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Introduction

Dans le domaine de I’hygiéne des aliments, Campylobacter thermotolérant est un danger
émergent dont I’importance s'accroit au fil des années. L’augmentation des cas de
campylobactérioses, 1’existence de complications rares mais graves telles que le Syndrome de
Guillain-Barré, et 1’inquiétante augmentation des résistances de Campylobacter spp. a certains
antibiotiques, expliquent 1’intérét porté a ce genre bactérien. Ainsi ce probléme de santé publique

fait désormais 1’objet d’une surveillance renforcée au niveau mondial.

Deux espéces thermotolérantes Campylobacter jejuni (C. jejuni) et Campylobacter coli (C. coli)
sont décrites comme étant responsables de troubles de santé observés chez I’homme et
I’épidémiologie des Campylobacter thermotolérants reste a ’heure actuelle mal connue. Par
ailleurs, la fréquence élevée du portage sain chez les animaux d’¢élevage ou sauvage
(mammiferes et oiseaux) constitue un véritable danger. Bien que le réservoir animal soit le plus
important a considérer, le réservoir hydrotellurique n’est pas a négliger puisque Campylobacter

est fréquemment isolé dans 1’environnement et notamment dans 1’eau (SAVILL et al., 2001).

La consommation d’aliments contaminés (80% des cas), en particulier la volaille, est identifiée

comme la principale voie de contamination de I’homme (MEAD et al., 1999).

De nombreuses études ont été faites dans les pays développés sur la prévalence de ce germe mais
peu d’études ont été réalisées en Algérie. C’est dans ce contexte que nous Nous sommes orientés

Vers ce sujet qui sera traité en deux volets :

» Une partie bibliographique : Aprés avoir décrit les caracteres généraux des
Campylobacter thermotolérants, nous aborderons un chapitre concernant la

campylobactériose animale et humaine.

» Une partie expérimentale : dans laquelle nous mettrons en évidence nos objectifs, les

prélevements effectués, les prévalences obtenues ainsi que leur discussion.
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CHAPITRE | CARACTERES GENERAUX
l. GENERALITES :

I.1. Historique :

Campylobacter a eté découvert pour la premiere fois par Escherich en 1886 dans des selles
d’enfants diarrhéiques. En raison de sa morphologie et de son site d’isolement qui est le jéjunum,
on dénomme cette bactérie Vibrio jejuni (JONES et al., 1931). En 1944, Doyle décrit un germe
trés proche de ce dernier, responsable de la dysenterie chez le porc, il le nomme Vibrio coli En
1963, Sebald et Veron ont créé et séparé le genre Campylobacter (batonnet incurvé, en grec) du
genre Vibrio (BUTZLER, 2004).

1.2. Taxonomie :

La famille des Campylobacteraceae regroupe trois genres Campylobacter, Arcobacteret
Sulfurospirillum (Tableau 01). Ils sont réunis avec les familles des Helicobactereraceae et
Hydrogenimonadaceaeau sein de 1’ordre des Campylobacterales, de la classe des
Epsilonproteobacteria, du phylum des Proteobacteria, dans le domaine des Eubacteria
(MOORE et al., 2005).

Actuellement, le genre Campylobacter rassemble une variété d’espéces trés hétérogénes ayant
des habitats diversifiés, tels que le tube digestif des animaux a sang chaud (C. jejuni, C. coli, C.
lari ou C. hyointestinalis), la cavité buccale de ’'Homme (C. consisus,C. curvusou C. showae),
ou la cavité préputiale des taureaux (C. fetus) (MOORE et al., 2005).



CHAPITRE | CARACTERES GENERAUX
Tableau 01 : Présentation du Phylum de I’ordre des Campylobacterales (EUZEBY, 2005).

Ordre des Campylobacterales

Famille des Campylobacteraceae

Genre Genre Genre
Campylobacter Arcobacter Sulfurospirillum
(Pathogene) (Pathogéene) (Non pathogéne)
= C.coli = Nitrofigilis = S. deleyianum
= C. concisus = A.cryaerophilus = S. arcachonense
= C.curvus = A butzleri = S, arsenophilum
= C.fetus = A. skirrowii = S, barnesii
= C.gracilis = A.cibarius

= C. helveticus
= C. hominis
= C. hyointestinalis
= C.insulaenigrae
= C.jejuni
= C. lanienae
= C.lari
= C.mucosalis
= C.rectus
= C.showae
= C.sputorum

= C. upsaliensis



CHAPITRE I CARACTERES GENERAUX
1. ETUDE BACTERIOLOGIQUE :

11.1. Morphologie :

Les Campylobacter sont de fins bacilles (batonnets avec un diametre de 0,2 a 0,3 m), de
longueur variable, non sporulés et parfois capsulés (0,5 a 8 . m). Ils sont a coloration de Gram
négative et peuvent étre soit incurveés, soit en forme de S, en hélice ou en spirale (Figure 1). Les
Campylobacter présentent une ou plusieurs ondulations et possédent généralement un unique
flagelle polaire, d’environ 20 nm de diameétre. Ils peuvent parfois avoir un flagelle a chaque péle
(SMIBERT, 1978) (Figure 01). Cette structure confere a Campylobacter une grande mobilité,
trés caractéristique (dite en « vol de moucherons » ou en « tire-bouchon »), facilement
observable au microscope et souvent utilisée comme élément d’identification et de diagnostic.
Cependant, apres plusieurs jours de culture et/ou lorsque la température diminue, on observe des

formes arrondies ou coccoides de 0,5 m de diametre se colorant plus faiblement (FRENEY,

2007).

01 : forme vibrioide ; 02 : forme coccoide.
Figure 01 : Microphotographies de C. jejuni - microscopie électronique
Grossissement x 4000 et Grossissement x 105
(UMR-INRA SECALIM, 2008).
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11.2. Caracteres culturaux :

La culture de Campylobacter spp. est longue, difficile et exigeante (ON, 2001).
Quelques particularités sont a souligner :
» Une atmosphere de croissance microaérophile et capnophile (5% O,, 10% CO,,
85% Ny).
» Une température d’incubation allant de 31°C a 45°C.
» Une zone de pH variant de 6 a 8 et une concentration de 0,5 % de chlorure de
sodium.
Les conditions optimales pour la croissance des Campylobacter thermotolérants sont récapitulées
dans le Tableau 02.

Tableau 02 : Conditions de croissance optimale des Campylobacter thermotolérants
(SULAEMAN et al., 2005).

Température 42°C
pH 6,5-7,5
O, 5a10%
CO, 10%
Aw 0,997
NaCl 0,5%

11.3. Caractéres biochimiques :

Les principaux caractéres biochimiques des Campylobacter thermotolérants sont (LEBLANC,
2008) :

- Le caractere oxydase positif systématique,

- Le caractere urease négatif,

- Le caractere catalase positif pour C. coli, C. jejuni et C. lari,

- L’absence de production d’indole,

- L’absence d’enzymes extracellulaires (protéases, lipases),

- L’absence de métabolisme fermentatif des sucres,

- Une production de sulfure d’hydrogéne variable.

5
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CHAPITRE 1l CAMPYLOBACTERIOSE
l. PORTAGE INTESTINAL DES CAMPYLOBACTER CHEZ LES ANIMAUX :

1.1. Habitat :

Méme si les Campylobacter spp. sont retrouvés dans le mucus intestinal de la plupart des
animaux de boucherie (bovins et petits ruminants) et de compagnie (chats et chiens), le réservoir
aviaire reste prédominant du fait du taux de portage élevé chez ces animaux, et de la charge
bactérienne par gramme de matiéres fécales, pouvant atteindre 10’ UFC/g (MESSAOUDI et al.,
2013). Par ailleurs, la volaille est le principal réservoir des Campylobacter car la température du
tractus intestinal des oiseaux est supérieure a 40°C et proche de 42°C ; température optimale de
développement des Campylobacter thermotolérants (GARENAUX et al., 2005).

1.2. Infection des volailles par Campylobacter :

L’introduction de Campylobacter dans 1’environnement des animaux aprés la deuxiéme semaine
d’¢levage conduit a la contamination de 1’ensemble du troupeau en quelques jours (CHEMALY
et al., 2012). Cependant, comme le décrit Altmayer, I’¢lément essentiel a retenir est que
Campylobacter est peu pathogéne pour les animaux. Selon Newell, ces derniers pourtant bien
colonisés montrent rarement les signes de la maladie clinique. Cela peut refléter I’infection avec
des souches qui manquent de facteurs appropriés de virulence comme 1’absence de récepteurs
appropriés de 1’hdte pour les toxines les rendant non pathogénes, ou bien le développement de
I’immunité protectrice suivant une exposition répétée, ou un manque de sensibilité

(DROMIGNY, 2007).

Parmi les infections que les Campylobacter thermotolérants peuvent générer chez les animaux,

nous avons .

» Chez les bovins et les ovins : ils sont responsables d'infections génitales pouvant
entrainer des stérilités ou des avortements (FAUCHERE et ROSENAU, 1991).

» Chez les oiseaux, en particulier la volaille : La maladie est rare voire inexistante.
Nous pouvons citer I’exemple des entérites chez les jeunes autruches ou les cas
groupés d’hépatite aviaire qui ont été rapportés (DROMIGNY, 2007).

» Chez les chiens et les chats: des infections digestives ont été décrites
(FAUCHERE et ROSENAU, 1991).

6



CHAPITRE 1l CAMPYLOBACTERIOSE
1. CAMPYLOBACTER DANS LES DENREES ALIMENTAIRES D’ORIGINE
ANIMALE :

I1.1. Toxi-infections d’origine alimentaire :

Les toxi-infections alimentaires causées par Campylobacter sont considérées comme 1’une des
principales causes bactériennes de gastro-entérites dans les pays industrialisés (HUE, 2008). Les
aliments habituellement impliqués sont la viande de volaille mal cuite comme les viandes cuites
au barbecue ou durant les camping, les aliments crus tels que le lait, les salades ou les viandes
crues, et les aliments pré-cuisinés contaminés par des manipulations non hygiénigques (mains ou
ustensiles souillés par la volaille) et mal conservés (FAUCHERE et ROSENAU, 1991).

.2. Origine de la contamination des denrées alimentaires d’origine avicole :
11.2. O del t t des d 1 t d’ 1

11.2.1. Contamination des carcasses :

La contamination des carcasses de volaille dépend de plusieurs facteurs :

» La colonisation de I’intestin des poulets de chair par Campylobacter pendant 1’élevage
est a ’origine de la contamination des carcasses apres transformation (MESSAOUDI et
al., 2013).

» L’age des animaux ainsi que la saison d’abattage apparaissent comme des marqueurs
incontournables permettant d’expliquer le niveau de contamination des lots (HUE, 2008).

» La contamination fécale de la viande pendant les opérations d’abattage est considérée
comme une source majeure d’intoxications alimentaires humaines (OIE, 2005).

> 1l est admis que la contamination intervient plus favorablement pendant le plumage et
I’éviscération, par des matieres fécales qui fuient du cloaque et par la rupture des caeca,
causant une contamination massive en Campylobacter. De plus, differents transferts de
contaminations (ou contaminations croisées) peuvent intervenir. Parmi ceux-ci, il
convient de signaler une inter-contamination de carcasse a carcasse par contact ainsi que
des transferts de contaminations par I’intermédiaire de vecteurs comme le matériel et le
personnel, principalement (MESSAOUDI et al., 2013).

» La prévalence en Campylobacter des carcasses a I’abattoir s’éléve a plus de 87%en fin de
chaine (HUE, 2008).
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I1.2.2. Contamination des ceufs :

La coquille des ceufs est contaminée par Campylobacter de la méme facon que pour les
salmonelles. Elle s’effectue surtout par des fientes diarrhéiques, alors que la ponte d’une poule
saine mais porteuse de Campylobacter jejuni dans son tube digestif n’aboutit pas a la
contamination superficielle de 1’ceuf grace a 1’oviposition (DROMIGNY, 2007).Par ailleurs, la
contamination du contenu des ceufs dans 1’oviducte peut étre liée au stress passager chez la poule

pondeuse (HUMPHREY, 2006).
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I1l. CAMPYLOBACTERIOSE CHEZ L’HOMME :

La Campylobactériose est une zoonose, maladie transmise a I’homme par les animaux ou les

produits qui en dérivent (LAIDOUCI AL AMIR et al., 2013).

111.1. Epidémiologie :

Les Campylobacter thermotolérants (C. jejuni, C. coli, C. lari et C. upsaliensis) sont désignés
comme 1’une des causes principales de gastro-entérites bactériennes humaines. C. jejuni est a

I’origine de la majorité des cas de campylobactériose (GARENAUX et al., 2005).

I11.1.1. Incidence des infections humaines a Campylobacter :

Les Campylobacter entéropathogenes (C. jejuniet C. coli C. lari et C. upsaliensis) sont
répandus dans le monde entier. Cependant, les circonstances de contamination peuvent varier

d’un pays a l'autre, en fonction des habitudes alimentaires, du niveau d'hygiéne et du climat

(FAUCHERE et ROSENAU, 1991).

Ces micro-organismes sont reconnus depuis 1972 comme 1’une des premiéres causes de
maladies diarrhéiques chez I’homme (JUND, 2010). En effet, depuis le début des années
2000, l’incidence annuelle pour 100 000 habitants des campylobactérioses humaines dans
I’Union Européenne est réguliérement supérieure a 40 cas. En France par exemple, I’incidence
des cas recensés au Centre National de Référence (CNR) était de 6,2 pour 100 000 habitants en
2009. II est admis que c¢’est pendant les mois d’été que les cas sont les plus nombreux (ANSES,
2011).

Il est a noter que plus de 80 % des cas de campylobactériose sont causés par C. jejuni et 10 %
des cas sont causés par C. coli. D’autres espéces de Campylobacter telles que C. concisus, C.
upsaliensi, C. lari et C. fetus peuvent toutefois étre associées a des diarrhées chez I’lhomme (OIE,
2005).

Les estimations de 1’incidence des infections humaines a Campylobacter dans les pays en voie
de développement sont fondées sur les études de surveillance des laboratoires selon lesquels

I’infection toucherait 5 a 20% de la population. Ce chiffre est trés proche de I’incidence générale
9
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constatée dans les pays développés. Toutefois, les données disponibles suggerent que le taux de

campylobactériose chez les enfants est sensiblement plus élevé. Dans les pays en
développement, de nombreuses études montrent que le Campylobacter, et le C. jejuni en
particulier, est 'une des causes d’infection les plus fréquentes chez les enfants de moins de 5

ans, en particulier chez ceux agés de moins d’un an (HARTNETT, 2009).

111.1.2. Formes épidémiologiques :

111.1.2.1. Forme épidémique :

Les cas épidémiques représentent moins de 10% des cas d'entérites a Campylobacter. Parmi ces
épidémies, ce sont celles d'origine hydrique qui ont été le plus souvent rapportées (FAUCHERE
et ROSENAU, 1991). Les épidémies a source commune sont rares et elles sont le plus souvent
associees a des aliments comme de la volaille insuffisamment cuite, du lait non pasteurisé et de
I’eau non chlorée. Par ailleurs, des foyers ont été identifiés comme ayant une origine non
alimentaire, comme des baignades ou bien la consommation d’eau, ou une origine zoonotique.

(DROMIGNY, 2007).

111.1.2.2. Forme sporadique :

La contamination par les Campylobacter entéropathogénes concerne le plus souvent des
sujets isolés (FAUCHERE et ROSENAU, 1991). Les formes sporadiques sont d’ordinaire
associees a la consommation et a la manipulation de viandes de volaille contaminées. Cependant,
d’autres facteurs de risques de moindre envergure causant des formes sporadiques ont €té notés

tels que la consommation de coquillages, d’huitres et de clams (BOUHAMED, 2011).

I11.2. Modes de transmission :

111.2.1. Transmission indirecte :

La voie essentielle de transmission a I’homme de cette bactérie zoonotique est la consommation
de denrées contaminées consommées crues ou insuffisamment cuites (CHEMALY et al., 2012)
comme la consommation réguliere de poulet qui augmente de 20% le risque relatif d’infection

(DROMIGNY, 2007).
10
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Les eaux de boisson contaminées suite a divers accidents décrits dans la littérature (ruptures de

canalisations, forte pluviométrie, absence de traitement, etc.) peuvent également étre une voie de

transmission indirecte de campylobacter (ANSES, 2011).

111.2.2. Transmission directe :

Il est rare que la transmission a I’homme se fasse par contact direct avec un réservoir. Des cas de
contamination sont, néanmoins, possibles chez des personnes exposées régulierement a des
animaux porteurs de la bactérie, chez eux ou dans le cadre de leur profession (personnes en
contact avec des animaux domestiques atteints de diarrhée (chien, chat), vétérinaires, éleveurs ou
ouvriers d’abattoirs). En outre, la transmission interhumaine par contact avec un malade est rare.
Les eaux de baignades constituent également un risque réel mais mineur (GARENAUX et al.,
2005).

La figure 02 représente les différents modes de transmission des Campylobacter thermotolérants

a ’homme.
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Figure 02 : Différents modes de transmission des Campylobacter (Anonyme 01, 2017).
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111.3. Pathogénie :

111.3.1. Dose infectieuse :

La Dose Minimale Infectieuse est considérée comme basse. En effet, quelques dizaines a

quelques centaines de cellules suffisent a provoquer la maladie (MESSAOUDI et al., 2013).

111.3.2. Colonisation du tube digestif :

Les toxi-infections a Campylobacter suivent un processus classiquement observé chez d’autres

bactéries entériques. La colonisation du tube digestif comprend plusieurs phases
successives (DROMIGNY, 2007):
» Une mobilité flagellaire, orientée par le chimiotactisme qui permet a la bactérie de se
rapprocher des cellules intestinales, grace a un flagelle tres actif et une forme effilée qui
permet a la bactérie de se propager dans le mucus intestinal ;

> Une production de toxines ou de composes entrainant les formes secondaires (Guillain-

Barré).
Ces étapes sont résumeées dans la figure 03.
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Figure 03 : Colonisation du tube digestif par Campylobacter spp. (Anonyme 02, 2011).
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111.4. Signes cliniques :

Comme dans le cas des autres germes pathogenes intestinaux, les formes cliniques de I'infection
a C. jejuni vont de l'excrétion asymptomatique a la maladie grave, en passant par de légers
symptébmes (OMS, 1980). Nous constatons que la symptomatologie de lentérite a
Campylobacter est extrémement polymorphe, le tableau clinique allant d'une absence de
symptdme a une entérocolite grave (FAUCHERE et ROSENAU, 1991) :

» Une entérite bactérienne zoonotique aiglie de gravité variable se caractérisant par une
diarrhée (avec souvent des selles sanglantes), une douleur abdominale, un malaise, une
fievre, une nausée et/ou des vomissements. Cette diarrhée est précédée par une période
fébrile chez 50% des patients et les symptdmes se produisent habituellement entre 2 et 5
jours aprés exposition pouvant persister pendant 1 a 2 semaines.

» Une maladie prolongée et/ou des rechutes peuvent se produire chez 1’adulte. Du sang est
souvent present de fagon évidente ou occulte avec du mucus et des globules blanc dans
des selles liquides.

> Des formes plus rares sont de type syndrome typhoide, des convulsions fébriles ou un
syndrome meningé. Rarement, des complications post-infectieuses provoguent une
arthrite reactive (dans environ 1% des cas), de 1’urticaire, un érythéme noueux, des
convulsions fébriles ou un syndrome de Guillain-Barré (environ 0,1% des cas). Certains
cas peuvent ressembler & une appendicite aigie ou une maladie intestinale inflammatoire
(PATRICK et al., 2010).

» Parfois, la Campylobactériose humaine consiste en une simple bactériémie avec peu de
fievre disparaissant sans autres symptomes. Le plus souvent, il s’agit d’une véritable

septicémie associée a une longue période fébrile (DROMIGNY, 2007).

La figure 04 résume 1’évolution d’une campylobactériose digestive d’un point de vue clinique.
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Figure 04 : Tableau et évolution d’une Campylobactériose digestive (GARENAUX et al.,

2005).
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OBJECTIFS :

Les objectifs de notre travail sont :

- D’estimer la prévalence des Campylobacter thermotolérants des carcasses d’un abattoir

avicole situé a Alger ;

- De réaliser une caractérisation phénotypique des souches de Campylobacter isolées.

I. MATERIEL ET METHODES :

1.1. Matériel :

1.1.1.Présentation de ’abattoir :

Tous les prélévements analysés ont été récoltés au niveau d’un abattoir avicole de poulet de chair
nomme Akfa volaille. Ce dernier se situe & EI Hamiz, commune de Bordj El Kiffan, wilaya
d’Alger. C’est un établissement d’abattage moderne qui fonctionne 6 jours/7, de 6h00 du matin a

14h00 de I’aprés-midi et il est doté d’une capacité d’abattage de 900 sujets/heure.

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

% Une salle d’éviscération et de finition;

% Une salle de pesée et d’emballage.

1.1.2. Echantillonnage :

30 prélévements répartis en 15 prelevements de matieres fécales prélevés a partir des caisses de
transport et 15 prélevements de contenus caecaux collectés a partir des intestins issus de 03 lots
de poulets de chair abattus dans un abattoir situé a Bordj El Kiffan ont été récoltés et analysés

durant le printemps de I’an 2017 entre le mois d’avril et le mois de mai.

Les informations relatives a I’échantillonnage sont notées dans les tableaux 03 et 04.
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Tableau 03 : Caractéristiques du lot abattu.

Visite n°01
01 900 60 01
Rouiba
Visite n°02
02 ) 700 60 02
Bejaia
Visite n°03
03 ) 500 50 02
Bejaia

Tableaux 04 : Réalisation de I’échantillonnage.

Matieres fécales Contenus intestinaux
01 10 5 5
02 10 5 5
03 10 5 5

1.1.3. Matériel de laboratoire :

Le matériel de laboratoire utilisé afin de réaliser cette étude est décrit dans les points ci-dessous.

1.1.3.1. Matériel de prélévement :

Gants stériles.

Pinces, ciseaux et bistouris stériles.

Spatules (cuilleres) stériles.

Pots et sachets de prélévement stériles.

Glaciére et Ice-box.

1.1.3.2. Matériel d’analyse :
Matériel usuel de bactériologie (cité en annexe 01).

Jarres d’anaérobiose.

Sachets générateurs d’atmosphere microaérophile : GENbox microaer.
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1.1.4. Milieux et réactifs utilisés:
Les milieux et réactifs employés sont :
- Milieu de base mCCDA.
- Milieu de base Bolton.
- Milieu Columbia.
- Gélose Mueller Hinton.
- Geélose au citrate de fer et aux trois sucres (TSI).
- Test d’agglutination au latex (Dry spot)
- Galeries APl Campy.
- Supplément mCCDA.
- Supplément Bolton.
- Sang frais défibriné.
- Eau physiologique et eau distillée stériles.
- Ethanol.
- BHIB (Brain Heart Infusion Broth) et glycérol.
- Réactifs pour la coloration de Gram.
- Réactifs pour la galerie Api Campy : ninhydrine, nitrateréductase 1, nitrate réductase 2 et
huile de vaseline.
- Huile & immersion.
- Réactif pour la recherche de I’oxydase.

- Réactif pour la recherche de la catalase (Peroxyde d’hydrogene).

1.2. Méthodes :
Apres réception de chaque échantillon de fiente et de caecum dans un pot en plastique stérile a
I’intérieur d’une glaciére dans un délai n’excédant pas une heure, toutes les analyses
microbiologiques des échantillons testés se sont déroulées au niveau du laboratoire d’hygiéne
alimentaire de I’Ecole Nationale Supérieure Vétérinaire d’El- Alia (ENSV) entre le mois d’avril

et le mois de mai 2017.

Les échantillons prélevés sont représentés par les figures 05 et 06.
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Figure 05 : Prélévement Figure 06 : Prélévement
de fientes fraiches des caeca
(photo personnelle). (photo personnelle).

1.2.1. Méthodes d’analyses bactériologiques :

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

= Préparation de 1’échantillon ;

= Isolement ;

= |dentification biochimique.
1.2.1.1. Préparation des échantillons :
Une fois les contenus caecaux retires aseptiquement des caecums a 1’aide d’une pince et de
ciseaux stériles, une procédure de préparation identique a celle des fientes est adoptée. Pour ce
faire, & partir de chaque échantillon, 1 g de fientes ou de contenu caecal est stérilement pesé

grace a une balance de précision puis introduit dans 9 millilitres d’eau physiologique stérile a

0,9% (dilution au 1/10°™) et homogénéisé a I’aide d’un vortex.

Les différentes étapes de la préparation des échantillons sont indiquées dans la figure 07.
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Figure 07 : Différentes étapes de la préparation des échantillons (photos personnelles).

1.2.1.2. Isolement :

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

pendant 48 heures en microaérophilie.

Les colonies caractéristiques de Campylobacter sur gélose mCCDA sont grisatres, plates et
humides avec une tendance a 1’étalement, elles peuvent avoir un reflet métallique (figure 08).
Apres isolement des Campylobacter, une colonie caractéristique par gélose est prélevée puis
purifiée sur gélose Columbia au sang. Apres repiquage, les milieux de culture sont incubés a

42°C pendant 24 heures en microaérophilie.

o o -
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Figure 08 : Colonies caractéristiques de Campylobacter sur gélose mMCCDA
(photos personnelles).
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a.

1.2.1.3. Identification biochimique :

Identification des Campylobacter thermotolérants :

a.l. Tests biochimiques classiques :

Afin d’identifier les Campylobacter thermotolérants, il est nécessaire de réaliser :

o
25

>

Une identification microscopique ;
Une recherche de I’oxydase ;
Une recherche de la fermentation des sucres sur milieu TSI (Triple Sugar Iron) ;

Une détection de la croissance a 25 °C.

% ldentification microscopique :

Principe : L’examen microscopique permet de mettre en évidence la morphologie typique
des Campylobacter apreés coloration de Gram (OIE, 2005).

Mode opératoire : La coloration de Gram est réalisée conformément au mode opératoire
du kit Gram-Nicolle : Une fois le frottis préparé et fixé sur une lame porte-objet, une
coloration de Gram est réalisée conformément au mode opératoire du kit Gram-Nicolle
dont la procédure est la suivante:

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

Ringage a I’eau ;

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

Ringage a I’eau ;

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

Coloration avec la solution de fuchsine pendant 1 minute ;

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

Lecture : La lecture est effectuée comme suit :

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

Autres morphologies — Autres Bactéries

La figure 09 représente I’aspect microscopique typique des Campylobacter aprés coloration de

Gram.
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Figure 09 : Aspect microscopique typique
des Campylobacter apres coloration de
Gram. Grossissement x 100

(Photo personnelle).

+ 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).

» Mode opératoire : A partir d’une culture pure, prélever une colonie bactérienne bien
isolée, puis la placer sur la partie réactionnelle de la bandelette et la frotter avec 1’anse
d’incubation.

» Lecture : Le résultat est lu comparativement a 1’échelle colorée et doit se manifester dans
les 20 a 30 secondes qui suivent 1’application de la colonie :

Couleur violette ou bleu-violette _— Oxydase +

Couleur jaune . Oxydase —

(MERCK, 2017)
La figure 10 montre 1’aspect des bandelettes utilisées pour la détection de I’oxydase alors que la
figure 11 révéle la couleur des bandelettes lorsque le test de 1’oxydase est positif.

Figure 10 : Bandelettes de détection de I’Oxydase
(photos personnelles).

21



CHAPITRE | MATERIEL ET METHODES

Figure 11 : Résultat positif au test
d’oxydase

(photo personnelle).

Rl

«» Recherche de la fermentation des sucres :

» Principe : La recherche de la fermentation des sucres s’effectue sur de la gélose au citrate
de fer et aux trois sucres communément appelée gélose TSI (Triple Sugar Iron). Cette
derniére nous renseigne sur I’aptitude de production du sulfure d’hydrogéne (H,S) 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 realisant des stries longitudinales sur la pente, suivies
d’une piqlre centrale et profonde dans le culot du milieu.

> Lecture : Aprés incubation du milieu TSI & 42°C durant 48 heures en atmosphére

microaérophile, la lecture est établie comme suit:

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

Présence de bulles ou de fissures ——» Gaz +

Absence de bulles ou de fissures ——» Gaz -

Pente :

Couleur jaune E— Lactose et / ou saccharose +
Couleur rouge ou inchangée —_— Lactose et / ou saccharose -
(OIE, 2005).
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Les figures 12 et 13 représentent des milieux TSI avant et aprés ensemencement bactérien

successivement.

Figure 12 : Milieux TSI Figure 13 : Milieux TSI apreés
avant ensemencement des ensemencement des colonies
colonies bactériennes bactériennes (résultat négatif)
(photo personnelle). (photo personnelle).

0,

«»» 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.

» Lecture : 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).

Les tests de confirmation de la présence de campylobacter thermotolérants ainsi que leur
interprétation sont mentionnes dans le tableau 05.
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Tableau 05 :Principales caractéristiques des Campylobacter thermotolérants (OIE, 2005).

Caractéristiques Campylobacter thermotolérants
Morphologie Petits bacilles incurves
Mobilité Caractéristique (forte mobilité en vrille)
Oxydase +
Glucose -
Lactose -
Saccharose -
Gaz -

Culture a 25°C -

a.2. Test immunologique d’agglutination :

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

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

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

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

- Ajouter 2 gouttes de réactif d’extraction B ;

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

- Mélanger D’extrait et le réactif de controle déshydraté jusqu’a compléte
homogénéisation ;

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

> Lecture : Lorsqu’un extrait de Campylobacter est mélangé avec le réactif test, il apparait
une agglutination due a une réaction entre le latex sensibilisé par les anticorps et les
antigénes de Campylobacter. Si I’extrait ne contient pas les antigénes de Campylobacter,

aucune agglutination n’apparait et le résultat est négatif (OXOID, 2017).
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b. Identification de I’espéce :
b.1. Galerie biochimique classique :

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

déroulée moyennant les tests suivants :

- Recherche de la production d’H,S sur milieu TSI ;
- Recherche de la catalase ;
- Recherche de la sensibilité a I’acide nalidixique et a la céfalotine.

% Recherche de la production d’H,S :

» Mode opératoire : La recherche de la production d’H,S s’effectue sur le milieu TSI en
méme temps que la recherche de la fermentation des sucres précédemment décrite.
» Lecture : La lecture concerne uniquement le culot:
Couleur noire _— H,S +
Couleur inchangée _— H,S -
(1SO 10272, 1995)

+» Recherche de la catalase :

» Principe : La catalase est produite par la plupart des Campylobacter. C’est une enzyme

qui scinde I’H,O; (peroxyde d’hydrogene) en H,O (eau) et en O, (OMS, 2003).

Catalase
2 H,0O, > 2H,0 + O,

» Mode opératoire : La mise en évidence de la catalase est établie en déposant une colonie
suspecte a I’aide d’une pipette Pasteur boutonnée stérile sur une lame porte-objet propre

contenant une goutte de peroxyde d’hydrogéne a 3%.
» Lecture : Le résultat (figure 14) apparait dans les 30 secondes comme suit :

Effervescence —_— Catalase +

Non effervescence —_— Catalase -

(ISO 10272, 1995).
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Figure 14 : Résultat positif au test de la Catalase aprés mise de la colonie
bactérienne

(photos personnelles).

+ 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 espece de Campylobacter donnée (VERON et FAUCHERE, 1989).

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

- Tout d’abord, une suspension bactérienne est préparée dans de I’eau physiologique stérile
a0,9% ;

- Ensuite, aprés une dilution au 1/10°™

, un ensemencement par écouvillonnage est réalisé
sur la surface de la gélose Mueller Hinton additionnée de 5% de sang de cheval ;

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

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

Présence de croissance bactérienne e Bactéries résistantes

Absence de croissance bactérienne _ Bactéries sensibles

(1SO 10272, 1995)

Une fois tous ces essais effectués, les résultats sont interprétés comme il est indiqué dans le

tableau 06.
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Tableau 06 : Caractérisation phénotypique des Campylobacter thermotolérants
(1ISO 10272, 1995).

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

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

et de C. coli sont résistantes a I’acide nalidixique.
b.2. Galerie 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 (H.S a ERO) représentent des tests
d’assimilation ou d’inhibition. Il ne faut pas oublier le test de la catalase qui constitue le
21°™ test d’identification (figure 15).
“+ Mode opératoire : Les étapes suivantes sont réalisées conformément a la notice du fabricant:
> Préparation de I’inoculum : A partir d’une subculture, des colonies sont prélevées a I’aide
d’un écouvillon stérile puis transférées dans une ampoule d’API NaCl 0,85% jusqu’a
I’obtention d’une suspension bactérienne homogene d’opacité égale a 6 McFarland.

> Inoculation de la galerie : La premiére partie de la galerie ainsi que le test H,S de la
deuxiéme partie de la galerie sont inoculés a 1’aide d’une pipette pasteur stérile a partir de
I’inoculum préparé. Puis, 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 : Aprés avoir recouvert la cupule URE d’huile de paraffine, la
galerie APl Campy est incubée a 36°C + 2°C pendant 24 heures ; la premiere partie en
atmosphere aérobie et la deuxieme partie en atmosphére microaérophile.

» Lecture : La lecture et I’interprétation des réactions sont répertoriées dans tableau 07.
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Tableau 07 : Extrait du tableau de lecture de la galerie AP1 Campy.

RESULTATS
TESTS REACTIONS
NEGATIF POSITIF
PREMIERE PARTIE DE LA GALERIE
URE UREase jaune orange / rouge
NIT réduction des NITrates incolore rose / rouge
EST ESTérase incolore Turquoise
bleu-péle
HIP HIPpurate incolore Violet
gris-bleuté
GGT Gamma Glutamyl Transférase incolore orange-intense
TTC réduction du chlorure de triphényltétrazolium incolore rose / rouge ou
(TriphénylTétrazolium Chlorure) dépét au fond de
rose pale
la cupule
PyrA PyrrolidonylArylamidase incolore Orange
ArgA L-Arginine Arylamidase incolore Orange
AspA L-AspartateArylamidase incolore Orange
PAL Phosphatase ALcaline incolore Pourpre
DEUXIEME PARTIE DE LA GALERIE

H,S production d’H,S incolore Noir
GLU assimilation (GLUcose) transparence trouble (méme tres

faible)
SUT assimilation (sodium SUccinaTe)
NAL inhibition de croissance (acide NALidixique)
CFz inhibition de croissance (sodium CéFaZoline)
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assimilation (PROPionate)

assimilation (trisodiumCITrate)

Figure 15 : Galerie API Campy (photo personnelle).
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CHAPITRE 11 RESULTATS
I. DETECTION DES CAMPYLOBACTER SPP :

I.1.Prévalence globale des Campylobacter spp. dans les 3 lots d’abattage :

Sur la totalité des 30 prélévements réalisés dans 1’abattoir Akfa volaille, 27 échantillons étaient
positifs pour Campylobacter spp. (90%) ; 13 a partir des matieres fécales et 14 a partir des
contenus caecaux.

Les prévalences observées sont rapportées dans le Tableau 08 et représentées par la figure 16.

Tableau 08 : Prévalence globale des Campylobacter spp.

Nombre de
= 15 15
prélevement
Nombre de
. 5 5
prélevement/lot
Colonies suspectes Contaminants Colonies Contaminants
Lot SUSpeCtES
Nombre de Prévalence Nombrede  Prévalence  Nombrede  Prévalence  Nombrede  Prévalence
prélévement (%) prélévement (%) prélévement (%) prélévement (%)
positif négatif positif négatif
1 5/5 100 0/5 0 5/5 100 0/5 0
2 3/5 60 2/5 40 4/5 80 1/5 20
3 5/5 100 0/5 0 5/5 100 0/5 0
Total 13/15 86,67 2/15 13,33 14/15 93,33 1/15 6,67
MF : matieres fécales ; Cl : contenu intestinal.
100,00% -
80,00% -
60,00% - | m Colonies suspectes
40,00% - = Contaminants
20,00% -
0,00% . .
MF+ClI MF Cl

Figure 16:Prévalence globale des Campylobacter spp.
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I.2. Prévalence détaillée des Campylobacter spp. dans les matieres fécales :

La distribution des 13 (86,67%) échantillons positifs pour Campylobacter spp. dans les matieres

fécales était comme suit :

> Pour le lot N1 : 5 échantillons étaient positifs; ce qui correspond & un taux de
contamination de 100% ;

> Pour le lot N°2: 3 échantillons étaient positifs; ce qui correspond & un taux de
contamination de 60% ;

> Pour le lot N°3: 5 échantillons étaient positifs; ce qui correspond & un taux de

contamination de 100%.

1.3. Prévalence détaillée des Campylobacter spp. dans les contenus intestinaux :

Les 14 échantillons (93,33%) positifs pour Campylobacter spp. dans les contenus caecaux

étaient répartis de la fagon suivante :

> Pour le lot N1 : 5 échantillons étaient positifs; ce qui correspond & un taux de
contamination de 100% ;

> Pour le lot N°2: 4 échantillons étaient positifs; ce qui correspond & un taux de
contamination de 80% ;

> Pour le lot N%3: 5 échantillons étaient positifs; ce qui correspond & un taux de

contamination de 100%.

Les résultats en question sont répertoriés dans le tableau 08et représentés par la figure 17.

31



CHAPITRE 11 RESULTATS

100,00% -
90,00% -
80,00% -
70,00% -
60,00% -
50,00% -
40,00% - "3
30,00% -
20,00% -
10,00% -

0,00%

ml
m2

MF Cl

Figure 17 : Prévalence des Campylobacter spp. dans les matieres fécales et les contenus

intestinaux par lot.

Il. CARACTERISATION PHENOTYPIQUE DES SOUCHES ISOLEES DE
CAMPYLOBACTER THERMOTOLERANTS :

11.1. Identification des Campylobacter thermotolérants a 1’aide de tests biochimiques
classiques et de tests immunologiques d’agglutination :

Apres avoir effectué les tests biochimiques classiques ainsi que les tests immunologiques
d’agglutination, nous avons constaté que les souches de Campylobacter, qui ont été isolées a
partir des matiéres fécales et des contenus caecaux, ont révélées toutes des résultats positifs aux
tests biochimiques classiques pour les 3 lots (100%), tandis que pour les tests immunologiques
d’agglutination, 60% (3/5) des souches isolées des matieres fécales ainsi que 40% (2/5) des
souches qui ont été isolées a partir des contenus caecaux du premier lot ont données un résultat

négatif.

Les différents résultats sont représentés dans les tableaux 09et 10ainsi que par la figure 18.
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Tableau 09 : Répartition des souches de Campylobacter thermotolérants dans les

prélevements de matiéres fecales.

Tests biochimiques Tests immunologiques

L classiques d’agglutination
+ - + -

N % N % N % N %

1 55 100 0/5 O 2/5 40 3/5 60

2 3/3 100 0/3 O 3/3 100 0/3 0

3 55 100 05 O 5/5 100 0/5 0

Total 13/13 100 0/13 0 10/23 76,92 3/13 23,08

MF : matieres fécales.

Tableau 10 : Répartition des souches de Campylobacter thermotolérants dans les

prélévements de contenus intestinaux.

Tests biochimiques classiques VG iUl G refies

Lot d’agglutination
+ - + -
N % N % N % N %
1 5/5 100 0/5 0 3/5 60 2/5 40
2 4/4 100 0/4 0 4/4 100 0/4 0
3 5/5 100 0/5 0 5/5 100 0/5 0
Total 14/14 100 0/14 0 12/14 85,71 2/14 14,29

ClI : contenu intestinal.

100,00% -
90,00% -
80,00% -
70,00% -
60,00% -
50,00% -
40,00% -
30,00% -
20,00% -
10,00% -

0,00%

81,48% 85,71%

76,92%

m Test biochimique

m Test d'agglutination

MF+CI MF Cl

Figure 18 : Prévalence des Campylobacter thermotolérants dans les matieres fécales et les

contenus intestinaux aprés identification biochimique et immunologique.
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11.2. Identification des especes de Campylobacter a I’aide de galeries classiques :

Les différents tests de la galerie classique réalisés au cours de cette étude nous ont révélé que les
27 souches de Campylobacter thermotolérants (90%) qui ont été isolées a partir des 30
prélevements effectués, pouvaient appartenir soit a I’espece Campylobacter jejuni, soit a

Campylobacter coli ou bien a Campylobacter lari.
Nos résultats sont notés dans le tableau 11 et représentés par la figure 19.

Tableau 11 : Répartition des especes de Campylobacter spp. (C. jejuni, C. coli ou C. lari).

Lot MF Cl
N % N %
1 5/5 100 5/5 100
2 3/3 100 4/4 100
3 5/5 100 5/5 100
Total 13/15 100 14/15 100

MF : matiéres fécales; Cl: contenu intestinal ; C.j: Campylobacter jejuni; C.c: Campylobacter coli; C. I:

Campylobacter lari.

100% -
90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% ~

0%

mCj/C.c/Cl

1 (MF/CI) | 2 (MF/CI) | 3 (MF/CI)

Figure 19 : Répartition des especes de Campylobacter spp. (C. jejuni, C. coli ou C. lari).
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11.3. Identification des especes de Campylobacter a I’aide de galeries AP1 Campy :

11.3.1. Prévalence globale des espéces de Campylobacter spp. :

Apres avoir effectué les différents tests de la galerie APl Campy, nous avons pu identifier parmi
les 27 souches de Campylobacter thermotolérants isolées a partir de 30 prélevements de matieres
fécales et de contenus caecaux, 23 souches de Campylobacter jejuni et seulement 2 souches de
Campylobacter coli. Quant a Campylobacter lari, il n’a été identifié dans aucun échantillon testé
(0%).

Par ailleurs, il est a noter que parmi les 27 souches isolées, 2 souches n’ont pas pu étre repiquees.

Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 12.

Tableau 12 : Prévalence globale des especes de Campylobacter thermotolérants.
C. jejuni C. coli C. lari
N % N % N %
23 92,00 2 08,00 0 0,00
C. : Campylobacter.

11.3.2. Prévalence des especes de Campylobacter dans les matiéres fécales :

L’identification de I’espéce des 13 souches de Campylobacter thermotolérants isolées a partir
des matieres fécalesa permis de déceler 13 espéces de Campylobacter jejuni; soit une

prévalence de100%, et aucune espéce de Campylobacter coli et Campylobacter lari (0,00%).

Les différentes prévalences sont démontrées dans le tableau 13 et sont représentées par la figure
20.

11.3.3.Prévalence des espéces de Campylobacter dans les contenus caecaux :
La caractérisation phénotypique des 14 souches de campylobacter thermotolérants isolées a
partir des matiéres fécales des 3 lots nous a permis d’identifier 10 espéces de Campylobacter

jejuni, 2 espéces de Campylobacter coliet aucune espéce de Campylobacter lari; ce qui

correspond a des prévalences respectives de 83,33%, 16,67% et 0,00%.
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Par ailleurs, le plus faible taux d’isolement de C. jejuni a été enregistré dans le lot N°2 ou

66,67% (2/3) des souches étudiées étaient positives pour cette espéce. Quant a I’espéce C. coli,

sa plus faible prévalence a été observee dans le lot N°3 (0,00%).

Notons que 2 souches, a partir des 14 souches isolées de Campylobacter thermotolérants n’ont

pas pu étre repiquees.

Les différentes prévalences sont démontrées dans le tableau 13 et sont représentées par les
figures 20 et 21.

Tableau 13 : Prévalences globale et détaillée des espéces de Campylobacter spp. dans les

matiéres fécales et les contenus caecaux.

MF Cl
Lot Cj C.c Cj C.c
N % N % N % N %
1 5/5 100 0/5 0 4/5 80 1/5 20
2 3/3 100 0/5 0 2/3 66,67 1/3 33,33
3 5/5 100 0/5 0 4/4 100 0/4 0
Total 13/15 100 0/15 0 10/12 83,33 2/12 16,67

MF : matiéres fécales; CI : contenu intestinal ; C.j: Campylobacter jejuni; C.c: Campylobacter coli; C. I:

Campylobacter lari.

100% 100,00%
2,00%

100,00% -
90,00% -
80,00% -
70,00% -
60,00% -
50,00% -
40,00% -
30,00% -
20,00% -
10,00% -

0,00%

©

83,33%

mC,j

mC.c
C.l
Cj/Ccl/Cl

Figure 20 : Prévalence globale des especes Campylobacter spp. dans les matieres fécales et

les contenus caecaux.
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00.00% 100.00% 100.00%100.00%
100,00% ').'
90,00% - 80,00%
80,00% -
70,00% - 66,6126
60,00% - uC.j(MF)
50,00% - C.c (MF)
40,00% - 33% =Cj(Cl
30,00% - 0 C.c(Cl)
20,00% -
10,00% - 0 0 ) 0%

0,00%

MF Cl MF Cl MF Cl

Figure 21 : Prévalence détaillée des espéces Campylobacter spp. dans les matieres fécales et

les contenus caecaux.
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CHAPITRE 1l DISCUSSION

I. CHOIX DU TYPE DE PRELEVEMENT :

Qu’il s’agisse d’espéces sauvages (pies, mouettes, moineaux, etc.) ou de volailles domestiques,
les oiseaux constituent largement la source principale de contamination par les Campylobacter.
La colonisation de I’intestin des poulets de chair par Campylobacter pendant 1’¢levage est a
I’origine de la contamination des carcasses apres transformation. Ainsi, il est admis que la
contamination des carcasses intervient plus favorablement pendant le plumage et 1’éviscération,
aussi bien par des matiéres fécales qui fuient le cloaque que par la rupture des caeca, causant une

contamination massive en Campylobacter (MESSAOUDI et al., 2013).

L’ensemble des travaux que nous avons consultés indiquent que le portage intestinal de la
volaille par les Campylobater constitue un élément clé de la transmission de ce danger a
I’homme. De ce fait, nous nous sommes intéressés a la recherche de ces micro-organismes dans

les prélevements de fientes et de contenus caecaux de poulets de chair.

Il. DETECTION DES CAMPYLOBACTER SPP. :

I1.1.Prévalence des Campylobacter spp. dans les 3 lots d’abattage :

Nos prélevements ont été effectués durant le printemps de 1’an 2017 entre le mois d’avril et le
mois de mai. L’dge a I’abattage des animaux des 3 lots sur lesquels nous avons réalisé nos

prélevements variait entre 50-60 jours.

Pour I’ensemble des lots prélevés, nos résultats ont révélé que la prévalence des Campylobacter
spp. était de I’ordre de 90,00% (27/30). Ces résultats sont relativement comparables a ceux
rencontrés dans certains pays de 1’Union européenne ou 1’on constate la présence de fortes
variations allant de 4,9 a 100 % (CHEMALY et al., 2012). Cette fluctuation dépend du pays, des
saisons, des modes d’élevage ainsi que des méthodes de prélévement et de recherche de ce
micro-organisme (MESSAQOUDI et al., 2013).

Nous avons également remarqué que la prévalence des Campylobacter spp. était de 86,67% dans
les matiéres fécales alors qu’elle était de 93,33% dans les caeca. Cette Iégere diminution dans les
matiéres fécales pourrait étre due au fait que les Campylobacter soient particulierement sensibles
aux conditions environnementales, en particulier la déshydratation, 1’oxygeéne atmosphérique, la

lumiere du soleil et les températures élevées (OIE, 2005).
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Cette baisse de prévalence des Campylobacter spp. dans les préléevements de matiéres fécales est
liée au lot N°2 ou nous avons noté un taux de contamination des matiéres fécales de 60% par les
Campylobacter spp. et de 80% pour les contenus caecaux contrairement aux deux autres lots qui
ont atteint une prévalence de 100% pour les deux modalités de prélevement. Cette différence
peut étre expliquée par les facteurs qui influencent le taux de portage intestinal des volailles
précédemment cités. De plus, d’autres facteurs devraient étre pris en compte car d’aprés 1’étude
de Hue et al. effectuée en 2008 en France, une forte association statistique entre les variables
«détassage», «age des animaux», «saison, été-printemps» et la contamination par Campylobacter
a été mise en évidence. Ainsi, plus les animaux abattus sont agés, plus la prévalence de la

bactérie dans les caeca est élevée (HUE et al., 2008).

Par ailleurs, les fortes prévalences enregistrées dans les prélevements de matiéres fécales et de
contenus caecaux seraient a I’origine de la contamination fécale de la viande de volaille pendant

les opérations d’abattage.

11.2. Source de contamination des volailles par les Campylobacter spp.:

11.2.1. Dans les élevages :

L’introduction de Campylobacter via une rupture des barriéres sanitaires demeure la principale
cause identifiée d’introduction de la bactérie dans les élevages (CHEMALY et al., 2012). Les
niveaux de colonisation des poulets de chair sont liés a leur age. La plupart des lots sont négatifs
jusqu’a I’age de 2 a 3 semaines. Dés que la colonisation par Campylobacter a eu lieu dans un lot
de poulets, la transmission est extrémement rapide du fait de la coprophagie et jusqu’a 100 % des
oiseaux d’un lot deviennent infectés en 72 h (OIE, 2005). Les Campylobacter sont ubiquitaires et
présents dans le sol autour des élevages. L’ensemble des activités humaines liées a I’élevage des
animaux peut donc étre responsable de I’entrée des Campylobacter dans I’¢levage : passages de
I’éleveur, des techniciens, des vétérinaires qui font entrer les Campylobacter par leurs bottes,
leurs vétements ou le matériel utilise. Ce micro-organisme peut pénétrer dans 1’élevage par la
faune sauvage (oiseaux, rongeurs), les autres animaux domestiques et les insectes. Les autres
animaux de rente ou domestiques de 1’élevage peuvent étre porteurs de Campylobacter. Dans ce
cas, leur présence augmente la charge environnementale en Campylobacter de 1’¢levage et par
conséquent le risque d’entrée de ces derniers par un vecteur non animé (bottes de 1’¢éleveur,

machines, etc.). Il a également été constaté que les Campylobacter peuvent étre mis en évidence
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dans D’air des ¢élevages et dans les flux d’air entrant dans les élevages. La transmission aérienne
peut donc avoir un réle dans la dissémination des Campylobacter. L’eau de boisson peut en
comporter aussi du fait que leur survie dans I’eau a été démontrée. La transmission entre les
volailles peut également se faire par le systtme de distribution de 1’eau. Pour des raisons
économiques, les batiments d’élevage sont remplis au maximum de leur capacité et le détassage
est considéré comme un facteur de risque pour I’introduction de Campylobacter parce qu’il y a

alors une rupture des barriéres d’hygiéne pendant I’enlévement des animaux (PEYRAT, 2008).

1.1.2. Durant le transport :

Différentes études ont mis en évidence que les caisses de transport utilisées pour les volailles
entre 1’élevage et I’abattoir étaient trés souvent contaminées par des souches de Campylobacter.
Ces mémes études ont également démontré que des lots de volailles initialement négatifs pour
campylobacter pouvaient devenir positifs aprés I’abattage, et que les souches retrouvées sur les
carcasses avaient ¢té 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 (MESSAD, 2016).

Par ailleurs, le stress engendré par le transport ainsi que par la diéte hydrique pourrait également
jouer un role dans I’augmentation du taux de contamination des contenus caecaux par les

Campylobacter spp. (BOUHAMED, 2011).

1. CARACTERISATION PHENOTYPIQUE DES  SOUCHES ISOLEES DE
CAMPYLOBACTER THERMOTOLERANTS

I11.1. Identification des Campylobacter thermotolérants a ’aide de tests biochimiques

classiques et de tests immunologiques d’agglutination :

Parmi les 27 souches isolées, 100% des souches testees étaient positives aux tests biochimiques
classiques, tandis que 81,48% des souches analysées ont révélé des résultats positifs aux tests
immunologiques d’agglutination pour les deux modalités de prélévement. L’utilisation de
galeries biochimiques classiques indique que toutes les souches isolées étaient des

Campylobacter thermotolérants alors que ce n’est pas le cas pour les tests d’immuno-
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agglutination. Ceci suggére que I’utilisation de tests d’agglutination au latex pourrait donner des

résultats faussement négatifs.

I11.2. Identification des espéces de Campylobacter a I’aide de galeries classiques :

L’usage de galeries classiques nous a permis de constater que toutes les souches que nous avons
pu isolées pouvaient appartenir soit a Campylobacter jejuni, soit a Campylobacter coli ou bien a

Campylobacter lari mais pas a Campylobacter upsaliensis.

Un lot peut étre contaminé par un seul ou plusieurs isolats de Campylobacter, notamment par les
deux espéces Campylobacter jejuni et Campylobacter coli. Cette contamination s’effectuerait

des I’¢élevage, au cours du transport ou a I’abattoir par des contaminations croisées (CHEMALY

etal., 2012).

I11.3. Identification des espéces de Campylobacter a I’aide de galeries API Campy :

Lors de notre étude nous avons identifié 23 souches de Campylobacter jejuni (92%) et seulement
2 souches de Campylobacter coli (08%). Quant a Campylobacter lari, il n’a été identifi¢ dans
aucun échantillon testé (0%).Ces résultats sont similaires & ceux de Jorgensen et al. pour lesquels
le pourcentage d’isolement de Campylobacter jejuni était de 98% alors que celui de
Campylobacter coli était de 2% (LAIDOUCI AL AMIR et al., 2013). Nos prévalences
concordent également avec ce qui a été décrit par 1’Agence Nationale De Sécurité Sanitaire de
I’alimentation, de 1’environnement et du travail(ANSES) qui a affirmé que les oiseaux, sauvages
et domestiques, sont considérés comme les principaux reservoirs de Campylobacter jejuni et,
dans une moindre mesure, C. coli (ANSES, 2011).
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I. CONCLUSION :

Tous nos prélévements ont été récoltés a partir d’un abattoir avicole situ¢ a Alger dans le but de
rechercher et de caractériser les Campylobacter thermotolérants. Pour ce faire, des échantillons
de fientes et de contenus caecaux de poulets de chair ont été prélevés a partir des caisses de

transport et des intestins respectivement.

Nos résultats ont indiqué que 86,67% des échantillons de matiéres fécales analysés étaient
contaminés par Campylobacter spp. et que 93,33% des échantillons de contenus caecaux étaient
positifs pour Campylobacter spp. Les espéces identifiées étaient essentiellement représentées par
C. jejuni (92%) alors que C. coli ne représentait que 08,00% des souches isolées. D’apres ces
fortes prévalences enregistrées, on peut conclure que les matiéres fécales et les contenus caecaux
sont représentatifs de la contamination des poulets de chair dans les élevages. En outre, cet
important portage intestinal des volailles par les Campylobacter thermotolérants dont C. jejuni
serait a ’origine de la contamination des carcasses durant les différentes étapes d’abattage de
facon directe ou indirecte que ce soit pendant la plumaison, 1’échaudage ou 1’éviscération des

sujets ; ce qui constituerait un réel danger pour I’homme.
Enfin, de cette modeste étude, il ressort que le danger est bien présent et qu’il serait nécessaire de

mettre en place tous les moyens de lutte permettant de diminuer le portage intestinal de la

volaille par cette bactérie dans le but de protéger la population.
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II. RECOMMANDATIONS :

Afin de protéger les consommateurs des risques d’infection a Campylobacter, une approche
globale doit étre instaurée a tous les maillons de la chaine alimentaire faisant intervenir tous les
acteurs clés concernés, a savoir les autorités sanitaires, les vétérinaires et les responsables de la

santé publique.

11.1. Mesures de controle dans les élevages :

- Minimiser le passage uniquement aux personnels dans les batiments d’élevages ;

- Utiliser des pédiluves ;

- Veiller a la propreté du batiment d’élevage ;

- Surveiller la qualité de la litiére, de I’eau de boisson et des conditions d’ambiance ;

- Veiller a ce que la durée du vide sanitaire soit respectée.

11.2. Mesure de controle pendant le transport a I’abattoir :

- Mise a jeun des animaux 8 a 12 heures avant le transport pour diminuer le contenu
intestinal. Cette mesure permet de réduire la contamination exterieure du plumage par
les Campylobacter pendant le transport.

- Nettoyage et désinfection des caisses de transport aprés chaque utilisation.

11.3. Mesures de contréle dans les abattoirs :

L’abattoir représente une étape a haut risque de contamination par les Campylobacter.
Cependant, des mesures sont envisageables pour diminuer I’importance de la contamination

sur le produit final.

- Respect d’une hygiene maximum pendant 1’abattage particuli¢crement au moment de
I’éviscération ;
- Respect de la marche en avant ;

- Utilisation d’une température d’échaudage élevée (> 53°C) ;
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- Nettoyage et désinfection des locaux et du matériel quotidiennement dans les abattoirs de
volailles, en fin de journée de travail ;

- Veiller a ce que le personnel soit vétu d’uniformes propres et qu’il se lave
systématiquement les mains a D’entrée de chaque établissement et aprés chaque
manipulation ;

- Former, sensibiliser les employés aux bonnes pratiques d’hygiénes ;

- Application du systeme HACCP.

11.4. Mesures de contr6le apres abattage :

- Veiller a la non rupture de la chaine du froid de I’abattoir jusqu’au consommateur ;

- Sanctionner les bouchers qui ne respectent pas toutes les mesures d’hygiéne.
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ANNEXES

ANNEXE 01 : MATERIEL USUEL DE BACTERIOLOGIE

> 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.
» Equipements :
Plaque chauffante avec Agitateur magnétique.
Autoclave.
Balance de précision.
Bec bunsen.

Congelateur : -20°C.
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Densitometre.
Etuve réglable a 42°C.

Hotte a flux laminaire.

Microscope optique & immersion.

Réfrigérateur : +4°C.

Vortex.
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ANNEXE 02 : COMPOSITION DES MILIEUX DE CULTURE

e Composition du milieu de base pour le bouillon Bolton(g/L d’eau)

Peptone 08 VIANUE. ... ..eeieii e e
Hydrolysat de lactalbuming. ...
EXIrait de [BVUIE. .. ..o
Chlorure de SOiUM ... ..o e
Acide a-CEtOgIUtArIQUE. ......ve e
Pyruvate de SOOIUM. ... ... e
Métabisulfite de SOUIUM...... ... ..ot
Carbonate de SOIUM. ..ot e

HEMIN . oo e,

e Composition du milieu de base pour la gélose mMCCDA (g/L d’eau)

Bouillon NUEFITIT NC2. ... e
Charbon bactériologiqUe. ..........oine i,
Hydrolysat de CASEINE ........cuiuiiit i e
Désoxycholate de SOAIUM ... ...,

SUITALE T TOUX . ...ttt e e e,

e Composition de la gélose Columbia (g/L d’eau)
T 0] (0] 0T
AMIdon SOIUDIE. ... .ot e
Chlorure de SOOTUM. ... ..o

N F= L T -

e Composition de la gélose Mueller Hinton (g/L d’eau)
Infusion de viande...........oooiiiiiii i
Hydrolysat de Cas€ine...........o.ovuiiiiinii i
AMIAON SOIUDIE. .....ei e

N 2T =T
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e Composition de la gélose au citrate de fer et aux trois sucres (g/L d’eau)

Extrait de viande...........ooiiiii e 3
EXtrait de IeVUre. .. ....oouie i 3
PoPLONE. ...t e 20
Chlorure de SOAIUML. ... .ottt e e e e e e e 5

57T 11 10
SBCCNAIOSE. ... 10
GIUCOSE. . ettt e e 1
Citrate de fer (ITD).......oviiri i e e e e 0,3
Thiosulfate de SOAIUML. ....ooiiiiii i, 0,3
Rouge de phénol........ ..o 0,024
YN - Lo - | GO 8al8

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

Infusion de cervelle de Veau..........o.iiiii i 200
Infusion de cervelle de boeuf...... ... 250
Peptone de gélatine. ...........oouiiiiii e 10
Chlorure de soditme..........ouiuini i 5
Phosphate diSOdIqUE. ... ...ouiiiii i 2,5
GIUCOSE. ..o 2

e Composition des réactifs :

=  Composition du supplément de Bolton :

(03 0] o1 F2 157701 1 1T 10 mg
V2317070003 1 Pt 10 mg
TrIMEtNOPTIME. . ..ot e e e e e 10 mg
CyCloneXIMIAE. ... ettt e 25 mg
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=  Composition du supplément mCCDA :

Céfopéraezone

Amphotéricine
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ANNEXE 03 : PREPARATION DES MILIEUX DE CULTURE

Tous les milieux de base complets déshydratés sont dissous dans de I’eau distillée
conformément a la notice du fabricant, puis stérilisés a 1’autoclave réglé a 121°C pendant 15

minutes.

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

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

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

e Gélose mCCDA :
- Le supplément mCCDA est joint a la gélose de base mCCDA ;
- Le milieu de culture gélosé est coulé dans des boites de Petri stériles qu’on laisse refroidir et
se solidifier sur paillasse avant de les sécher dans une étuve a 37°C.

e Gélose Mueller Hinton au sang :
- Apreés stérilisation du milieu de base, 5% de sang de cheval défibriné stérile est additionné ;

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

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

Les cas de toxi-infections alimentaires ne cessent de croitre auxfils des années. Parmi les bactéries les
plus incriminées, nous citons les Campylobacter,agents de gastro-entérites sévéres chez I’homme. Les
objectifs de ce présent travail est d’estimer la prévalence des Campylobacter thermotolérants chez la
volaille et de caractériser phénotypiquement les souches isolées. Pour ce faire, nous avons prélevé a
partir d’un abattoir situé dans la région d’Alger un total de 30 prélévements divisés en 15 échantillons
de matiéres fécales et en 15 échantillons de contenus caecaux. Les résultats obtenus ont montré un
taux de contamination global de 90,00 % dont 86,67% des contaminations concernaient les matieres
fécales et 93,33%les contenus caecaux. Apres caractérisation phénotypique, C. jejuni a été identifié
avec un taux de 92% et C. coli avec un taux de 08%. De cette étude, il ressort que le danger est bien
présent et qu’il est nécessaire de mettre en place tous les moyens afin de diminuer le portage intestinal
de la volaille par cette bactérie dans le but de protéger le consommateur.

Mots clés : Campylobacter thermotolérants, volaille, matiéres fécales, contenus caecaux.

ABSTRACT :

The problems of foodborne illnesses are rising steadily. Among the most incriminated bacteria, we
have Campylobacter, causing severe gastroenteritis in humans. Our objectives are to estimate the
prevalence of thermotolerant Campylobacter in broiler samples and to characterize phenotypically the
isolated strains. For that, a total of 30 samples divided into 15 samples of feces and 15 samples of
caecal contents were collected from a poultry slaughterhouse located in the region of Algiers. Our
results showed an overall contamination rate of 90.00% where 86.67% of the contamination rate
affected feces and 93.33% caecal contents. After phenotypical characterization, C. jejuni was
identified with a rate of 92% and C. coli with a rate of 08%. From this study, we conclude that danger
is present and we have to take all the necessary tools to reduce the intestinal carriage of broilers by this
bacterium to protect the consumer.

Keywords: thermotolerant Campylobacter, broiler, feces, ceacal content.
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