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Introduction

Une toxi-infection alimentaire est une maladie, fréquemment infectieuse
et accidentelle, contractée suite a I'ingestion de nourriture ou de boisson contaminées par des

agents pathogeénes qu'il s'agisse de bactéries, virus ou de parasites (ADAK et al, 2005).

Les toxi-infections alimentaires causées par Campylobacter sont considérées comme
I'une des principales causes bactériennes de gastro-entérites. La source principale des
infections humaines est 1’ingestion d’aliments contaminés, en particulier les viandes crues ou

insuffisamment cuites, principalement la viande de volaille (NEIMANN et al, 2006).

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).

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

résistantes aux fluoro-quinolones pose un probléme de santé publique (AFSSA, 2004).

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 I’efficacité des médicaments. La résistance des bactéries aux antibiotiques est une
problématique seérieuse en croissance constante tant en medecine humaine que veétérinaire
(PEYRAT, 2008).

Chez la volaille, la résistance aux antibiotiques des entéropathogénes zoonotiques,
principalement Campylobacter est d’autant plus dangereuse en termes de santé humaine que

ces bactéries peuvent étre transmises a 1’homme par le biais de la chaine alimentaire.

Dans notre étude nous nous sommes intéressés uniquement a la recherche des
Campylobacter thermotolérants, ayant un intérét en hygiene des denrées alimentaires;

responsables de nombreux foyers de toxi-infections a travers le monde.

Le fait que ces bactéries posent un sérieux probléeme de santé publique nous a incités
a la réalisation de cette présente étude qui est scindée en deux parties : une partie

bibliographique et une partie expérimentale dont les principaux objectifs sont, d’une part,
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d’estimer la prévalence des Campylobacter thermotolérants chez le poulet de chair au sein de
quelques établissements d’abattage avicoles de la wilaya de Bordj boriridj, et d’autre part,

d’étudier la sensibilité aux antibiotiques des souches de Campylobacter isolées.
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PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE
l. Historique et taxonomie

Au fil des années, plusieurs changements ont été apportés a la taxonomie du genre

Campylobacter, et ce depuis le 20°™ siécle.

Jusqu’a présent, 21 especes de Campyobacter, 10 sous-espéces ainsi que de nombreux
biovars ont été décrits (EUZEBY, 2010). Au sein du genre Campylobacter, ces espéces
peuvent étre classées en 3 groupes : le groupe thermotolérant, le groupe « fetus » et le groupe
anaérobie (ON, 2005).

Toutefois, le groupe thermotolérant est incontestablement celui qui importe le plus en
bactériologie alimentaire du fait de son incrimination considérable dans les toxi-infections
alimentaires qui sont notamment causees par les especes :

Campylobacter jejuni, Campylobacter coli, Campylobacter lari et Campylobacter
upsaliensis (EUZEBY, 2010). Par ailleurs, il est admis que C. jejuni est essentiellement
retrouvé chez la volaille.

La classification des Campylobacter thermotolérants est représentée dans le tableau 01

Tableau 01 : Classification des Campylobacter thermotolérants (ON, 2005).

Domaine Bacteria

Phylum XI1 Proteobacteria

Classe Epsilonproteobacteria

Ordre Campylobacterales

Famille Campylobacteraceae

Genre Campylobacter

Espéces Campylobacter jejuni (C.jejuni)
Campylobacter coli (C.coli)
Campylobacter lari (C.lari)
Campylobacter upsaliensis (C.upsaliensis)
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Les Campylobacters doivent beaucoup aux Vvétérinaires, tant pour les premiéres
descriptions des infections chez les bovins ou les porcins que pour la mise au point de

méthodes de culture toujours d’actualité (Tableau 02).

Tableau 2 : Historique de la découverte des Campylobacter et de leur importance dans les
maladies diarrhéiques (LEHOURS, 2005).

Date Evénement

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

1918 Dénomination attribuée Vibrio feetus (Smith) 1927 Description de V. jejuni

dans les selles de bovins (Smith)

1940 Description de V. foetus dans les produits d’avortement humain (Vinzent)
1944 Description de V. coli dans les selles de porc (Doyle)

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

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

1. Caracteres généraux
I1.1. Caracteres Morphologiques

Les Campylobacters sont des bactéries a coloration Gram négative, asporulées, parfois
capsulées. (MEGRAUD, 2003)

Ce sont des bacilles fins (0,2 a 0,5 micron de diamétre 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 (OIE, 2005).

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 «
tirebouchonsy), lors de I’observation a 1’état frais (FRENEY/, 2007).

4
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Figure 01 : Caracteres morphologiques des Campylobacter (Observation au microscope
électronique) (MEGRAUD, 2003).

I1.2.Caractéres metaboliques

Les Campylobacters ont un metabolisme oxydatif strict et sont chimio-organotrophes.
De ce fait leurs substrats pourvoyeurs d’énergie sont représentés par les acides aminés tels

que le glutamate et I’aspartate mais aussi par les acides organiques a I’instar de pyruvate et

I’acétate (GOBET, 1990).

I1.3.Caractéres culturaux

Campylobacter jejuni peut étre cultivé sur un milieu sélectif particulier "CAMP" a
42°C, la température normale du corps des oiseaux plutdt qu'a 37 °C, la température utilisée

pour la plupart des autres bactéries pathogenes (LEHOURS, 2005).

Campylobacter jejuni préfere les conditions microaérophiles (elle privilégie les
atmospheres pauvres en dioxygene) et capnophile, nécessitant une atmosphére de croissance
aux proportions suivantes : 5 % O (dioxygéne), 10 % CO: (dioxyde de carbone) et 85 % N>
(diazote) (LEHOURS, 2005).

Elle se multiplie entre 30°C et 47°C avec une température optimale de croissance a
42°C (OIE, 2008).

Elle est dite thermotolérante (comme C. lari, C. coli et C. upsaliensis par exemple) par
comparaison avec une autre espece ne cultivant pas a 42°C mais capable de se développer a
25°C, Campylobacter fetus (OIE, 2008).

La zone optimale de pH pour obtenir une croissance convenable se situe entre 6,5 et

7,5. D'autres milieux de culture peuvent étre utilisés : milieu sélectif de Karmali par exemple.

5
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I1.4.Caractéres biochimiques

Les Campylobacters ne sont capables de fermenter ni les sucres ni les composés
azotes ; cette absence du métabolisme fermentatif sépare nettement le genre Campylobacter
du genre
Vibrio, et sont positifs au test de I’oxydase (FAUCHERE ET AVRIL, 2002).

Ils 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 03.

I1l.  Epidémiologie

D'une maniere générale, une épidémie est définie par un regroupement spatio-temporel
d'un nombre de cas supérieur au nombre de cas attendu, ces cas étant recensés durant la méme
période, la méme aire géographique et avec le méme systeme de surveillance que celui utilisé
dans les années antérieures (MEGRAUD et al, 2003).

Une toxi-infection alimentaire collective (TIAC) a Campylobacter est définie par un
regroupement spatio-temporel d'au moins deux cas dont on peut rapporter la cause a une
méme origine alimentaire (MEGRAUD et al, 2003).

I11.1. Prévalence et incidence de I'infection

Les Campylobacters sont la cause la plus fréquente des gastro-entérites bactériennes
dans les pays industrialisés. L'incidence annuelle estimée des infections a Campylobacter
dans la population générale varie selon les pays et est en augmentation dans plusieurs d'entre
eux (GALLAY et al, 2005).

Il existe une recrudescence du nombre d'infections a Campylobacter au cours des mois
les plus chauds. C. jejuni représente 80 a 90 % des agents identifiés parmi les infections a
Campylobacter (POLY, 2005).




Tableau 03 : Caractéres d’identification des principales espéces de Campylobacter (BURUCOA, 2007).

Croissance _ _ H,S
especes Catalase _ Indacet Uréase Hippurate Ceéf | Nal | Nit TS|
C jejuni spp.jejuni + - + + - + R S* + -

C coli

C fetus spp.fetus

C sputorum bv.fecalis

C concisus

C rectus

C curvus

C showae

C lanienae

nd

nd

nd

+f

\‘ |
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111.2. Voies de transmission

Les Campylobacters sont peu pathogénes pour l'animal et de nombreux animaux sont
porteurs de Campylobacters.

Les réservoirs sont les animaux domestiques (volaille, bovins, porcins, ovins et
caprins), les animaux de compagnie (chiens, chats) et les animaux sauvages (oiseaux,
rongeurs). Si le contact avec des animaux domestiques ou de compagnie a €té retrouvé
comme facteur de risque des infections a Campylobacter chez I'nomme dans certaines études,
le lien épidémiologique avec les animaux sauvages est en revanche difficile a établir.
Cependant les animaux sauvages sont a l'origine d'une contamination environnementale,
notamment de I'eau (FRIEDMAN et al, 2000).

La fréquence des Campylobacters chez les animaux et chez 'homme explique qu'on
les retrouve dans les boues d'épandage et les égouts, ce qui contribue a la diffusion de ces

bactéries dans I'environnement.

Des Campylobacters ont été isolés dans des échantillons de sable de plage et de fruits de mer,
sans toutefois qu'ils n'aient été incrimines dans des cas humains a ce jour (MEGRAUD,
2003).

L'infection a Campylobacter est une zoonose et la transmission principale semble se faire par
ingestion d'aliments contaminés insuffisamment cuits, principalement la volaille, ou
d'aliments (légumes) contaminés indirectement (FRIEDMAN et al, 2000). La transmission
interhumaine est rare (MEGRAUD, 2003).

L'eau, le lait cru sont les principales sources de contamination identifiées lors de grandes
épidémies aux Etats-Unis et dans les pays d'Europe du Nord (ZEINHOM ET LATEF,
2014).

II1.3. Viabilité (développement et survie de Campylobacter) dans I'eau et les aliments

Comme un bon nombre de bactéries impliquées dans les Toxi-Infections Alimentaires, les
Campylobacters, ou plus exactement certaines souches, ont été décrits sous une forme VNC
(Formes viables non cultivables) lors d'un séjour dans un microcosme aqueux, et le
recouvrement du caractere cultivable de ces formes VNC a pu étre obtenu aprés passage sur
différents modeles animaux (ZEINHOM ET LATEF, 2014).
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I11.4. Survie des Campylobacters dans I'eau

Les Campylobacters sont souvent retrouvés dans des eaux de surface et de ruissellement
(SCHAFFER ET PARRIAUX, 2002). La survie est plus importante a basse température
(4°C- 10°C) et est diminuée par une aération-oxygénation des eaux (ZEINHOM ET
LATEF, 2014).

Des variations ont également été constatées entre les espéces : les populations de C. jejuni et
de C. lari semblent plus résistantes dans de l'eau de riviére a 5°C et les temps de survie
(mesurés par culture) peuvent étre trés variables en fonction des souches (de 6 a plus de 60
jours) (SCHAFFER ET PARRIAUX, 2002).

L'application d'UV mimant une exposition solaire d'une journée montre que les populations
deviennent non cultivables apres 30 & 90 minutes dans des eaux de surface (SCHAFFER ET
PARRIAUX, 2002).

I11.5. Survie des Campylobacters dans les aliments

De nombreuses expérimentations ont porté sur I'évolution du nombre des Campylobacters
dans les aliments. Dans les conditions habituelles de transformation, transport et distribution,
le nombre de C. jejuni diminue au cours du temps quels que soient la température,

I'atmospheére, le pH ou la nature du substrat.

Il est a noter qu'une multiplication a été montrée dans la viande conservée a 37 ou 42°C.
Campylobacter est une bactérie sensible a des traitements tels que la congélation, la
dessiccation, les traitements thermiques (traitements thermiques > 60°C a cceur), les
rayonnements ionisants (rayonnements UV et micro-ondes), ainsi qu'aux substances suivantes
- le sel, les désinfectants, le phosphate trisodiqgue (MEGRAUD et al, 2003).

Cette bactérie est en revanche plut6t résistante a la réfrigération (0 a 10°C), cette survie
variant selon les conditions de réfrigération (bactérie plus résistante sur supports solides).
Des formes viables non cultivables (VNC) étant décrites pour Campylobacter, elles pourraient

induire une sous-estimation du niveau de contamination (MEGRAUD et al, 2003).
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IV.  Pouvoir pathogene des Campylobacters
IV. 1. Facteurs de virulence

La motilité¢, I’adhérence, I’invasion, les protéines secrétées, la survie intracellulaire et la
production de toxines sont tous des facteurs qui jouent un réle dans la pathogénicité des
bactéries (LARSON et al, 2008).

Les espéces Campylobacter sont généralement dotées d’un ou deux flagelles qui leur
permettent d’étre mobiles. Afin de coloniser ou d’infecter les poulets et les humais, il est
primordial pour C. jejuni de posséder un flagelle. Le flagelle joue un réle important dans
I’adhérence et I’invasion des cellules de 1’hote (MALIK et al, 2007).

Il existe aussi des protéines responsables de 1’adhérence, comme la protéine de la membrane
externe, Cadf (Campylobacter adhesion to fibronectine). Cette protéine agirait comme une
andhésine et permettrait ’adhérence aux cellules de 1’hote (LARSON et al, 2008).

La production de toxine de distension cytolétale chez Campylobacter est soupgonnée d’étre
un des facteurs de virulence primordiale lors d’une infection par cette bactérie. Cette toxine
produite grace aux genes cdtA, cdtB ET cdtC est excrétée et attaque les cellules de ’hote et
les bloque dans la phase G2 du cycle cellulaire, ce qui va causer la mort de la cellule par

apoptose.

La présence du plasmide pVir serait associée a des diarrhées séveres et sanglantes. Les génes
flaA et flaB codent pour le ou les flagelles retrouvés a extrémité d’une cellule Campylobacter
(ON et al, 2008).

IVV.2. Pathologies humaines et animales liées a Campylobacter
IV.2.1.A. Infections humaines causées par C. jejuni

La gamme de manifestations liées a la clinique est trés variée allant de I’état asymptomatique
dans 25% des cas a la morte dans 0.24% des cas. Les manifestations prodromales
s’établissent en général sur un a deux jours et se caractérisent par des myalgies, arthralgies,

fievre et céphalée.

C. jejuni peut provoquer une symptomatologie de diarrhée inflammatoire avec douleur

abdominales, selles glaireuses et sanglantes. Le volume des selles diarrhéiques peut étre
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minime ou important. Les vomissements sont parfois présents, quoique rares. La douleur

abdominale peut faire hésiter le clinicien vers la possibilité d’une appendicite aigue.

La symptomatologie peut varier avec 1’age. Ainsi, chez les enfants, il existe un risque accru
de déshydratation et de convulsion. La période d’incubation, de 2 a 3 jours en général, peut
s’étendre des fois jusqu’a 7 jours et la résolution spontanée des Symptomes s’observe

habituellement au bout d’une semaine.

Certaines différences dans la campylobactériose peuvent étre liées aux especes. Ainsi, au
royaume Uni les patients avec Campylobacter coli sont comparativement a ceux atteints de
Campylobacter jejuni moins souvent malades en été, le plus souvent asiatiques, avec des
antécédents de voyage dans les deux semaines ayant précédé I’apparition des symptomes,
consommateurs de viande halal, de patés de viande a base le plus souvent du porc, et buveurs
d’eau embouteillée. De plus les infections a Campylobacter jejuni surviennent en général

chez les patients plus jeunes que ceux atteints par Campylobacter coli.

Méme au niveau des sous especes de Campylobacter jejuni, on observe egalement des
différences au sein des manifestations cliniques.

Une infection a Campylobacter jejuni peut également étre, dans de rares cas, a 1’origine du
syndrome de Guillain-Barré, maladie inflammatoire du systéme nerveux périphérique qui se

manifeste par une paralysie temporaire.

On estime qu’un cas sur mille d’infection humaine par Campylobacter provoque le syndrome
de Guillain-Barré. Ce syndrome est trés severe avec une mortalité pouvant atteindre 2 a 3%
des cas et peut engendrer des séquelles neurologiques majeures. Selon I’ Anses, 20 a 30% des
cas de syndrome de Guillain-Barré les plus graves seraient dus a une infection par cette
bactérie (TISSERAND, 2011).

IV.2.1.B. Infections humaines causées par les Campylobacter non jejuni

Un panorama des infections humaines dues aux Campylobacter non jejuni est présenté dans

le tableau suivant.
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Tableau 04 : Infections humaines dues aux Campylobacter non jejuni chez I’homme
(D’aprées DROMIGNY, 2007).

Syndromes gastro-intestinaux

Gastro-entérites C .coli

Gastro-entérites C.concisus

Gastro-entérites C. curvus

Gastro-entérites C. fetus subsp. Fetus

Gastro-entérites C. hypointestinalis subsp. hypointestinalis
Gastro-entérites, septicémies C. lari

Gastro-entérites C. sputorum bv. Sputorum

entérites C. sputorum bv. Paraureolyticus
Gastro-entérites C. upsaliensis

Syndromes gingivaux

Périodentites C. concisus
Périodentites C.curvus
Périodentites C.gracilis
Périodentites C. recturs
Périodentites C. showae

Syndromes géneraux

Septicémies, méningites C. fetus subsp. Fetus
Septicémies C. fetus subsp. Venerealis
Septicémies C. upsaliensis

Syndromes de Guillain- Barré C. upsaliensis
SHU C. upsaliensis
Syndromes abortifs
Fausses couches C. fetus subsp. Fetus
Fausses couches C. upsaliensis

12




PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

IV.2.2. Infection & Campylobacter chez I’animal

Les Campylobacters peuvent étre isolées dans les feces d’un éventail d’espéces sauvages,
domestiques et de laboratoire. Cependant, de tels animaux pourtant bien colonisés montrent

rarement les signes des maladies cliniques.

La raison de ce paradoxe est inconnue. Cela peut refléter ’infection avec des souches qui
manquent de virulence et sont donc non pathogénes, ou le développement de I’'immunité
protectrice suivant une exposition répétée, ou un manque de sensibilité, par exemple par la

suite de I’absence de récepteurs appropriés de I’hote pour des toxines (DROMIGNY, 2007).

V. Sensibilité aux antibiotiques

Le profil d’antibioresistance des Campylobacter spp. ne cesse d’évoluer et de soulever
des interrogations chez les partenaires travaillant sur ce sujet, tant chez I’homme et ’animal.
Campylobacter est naturellement résistantes a la plupart des familles d’antibiotiques, toutefois
une résistance peut étre acquise vis-a-vis de certaines d’entre elles tels que les macrolides,

aminosides, béta lactamines, tétracycline et quinolones.
V.1.1. Résistances intrinseques

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

Les Campylobacters sont naturellement résistants aux antibiotiques suivants : VVancomycine,

Bacitracine, Novobiocine, Colimycine, Streptogramine B, Triméthoprime.

C. jejuni et C. coli sont également résistants a la céphalotine et a la rifampicine (PEYRAT,
2008). Ces antibiotiques sont utilisés dans divers milieux sélectifs d’isolement de ces
bactéries. Ces résistances naturelles sont probablement imputables a 1’incapacité de ces
antibiotiques a traverser la membrane externe (PEYRAT, 2008). Notons que les mécanismes

de résistance intrinséque sont peu connus (LACHANCE et al, 1991).
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V.1.2. Résistances acquises
Les Campylobacter ont, comme toute bactérie, développé des résistances acquises aux
différents agents antimicrobiens (KUSTERS ET KUIPERS, 2001).
Cette résistance résulte de I’acquisition de nouveaux mécanismes par la bactérie. Ces
mécanismes les rendent résistantes a 1’antibiotique considéré. Ils reposent sur des mutations
ponctuelles ou sur I’acquisition de matériel génétique exogeéne (plasmides de conjugaison,

transposons, intégrons).

Chez les Campylobacters, elle repose sur 3 mécanismes :

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

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

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

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

résistance observee.

Les principaux mécanismes de resistance acquise identifiés chez les Campylobacter sont

présentés dans le tableau 05.

14



Tableau 05 : Mécanismes de résistance aux antibiotiques de Campylobacter.

Classe d'antibiotiques

Les mécanismes de résistance

Aminosides

Modification de l'antibiotique par des enzymes aminoglycosides modifiant (APHA, AADE, Sat)

Contribution d’efflux n’est pas clair

Béta-lactamines

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

Diminution de la perméabilité de la membrane de la plupart anionique et des antibiotiques MW> 360 kDa en
raison de MOMP

Efflux par CmeABC et éventuellement d'autres

Fluoroquinolones

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

Macrolides

Les mutations dans 'ARNr 23S
Contribution des mutations dans les protéines ribosomales L4 / L22 est mineure susceptible
Efflux par CmeABC et éventuellement d'autres

Diminution de la perméabilité de la membrane en raison de MOMP

Tétracycline

Modification de la cible ribosomal Un site par liaison TetO
Efflux par CmeABC et éventuellement d'autres

Contribution de la diminution de la perméabilité de la membrane en raison de MOMP est pas clair
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VI.  Diagnostic
VI.1. La culture

C’est la méthode d’identification la plus utilisée et elle peut étre réalisée selon de
multiples modalités, avec ou sans membrane de filtration, avec ou sans agents antimicrobiens.
Chacune de ces procédures, offre des avantages et présente des inconvénients qui leur sont

propres.

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

estimation de la vraie prévalence de ce germe (CORRY et al, 1995).

La plupart des milieux selectifs contenant du sang, tels que le milieu
Skirrow, ont été congus pour une utilisation a 42 ° C afin d’améliorer leurs
proprietés selectives, tandis que le CCDA et Karmali montrent de bonnes
propriéetes sélectives a 37 ° C (CORRY et al, 1995).

Deux possibilités existent pour cultiver seélectivement les bactéries de genre
Campylobacter : L’utilisation de milieux sélectifs ou d’une technique de

filtration (non sélectif).

La reconnaissance des Campylobacter comme agent pathogéne est devenue possible
gréace a la mise en place par Butzler (1973) et Skirrow(1977) des milieux sélectifs efficaces
pour la culture de ces bactéries (POLY, 2005).

Plusieurs milieux sélectifs ont été réalises pour la culture de Campylobacter
(Campylobacter jejuni et C. coli principalement). La sélectivité de tous ces milieux est
assurée grace a une combinaison d’antibiotiques et d’antifongiques, qui est nécessaire étant
donné que ’on doit procéder a I’isolement de Campylobacter a partir d’échantillon poly
microbiens (féces, viande) (TEYSSOU et al, 2003).

Les milieux les plus utilisés sont ceux formulés par Skirrow, Butzler et ses collegues,
Blaser et al, et Bolton et Robeston qui sont constitués par un milieu de base additionné de
sang (Poly, 2005).
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D’autres milieux ont ensuite été proposés comme le milieu de Karmali et enfin le
milieu de Bolton et Huchinson, milieux dans lesquels le sang est remplacé par du charbon
(TEYSSOU et al, 2003).

Le pouvoir inhibiteur du milieu de Skirrow est considéré comme assez faible et les
cultures obtenues a partir d’isolement de selles sont souvent envahis par des bactéries de la
flore fécale non inhibée, en particulier des souches de Proteus ou de Pseudomonas
(TEYSSOU et al, 2003), ce qui géne I’exploitation de 1’isolement.

Cependant, pour isoler C. jejuni a partir d’un produit alimentaire (dont la flore associée est
moins dense), le milieu de Skirrow reste un des plus adaptés (BURRUCOA, 2007).Ce

probleme de contaminants est commun pour I’ensemble des milieux qui contiennent du sang.

Des etudes comparatives de la plupart des milieux de culture donnent la préférence au
milieu de Karmali qui est a base de charbon. Ce milieu contient trois agents antibactériens, ce
qui permet une meilleure croissance tout en ayant une sélectivité excellente (TEYSSOU et al,
2003).

Une méthode de filtration a été utilisée pour isoler les Campylobacters a partir
d'échantillons fecaux, principalement pour certaines especes sensibles aux différents
antibiotiques présents dans les milieux sélectifs (BURRUCOA, 2007). Cette methode a été
développeée par Steele et McDermott (OIE, 2005).

Pour la filtration passive, les feces sont mélangées avec le PBS (dilution
au 1/10e environ) pour préparer une suspension. Environ 100ul de cette
suspension sont ensuite déposés delicatement sur une membrane avec des pores
de 0,45 ou 0,65 um, qui a été au préalable placée a la surface d’une gélose au
sang non s¢lective. Il faut prendre soin de ne pas laisser I’inoculum déborder des
bords du filtre. Une incubation de 30 a 45 min a 37°C ou a température ambiante
permet de laisser les bactéries migrer a travers les pores du filtre. Le filtre est
ensuite retiré, le fluide qui a traversé le filtre est étalé a I’aide d’un étaleur stérile
en verre ou en plastique et la boite est incubée en atmosphére microaérophile a
42°C (ou a 37°C pour isoler également les especes autres que C. jejuni et C.
coli) VANDAMME et al, 2008).

17



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

Une combinaison d'un milieu sélectif et la technique de filtration peut améliorer la
sensibilité de détection de Campylobacter dans les selles, méme si cela est plutét génant et
colteux pour le laboratoire de diagnostic de routine en moyenne avec un haut débit

d'échantillons (Vandamme et al, 2008).

Des milieux d’enrichissement ont été utilisés pour 1’isolement de Campylobacter a partir
d’échantillon de selles. L’intérét de ce type de milieux reste controversé, sauf dans le cas ou

I’on suspecte la présence d’une quantité faible de bactéries comme au décours d’une

Infection, s’il y a eu problémes d’acheminement au laboratoire, ou encore lors de la recherche
de Campylobacter dans les aliments. Ces milicux sont incubés 24h a 37°C avant d’étre
repiqués sur milieu d’isolement (TEYSSOU et al, 2003).

Trois milieux peuvent étre utilises (BONNEFQY et al, 2002) :

v" Le bouillon de Preston additionné d’agar a 0,16% des antibiotiques du milieu Campylosel,
il est incubé une nuit a 4°C,

v Le milieu de Preston additionné de sulfate de fer, métabisulfite de sodium et pyruvate de
sodium (mélange FBP), incubation durant 18 heures a 37°C,

v" Le milieu de Parck et Sander.

Il est & noter que les Campylobacters peuvent étre cultivés en milieux liquides,
les troubles occasionnés par leur croissance sont géneralement situés juste en
dessous de la surface du bouillon dans la zone de micro-aérophilie (BOLLA ET
GARNOTEL, 2008).

Les colonies typiques de Campylobacter sont plates, brillantes et étalées, et ont
tendance a diffuser, lorsqu’elles sont bien espacées, elles évoquent des
gouttelettes qui auraient éclaboussé la gélose. Toutefois, certaines souches,
forment des colonies plus distinctes et bombees (BOLLA ET GARNOTEL,

2008). Cet aspect macroscopique des colonies différent d’un milieu a un autre.
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Sur le milieu Karmali par exemple, les Campylobacters forment des colonies
brillantes, lisses ou granuleuses, d’aspects blancs grisatre. Alors que, sur le
milieu Skirrow les colonies sont plutot petites, brunatres, peuvent étre muqueuse
ou en voiles (OIE, 2005).

V1.2. Biotypage

Les méthodes de biotypage les plus utilisées sont ceux développés par Skirrow et
Benjamin (1980).

Parmi eux, le schéma de Loir est le plus utilisé en épidémiologie pour distinguer les
Campylobacters (GOOSSENS et al, 1992). 11 utilise ’hydrolyse d’hippurate, la production
de H»S et I’activité de I’ADNase.

V1.4. Tests biochimiques

Les tests biochimiques sont utilisés dans les méthodes officielles pour I’identification

des Campylobacter (THIBODEAU, 2013). Ils sont résumés dans le tableau 5.

L’épreuve la plus discriminante pour I’identification de C. jejuni est I’hydrolyse de
I’hippurate. Cependant, tel que mentionné précédemment, certaines souches de C. jejuni

possedent le géne codant pour I’hippurate hydrolase, mais ne I’expriment pas. Ceci peut

engendrer des faux négatifs (BURRUCOA, 2008).

Les épreuves biochimiques requiérent souvent plusieurs jours de mise en culture et

d’analyse ; I’identification est donc longue et nécessite beaucoup de temps.

V1.4. Tests sérologiques

Deux schémas de sérotypage pour Campylobacter ont été décrits, le systeme de Lior,
qui est un stéréotypage basé sur un systéeme antigénique thermolabile des polysaccharides
capsulaires des Campylobacter spp. a pu détecter 108 stéréotypes de C. jejuni, C .coli et C.
lari (BOLLA ET GARNOTEL, 2008).

Face au systéeme de Lior se dresse le systéeme de sérotypage de Penner qui repose sur 24 des
antigenes thermostables de la capsule polysaccharidique des Campylobacter spp. (Pour

revue, ON, 1996) et peut détecter 66 sérotypes de C. jejuni, C. coli et C. lari.
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Plusieurs autres tests de diagnostic fondés sur les propriétés antigéniques des souches
de Campylobacter sont décrits dans la littérature. Leurs objectif n’est pas en général une
indentification précise de I’espéce bactérienne mais ils présentent un intérét en contexte

clinique, pour un diagnostic rapide de Campylobactériose (pour revue, ON, 1996).
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Tableau 06 : Epreuves biochimiques pour I’identification de Campylobacter
Tiré de (FDA, 2011)

Caractéristiques jejuni | Jejuni subsp. doylei | coli | lari | fetus subsp. Fetus | hypointestinalis | upsaliensis
Croissance a 25°C - +/- - - + D -
Croissance a 35-37°C + + + |+ + + +
Croissance a 42°C + +/- + |+ D I +
Réduction du Nitrate + - + + + + +
3.5% Nacl - - - - - - -
H2S, lead acetatestrip + + + | + + + +
H2S, TSI - - D - - B :
Catalase + + + + + + -
Oxidase i + + | + + + +
Mac Conkey’s Agar + + + + + + -
Mobilité + + + + + 4 mn m
Croissance a 1% glycine - + + | + + + +
Dégradation du Glucose + - - - - - -
Hydrolyse d’hippurate + + - - - - -
Résistance a I’Acide nalidixique S S S | R R R S
Résistance a la céphalotine R R R | R S S S

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

Objectifs

En raison de I’importance portée aux Campylobacter thermotolérants dans le monde
aussi bien en médecine vétérinaire qu’en médecine humaine, nous avons voulu, par cette

présente étude, contribuer a enrichir les informations concernant la situation en Algerie.

Ainsi, nous nous sommes intéressés a 1’un des principaux réservoirs de ces bactéries qui n’est

autre que le poulet de chair dans le but :

e D’apprécier le niveau de contamination de quelques établissements d’abattage avicole
par les Campylobacter thermotolérants dans la Wilaya de Bordj Bou Arreridj ;

e De caractériser les souches de Campylobacter isolées sur le plan phénotypique et

e D’étudier la sensibilité aux antibiotiques des souches de Campylobacter isolées avec

détermination de leurs profils de résistance.
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I. Matériels et méthodes

I.1. Présentation des abattoirs

Avant d’entamer la partic matériel et méthodes proprement-dite, nous avons jugé
nécessaire de faire une breve description des lieux ou nous avons effectué nos préléevements.
Les établissements d’abattage visités se situent dans des zones urbaines ou industrielles et

sont dotés d’une capacité de production variable.

Tous les jours, en général, des poulets de chair destinées a 1’abattage sont ramenées de
plusieurs régions du pays et une fois abattues, elles sont livrées, dans des camions

frigorifiques, a des boucheries situées dans différentes villes du pays.

1.2. Matériels
1.2.1. Matériel biologique

I.2.1.1. Fiche d’enquéte (Annexe 01)

Une fiche d’enquéte était remplie moyennant les renseignements fournis par le
propriétaire et dans certains cas le vétérinaire de 1’établissement. La fiche comporte des
questions relatives au suivi des prélevements, a 1’établissement, a 1’hygiene (personnel,

batiment d’¢élevage et ¢tablissement d’abattage) et aux autres observations relevées.

1.2.1.2. Echantillonnage

Un total de cent (100) prélévements a été réalisé de facon aléatoire au niveau des 04
¢tablissements d’abattage avicole. Cela nous a permis de prélever des sujets issus de régions

et d’endroits divers.

Il est a noter que seuls ces établissements ont accepté de participer a notre etude tandis

que d’autres ont, entre autres, décliné 1’offre.

La période de cette étude expérimentale s’est étendue entre le mois de novembre 2017

et le mois de Janvier 2018.
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Cent prélevements de peau de cou au sein des abattoirs situés respectivement dans les
communes el Anasser (A), Mechta Fatima (B), EI hamadia 01 (C) et EI Hamadia 02 (D) entre

06h30 et 11h30 du matin.

Une seule visite par établissement d’abattage a ét¢ menée.

1.2.2. Matériel de laboratoire

Pour notre étude, nous avons utilisé les réactifs et le matériel suivant :

A. Réactifs chimiques

e Sachets générateurs d’atmosphere (GENbox microaer).

e Galerie Api Campy

e Solution physiologique de NaCl

e Eau physiologique et eau distillé stériles

e BHIB et gélycérol

e Réactifs pour coloration de Gram (BioMerieux)
e Milieu Urée indol (IPA)

e Réactifs individuels

v

AN NI N N N Y N NN

<

TDA

VP1+ VP2

Disque d’oxydase

Huile de paraffine

Huile & émersion

H20:

Hippurate de sodium

Dihydrogénophosphate monosodique monohydraté
Ninhudrine

Butanol

Acétone

e Suppléments d’antibiotiques :

v’ Skirrow (Oxoid France : SRO069E)

e Disques d’antibiotiques (Cité ci- dessous dans la partie Méthodologie de travail)
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B. Milieux de culture

e Milieu Columbia
e Gélose Muller Hinton (Réf : Institut Pasteur, Alger)

e Sang de cheval défibriné et sang de cheval lysé.

C. Equipements de laboratoire

e Les jarres d’incubation : AnaeroJar ™™ (Oxoid, AGOO25A)
e Pipettes a usage unique
e Gants stériles

e Equipements général de laboratoire de bactériologie

1.3. Méthodes
1.3.1. Méthodes de prélevement

En se munissant de gants en latex jetables, les prélevements ont été effectués en moins

de deux heures dans les différents établissements visités.

Par ailleurs, les techniques de prélevement employées sont tirées des

recommandations mentionnées dans le manuel terrestre de I’OIE de 2005.

Juste apres 1’éviscération des carcasses de poulet, chaque peau de cou a été stérilement

collectée au moyen d’une pince et d’un scalpel stériles.

1.3.2. Transport des prélévements

Apreés avoir transféré chaque échantillon de peau de cou dans un sac stomacher stérile
immédiatement scellé, tous les prélévements ont été placés a l'intérieur d’une enceinte

réfrigérée et rapidement acheminés au laboratoire afin de les analyser le jour méme.

Le délai entre la fin des prélévements et 1’arrivée au laboratoire n’excédait pas les 4

heures pour les peaux de cou.
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1.3.3. Méthodes de laboratoire

L’isolement, I’identification ainsi que la détermination de la sensibilit¢ aux
antibiotiques des Campylobacter thermotolérants se sont déroulés au niveau du laboratoire de

microbiologie de I’Ecole Nationale Supérieure Vétérinaire de Oued Esmar (ENSV).

Avant d’entamer les méthodes de laboratoire, il est important de savoir que toutes les
cultures de Campylobacter ont été obtenues grace aux générateurs de microaérophilie
GENbag microaer (5% Oz, 10% CO2 et 85% Ny).

Par ailleurs, la composition ainsi que la préparation des différents milieux de culture

ayant servi a 1’élaboration de notre étude sont décrites en annexe 02.

1.3.4. Détection des Campylobacter thermotolérants

Les modes opératoires employés pour la détection des Campylobacter thermotolérants sont
tirés des procédures citées ci-dessous :

- Les techniques de laboratoire du manuel de I’OMS (2003) : pour la préparation de
I’échantillon a tester et I’isolement des Campylobacter ;

- Le manuel terrestre de I’OIE (2005) : pour la confirmation des colonies caractéristiques.
Toutefois, pour des raisons de faisabilité, la procédure d’isolement des Campylobacter a subi
les modifications suivantes :

- Utilisation du bouillon d’enrichissement de Preston

- Incubation du bouillon d’enrichissement en aérobiose au lieu d’une incubation en
microaérobiose (OIE, 2005) ;

- Emploi des géloses Skirrow au lieu de la gélose CCDA (Charcoal Cefoperazone
Desoxycholate Agar) ;

Les étapes subséquentes ont duré 12 jours en moyenne par échantillon.

1.3.5. Préparation de I’échantillon a tester

A T’aide d’une balance de précision, 10 g de chaque peau de cou renfermée dans un sac
stomacher sont prélevés puis rajoutés aseptiquement dans un pot en plastique stérile
contenant, préalablement, le bouillon d’enrichissement sélectif de Preston modifié, et ce en
vue de réaliser une dilution au 1/10éme. Des lors, chaque pot stérile est hermétiquement

fermé.
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1.3.6. Isolement des Campylobacter

1.3.6.1. Enrichissement en milieu sélectif liquide
Pour ce faire, tous les pots stériles hermétiquement fermés sont incubés a 42°C pendant 24
heures en aérobiose.

1.3.6.2. Ensemencement et identification sur milieu sélectif solide
Chaque suspension bactérienne est ensemencée, par €puisement, sur la surface d’une gélose
Skirrow pour les prélévements de peau de cou. Les milieux sélectifs sont ensuite incubés a
42°C pendant 48 heures en microaérophilie.
Les colonies caractéristiques de Campylobacter sont :

Grises a brunes et de différentes tailles sur gélose Skirrow (Figure 02).

Figure 02 : Aspect de colonies de Campylobacter jejuni sur le milieu Skirrow

(Photo personnelle)

I1. Confirmation des colonies caractéristiques

11.1. Confirmation préliminaire

Une fraction de chaque colonie caractéristique par boite est soumise a une identification
microscopique afin d’examiner la morphologie et la mobilité des Campylobacter présumés.
Ne sont retenues que les colonies dont I’examen microscopique révele la présence de bacilles

spiralés, incurvés, ou en virgule Gram négatif a mobilité caractéristique. (Figure 03)
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I1.2. Purification des isolants

Afin de procéder a I’identification du genre et de I’espéce, toutes les colonies ayant répondues
positivement au test d’identification présomptive sont purifiées sur de la gélose SKirrow.
Une fois le repiquage effectué, les boites de milieux gélosés sont étuvées a 42°C pendant 24

heures en atmosphére microaérophile.

11.3. Tests de confirmation

La confirmation des colonies caractéristiques nécessite le passage par les étapes ci-apres :
- Identification microscopique ;

- Recherche de I’oxydase ;

- Recherche de la fermentation des sucres sur milieu TSI (Triple Sugar Iron) ;

- Détection de la croissance a 25 °C.

1. Identification microscopique

» Principe :

L’examen microscopique permet la mise en évidence de la morphologie et de la mobilité

typique des Campylobacter (OIE, 2005).

e FEtat frais

» Mode opératoire

Une colonie par culture suspecte est prise a I’aide d’une pipette Pasteur boutonnée stérile,
mélangée dans une goutte de solution saline, préalablement déposée sur une lame porte-objet,
puis recouverte d’une lamelle couvre-objet.
Par la suite, une goutte d’huile a immersion est ajoutée afin de visualiser les mouvements
caractéristiques a 1’objectif a immersion x 100.
La lecture se fait immédiatement :

- Forte mobilité en vrille Autre type de mobilite Campylobacter sp.

- Bactéries autres que Campylobacter sp. (OMS, 2003)
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e Coloration de Gram

La coloration de Gram est réalisée conformeément au mode opératoire du kit Gram-Nicolle
décrit en annexe 03.

Figure 03 : Campylobacter jejuni : Coloration de Gram

(Photo personnelle)

2. Recherche de I’oxydase

» Principe
La présence de 1’oxydase est mise en évidence par le biais de la détection de

I’indophénol issu de I’oxydation de certains dérivés phényle-diamine par cette enzyme
(OMS, 2003). (Figure 04)

> Mode opératoire

Aprés avoir humecté le papier filtre avec le réactif pour la recherche de 1’oxydase, une
fraction de colonie suspecte est prélevée de la culture pure puis déposée sur le papier
filtre a I’aide d’une pipette Pasteur boutonnée stérile.
Le résultat doit se manifester dans les 10 secondes qui suivent I’application de la
colonie :

Couleur violette ou bleue intense =» Oxydase +

Couleur inchangée = Oxydase —  (OIE, 2005)
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Figure 04 : Campylobacter jejuni : Test d’oxydase

(Photo personnelle)

3. Recherche de la fermentation des sucres

» Principe
La recherche de la fermentation des sucres s’effectue sur de la gélose au citrate de fer
et aux trois sucres communément appelée gélose TSI. Cette derniere nous renseigne
sur I’aptitude de production du sulfure d’hydrogéne (H2S) et d’utilisation des sucres

comme source de carbone avec ou sans production de gaz par la bactérie (OIE, 2005).

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

centrale et profonde dans le culot du milieu.

Apres incubation du milieu TSI a 42°C durant 48 heures en atmosphere
microaérophile, la lecture est établie comme suit :
Culot : Couleur jaune Couleur rouge ou inchangé Présence de bulles ou de
fissures Absence de bulles ou de fissures
Pente : Couleur jaune Couleur rouge ou inchangée
Glucose + Glucose - Gaz + Gaz —

Lactose et / ou saccharose + Lactose et / ou saccharose —
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4. Détection de la croissance a 25°C

» Principe
Ce test permet de confirmer le caractére thermotolérant des Campylobacter (OIE,
2005).

» Mode opératoire
Une colonie présumée par culture pure est repiquée sur de la gélose Columbia au sang
puis incubée a 25°C pendant 48 heures en microaérophilie. Aprés incubation, les
boites sont examinées dans le but de voir s’il y a prolifération ou pas de la souche a

tester (OIE, 2005).

I1l. Tests additionnels de confirmation (caractérisation phénotypique des souches

isolées)
I11.1. Identification des Campylobacter spp. A ’aide de galeries classiques

Afin d’identifier les différentes especes de Campylobacter thermotolérants, conformément a

la norme 1SO 10272 (1995), il convient de recourir aux essais biochimiques suivants :
- Recherche de la production d’H2S sur milieu TSI ;

- Recherche de la catalase ;

- Recherche de la sensibilité a ’acide nalidixique et a la céfalotine ;

- Recherche de I’hydrolyse de I’hippurate.

I est important de souligner que pour des raisons d’ordre matériel, seule une partie de peaux
de cou a fait I’objet de la recherche de I’hydrolyse de I’hippurate lors de leur identification

biochimique au moyen des 22 galeries APl Campy qui étaient a notre disposition.

En outre, pour les mémes raisons, la recherche de la sensibilité a 1’acide nalidixique et a la
céfalotine n’a pas pu étre effectuée pour les prélevements de fientes et elle s’est déroulée en

méme temps que I’étude de la sensibilité aux autres antibiotiques.
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1. Recherche de la production d’H2S

» Mode opératoire
La recherche de la production d’HzS se fait en méme temps que la recherche de la
fermentation des sucres précédemment décrite.
La lecture concerne uniquement le culot :
Couleur noire HoS +

Couleur inchangée H2S —

2. Recherche de la catalase

» Principe
La catalase est produite par la plupart des Campylobacter. C’est une enzyme qui engendre le
clivage du H202 (peroxyde d’hydrogene) en H20 (eau) avec libération d’O2 (OMS, 2003).
2 H,O2 = 2H,0 + O2

> Mode opératoire
La mise en évidence de la catalase est établie en mettant une colonie suspecte a 1’aide d’une
pipette Pasteur boutonnée stérile sur une lame porte-objet propre contenant une goutte de

peroxyde d’hydrogeéne a 3%.

Le résultat apparait dans les 30 secondes comme suit :
Effervescence

Non effervescence

Catalase +

Catalase - (ISO 10272, 1995)

3. Recherche de la sensibilité a ’acide nalidixique et a la céfalotine

» Principe

La recherche de la sensibilité a I’acide nalidixique et a la céfalotine permet I’identification

d’une espéce de Campylobacter donnée (Véron et Fauchere, 1989).
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» Mode operatoire

La technique de recherche est identique a celle employée pour I’étude de la sensibilité aux
antibiotiques qui sera déecrite subséquemment.
L’observation ou non d’une zone d’inhibition autour des disques d’acide nalidixique et de
céfalotine, d’une charge de 30 pg chacun, est interprétée comme Suit :

= Présence de croissance bacterienne =»Bactéries résistantes

= Absence de croissance bactérienne =» Bactéries sensibles

111.2. Identification des Campylobacter spp. A ’aide de galeries API Campy

» Principe

La galerie API Campy permettant 1’identification des espéces de Campylobacter sp. Est
composée de deux entités comprenant chacune 10 tests miniaturisés munis de substrats
déshydratés ; les 10 premiers tests (URE a PAL) sont des tests enzymatiques et
conventionnels alors que les 10 derniers tests (H2S a ERO) représentent des tests
d’assimilation ou d’inhibition. Il ne faut pas oublier le test de la catalase qui constitue le
21eéme test d’identification.

» 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 :

- Préparation de l’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 homogeéne d’opacité égale a 6 McFarland, et ce par comparaison au témoin
d’opacité présent dans le coffret.

- 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.
Le reste de la suspension est transférée dans une ampoule API AUX Medium afin de
compléter la deuxiéme partie de la galerie (GLU a ERO).

- Incubation de la galerie
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Aprés 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 deuxiéme

partie en atmosphére microaérophile.

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

Fast Blue n’a pu étre utilisé en raison de son indisponibilité.

L’aspect de C. jejuni sur galerie APl Campy est représenté par la figure 05.
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Figure 05 : Aspect de C. jejuni sur galerie APl Campy

I11. 3. Etude de la sensibilité aux antibiotiques des souches isolées
» Principe

Afin de tester la sensibilité aux antibiotiques des souches isolées a partir des prélevements de
peaux de cou, nous avons employé la méthode de diffusion en milieu gélosé (méthode des
disques).

Cette derniéere a été réalisée selon la fiche technique des Campylobacter spp. du fascicule du
«Comité National de Standardisation de 1’ Antibiogramme en Médecine Humaine & I’Echelle
Nationale» de la 5eéme édition de 2008 (Anonyme, 2008), elle-méme extraite des
recommandations du « Comité de 1’ Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie»

(CA-SFM) de I"édition de janvier 2012,2017 et 2018.

Les antibiotiques a tester préconisés par le présent fascicule sont I’ampicilline, la gentamicine,

I’érythromycine, la ciprofloxacine, la tétracycline et le chloramphénicol.

14
i h
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» Mode opératoire

Tout d’abord, grace a un densitometre, une suspension d’opacité égale a 0,5 Mc Farland est
préparée en prélevant a I’aide d’un écouvillon stérile quelques colonies bien distinctes d’une
culture pure jeune, de 18 a 24 heures d’incubation, afin de les inoculer dans 4 ml d’eau

physiologique stérile a 0,9%.

Ensuite, aprés une dilution au 1/10eme, un ensemencement par ecouvillonnage est réalisé sur
la surface de la gélose Mueller Hinton additionnée de 5% de sang de cheval comme suit : -
L’¢couvillon est plongé dans la suspension puis essoré a I’intérieur du tube, en le pressant

contre la paroi ;

- L’ensemencement est ensuite établi en faisant des stries serrées sur la totalité de la surface
de la gélose puis la méme action est répétée deux fois de suite en imprimant, a chaque fois,
des mouvements de rotation de 60°C a la boite et en faisant tourner I’écouvillon sur lui-

méme;

- L’écouvillon est finalement tourné sur le pourtour de la gélose puis la boite est fermée et

laissée sur la paillasse durant 5 minutes ;

Enfin, grace a un applicateur, les disques d’antibiotiques a tester sont appliqués sur la gélose
en veillant a ce qu’ils soient espacés et bien en place. Les boites sont par la suite incubées a

37°C pendant 24 heures en microaérophilie.

Le diametre des zones d’inhibition des disques d’antibiotiques est mesuré au moyen d’un pied
a coulisse métallique placé sur les boites fermées. Selon le diametre critique noté, chaque
souche de Campylobacter spp. est classée dans 1’une des trois catégories suivantes : Sensible
(S), Intermédiaire (I) ou Résistante (R)

Dans le tableau suivant nous mentionnons les différents antibiotiques utilisés et les charges

correspondantes.
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Tableau 07 : Les différents antibiotiques utilisés et les charges correspondantes

Famille Nom Abréviation | Charge des disques
d'antibiotiques d'antibiotique
Céphalosporine Céfalotine CF 30 ug
Macrolides Erythromycine E 15 (10 UI)
Quinolones Acide NA 30 ug
nalidixique
Quinolones Ciprofloxacine CIP 5 ug
Cyclines Tétracycline TE 30 Ul
Phénicoles Chloramphénicol | C 30 ug
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IV. Résultats et Discussion

IV.1. Fiches d’enquétes

Les points communs notés entre les différents établissements visités sont les suivants :

IV.1.1. Opérations de pré-abattage

- Le transport s’est effectu¢ dans des camions non ventilés avec entassement possible des

sujets vivants ;

IV.1.2. Opérations d’abattage
- Un seul lot de poulet de chair était abattu par jour ;

- L’absence d’autres animaux et d’insectes lors des opérations d’abattage a été constatée.

IV.1.3. Hygiéne du personnel et de I’abattoir

- L’acces était limité au personnel qui avait plus ou moins une tache spécifique ;

- Le matériel d’abattage n’était pas stérilis¢ lors du passage d’un sujet a un autre ;

- Des systemes d’évacuation des eaux usées étaient présents dans tous les lieux d’abattage
mais il n’existait pas de controle de la qualité des eaux ;

- Le personnel travaillait sans calot et sans gants de protection ;

- Il n’existait aucun plan de nettoyage et / ou de désinfection ;

- Le lavage des mains du personnel se faisait a 1’aide de produits ménagers usuels servant
également au lavage du matériel d’abattage et de I’établissement ;

- Les établissements étaient lavés et les déchets étaient livrés a I’APC (Assemblé Populaire
Communale) a la fin de chaque journée d’abattage ;

- Les raticides étaient utilisés afin de lutter contre les nuisibles.

V. Détection des Campylobacter thermotolérants

Sur I’ensemble des 100 prélévements réalisés en établissements d’abattage, nous avons

détecté 49 souches de Campylobacter thermotolérants (49,0%).
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Les prévalences observées sont notées dans le tableau 08 et représentées par la figure 06.

Tableau 08 : Taux de contamination des prélevements par Campylobacter

Nombre de prélévement
Total

Nombre de prélévement
positifs

Taux de positivité
%

100

49

49%

Figure 06 : Taux de contamination des prélevements par Campylobacter

La distribution des 49 souches de Campylobacter thermotolérants isolées a partir des contenus

caecaux était comme suit :

e Pour I’abattoir A : 18 souches étaient isolées ;
contamination de 36.7%.
Pour I’abattoir B : 10 souches étaient isolées ;
contamination de 20.41%.
Pour D’abattoir C : 12 souches étaient isolées ;
contamination de 24.49%.
Pour D’abattoir D : 09 souches étaient isolées ;

contamination de 18.37%.

ce qui

ce qui

ce qui

ce qui

représente un taux de

représente un taux de
taux de

représente un

représente un taux de
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La distribution des souches de Campylobacter thermotolérants isolées par établissement

d’abattage est représentée dans le tableau 09 et la figure 07.

Tableau 09 : Taux de contamination par les Campylobacter thermotolérants au niveau des

différents abattoirs

Etablissement | Nombre et date Nombre de Taux de positivité
d’abattage de prélévement prelevement %
positive
A 25-21/11/2017 | 18 36.7
B 25-25/11/2017 | 10 20.41
C 25-03/01/2018 |12 24.49
D 25-03/01/2018 | 09 18.37
Total 100 49 100
40.00% -
35.00% -
30.00% -
s
® 25.00% -
£
E
©
€ 20.00%
8
3
X 15.00% -
=
10.00% -
5.00% -
0.00%
A B Abattoirs C D

Figure 07 : Taux de contamination par les Campylobacter thermotolérants au niveau des

différents abattoirs
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Pour la totalité des lots analysés durant I’abattage des poulets de chair, 49,0% des

peaux de cou étaient contaminées par les Campylobacter thermotolérants.

Des taux de contamination similaires ont été noté dans des études faites au par avant
en Algérie, comme le cas de MESSAD et AL (2014) et EL AMIR et AL (2013) qui ont noté
des taux de contamination de 51% et de 53% respectivement.

Des résultats proches aux notres évalués a 63% ont éte décrits suite a des prélévements
de peaux de cou au Danemark ainsi qu’en Finlande (BORCK ET AL, 2002 ; PERKO-
MAKELA ET AL, 2009).

Neéanmoins, il semble qu’aucune prévalence inférieure a la ndtre n’ait été constatée.
Des taux de contamination supérieurs ont par contre été signalés en Allemagne et en Iran ou
77% des écouvillons de peaux étaient positifs pour Campylobacter lors de 1’abattage des
poulets de chair (ALTER ET AL, 2005 ; RAHIMI ET AL, 2010).

Selon différents auteurs, chez la volaille, la variation de la prévalence des
Campylobacter constatée entre les différentes études, serait vraisemblablement liée a un

certain nombre de facteurs tels que :

e Lasaison (BERRANG ET A., 2000).

e Lalocalisation géographique (JEFFREY ET AL, 2001).

e Laméthode de recherche (BERRANG ET AL, 2000).

e Lataille et la catégorie de I’échantillon (JEFFREY ET AL, 2001).

Il est admis que la peau des carcasses de volaille procure un microenvironnement
favorable a la survie des Campylobacter d’ou leur affinité pour cet organe (DAVIS ET
CONNER, 2007).

Dés que les souches de Campylobacter adhérent a la surface, elles formeront
subséquemment un biofilm dont I’éradication s’avere difficile. Bien qu’il semble établi que la
contamination des carcasses durant les opérations d’abattage s’effectue soit directement via le
contenu intestinal ou bien indirectement via I’équipement et I’eau (CORRY ET ATABAY,
2001), le personnel des tueries et de I’abattoir visités pourraient également représenter une

source de contamination.
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Dans les abattoirs, les sources de contamination de la peau pouvaient étre de deux

sortes : directe et indirecte :

La contamination directe, proviendrait évidemment du contenu intestinal, les carcasses
¢taient d’abord accrochées par les pattes, téte vers le bas, avant d’étre éviscérées. Ainsi, lors
de I’extraction du tractus digestif, les intestins étaient fortement susceptibles d’étre en contact

avec les carcasses des lots abattus.

Selon FRANCHIN ET AL. (2007), la rupture intestinale avec expulsion de son
contenu est toujours possible lors de 1’éviscération. Ils considérent que cette étape est le
principal facteur qui conduit & une sérieuse augmentation du taux de détection des

Campylobacter au niveau des abattoirs.

Quant a la contamination indirecte, elle serait principalement représentée par
I’équipement, notamment la plumeuse car comme I’indique BERRANG ET AL. (2002),
excepté le contact direct avec la peau, la plupart des Campylobacter portés par 1’équipement

apres la plumaison, se retrouvent sur la peau.

En outre, il convient de noter que les souches de Campylobacter éventuellement
présentes dans les contenus de jabots (WESLEY ET AL., 2005) de méme que dans les
aerosols (ALLEN ET AL, 2007) auraient pu étre véhiculées jusqu’aux carcasses par le biais
d’un nettoyeur a haute pression vu que 1’eau sous pression en provenance de ce conduit était
dirigée vers la rigole qui se situait juste en dessous des carcasses lors du nettoyage du sol
souillé par les intestins et les contenus de jabots pendant les étapes d’éviscération et de

finition.

V.1. Identification des souches isolées a I’aide de la galerie classique

Les souches issues des abattoirs A et B ont fait ’objet d’une identification par le test
de catalase. Cela nous a permis de déduire que sur les 22 souches de Campylobacter
thermotolérants isolées sur les 50 prélevements de peau du cou, pouvait appartenir aux trois

especes C. jejuni, soit a C. coli ou bien a C. lari.

Les 22 souches isolées ont fait objet du test de sensibilité a la Céfalotine et a I’acide
nalidixique, cela s’est déroulée au méme temps que 1’application des tests de sensibilité aux

autres antibiotiques.
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V.2. Confirmation des souches a I’aide de la galerie Api Campy

Selon les résultats de la galerie Api Campy, parmi les 22 souches de Campylobacter
thermotolérants isolées, 13 (59.09 %) font partie de I’espéce C. jejuni, 7 (31.81 %) de I’espéce

C. coli et les deux souches restantes (9.09 %) font partie de I’espéce C . lari.

La distribution des espéces de Campylobacter thermotolérants isolées est notée sur le tableau

10 et présenté dans la figure 08.

Tableau 10 : Distribution des espéces de Campylobacter thermotolérants isolées

Taux de
) Nombre de o
Especes isolées o contamination
souches isolées
%
C. jejuni 13 26,53%
C. coli 7 14,29%
C. lari 2 4,08%
Non confirmée 27 55,10%

HC. jejuni MC.coli HC.lari & Nonconfirmée

Figure 08 : Distribution des espéces de Campylobacter thermotolérants isolées
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Nos résultats ont révelé que C. jejuni était la souche la plus prédominante au niveau
des carcasses de poulet ce qui cohérent avec la plupart des études faites au monde comme
celle CHEN et al.,(2010) ont trouveé les fréquences suivantes : C. jejuni (75%), C. coli (19%)
et Campylobacter spp (5%) non identifier, ainsi qu’aux résultats de PARISI et al.,(2007) qui
ont lancé une prédominance de C. jejuni (45,7%) suivi par C. coli (19,3%) et les autres

espéces avec une fréquence de 25%.

D’aprés ALTER et AL., (2005), C. jejuni serait plus résistante au stress
environnemental d’ou sa haute prévalence aprés 1’abattage des sujets. Toutefois, il convient
de préciser que peu de travaux sont parvenus jusqu’a l’identification de 1’espéce de
Campylobacter chez le dinpoulet de chair ; supposant sans doute que C. jejuni représente

I’espéce la plus fréquemment isolée.

V.3. Etude de la sensibilité aux antibiotiques

La lecture des diameétres d’inhibition pour les 22 souches nous a permis de constater
I’existence aussi bien de souches sensibles que résistantes aux différents antibiotiques testés.

Néanmoins, certaines souches étaient catégorisees comme intermédiaires.

Nous avons noté chez le poulet chair, des taux de résistance tres élevés vis a vis de
I’ Acide Nalidixique (86.36%) et la Ciprofloxacine (63,64%).

Les taux de sensibilité aux antibiotiques des 22 souches isolées sont présentés dans le tableau
08 et la figure 11.
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Figure 09 : Taux de résistance et de sensibilit¢ des 22 souches de Campylobacter

thermotolérants aux différents antibiotiques testés.

Tableau 11 : Taux de résistance et de sensibilité des 22 souches de Campylobacter

thermotolérants aux différents antibiotiques testés.

AT E TE CIP C NA CF
B n % n % n % n % n % n %
12 5455 20 9091% 14 6364 0 0,00 19 86,36 10 4545%
% % %
S 11 50,00 2 909% 6 27,27 22 100,00 1 455% 12 54,55%
% % %
I 1 455% 0 000% 2 909% O 000% 2 909% 0 0,00%
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Il est a noter que plusieurs travaux ayant etudié la sensibilité aux antibiotiques des
souches de Campylobacter thermotolérants isolées a partir de prélevements de poulets de
chair ont rapporté des taux de résistance similaires aux notre, vis-a-vis de 1’Acide nalidixique

et de la Ciprofloxacine.

En Algérie, MESSAD et al (2014) ont notés des taux de résistance de 88.7% et de
100% a la ciprofloxacine et a 1’acide nalidixique respectivement. EL AMIR et al (2013) ont
constaté qu’une trés forte proportion de souches de Campylobacter (plus de 90%) était
résistantes aux quinolones, en particulier a la ciprofloxacine (95% des souches) ce qui est

similaire a nos résultats.

Une augmentation rapide de la proportion de souches de Campylobacter résistants aux
agents antimicrobiens, en particulier pour les fluoroquinolones, a été rapportée dans de
nombreux pays dans le monde (ENGBERG ET AL, 2001 ; ALFREDSON ET AL, 2007).

Selon un rapport de I’OMS (OMS, 2001), I’apparition des résistances a ces
antibiotiques chez les souches de Campylobacter animales et humaines daterait de
I’introduction de I’Enrofloxacine dans I’alimentation animale en 1987. Depuis, la fréquence

des souches résistantes aux quinolones serait en constante augmentation.
Dans cette étude une forte proportion de Campylobacter (54.5%) a résisté a 1’érythromycine.

En Algérie, I’Erythromycine figure parmi les antibiotiques employés a titre curatif dans les
élevages (MADR/DSV), cela peut expliquer le taux de résistance important que nous ayons
noté a cet antibiotique. Ce taux est proche par rapport a celui des études faites en Algérieypar
MESSAD et al (21%) et EL AMIR et al (30%).

Selon ’OMS (2008), les macrolides sont largement employés dans les élevages, et cette
pratique est connue pour favoriser la sélection e souches de Campylobacter résistantes chez

les animaux.

Toutes les souches testées étaient résistantes a au moins un seul antibiotique (100%) et

20 isolants étaient resistants a au moins trois antibiotiques ; ce qui signifie que 81,2% des

souches analysées étaient multi resistantes. Ces résultats sont comparables aux données de la
littérature.

Au cours de cette étude, nous avons noté 22 profils de résistance différents. La pression

de sélection engendrée par 1’utilisation de différents antibiotiques dans les élevages de poulets

de chair serait a 1’origine de 1’acquisition de ces divers profils de résistances. Ces derniers
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pourraient €tre transmis a I’homme via la chaine alimentaire et poser ainsi de sérieux
problémes dans sa thérapeutique ; d’autant plus que plusieurs auteurs tel que HAKANEN ET
AL. (2003) ont rapporté que des souches de Campylobacter isolées chez 1’homme
présentaient également des multi résistances intéressant la ciprofloxacine et/ou de
I’érythromycine ; principaux antibiotiqgues pour le traitement des campylobactérioses
humaines (BOLLA ET GARNOTEL, 2008).

Les profils de résistance obtenus par les 22 souches sont présentés dans le tableau 12

Tableau 12 : Profils d’antibio-résistance des 22 souches testées
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CONCLUSION

Conclusion

Cette présente étude est a priori I'une des premicres a s’étre intéressée a la recherche
ainsi qu’a I’étude de la sensibilité aux antibiotiques des Campylobacter thermotolérants dans

la filiere aviaire dans la wilaya de Bordj Bou Arreridj.

Nos résultats ont montré que tous les lots prélevés étaient hautement contaminés par

les Campylobacters thermotolérants (49%).

A propos de la répartition d’espéces nous avons constaté une prédominance de C.

jejuni, I’espéce le plus pathogene chez I’homme.

L’étude de I’antibiogramme réalisé sur les 22 souches isolées dans deux abattoirs a
mis en évidence une résistance exprimée vis-a-vis de nombreuses molécules d’antibiotigques,

les taux de résistance les plus elevés ont été observés aux quinolones

Par ailleurs, des taux de multirésistance alarmants notamment a quatre antibiotiques
(43,0%) ont été observés et la plupart des souches testées présentaient dans leur profil de
résistance I'un des deux ou bien les deux antibiotiques de choix pour le traitement des

campylobactérioses humaines (érythromycine et ciprofloxacine).

Ainsi, ’important réservoir que représente le poulet de chair participe non seulement a
la dissémination de souches pathogénes de Campylobacter, mais également a I’émergence
et/ou a I’extension de la résistance aux antibiotiques en medecine vétérinaire et en médecine

humaine.

De plus larges investigations de ce modeste travail mériteraient d’é€tre menées en
commengcant par augmenter le nombre de wilayas a prélever et donc des lots a échantillonner
au niveau des abattoirs.

De méme, il serait également intéressant de déterminer dans ces établissements les
principaux facteurs de risque et d’opérer a un suivi des sujets depuis leur arrivée a I’élevage
jusqu’a leur abattage.

En outre, il conviendrait d’employer des méthodes de référence afin de rechercher, de
dénombrer et d’étudier la sensibilité aux antibiotiques des Campylobacter spp.
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Les Annexes

Annexe 01 : Fiche d’enquéte

Fiche d’enquéte

Prélévement

- N° des préléevements :

- Nombre de prélévements par batiment :
- Heure du début de prélévement :

- Heure de fin de préléevement :

- Heure du début d’arrivée au laboratoire :

1. Opérations de pré-abattage:
= Mise a jeun :
= Transport :
Propreté du camion Entassement des poulets de chair : ................ccc......
= Salle de débarquement :
Propreté Toiture : ....ooviiiiii i

2. Abattoir:

= Opérations d’abattage:

Unique
Industriel
Manuel

= Chaines d’abattage Croisement des lots
Une
Deux

. Conception des locaux

- Hygiéne du personnel et de I’abattoir
Personnel
Nettoyage/désinfection
Lutte contre les nuisibles
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Annexe 02 : Préparation des milieux de culture

Préparation des milieux de culture

Tous les milieux de base complets déshydratés sont dissous dans de I’eau puis stérilisés a

I’autoclave réglé a 121°C pendant 15 minutes.

e Bouillon de Preston modifié

- Apres stérilisation du milieu de base, 5% de sang de cheval lysé défibriné stérile ainsi que le

supplément de Butzler au lieu du supplément de Preston sont ajoutés ;

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

e Gelose Columbia au sang

- Apreés stérilisation du milieu de base, 5% de sang de cheval défibriné stérile est additionné ;
- Le milieu complet est ensuite coulé dans des boites de Petri stériles de 90 mm de diametre

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

e Gelose Mueller Hinton au sang

- Apreés stérilisation du milieu de base, 5% de sang de cheval défibriné stérile est additionné ;
- Le milieu complet est ensuite coulé dans des boites de Petri stériles de 90 mm de diameétre

qu’on laisse se solidifier sur paillasse avant de les sécher dans une étuve a 37°C.
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Annexe 03 : Lecture et interprétation des résulats de la

Galerie api campy
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Les Annexes

Annexe 04 : Coloration de Gram (Description)

Mode opératoire de la coloration de Gram

Une fois le frottis preparé et fixé sur une lame porte-objet, une coloration de Gram est réalise

conformément au mode opératoire du kit Gram-Nicolle dont la procédure est la suivante :
- Coloration au violet de gentiane phéniqué pendant 1 a 5 minutes.

- Ringage abondant a I’cau.

- Ringage avec un jet de liquide de lugol stabilisé PVVP pendant 30 secondes a 1 minute.

- Ringage rapide a I’eau.

- Décoloration par le différenciateur rapide (alcool / acétone) puis ringage a I’cau.

- Coloration avec la solution de fuchsine de Ziehl 1/ 10 pendant 1 minute.

- Ringage a I’eau, séchage puis observation au microscope, a 1’objectif x 100 a immersion.
La lecture est effectuée comme suit :

» Coloration violette de la paroi ...........ccccceuve.e Gram positif

» Coloration rose de la paroi ..................... Gram négatif
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Résumé

Les objectifs de notre travail étaient d’estimer la prévalence des Campylobacter
thermotolérants dans des établissements d’abattage de poulets de chair de la wilaya de Bordj
Bou Arreridj , de caractériser phénotypiquement les souches isolées et d’étudier la sensibilité
aux antibiotiques de ces souches.

100 préléevements ont été effectués au niveau de 04 établissements d’abattage. Aprés
préparation de 1’échantillon a tester, un isolement des CTT a €té réalisé sur le milieu Skirrow.
Toutes les colonies suspectes ont été confirmées et 22 souches isolées a partir des
¢tablissements d’abattage ont fait I’objet d’une caractérisation phénotypique a I’aide de
galeries classiques et de galeries APl Campy puis une étude de la sensibilité aux antibiotiques
des souches isolées a été réalisée par la méthode de diffusion en milieu gélosé.

Les résultats obtenus ont montré que le taux de contamination de 49 % avec une
prédominance de C. jejuni (26,53%). L’étude de la sensibilité aux antibiotiques a révélé que
les souches testées étaient résistantes a I’acide nalidixique (86.36%), a la tétracycline
(90.91%), a la ciprofloxacine (63,64%) et a I’érythromycine (54,55%).

Gréce a ce présent travail, qui pourra constituer un point de repére pour des études
ultérieures, nous constatons que la situation est inquiétante pour ’hygiéne alimentaire.

Mots clés : poulet de chair, Campylobacter thermotolerants, antibiorésistance, peaux du cou.
Abstract

The main objectives of our work were to assess the prevalence of Campylobacter
thermotolerants in broiler slaughter establishments in Bordj Bou Arreridj region, Algeria, to
characterize the isolated strains phenotypically and also to study the antibiotic sensitivity of
these strains.

100 samples were taken from 04 slaughter establishments. After preparation of the test
sample, CTT isolation was performed on Skirrow medium. All doubtful colonies were
confirmed and 22 strains isolated from slaughter amenities were phenotypically characterized
using conventional galleries and APl Campy galleries followed by a study of antibiotic
susceptibility of isolated strains was carried out by the diffusion method in agar medium.

The results obtained showed that the contamination rate of 49% with a predominance of C.
jejuni (26.53%). The antibiotic susceptibility study revealed that the strains tested were
resistant to nalidixic acid (86.36%), tetracycline (90.91%), ciprofloxacin (63.64%) and
erythromycin (54.55%).

Thanks to this work, which may serve as a reference point for future studies, we deduce
that the situation is worrying for food hygiene.

Key words: broiler chicken, thermotolerant campylobacter, antimicrobial resistance, neck

skin.
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