicillingfac. clavulanique 20710 p =42 = 1642 =21 <14
Céfalotine N pg =8 =32 =18 <12
Céfotaxime I pg =1 =2 =26 <23
Streptomycine 10 U1 =3 =16 =15 < 13
Gentamicine 15 pg (10 UT) =2 >4 =18 < 16
Kanamycine 30Ul =8 > 16 =17 < 15
Tobramycine 1 pg =2 =4 =13 < 16
Erythromycine 15 U1 =1 =4 =22 < 17
Acide nalidixique 30 pg =3 = 16 =2 < 15
Ciprofloxacine 5ug =05 =1 =125 < 22
Tétracycline 30 U1 =4 =8 =19 < 17
Chloramphénicol 30 pg =3 = 16 =23 < 19

Mg : Microgramme ; Ul : Unité internationale ; S : Sensible ; R : Résistant.
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Etapes d’abattage des poulets de chair dans les abattoirs industriels et les tueries

| Accrochage I Saignée
Saignée Egoutage
Echaudage Echaudage
Plumaison Plumaison

Eviscération

l Refroidissement l

a l'eau froide
Rincage .

Eviscération
Ressuage .

Ringage
Découpe
Emballage Ressuage
Abattoirs industriels Abattoirs traditionnels

Figure 38 : Principales étapes de I’abattage des poulets de chair

Les principales différences dans le procédé d’abattage entre les abattoirs industriels et
traditionnels concernent les étapes de :
- L’éviscération : Dans I’abattoir industriel, elle se fait sur des poulets accrochés par les
pattes a la chaine d’abattage.
Dans I’abattoir traditionnel, elle se fait sur des potagers ou sur des planches en bois (dans ce
type d’abattoirs il n’existe pas de chaine d’abattage).
- Leringage : Dans I’abattoir industriel, il se fait par douchage individuel des carcasses
éviscérées toujours accrochés a la chaine d’abattage.
Dans I’abattoir traditionnel, il se fait par trempage de plusieurs carcasses dans un méme bac

d’eau.



RESUME

Cette étude a pour objectifs, I’évaluation de la prévalence des Campylobacter thermotolérants
chez le poulet de chair dans la région du centre, I’identification phénotypique des souches
isolées, et I’¢tude de la sensibilité des souches isolées aux antibiotiques.

Les prélevements de fientes (100) et de peaux de cou (100) réalisés dans cing élevages et cinq
¢tablissements d’abattage avicoles selon les recommandations de ’OMS et I’OIE, et ont été
analyses par la méthode NF-ISO 10272/2006. L’identification phénotypique a été faite au
moyen de galeries Api Campy.

L’étude de la résistance aux antibiotiques a été déterminée par la méthode de diffusion de
disques en gélose selon les recommandations de la CA-SFM/2013 et selon le manuel de

standardisation de I’antibiogramme en médecine humaine a 1’échelle nationale.

Les Campylobacter thermotolérants ont été isolés a partir de 76% et 66% du total des
échantillons de fientes et peaux de cou respectivement. Les souches isolées appartenaient a
trois especes, 1’espéce la plus fréquente C. jejuni (62,7%) suivie par C. coli (27,5%) et C. lari
(9,9%).

L’étude de la sensibilité des souches isolées vis-a-vis de 13 antibiotiques a révélé que 100%
des souches étaient résistantes a 1’acide nalidixique, 85,9% a la ciprofloxacine, 83,8% aux
tétracyclines, 69% a la tobramycine, 62% a I’ampicilline, 45,1% a 1’association
amoxicilline/acide clavulinique, 26,8% a la kanamycine, 21,8% a 1’érythromycine et 17,6% a
la streptomycine. Aucune résistance n’a été observée a la gentamicine, ceéfotaxime et au
chloramphénicol.

L’¢tude du profil de résistance a révélé que 100% des souches présentaient une
multirésistance aux antibiotiques. 23,9% des souches isolées présentaient des profils critiques

associant une résistance a la ciprofloxacine et a I’érythromycine a la fois.

Les résultats montrent que les Campylobacter thermotolérants sont non seulement tres
fréquents au niveau des fermes et abattoirs avicoles, mais présentent également des taux de
résistance aux antibiotiques extrémement élevés, représentant ainsi un risque important de
contamination de I’homme via I’ingestion de viande de poulet et dérivés en engendrant un
danger direct lors de toxi-infections alimentaires et un danger indirect d’antibiorésistance

croisée entre souches aviaires et souches humaines.

Mots clés : Campylobacter thermotolérants, poulet de chair, prévalence, antibiorésistance.



Abstract

The aim of this study was to assess the frequency of contamination by thermotolerant
Campylobacter, phenotypic identification of isolated species and to characterize antimicrobial
resistance of the strains isolated from broilers in some farms and slaughterhouses in the region
of center.

One hundred droppings samples, and 100 neck skins were taken from five poultry farms and
five slaughterhouses, than analyzed according to NF. 1SO 10272/2006 norm and the OIE and
the WHO recommendations. Phenotypic identification was performed by Api Campy
galleries.

Susceptibility to antibiotics was determined according to the guidelines of the CASFM/2010
and the standardization manual susceptibility testing in human medicine in Algéria by disc
diffusion method.

Thermotolerant Campylobacter strains were isolated from 76% and 66% of droppings, and
neck skins, respectively. The isolated strains belong to three species, the most common
C. jejuni (62.7%) followed by C. coli (27.5%) and C. lari (9.9%).

All the strains (100%) were resistant to nalidixic acid and sensitive to cefotaxime, gentamicin
and to chloramphenicol. 85,9% of them were resistant to ciprofloxacin 83,8% to tetracycline,
69% tobramycin 62% to ampicillin, 45,1% to amoxicillin/clavulanic acid 26.8% to kanamycin
21,8% to erythromycin and 17.6% were resistant to streptomycin.

All the isolates showed a multi-drug resistance. Twenty different profiles were identified,
23,9% of the strains were resistant to both erythromycin and ciprofloxacin, which are
systematically used in treatment of human Campylobacter infections.

Our results showed a high prevalence of thermotolerant Campylobacter with multidrug
resistance profiles in poultry farms and slaughterhouses of Algiers. These results stress that
the risk of human contamination throughout the food chain is very high, which may generate
a danger of food poisoning by ingestion of chicken meat and chicken meat products and a

cross-resistance to antibiotics between human and avian strains.

Keywords: thermotolerant Campylobacter, broiler, prevalence, antibiotic resistance.
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