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CHAPITRE I :

INTRODUCTION GENERALE







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, I’existence de complications rares mais graves telles que le Syndrome de
Guillain-Barré, et I’inquiétante augmentation des résistances de Campylobacter spp. a certains
antibiotiques, expliquent I’intérét porté & ce genre bactérien. Ainsi ce probléme de santé
publique fait désormais I’objet d’une surveillance renforcée au niveau national, européen et
mondial. Deux espéces thermotolérantes Campylobacter jejuni (C. jejuni) et Campylobacter
coli (C. coli) (respectivement impliquées (i) dans 80-90% et 5-10% des cas selon Weber et
al., 2003 et (ii) dans 76% et 17% des cas selon Gallay et al., 2007a) ainsi que Campylobacter
fetus (C. fetus) (5% des cas, Gallay et al., 2007a) sont décrites comme étant responsables des

troubles de santé observés chez I’Homme.

L’épidémiologie des Campylobacter thermotolérants reste a I’heure actuelle mal
connue. La fréquence élevée du portage sain chez les animaux d’élevage ou sauvage
(mammifeéres et oiseaux) constitue un véritable danger. Bien que le réservoir animal soit le
plus important a considérer, le réservoir hydrotelluriqgue n’est pas a négliger puisque
Campylobacter est fréguemment isolé dans I’environnement et notamment dans I’eau (Savill
et al., 2001 ; Ha&nninen et al., 2003). La consommation d’aliments contaminés (80% des cas,
Mead et al., 1999), est identifiee comme la principale voie de contamination de I’Homme.
Cependant la connaissance de la contribution relative de chacune de ces sources potentielles
de contamination pour I’Homme reste encore partiellement inconnue et de nombreuses
recherches sont en cours. Contrairement a la filiére avicole, la filiére porcine a fait I’objet de
peu d’investigations pour le moment alors que la viande de porc est I'une des viandes les plus
consommeées et produites en France. De plus, les produits de charcuterie a risque car
consommeés crus ou peu cuits sont de plus en plus prisés. Des informations complémentaires
sont indispensables afin d’évaluer les modalités de transmission des Campylobacter et
d’établir un statut de dangerosité pour la filiere porcine.

Cette étude bibliographique sur les Campylobacter thermotolérants présente ces
bactéries, particuliérement exigeantes pour leur culture, ainsi que les méthodes actuelles
validées pour leur caractérisation. Aprés avoir souligné I’importance préoccupante de ce
danger émergent en santé publique, nous ferons le point sur I’état actuel des connaissances
concernant I’épidémiologie des Campylobacter thermotolérants en élevage porcin et a
I’abattoir. Enfin, aprés avoir présenté le contexte réglementaire, il sera intéressant de

connaitre les particularités de I’élevage porcin en France qui constitue notre modele d’étude.



IPHYLUM DES PROTEOBACTERIA

5 classes (définies suite a la comparaison des séquences ARNr 16S)

Alpha-proteobacteria

Beta-proteobacteria

Epsilon-proteobacteria

Gamma-proteobacteria

Delta-proteobacteria

Superfamille VI de bacilles & gram négatif : Les Epsilon-Proteobacteria

(batonnets minces, gram négatifs, qui peuvent étre droits, incurvés ou hélicoidaux)

Ordre des Campylobacterales

Famille des Campylobacteraceae

Famille des Helicobacteraceae

Famille des
Hydro-
genimonadaceae

Genre Genre Genre Genre 4 Genres
Campylobacter Arcobacter | Sulfurospirillum | Helicobacter

Pathogene Pathogéne Non pathogene Pathogéne Non pathogéne
17 Especes : 5 Especes : 4 Especes: 29 Espeéces, peu d’intérét en
C. coli A nitrofigilis  |S. deleyianum | parmi lesquelles: | Teacore
C. concisus A.cryaerophilus | S. arcachonense H. acinonychis
C. curvus A. butzleri S. arsenophilum H. bilis Wolinella
C. fetus (subsp. fgtus A. skirrowii S. barnesii H. bizzozeronii Espéce :
((e:t Su?;g'i I\;gnerealls) A. cibarlus H. canis Wolinella
C. gelveti . H. c_holecystus succinogenes
C. hominis H. cm_aedl .
C hyointestinalis H. felis Sulfurlmonas
(subsp. hyointestinalis H. ferynelhae__ Especg :
et subsp. lawsonii) H. heilmannii Sulfurimonas
C. insulaenigrae H. hepa_ltlcus autotrophica
C. jejuni H. muridarum
(subsp. doylei et H. mustela(_a Sulfurovum
subsp. jejuni) H. nemestrinae | Espece :
C. lanienae H. pametensis Sulfurovum
C. lari H. pullorum lithotrophicum
C.mucosalis H. pylori _
C.rectus H. rodentium Thiovulum
C. showae H. salomonis Espéce :
C. sputorum H. trogontum Thipvulum
(subsp. bubulus et majus

subsp. sputorum)
C. upsaliensis

1 seule Espece :

Non pathogene

Hydrogenimonas
thermophila

Tableau 1 :

Présentation du Phylum des Protéobactéries.

Genres et Especes actuellement rattachés a la classe des Epsilon-Proteobacteria.
Source : Euzéby J.P., 2005




1. ETUDE SYNTHETIQUE DES CAMPYLOBACTER

1.1. GENERALITES

1.1.1. HISTORIQUE

Campylobacter est aujourd’hui connu comme I’un des principaux responsables de
Toxi Infection Alimentaire (TIA) dans les pays développés. Néanmoins, il a d’abord été
associé a des problémes de santé animale mais il a probablement été responsable d’un grand
nombre d’infection chez I’animal et chez I’Homme pendant des siécles. Il faudra attendre le
milieu des années quarante pour avoir les premiéres descriptions fiables de cas humains
(Doyle, 1981). Toutefois, en 1886, en Allemagne, une série d’articles écrits par le pédiatre et
bactériologiste Théodore Escherich dans le Miinchener Medizinische Wochenschrift décrivait
des bactéries spiralées présentes dans des selles d’enfants diarrhéiques (bacteries presentes

dans les colons de 35 enfants morts de ce qu’il a appelé le « cholera infantum ») (Kist, 1983).

Par la suite, les vétérinaires furent les premiers a s’intéresser a Campylobacter du fait
de son rble pathogéne chez les animaux (problemes d’avortements et d’épisodes
diarrhéiques), en particulier chez les bovins et les ovins. Les Campylobacter ont été isolés
pour la premiére fois en 1909, par Mac Fadyean et Stockman, suite a un avortement
épizootique chez des brebis (Butzler, 2004) mais jusqu'au début des années 60, ils ont été
assimilés aux Vibrio, et considérés comme non pathogénes pour I’Homme. Ces micro-
organismes se différenciaient cependant des Vvéritables vibrions par leur caractere micro-
aérophile. Smith et Taylor, en 1919, baptisent cette nouvelle espéce issue du produit
d’avortement d’ovins Vibrio fetus (Doyle, 1981). Vibrio jejuni a été décrit en 1931 dans des
matieres fécales de bovins (Jones et al., 1931) et Vibrio coli, en 1944, dans des matiéres

fécales de porcs (Doyle, 1944).

Leur probable implication dans une maladie infectieuse d’origine alimentaire est
établie en 1946 lorsque Lévy relate un foyer de gastro-entérite aigiie dans deux établissements
pénitentiaires voisins en mai 1938 dans I’lllinois (Etats-Unis) dd & la consommation de lait et
affectant 357 détenus sur 6019. Il rapporte que des micro-organismes semblables a Vibrio

jejuni sont retrouvés (i) dans les hémocultures de 13 victimes sur les 73 examinées, (ii) dans




20% des préelevements fécaux et (iii) dans le lait distribué aux prisonniers (Lévy et al., 1946).
La distribution, par erreur, de lait cru a la place du lait pasteurisé habituel serait a I’origine de
I’accident (Doyle, 1981). Il s’agit vraisemblablement de la premiére description de

campylobactériose digestive d’origine alimentaire.

En 1947, en France, Vinzent et son équipe isolent Vibrio fetus a partir du sang de trois
femmes enceintes admises a I’hopital en raison de fievres d’origine inconnue (Vinzent et al.,
1947). La maladie dure environ quatre semaines, deux femmes font une fausse couche et, par
la suite, des zones de néecrose et des zones inflammatoires sont decrites sur le placenta
(Butzler, 2004). En 1957, King relate quelques cas humains d’entérites associées a des micro-
organismes microaérophiles ayant des caractéristiques communes avec les agents décrits par
Vinzent mais ayant des caractéristiques biochimiques et culturales différentes, en particulier,
leur température de culture qui est de 42°C et non de 25°C. Elisabeth King distingue alors
deux groupes parmi tous les isolements qu’elle obtient: le premier correspond aux
descriptions de Vibrio fetus de Vinzente et al. (1947) et contient les souches se cultivant &
25°C et 37°C mais pas a 42°C. Le second groupe, qualifié de «related Vibrio », est lui
constitué par des espéces a tendance thermophile se cultivant bien a 37 °C et a 42°C, mais
pas a 25°C. Ces derniers seraient identiques aux Vibrio jejuni et Vibrio coli précédemment

décrits par Jones et Doyle (King, 1957).

En 1963, Sébald et VVéron séparent ces bactéries du genre Vibrio et créent un nouveau
genre : Campylobacter (du grec Kampulos : incurvé, et Bacter : batonnet), avec C. fetus
comme espéce type, suite a une étude sur I’ADN (faible teneur en guanine et cytosine de
I”’ADN des Campylobacter) et sur le métabolisme de ces bactéries (germes microaérophiles et
absence de métabolisme fermentatif des sucres) (Sébald et VVéron, 1963).

Dans les années 70, le développement de techniques permettant une identification plus
aisée des Campylobacter a permis de souligner leur réle dans les maladies diarrhéiques.
Butzler, en utilisant une méthode de filtration différentielle des suspensions fécales, a montré
leur importance comme source de gastro-entérites humaines (Butzler et al., 1973) et les
travaux de Skirrow, qui a mis au point un milieu sélectif d’isolement, ont confirmé les
résultats précédents (Skirrow, 1977). En 1979, Butzler et Skirrow publient une description

commune et systématique de I’entérite due a Campylobacter chez I’Homme.



En 1973, Véron et Chatelain proposent une classification du genre Campylobacter
avec Vibrio fetus sous-espece intestinalis, mentionnée par Florent en 1953, comme espéce
type devenant Campylobacter fetus sous-espéce fetus. Les « related Vibrio » décrits par King
deviennent Campylobacter jejuni et Campylobacter coli (Smibert, 1984). Dans la huitiéme
édition du Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, le genre Campylobacter appartient
au groupe des bactéries aérobies, microaérophiles, mobiles, de forme hélicoidale a coloration
de Gram négative (Smibert, 1984). Ensuite, dans les années 80, de nouvelles especes ont été
isolées chez I’Homme et I’animal comme par exemple Campylobacter concisus (cavité

buccale humaine) ou Campylobacter cryophila, futur Arcobacter (Vandamme, 2000).

1.1.2. TAXONOMIE- PHYLOGENIE

Le genre Campylobacter fait partie, avec les genres Arcobacter et Sulfurospirillum, de
la famille des Campylobacteraceae, réunis avec les familles des Helicobactereraceae et
Hydrogenimonadaceae au sein de I’ordre des Campylobacterales, de la classe des Epsilon-
proteobacteria, du phylum des Proteobacteria, dans le domaine des Eubacteria (Moore et al.,
2005). La branche Epsilon du phylum des Proteobacteria est aussi appelée « superfamille
VI de bacilles a Gram négatif» (Vandamme et al., 1991). Au sein de cette superfamille, I’odre
des Campylobacterales est défini sur la base des séquences d’ARNr 16S et rassemble des
procaryotes gram negatifs avec une morphologie en béatonnets minces (droits, incurvés ou
spiralés) et presentant une grande diversité métabolique et écologique avec de nombreuses

especes pathogenes pour I’Homme et les animaux.

La famille des Campylobacteraceae regroupe deux genres phylogénétiqguement et
morphologiquement proches : Campylobacter et Arcobacter (Vandamme et De Ley, 1991)
ainsi que le genre Sulfurospirillum (Tableau 1). Leur proximité phylogenétique et leurs points
communs sur le plan du pouvoir pathogéne font que de nombreuses études sur les
Campylobacter s’intéressent également aux Arcobacter (comme A. butzleri). De méme, de
nombreux travaux s’intéressent également aux Helicobacter (comme H. pylori ou H.
pullorum) de la famille des Helicobactereraceae, relativement proches, avec le genre
Wolinella, du genre Campylobacter et souvent désignés sous le terme de « bactéries

apparentées aux Campylobacter » (pour exemple Gallay et al., 2007a).



Actuellement, le genre Campylobacter rassemble une variété d’especes tres
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 I’Homme (C. consisus,
C. curvus ou C. showae), ou la cavite préputiale des taureaux (C. fetus subsp. venerealis ou C.

sputorum subsp. bubulus) (Tableau 1).

Les Campylobacter spp. sont des germes mésophiles, ils se développent tous & 37°C.
Parmi les 17 especes répertoriées aujourd’hui, la plupart sont qualifiées de thermotolérantes :
elles ont en effet la particularité de pouvoir se développer également a 42°C. C’est a
I’intérieur de ce groupe des thermotolérants que se trouvent quatre espéces d’intérét majeur en
santé publique : C. jejuni, C. coli, C. lari et C. upsaliensis. C. jejuni et C. coli sont les deux
espéces rencontrées le plus fréquemment en pathologie humaine (Skirrow et Blaser, 1995),
suivies par C. fetus subsp. fetus, Campylobacter non-thermotolérant se développant a 25°C.
C. lari et C. upsaliensis peuvent, elles aussi, causer des toxi-infections chez I’Homme, mais
dans une moindre mesure. En général, I’expression C. jejuni désigne la plupart du temps C.
jejuni subsp. jejuni car les auteurs ne font pas la distinction entre C. jejuni subsp. doylei et C.
jejuni subsp. jejuni (absence de croissance a 42°C pour C. jejuni subsp. doylei entre autre), il

en sera de méme dans la suite de cette étude.

1.2. BACTERIOLOGIE

1.2.1. DESCRIPTION GENERALE DU GENRE

Les Campylobacter sont des bacilles fins (batonnets avec un diametre de 0,2 a 0,3um),
a coloration de Gram négative. De longueur variable (0,5 a 8um), ils peuvent étre soit
incurvés, 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 diametre. Ils peuvent parfois avoir un flagelle a chaque pdle (amphitriche) (décrit
dans les stades de pre-division) (Penner, 1988) (Figures 1 et 2). Néanmoins, C.gracilis est une

espece immobile et dépourvue de flagelles.



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 éléement d’identification et de diagnostic.

Les Campylobacter sont asporulés. Des travaux récents ont montré la présence d’une
capsule et I’existence du locus correspondant chez certaines souches de C. jejuni (Karlyshev
et al., 2001). Le role exact n’est pas déterminé mais I’hypothese de son implication dans la
virulence et la survie de cette souche est a considérer (Bacon et al., 2001 ; Dorell et al., 2001).

Figure 1: Microphotographies de C. jejuni - microscopie électronique
Grossissement x 4000 et Grossissement x 10°
Source : UMR-INRA SECALIM

Apreés plusieurs jours de culture et/ou lorsque la température diminue, on observe des
formes arrondies ou coccoides de 0,5um de diamétre se colorant plus faiblement. Ces formes
peuvent étre assimilées (i) a des formes de dégénérescence impossibles a repiquer ou (ii) a des

cellules viables mais ne pouvant étre mises en culture (Takkinen et al., 2003).

1.2.2. MORPHOLOGIE ET STRUCTURE

1.2.2.1. Enveloppes cellulaires et cytoplasme

Les enveloppes cellulaires de Campylobacter spp. sont caractéristiques d’une bactérie

a coloration de Gram négative. Ces bactéries possédent une paroi composée de la membrane



externe contenant en abondance le lipopolysaccharide (LPS) et d’une fine couche de

peptidoglycane (région périplasmique) ainsi qu’une membrane interne cytoplasmique.

La membrane cellulaire externe, faiblement liée au peptidoglycane pariétal, a une
structure ondulée en forme de vagues (Smibert, 1984). Elle contient 80% de glucose et
comprend également, outre le LPS (composé abondant), des phospholipides, des glycolipides
et des protéines. La surface des cellules de C. jejuni notamment a un aspect gaufré tres
caractéristique pouvant étre observé au microscope électronique, au microscope a

transmission ou au microscope a balayage (Figures 2 et 3).

Figure 2: Figure 3:

C. jejuni - microscopie a transmission C. jejuni - microscopie électronique a balayage
Grossissement x10° Grossissement x10°

Source : Benjamin Fry Source : US Department of Agriculture

Le peptidoglycane pariétal a une composition classique avec de I’acide N-acétyl
muramique, du N-acétyl-glucosamine, de I’alanine, de I’acide glutaminique et de I’acide

diamino-pimélique (Smibert, 1978).

Enfin, la membrane cytoplasmique présente une structure particuliere : elle est

épaissie et pluristratifiée dans les régions polaires aux deux extrémités de la cellule. En 1979,



I’étude de Pead en microscopie électronique a souligné la présence éventuelle dans le
cytoplasme des Campylobacter de granules formés de phosphates inorganiques et

d’inclusions en forme de disques (Pead, 1979).

1.2.2.2. Le flagelle de Campylobacter

Le flagelle de Campylobacter peut étre décomposé en trois unités structurelles : le
corps basal ancre dans la membrane cytoplasmique, le crochet et le filament flagellaire, qui se

trouvent tous les deux a la surface cellulaire (Figure 4).

Résidu glycane

Filament décorant le flagelle

flagellaire

Crochet

Membrane
externe
——— (Corps basal
Membrane
interne
Flagelle glycosylé
Figure 4 : Schéma d’un flagelle de Campylobacter

Source : Karlyshev et al., 2005



Le filament flagellaire épais (20 nm) est complexe et constitué de deux sous unités
protéiques apparentées (FlaA et FlaB), et non d’une flagelline unique comme chez la plupart
des especes bactériennes. Les flagellines FlaA et FlaB sont codées par des génes dupliqués
(flaA et flaB) possédant des séquences tres proches (au moins 93% d’homologie), adjacents
sur le chromosome mais régulés par des promoteurs distincts. Ce systéeme de genes dupliqués,
orientés en tandem, est habituellement rapidement éliminé chez les bactéries par des
réarrangements inter-génomiques et les raisons pour lesquelles les Campylobacter
maintiennent ces deux génes fortement apparentés sont spéculatives. L’expression des deux
flagellines semble étre nécessaire pour la motilité maximale (Alm et al., 1993a). Le maintien
de ces deux genes flagellaires peut également étre expliqué par la régulation des deux genes
par des promoteurs différents (Alm et al., 1993b). En outre, flaB posséde un promoteur régulé
par I’environnment et les états de croissance, et il semble capable de servir de « copie de

secours » de géne de flagelline (Guerry et al., 2002 ; Hendrixson et DiRita, 2003).

Cependant, des souches peuvent présenter une variation phénotypique réversible entre
forme flagellée et aflagellée. Cette propriété décrite par Caldwell et al. (1985) est appelée
variation de phase et son expression semble étre dependante de I’environnement. Hendrixson
(2006) rappelle que, chez les bactéries, la variation de phase est un mécanisme de
modification de I’expression des genes ou de la production de protéines par I’intermédiaire du
changement réversible aléatoire de la longueur de séquences courtes d’ ADN.

La fonction principale du flagelle est d’assurer une certaine mobilité a la bacterie
(Ketley, 1997). Cependant, différentes études ont souligné son réle dans I’adhésion et la
colonisation du tractus digestif de I’Homme et des animaux (Fauchére et al., 1989 ; Pavloskis
etal., 1991 ; Nachamkin et al., 1993 ; Ketley et al., 1997).

1.2.2.3. Génome de Campylobacter : chromosome et plasmides

C. jejuni NCTC 11168 est la premiére souche de C. jejuni a avoir été séquencée
(Parkhill et al., 2000). Elle posséde un unique chromosome circulaire de petite taille (de
I’ordre de 1,641 Mb comparativement au génome d’Escherichia coli de 4,55 Mb) (Taylor et
al., 1992 ; Kim et al., 1992). Pour la plupart des espéces de Campylobacter, le contenu de
I’ADN en GC (guanine, cytosine) est de 30 a 36%, bien que, pour le genre dans son

ensemble, il varie de 29 a 47% (Vandamme et al., 1991). La petite taille du génome est peut
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étre reflétée dans des caractéres particuliers de Campylobacter tels que le caractere fastidieux
lors de la culture et le besoin de milieu supplémenté, I’incapacité a fermenter les hydrates de
carbone ou a dégrader des substances complexes, I’absence d’activité de lipase ou de
lécithinase, I’absence de croissance au dessous de pH 4,9 et la relative inertie biochimique.

Fouts et al., en 2005, ont présenté les caractéristiques des génomes de Campylobacter
jejuni, Campylobacter coli, Campylobacter lari et Campylobacter upsaliensis. Le génome de
C. upsaliensis ATCC 43954, avec une taille supérieure a 3 Mb, est considérablement plus
grand que celui des autres Campylobacter et cette différence pourrait étre due a la présence de
duplications chromosomiques (Bourke et al.,1995). L’étude et le séquencage d’autres souches
de Campylobacter nous permettent ainsi de mieux comprendre le fonctionnement de cette
bactérie (Pearson et al., 2007 ; Miller et al., 2008).

Concernant C. jejuni NCTC 11168, son génome contient peu de GC (G+C = 30,6%)
mais il possede un pourcentage extrémement élevé de sequences programmées de protéines
(Parkhill et al., 2000) puisqu’il est en effet censé coder 1 654 protéines. Les séquences
codantes identifiées font en moyenne 948 pb et représentent 94,3% du génome total, ce qui
fait du génome de C. jejuni le plus dense des génomes jamais sequences. Pour le moment, une
fonction a pu étre prédite pour 80% de ces 1 654 protéines potentielles (Barloy-Hubler 2007).
De plus, ce génome est original : il possede tres peu de séquences d’insertion ou de séquences
d’origine phagique et seulement quatre séquences d’ADN sont répétées dans tout le génome.
En revanche, on note la présence de régions hypervariables, généralement au niveau des genes
codant pour des enzymes de biosynthese ou impliquant une modification de structure de la
membrane externe de la bactérie. Le taux élevé de variation des séquences hypervariables
pourrait expliquer comment des caractéres génétiques sont modifiés dans des populations de
C. jejuni et comment le micro-organisme peut survivre a des conditions environmentales
changeantes (Hook, 2005).

Les cartes génomiques de plusieurs souches de C. coli et de C. jejuni ont été établies
en utilisant la macrorestriction suivie d’une électrophorese en champs pulsés et des sondes
d’ADN homologue ou hétérologue. Taylor et al. (1992) ont ainsi mis en évidence la présence
de trois copies des genes ARNr 16S et ARNr 23S pour les génomes de C. jejuni UA581 et de
C. coli UA417. Newham et al., en 1996, ont confirmé cette observation pour la souche C.

jejuni UAS580 et ils ont également observé la présence de trois copies du géne ARNr 5S.
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Différentes études soulignent que la localisation de ces génes sur le chromosome de
Campylobacter n’est pas conservée au sein de I’espéce, par exemple les trois copies de
chacun des génes peuvent étre voisines I’une de I’autre ou adjacentes et les différents loci des
ARNr peuvent étre ou non contigus (Taylor et al., 1992 ; Kim et al., 1993 ; Newham et al.,
1996). En revanche, ces auteurs ont pu constater que les positions relatives des génes flaA vis
a vis des copies du gene 16S ARNr sont relativement conservées au sein d’une méme espéce.
La variabilité des localisations des genes sur le chromosome d’une souche a I’autre peut
s’expliquer par des réarrangements genomiques entrainés par exemple par la transformation
naturelle (Chapitre I, Paragraphe 1.3.3.Variabilité génomique).

1.2.3. FACTEURS DE DEVELOPPEMENT IN VITRO

La culture de Campylobacter spp. est longue, difficile et exigeante (On, 2001).
Quelques particularités sont a souligner :
v Atmospheére de croissance : microaérophilie, capnophilie

Les Campylobacter nécessitent pour leur culture une atmosphere appauvrie en O,
(microaérophile) et enrichie en CO, (capnophile). Le mélange gazeux dit de Kiggins et
Plastridge préconisé pour la culture de Campylobacter spp. contient donc : 5% O,, 10% CO,,
85% N (Kiggins et Plastridge, 1956). Dans I’atmosphere ambiante, ou la concentration en
oxygene est plus élevée, I’accumulation de peroxydes dans la cellule inhibe la croissance et
entraine la mort cellulaire. Pour avoir un rendement optimum, les milieux de culture devront
ainsi contenir des composés permettant le piégage et la neutralisation d’éléments toxiques et
favorisant la synthése d’enzymes détoxifiantes par Campylobacter (thioglycolate, sang,

pyruvate de sodium, charbon, sulfate ferreux) (Mégraud, 1987).
v" Température d’incubation

Tous les Campylobacter sont mésophiles et se développent a 37°C. La capacité de
croissance a d’autres températures constitue un caractére différentiel d’espéce important,
notamment les tests de croissance entre les espéces se développant a 25°C comme C. fetus et

celles pouvant se développer a 42°C telles que C. jejuni et C. coli. Du fait de leur caractére
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faiblement compétiteur, une température d’incubation de 42°C semble constituer un avantage
pour les Campylobacter thermotolérants. Moore et Madden, en 1993, ont mis en évidence la
possibilité pour certaines sous-populations de C. coli de se développer a des températures plus
élevées (supérieures a 56°C). C. jejuni peut se développer dans une gamme de température
allant de 31°C a 45°C (Doyle, 1984). Hazeleger et al. (1998) ont étudié la croissance de C.
jejuni en fonction de la température : pour les espéces 104 et ATCC 33560, les températures
minimales de croissance se sont avérees étre de 32°C et 31°C.

v" pH et chlorure de sodium

La zone optimale de pH pour les Campylobacter est de 6,5 a 7,5. Il est a noter
toutefois que la plupart des souches sont capables de se développer a un pH variant de 6 a 8
(Doyle, 1984).

L’influence du chlorure de sodium (NaCl) sur la croissance des Campylobacter
thermotolérants est variable et dépend de I’espéce. Néanmoins, la présence de 0,5% de NaCl
dans le milieu est recommandée pour la culture et semble étre la concentration optimale pour
la croissance des Campylobacter alors que des concentrations supérieures a 1,5% ont, elles,
par contre, tendance a I’inhiber.

Les conditions optimales pour la croissance des Campylobacter thermotolérants sont

récapitulées dans le Tableau 2.

Tableau 2 : Récapitulatif des conditions de croissance optimale des Campylobacter thermotolérants

Température 42°C
pH 6,5-75
O, 52 10%
CO, 10%
Activité de I’eau 0,997
NaCl 0,5%
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v" Milieux de culture

Le recours a des milieux sélectifs est nécessaire en particulier pour la culture des
Campylobacter thermotolérants (Corry et al., 1995). Le mileu Butzler, a base de sang, et le
milieu Karmali, a base de charbon, sont, avec le milieu Skirrow, les plus connus pour
I’isolement des Campylobacter thermotolérants. Tous les trois contiennent un mélange
d’antibiotiques différents (Karmali et al., 1986 ; Gun-Munro et al., 1987). Les milieux Butzler
et Karmali, plus récents, sont plus sélectifs que le milieu Skirrow et permettent une meilleure

détection des Campylobacter (Karmali et al., 1986 ; Gun-Munro et al., 1987).

Des milieux non sélectifs, d’enrichissement, de transport et de conservation existent
aussi. L’utilisation de plusieurs milieux augmente la probabilité de mettre en évidence
Campylobacter lors d’une analyse bactériologique (Bolton et Coates, 1983 ; Koene et al.,
2004).

v Durée d’incubation et caractéristiques de culture

Les colonies apparaissent en regle générale en 24 - 48 heures mais la culture de
certaines souches peut durer jusqu’a cing jours. Ainsi le délai de rendu d’un résultat négatif en

culture est de cing jours.

Différents aspects morphologiques des colonies sont classiquement décrits en boites

de pétri :

- S (« Smooth » = lisse) : Les colonies sont rondes, elevées, convexes, de
faible diametre (2mm), lisses et brillantes. Le bord est régulier et, a maturité,

des reflets métalliques sont observés.

- R (« Rough » = rugueux) : Les colonies sont étalées, plates, quelques fois

granuleuses, grises ou transparentes avec un bord régulier.

- CG (« Cut Glass ») : On observe de petites colonies (Imm de diametre),

rondes, élevées et translucides.

14



Un dernier aspect mérite d’étre évoqué : les formes viables mais non cultivables. En
bactériologie, la capacité a former des colonies comme mesure de la viabilité constitue
souvent une méthode fiable et suffisante pour évaluer la fraction vivante/morte d’une
population bactérienne. Pourtant, si une bactérie perd la capacité de produire une colonie sur
une gelose nutritive, ceci ne signifie pas nécessairement que cette bactérie soit morte (ou était
morte au moment de son prélevement). On a ainsi défini ce dernier état par I’oxymore
« viables mais non cultivables » (Viable But Not Culturable : VBNC). Il s’agit d’un concept
de plus en plus favorablement reconnu et accepté aujourd’hui (Rollins et Colwell, 1986 ;
Barer et Harwood, 1999 ; Keer et Birch, 2003).

Comme un certain nombre de bactéries impliquées dans les toxi-infections
alimentaires, les Campylobacter, ou plus exactement certaines souches, ont été décrits sous
une forme VBNC lors d’un séjour dans un milieu aqueux (Federighi et al., 1998 ; Tholozan et
al., 1999). Le nombre de cellules bactériennes reste constant mais certaines perdent leur
caractere cultivable. Néanmoins, 1 a 10% des cellules gardent une activité métabolique
résiduelle et ces cellules « en coma » peuvent donc dans certaines conditions se développer a
nouveau. Ainsi, apres passage dans le tube digestif d’animaux a sang chaud, des formes
VBNC de Campylobacter ont retrouvé leur caractere cultivable (Cappelier et al., 1999a et
1999b). De plus, le passage aux formes VBNC fait généralement suite a des stress identiques
a ceux subis dans les industries agro-alimentaires, comme par exemple un stress thermique
(Tangwatcharin et al., 2006).

La présence de formes VBNC dans I’environnement et notamment dans I’eau et leur
implication dans des intoxications ayant pour point de départ I’eau de boisson est désormais
fortement suspectée (Baffone et al., 2006).

L’existence de ces formes représente un probléme de santé publique potentiel puisque
ces souches pourraient redevenir cultivables, donc pathogenes, a la faveur d’un passage dans
le tube digestif d’un animal & sang chaud qui pourrait étre le consommateur, ceci sans
détection préalable lors d’une investigation microbiologique traditionnelle. Seules des

analyses moléculaires permettraient donc de les identifier.
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1.2.4. CARACTERES BIOCHIMIQUES

Les principaux caractéres biochimiques des Campylobacter thermotolérants sont :

le caractére oxydase positive systématique

le caractére uréase négative

- le caractére catalase positive pour C. coli, C. jejuni et C. lari
- I’absence de production d’indole

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

- I’absence de métabolisme fermentatif des sucres

- une production de sulfure d’hydrogene variable

- une réaction d’hydrolyse de I’hippurate variable (présente chez C. jejuni)

Cette liste n’est pas exhaustive, d’autres caracteres biochimiques existent, ils ont été
mis a profit pour réaliser divers biotypages. Les auteurs combinent plusieurs caractéristiques
proposant de nombreux schémas de biotypage qui ont été utilisés dans des enquétes
épidémiologiques réalisées sur un grand nombre de souches. Cependant, méme si un certain
nombre de caractéres biochimiques propres aux Campylobacter ont un intérét taxonomique et

diagnostique, le biotypage est de moins en moins utilisé.

A la multiplicité des tests non standardisés s’ajoute une grande variété de réponses
pour les souches d’une méme espéce. Les tests peuvent en effet étre de réalisation et/ou
d’interprétation difficiles et parfois, il y a une absence de corrélation avec d’autres methodes
de typage (Nachamkin et Blaser, 2000 ; Allos, 2001 ; Meinersmann et al., 2002). Par
exemple, le test de I’hydrolyse de I’hippurate longtemps utilisé pour différencier C. coli et C.
jejuni est d’interprétation délicate avec I’apparition d’isolats cliniques de C. jejuni donnant un
résultat négatif (Linton et al., 1997 ; Englen et al., 2003). De la méme fagon, classiquement
les Campylobacter ont un caractere uréase négative, pourtant dés 1985, Bolton et al., ont isolé
dix souches a caractére uréase positive a partir de prélevements de I’environnement. Ces
souches, appelées « Urease Positive Thermophilic Campylobacter » (UPTC), ont été isolées
en 1988 chez I’Homme & partir de prélévements cliniques par Mégraud et al. (1988). Environ
100 souches UPTC ont été reportées en Europe et dans I’Extréme Orient (Matsuda et Moore,
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2004). Actuellement, des études sur le caractere « uréase » et son organisation génétique dans
les UPTC sont en cours (Sekizuka et al., 2004 ; Kakinuma et al., 2006 ; Ito et al., 2007).

1.2.5. SENSIBILITE NATURELLE AUX ANTIBIOTIQUES

Les Campylobacter sont sensibles a la plupart des familles d’antibiotiques, mais des
résistances naturelles existent (Tableau 3) (Ng et al., 1987 et 1988 ; Taylor et al., 1988 ;
Nachamkin et Blaser, 2000). Ces antibiotiques sont utilisés dans les différents milieux
sélectifs pour la détection des Campylobacter. A coté de ces résistances intrinséques, il existe
des résistances acquises notamment par C. jejuni et C. coli aux macrolides, aux aminosides,
aux RB-lactamines, aux tétracyclines et aux quinolones (Nachamkin et Blaser, 2000 ; Van
Looveren et al., 2001).

Tableau 3 : Résistances naturelles des Campylobacter aux antibiotiques

ANTIBIOTIQUES auxquels les

ESPECES .
Campylobacter sont naturellement résistants
Campylobacter spp. Vancomycine, bacitracine, novobiocine,
colimycine, streptogramine B, triméthoprime
C. jejuni, C. coli, C. lari Céphalotine, sulfaméthoxazole

C. jejuni, C. coli, C. fetus, C. hyointestinalis | Rifampicine

Depuis 15 ans, ces résistances étaient restées relativement stables en France, excepté
pour les quinolones (pic dans les années 90). L’augmentation de la fréquence des résistances
aux quinolones (Pezzotti et al., 2003 ; Payot et al., 2004 ; Espié et al., 2007 ; Gallay et al.,
2007b) continue d’inquiéter les médecins puisque cette classe d’antibiotiques est tres utilisée

dans le traitement a long terme des infections systemiques et des entérites severes.
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1.2.6. POUVOIR PATHOGENE

Globalement les Campylobacter sont assez peu pathogénes pour les animaux alors que
la plupart des especes, et notamment les plus courantes C. jejuni, C. coli et C. fetus, sont
pathogenes pour I’Homme (Tableau 4). Chez I’Homme, les Campylobacter peuvent étre a

I’origine des maladies suivantes :

- des gastro-entérites : notamment les Campylobacter thermotolérants (C. jejuni, C.

coli, C. lari, C. upsaliensis) mais egalement C. fetus

- des septicémies, généralement a point de départ digestif, pouvant entrainer des

avortements : en particulier C. fetus, parfois certains C. jejuni

- des maladies parodontales : C. rectus (anciennement Wolinella recta), C. concisus,
C. curvus, C. showae et C. gracilis. L implication de C. rectus dans les maladies
parodontales semble fréquente bien qu’encore incompletement élucidée (Rams et
al., 1993).

- différents syndromes d’origine immunopathologique comme le syndrome de

Guillain Barré.
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Tableau 4 :  Pouvoir pathogene des différentes especes de Campylobacter chez I’Homme et chez I’animal
Source : Euzéby J.P., 2005

\ Pouvoir pathogéne Pouvoir pathogéne
Espéce Source(s) . , ] A
(éventuel) pour ’Homme | (éventuel) pour I’animal
C. jejuni subsp. doylei Homme Gast_rq-erjterlte, gastrite, ?
septicémie
Oiseaux, porcs, ruminants, | Gastro-entérite, septicémie,
C. jejuni subsp. jejuni chiens, chats, eau, visons, |méningite, avortement, rectite, | Gastro-entérite, hépatite aviaire
lapins, insectes syndrome de Guillain-Barré
C. coli E\?{ﬁ: oiseaux, bovins, Gastro-entérite, septicémie Gastro-entérite
. . Septicémie, gastro-entérite, Avortement chez les bovins et
C. fetus subsp. fetus Bovins, ovins P .
avortement, méningite les ovins
C. fetus subsp. venerealis Bovins Septicémie Stérilité enzootique des bovins

Oiseaux, eau douce, eau
C. lari de mer, chiens, chats, Gastro-entérite, septicémie Gastro-entérite chez les oiseaux
singes, chevaux, otaries

C. upsaliensis Chiens, chats, Homme Gas\tro-enterlte, septicémie, Gastro-entérite chez le chien et
abces le chat

C. concisus Homme Parodontite, gastro-entérite ?

C. curvus Homme Parodontite, gastro-entérite ?

C. gracilis Homme Parodontite, empyéme, abcés ?

C. helveticus Chiens. chats " Gastro-entérite chez le chien et
' ' ' le chat

C. hominis Homme Espéce commensale de l'intestin | ?

C. hyointestinalis subsp. Porcs, bovins, hamsters, Gastro-entérite Entérite chez le porc et les

hyointestinalis daims bovins

C. hy0|ntest|nalls subsp. Porcs (estomac) ” 2

lawsonii

C. insulaenigrae Mammiféres marins ? ?

C. lanienae Homme ? ?

C. mucosalis Porcs n Entérite nécrotique et iléite chez
' ' le porc

C. rectus Homme Parodontites ?

C. showae Homme Parodontite ?

C. sputorum bv. Fecalis Ovins, bovins ? ?

c. sputorum bv. Bovins, Homme Entérite ?

Paraureolyticus

C. sputorum bv. Sputorum Homme, bovins, ovins, Abcés, gastro-entérite ?

porcs
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Les résultats des études concernant le pouvoir pathogene des Campylobacter
thermotolérants concernent essentiellement C. jejuni (Bereswill et Kist, 2003 ; Poly et Guerry,
2008). In vivo, il est admis que Campylobacter agit selon un schéma commun a la plupart des

bactéries entéropathogenes (Figure 5).

Environnement :1:::: Mucus Epithélium
C. jejuni Invasioll
//' VAdhésiou ranslocation
Forme @ l\\./\’
Viable Non ?
Cultivable l\\'/\’ r\\/'\_,
Absorptipn d’une V‘/
dose infctieuse V
Production
Mobilité de toxines
Chimiotactisme
Colonisation
Figure 5 : Etapes de la pathogénie de C. jejuni. Source : Snelling et al., 2005

v Colonisation du tube digestif :

Campylobacter a la faculté de survivre lors du passage de I’estomac et de se multiplier
a I’intérieur du tube digestif ou il trouve des conditions optimales pour son développement
(température élevée, 37 ou 42°C, et microaérobiose). De plus, Campylobacter présente un
avantage sélectif sur la flore commensale du fait notamment de sa résistance aux sels biliaires
et de sa mobilité. Par exemple, C. jejuni est capable de pénétrer le mucus de I’estomac et de
I’intestin puis de se mouvoir dans la mugueuse intestinale et d’y puiser des nutriments du fait
de sa forme hélicoidale, de son flagelle polaire et de son chimiotactisme (Caldwell et al.,
1985 ; Wassenaar et Blaser, 1999).
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Le rble de la motilité dans la pathogénie de Campylobacter est maintenant bien établi
(Guerry, 2007). La motilité est nécessaire pour atteindre les emplacements d’attachement,
mais elle est également exigée pour la pénétration des bactéries dans les cellules intestinales,
associée au chimiotactisme (Penn, 2001). Un héte colonisé peut excréter de 10° & 10° UFC de

Campylobacter/g de matieres fécales (Yuki et al., 1997).

v" Adhésion aux cellules intestinales :

Hu et Kopecko, en 1999, ont montré qu’in vitro C. jejuni pouvait adherer et
s’internaliser dans des cellules épithéliales, le nombre de cellules infectées et le nombre de
bactéries internalisées par cellule augmentant avec le temps. L’adhérence est réversible et
semble dépendre de la mobilité et des éléments présents a la surface des bactéries : les pili, la
flagelline, les protéines de membrane externe et le lipopolysaccharide, éléments qui

pourraient jouer le réle d’adhésine (Konkel et al., 2000).

L’adhésion se réalise au niveau de la bordure en brosse des entérocytes ou bien au
niveau des cellules a mucus des cryptes glandulaires. On a ainsi adhésion a la surface du
mucus, pénétration dans le mucus et attachement aux cellules épithéliales intestinales.
L’adhérence évite I’élimination de la bactérie par le péristaltisme et précéde obligatoirement
la pénétration dans la cellule. Cette adhésion fait intervenir différentes adhésines identifiées,
comme PEBL1 (Pei et Blaser, 1993), JLpA (Jin et al., 2001 ; Jin et al., 2003), CadF (Konkel et
al., 1997 ; Monteville et al., 2003) ou MOMP (Moser et al., 1997).

v" Invasion : Effet cytotoxique ou cytotonique sur les cellules intestinales.

Le mecanisme de I’invasion de la muqueuse intestinale (adhérence suivie de
pénétration) par les Campylobacter reste a préciser. Deux phénomenes, classiqguement décrits
dans I’invasion des cellules intestinales par d’autres bactéries entéropathogénes, semblent

coexister chez Campylobacter : internalisation passive et entéroinvasivité active.

De méme que pour I’adhésion, I’invasion fait intervenir & la fois la bactérie et la
cellule eucaryote. C. jejuni entre dans une phase active ou sont impliquées les protéines de
type Cia (Campylobacter Invasion Antigen), notamment la protéine CiaB (Konkel et al.,

1997). Pour ce gene, une régulation environnementale et une sécrétion dépendante de la
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présence du flagelle a été observée (Rivera-Amill et al., 2001 ; Konkel et al., 2004 ; Biswas et
al., 2006). Du c6té de la cellule hote, on note une modification du cytosquelette
(microfilaments et microtubules), une augmentation du Ca,.+ intracytoplasmique et une
relation entre fibronectine et cytosquelette. Pour survivre a I’intérieur de la cellule-hote, C.
jejuni doit développer des mécanismes de défense face au stress oxydant causé a la fois par la
teneur en fer et par les attaques du systéeme immunitaire (macrophages) (Wooldridge et
Ketley, 1997 ; Crushell et al,. 2004 ; Raphael et al., 2005).

v" Translocation

C. jejuni peut transloquer soit au travers des cellules épithéliales par endocytose (voie
transcellulaire), soit en migrant entre les cellules (voie paracellulaire) (Konkel et al., 1992).
Pour passer entres les cellules, la bactérie entraine une altération des « tight junctions » et la
production d’une cytokine pro-inflammatoire (Bras et Ketley, 1999 ; Chen et al., 2006).

v" Production de toxines

Plusieurs types de toxines ont été caractérisées chez C. jejuni mais la production de la
plupart d’entre elles est controversée. Dans le contexte de I’entéropathogénicité, on définit
deux classes pour les toxines selon leur mode primaire d’action : les entérotoxines et les
cytotoxines, toutes les deux ont été décrites chez Campylobacter (Wassenaar, 1997). Les
entérotoxines ou toxines cytotoniques sont des protéines sécrétées par la bactérie capables de
se lier a un récepteur cellulaire spécifique et d’entrer dans la cellule hote. Cette entrée entraine
alors I’élévation d’AMP cyclique cellulaire (Walker et al., 1986). Les cytotoxines sont des
protéines secrétées par la bactérie ayant pour but de tuer les cellules cibles soit par un mode

d’action intracellulaire ou par la formation de pores dans les cellules (Walker et al., 1986).

La production d’une entérotoxine de type cholera-like par C. jejuni a été décrite pour
la premiére fois en 1983 par Ruiz-Palacios et al.. Cependant, les études suivant cette
découverte restent obscures et remettent en question la production d’une telle toxine (Ketley,
1997). C. jejuni semble posséder une entérotoxine (CJT) et une hémolysine mais leur
production varie considérablement selon les souches isolées (Wassenaar, 1997) et leur

implication dans la pathogénicité reste a confirmer.
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Différentes activités cytotoxiques ont été décrites chez C. jejuni, mais une seule
cytotoxine a pu étre identifiée aprés séquencage du genome, la CDT (Cytolethal Distending
Toxin). Les trois genes codant pour cette protéine (cdtA, cdtB et cdtC) sont présents chez la
quasi-totalité des souches (Pickett et al., 1996). Cette protéine présente une sous-unité active
(desoxyribonucléase) et une sous-unité de transport. Elle entraine un effet cytotoxique sur la
cellule-hote avec arrét du cycle et mort cellulaire, induction de la sécretion d’interleukine 8
pro-inflammatoire et immuno-suppression (Eyigor et al., 1999 ; Hickey et al., 2000 ; Purdy et
al., 2000 ; Bang et al., 2001 ; Hassane et al., 2003).

C. fetus posseéde une microcapsule S qui le rend résistant a la phagocytose (Blaser et
al., 1988). Certaines souches de C. jejuni possédent également une capsule qui pourrait avoir
une implication dans la virulence et la survie de la bactérie (Karlyshev et al., 2001 ; Dorell et
al., 2001).

Le pouvoir pathogéne de C. jejuni est loin d’étre élucidé et les recherches sur ce sujet
continuent. Endtz et al., en 2000, ont souligné que I’apparition du syndrome de Guillain-Barré

survenait préférentiellement avec certaines souches de C. jejuni.

1.2.7. DETECTION BACTERIOLOGIQUE DES CAMPYLOBACTER

1.2.7.1. Nature et conservation des prélevements pour I’identification

Chez I’Homme et chez les animaux, la recherche des Campylobacter se fait sur
matiéres fécales ou sur le produit d’un écouvillonnage, qui permet le raclage de la muqueuse
rectale riche en Campylobacter (Mégraud, 1987 ; Butzler et Oosterom, 1991). La méthode
employée dans la plupart des cas est I’examen direct des matiéres fécales au microscope.
Dans tous les cas, I’échantillon doit étre conservé sous couvert du froid positif et ensemencé
au plus tot. Des cultures peuvent également étre obtenues a partir de préléevements sanguins
dans le cas de septicémies, et a partir de préléevements effectués au contact de la zone lésée

dans le cas de maladies parodontales.

Différentes méthodes de détection et de caractérisation peuvent ensuite étre employées
pour identifier les Campylobacter spp..
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1.2.7.2. Protocole d’isolement et identification du genre Campylobacter

L’isolement se fait sur milieux sélectifs incubés sous atmosphére microaérophile et
capnophile a 42°C. Aprés incubation, chaque colonie suspecte repérée sur une boite est
prélevée pour realiser une coloration de Gram (bactéries a coloration de Gram négative), un
état frais (I'examen morphologique a I’état frais dans une goutte de bouillon montre une
mobilité caractéristique en « vol de moucheron ») et des tests biochimiques rapides (recherche
de I’activité oxydase, catalase et uréase). Ces tests sont généralement suffisants pour identifier

le genre Campylobacter.

Toute colonie présentant les caractéristiques morphologiques et biochimiques des
Campylobacter est alors repiquée afin d’isoler la souche. Chaque souche isolée est ensuite
conservée a -80°C pour I’identification de I’espece bactérienne.

1.2.7.3. Identification du genre Campylobacter a partir de préléevements polycontamineés

Bien qu’étant de faibles compétiteurs, il est relativement facile d’isoler des
Campylobacter thermotolérants a partir de prélevements polycontaminés (cas des matieres
fécales ou des préléevements réalisés a I’abattoir) du fait de leur capacité a se développer dans
des conditions spécifiques, atmosphére microaérobie et enrichie en CO2, en présence de
certains antibiotiques et, pour les Campylobacter thermotolérants, a une température de 42°C.
Il s’agit de conditions de culture particulieres dans lesquelles tres peu d’autres germes
peuvent se deévelopper, notamment ceux habituellement rencontrés dans ce type de

prélevements.

La plupart des techniques, en particulier celles utilisées en bactériologie alimentaire,
utilisent des milieux d’enrichissement (bouillon de Preston, bouillon de Bolton, milieu de
Park et Sanders, CAMPY-BAP agar, ...) puis différents milieux d’isolement contenant des
antibiotiques (milieu Karmali, milieu Butzler, milieu MCCDA...), ce qui suffit dans la
majorité des cas a isoler les Campylobacter. Parmi les milieux d’isolement employés, le
milieu Karmali semble étre le plus selectif devant les milieux Butzler et Skirrow, ce dernier

apparaissant comme le moins performant (Ono et al., 1995).

Une nouvelle méthode d’isolement des Campylobacter ne nécessitant pas I’emploi
d’antibiotiques a été mise au point par Valdivieso-Garcia et al., en 2007. Cette technique,
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basée sur I’utilisation d’une membrane de filtration constituée d’une grille hydrophobe et d’un
milieu de culture semi-solide, utilise la mobilité naturelle des Campylobacter pour les séparer
des autres bactéries présentes dans le milieu d’enrichissement. D’apres les auteurs, cette
méthode serait plus simple, plus rapide et moins codteuse que les techniques a base
d’antibiotiques, et elle permettrait de mettre en évidence un plus grand nombre de

Campylobacter.

Toutefois, la nature des milieux employés et les différentes procédures utilisées ont un
impact sur la sensibilité de la technique d’identification et il convient d’en tenir compte dans
I’interprétation des résultats d’isolement. En effet, on peut observer des variations
« artificielles » en fonction des milieux et des procédures employés (i) au niveau quantitatif
(le nombre de prélévements trouvés positifs est différent), et (ii) au niveau qualitatif (capacité
préférentielle a isoler certaines espéces ou certaines souches de Campylobacter par rapport a
d’autres) (Madden et al., 2000). De plus, il faut également considérer les variations dues a la
nature du prélévement puisque celle-ci peut influer significativement sur les résultats : par
exemple, en 2006, dans I’étude de Fosse et al., seuls 66% des Campylobacter inoculés dans
des echantillons de viande de porc ont été retrouvés suite a I’analyse bactériologique.
L utilisation conjointe de plusieurs milieux lors d’une analyse bactériologique augmente ainsi
la probabilité de mettre en évidence Campylobacter (Bolton et Coates, 1983 ; Koene et al.,
2004).

1.3. METHODES D’IDENTIFICATION ET DE CARACTERISATION

1.3.1. IDENTIFICATION DE L’ESPECE

1.3.1.1. Identification par des tests biochimiques

Les diagnostics de genre et d’espéce a I’aide de tests biochimiques sont assez difficiles
car les Campylobacter sont inactifs sur les sucres et, d’une maniere générale,
biochimiquement peu actifs, ce qui peut entrainer des confusions notamment avec les

Helicobacter.

Une identification phénotypique classique peut étre réalisée grace aux techniques
standardisées (Tableau 5) décrites par On et Holmes (On et Holmes, 1995 ; On, 1996).
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Tableau 5: Résultats des tests biochimiques d’identification pour chaque espéce de Campylobacter.
Source : Euzéby J.P., 2005

Espéces Résultats des tests biochimiques

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
C. jejuni subsp. jejuni + + + + - + + ™ +
C. jejuni subsp. doylei +) | + + + - - + - () | &)
C. coli + + - + - + () H) ]+
C. fetus subsp. fetus + + - - + | (+) + + + +
C. fetus subsp. venerealis +) | + - - (+) - 66
C. lari + + - () - + + + + ()
C. upsaliensis - + - + - +) | + + + d
C. concisus - d - - - B O] 6] 6
C. curvus - + | ()| d - d - - + | (%)
C. gracilis ) - - (+) - (+) - - + +
C. helveticus - + - + - + + d d
C. hominis - - - - - d d +
C. hyointestinalis subsp. hyointestinalis | + + - - ) + + ()| F (+)
C. hyointestinalis subsp. lawsonii + + - - - + - - )
C. insulaenigrae + + - - - - +
C. lanienae + + - - - +
C. mucosalis - + - - - + |4 ()] d
C. rectus () + - + - () - - +
C. showae + d - d - d - - d
C. sputorum d + - - - (+) d d +

1) Catalase ; 2) Oxydase ; 3) Hydrolyse de I’hippurate ; 4) Indoxyl acétate estérase ; 5) Croissance a
25 °C ; 6) Croissance a 42 °C ; 7) Croissance en présence de 1,5 p. cent de bile ; 8) Croissance en
présence de 2 p. cent de bile ; 9) Croissance en présence de 1 p. cent de glycine ; 10) Croissance en
présence de 0,1 p. cent de permanganate de potassium.

+ : toutes les souches donnent un résultat positif.

- : toutes les souches donnent un résultat négatif.

(+) : 70 2 90 p. cent des souches donnent un résultat positif.
(-) : 7229 p. cent des souches donnent un résultat positif.
d: 40 a 64 p. cent des souches donnent un résultat positif.
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Des tests biochimiques pratiqués sur des souches dont les caractéres morphologiques
sont évocateurs du genre Campylobacter permettent d’identifier les quatre espéces majeures
de Campylobacter thermotolérants. Ainsi, la recherche de I’activité oxydase, la recherche de
I’activité catalase et le test d’hydrolyse de I’hippurate sont menés en association avec
I’évaluation de la sensibilité a deux antibiotiques, I’acide nalidixique et la céphalotine. Ces
tests sont préconisés par la norme NF ISO 10 272 (méthode de référence pour la recherche

des Campylobacter thermotolérants dans les aliments) (Tableau 6).

Tableau 6 :  Tests biochimiques utiliseés pour I’identification des quatre especes de

Campylobacter thermotolérants (norme NF 1SO 10272)

C. jejuni C. coli C.lari | C. upsaliensis

Culture a 42°C + + + +
Oxydase + + + +

Catalase + + + - ou faible
Hydrolyse de I’hippurate + - - -
Acide nalidixique (disque a 32 . s - :

(Anf'ibioéque? ho) Sensible | Résistant | Résistant Sensible
Céphalotine (disque a 32 . - . .

P (Amiéiotigue) ho) Résistant | Résistant | Résistant Sensible

En pratique, I’identification biochimique des Campylobacter spp. présente des
difficultés d’interprétation. Le test d’hydrolyse de I’hippurate était tres utilisé pour distinguer
C. coli de C. jejuni (C. jejuni y répond positivement, C. coli négativement) mais la déecouverte
de souches de C. jejuni négatives au test de I’hippurate remet en question cette méthode pour
I’établissement d’une distinction formelle entre les deux espéces (Bér et Fricke, 1987). De
méme, des souches de C. jejuni résistantes a I’acide nalidixique sont apparues et posent
probléme pour I’utilisation du critere de sensibilité aux antibiotiques. Des kits d’identification
existent (APl Campy, APl Biomérieux) mais des difficultés d’identification de certaines

souches de C. coli et de C. lari ont été rapportées (Reina et al., 1993).

Actuellement, les techniques de biologie moléculaire, et en particulier la PCR
(Polymerase Chain Reaction), sont de plus en plus fréquemment utilisées pour identifier le

genre Campylobacter et les différentes especes.
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1.3.1.2. Méthode avec amplification génique : la PCR (Polymerase Chain Reaction)

Depuis sa mise au point, la PCR a permis la détection d’agents microbiens parfois
difficilement mis en évidence par les méthodes classiques de diagnostic. De nombreuses
études soulignent I’intérét de la PCR pour I’identification de Campylobacter : Wegmiiller et
al., 1993 ; Docherty et al., 1996 ; Jackson et al., 1996 ; Waage et al., 1999.

En raison des difficultés décrites lors de I’utilisation des caractéres biochimiques des
bactéries pour leur identification et du délai d’attente de plusieurs jours lors de la culture,

I’amplification du génome bactérien par PCR constitue une alternative intéressante.

L’identification de I’espéce apres isolement repose sur la détection et I’amplification
d’une fraction de génome caractéristique d’une espece donnée a I’aide d’amorces spécifiques.
En 1992, Oyofo et al. ont démontré la validité d’une méthode PCR permettant d’identifier
sans les distinguer les espéces C. jejuni et C. coli par amplification d’une région d’ADN
codant pour une protéine d’attachement, la flagelline (flaA), au moyen d’amorces spécifiques
du genre. Pour le diagnostic des espéces C. coli et C. jejuni, d’autres méthodes utilisant
plusieurs couples d’amorces (multiplex PCR) ont par la suite été développées ; elles utilisent
notamment des amorces discriminantes pour les deux especes, spécifiques d’une région
d’ADN codant pour I’ARN ribosomal 16S (Linton et al., 1997 ; Wassenaar et Newell, 2000).

L’aspect quantitatif de la PCR est également a souligner puisqu’une analyse génétique
directe permettant de détecter et de dénombrer les Campylobacter dans les prélévements sans
passer par I’étape de culture est attractive. Jusqu'a présent, cette technique appliquée a des
prélevements complexes polycontaminés susceptibles de présenter des inhibiteurs de la
réaction d’amplification génique comme les matieres fecales, nécessitait souvent une étape
préalable d’isolement bactérien et de purification de I’ADN (Inglis et Kalischuk, 2003).
Cependant des travaux récents font état de la mise au point d’une technique de PCR
quantitative en temps réel non seulement pour détecter des souches bactériennes de C. jejuni
et de C. coli aprés isolement (Best et al., 2003) mais également directement a partir de
matiéres fécales chez I’Homme (Lagier et al., 2004). Une PCR en temps réel pour détecter les
Campylobacter thermotolérants directement & partir de matiéres fécales de poulet a été
également décrite par Lund et al. (2004) ainsi que par Rudi et al. (2004).
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Ces techniques ont une sensibilité et une spécificité équivalentes voire supérieures a la
culture et elles pourraient méme constituer un moyen de détecter les formes viables non

cultivables de Campylobacter.

1.3.2. METHODES DE CARACTERISATION DES SOUCHES DE CAMPYLOBACTER

1.3.2.1. Biotypage

Les caracteres biochimiques ont été mis a profit pour réaliser divers systemes de
biotypages dans lesquels les auteurs combinent plusieurs caracteristiques. En 1980, Skirrow et
Benjamin ont proposé un schéma de biotypage basé sur des tests simples : test d”hydrolyse de
I’hippurate, production rapide de sulfure d’hydrogene (H,S) dans un milieu contenant du fer
et résistance a I’acide nalidixique. Ce test permet uniquement de différencier les espéces C.
jejuni, C. coli et C. lari. En 1982, Hebert et al. proposent un schéema permettant de
différencier pour C. jejuni huit biotypes. Ce test est basé sur le test d’hydrolyse de I’hippurate,
d’hydrolyse de I’ADN et sur la croissance sur une gélose contenant du charbon et de la

levure.

Actuellement, le schéma de biotypage le plus utilisé est celui proposé par Lior en
1984. Il permet non seulement de différencier les trois especes de Campylobacter
thermotolérants les plus répandues (C. jejuni, C. coli et C. « laridis » correspondant a C. lari)
mais également d’établir une division au sein méme de ces espéces en biotypes (Tableau 7).
Chez les souches d’origine humaine, les biotypes | (I et 1l pour C. jejuni) sont les plus
fréquents pour les trois espéces (Lior et Butzler, 1986 ; Lior, 1989).

Tableau 7 : Schéma de biotypage pour C. jejuni, C. coli et C. lari selon Lior (1984)

C. jejurni C. coli C. lari
4 Biotypes 2 Biotypes 2 Biotypes
I i T v I I I T
Hydrolyse de 'hippurate + + + + - - - -
TESTS Production rapide d’HzS | - - + + - - + +
Hydrolyse de ’ADN - + - - - + - +
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v’ Test de I’hydolyse de I’hippurate

Ce test repose sur la capacité de certaines bactéeries a hydrolyser I’hippurate en glycine et en
acide benzoique, en I’occurrence les C. jejuni. Aprés deux heures d’incubation a 37°C, la
glycine est détectée par ajout d’un reactif a la ninhydrine : une coloration violette apparait en
10 minutes. Cependant, ce test rapide pose un probléeme dans environ 10% des cas du fait
d’une coloration « douteuse » ne permettant pas de différencier des souches de C. jejuni
faiblement positives ou des réactions faussement positives dues a la présence d’autres acides
aminés, de peptides ou d’amines biogénes (Morris et al., 1985). Pour confirmer ce test, on
réalise alors une chromatographie en phase gazeuse mettant en évidence I’acide benzoique
(Kodaka et al., 1982) ou une chromatographie en couche mince unidimensionnelle permettant
de révéler la glycine (Lin et al., 1986). De plus, ce test est devenu d’interprétation délicate
avec I’apparition d’isolats cliniques de C. jejuni donnant un résultat négatif (Linton et al.,
1997 ; Englen et al., 2003).

v’ Test rapide de production de sulfure d’hydrogene (H,S)

Etant donné que certains Campylobacter possedent une capacité a produire de I’H,S au cours
de leur métabolisme, ce test consiste en I’observation d’un noircissement en 2 a 4 heures d’un
milieu de culture tamponné supplémenté en FBP (Supplément FBP : ferrous sulphate-sodium
metabisulphite-sodium pyruvate) (Skirrow et Benjamin, 1980). Dans son schéma de
biotypage, Lior a repris ce test et I’a appliqué a 1826 souches de différentes origines. 9,8%
des souches d’origine humaine et 18,9% des souches d’une autre origine étaient H,S positives

sur ce milieu FBP en sachant que les souches de C. coli sont H,S négatives (Lior, 1984).

v Test d’hydrolyse de I’ADN

Hénninen, en 1982, a mis en évidence la production d’une désoxyribonucléase chez certaines
souches de Campylobacter. Ce test d’hydrolyse de I’ADN consiste donc en I’observation
d’une zone d’éclaircissement autour d’un dép6t de bactéries cultivées sur un milieu contenant
de ’ADN et un indicateur coloré, le bleu de toluidine. Sur les souches testées, 37,4%
possedent une activitt DNAsique en sachant que les trois espéces peuvent présenter ce
caractere (Lior, 1984).
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D’autres schémas de biotypage existent comme celui de Roop et al. (1984) qui repose
sur les test d’hydrolyse de I’hippurate, d’hydolyse de I’ADN et de la phosphatase alcaline. Le
schéma de biotypage de Preston, proposé par Bolton et al. (1984), comprend différents tests
biochimiques (test de production d’H,S et test d’hydrolyse de I’ADN) et des tests de
sensibilit¢ a différents composants (céphalotine, arsenite de sodium, chlorure de
triphényltétrazolium, pyronine, métrodinazole, 5-fluorouracil, D-cyclosérine, safranine,
permangante de potassium et acide nalidixique). Ces agents de biotypage ont été incorporés a
une agar-base dépourvue de sang comportant un bouillon nutritif, du charbon, de I’hydrolysat
de caséine, du sulfate ferreux, du pyruvate de sodium et de I’agar « New Zealand » (agar
permettant d’inhiber I’étalement des colonies pour pouvoir inoculer plusieurs souches sur une
boite). En 1986, El Harrif et Mégraud, caractérisent les Campylobacter en fonction de leurs
profils enzymatiques et de tests d’utilisation de substrats carboneés tels que le succinate, le

fumarate ou encore le lactate.

Néanmoins, il convient d’utiliser ces tests avec prudence puisqu’a la variabilité de
tests non standardisés s’ajoute une grande variété de réponses pour les souches d’une méme
espéce de Campylobacter. Certains souches de C. jejuni sont par exemple hippurate négative
(Linton et al., 1997 ; Englen et al., 2003) et certains Campylobacter thermotolérants, isolés
dans I’environnement et a partir de préléevements cliniques, sont uréase positive (Bolton et al.,
1985 ; Mégraud et al., 1988). Il existe également des souches d’Helicobacter pylori uréase
négative pouvant étre confondues avec C. jejuni subsp doylei (Mégraud et al., 1988 ; Euzeby,
2002).

1.3.2.2. Tests sérologiques et typage phénotypique

Deux méthodes ont été développées dans les années 80, I’une fondée sur les antigenes
protéiques thermolabiles utilisant une réaction d’agglutination sur lame (Lior et al., 1982),
I’autre fondée sur les antigénes thermostables utilisant une réaction d’hémagglutination
passive (Penner et Hennessy, 1980 ; Penner et al., 1983). Ces méthodes permettent une
caractérisation phénotypique des souches au sein des espéces de C. jejuni et de C. coli.
Actuellement, pour effectuer I’identification antigénique d’une souche pure, on applique I’un
des deux schémas de typage reconnus et recommandés par le comité international sur le

Sérotypage des Campylobacter, a savoir le schéma de Penner et Hennessy (1980) (appelé
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aussi schéma de Penner) et celui de Lior (1982). Le systeme d’Hebert et al. (1982) reposant
sur une technique d’immunofluorescence directe pour séparer 20 groupes de C. jejuni et de C.

coli n’est lui pratiquement pas utilisé.

Le schéma de Penner (1983) permet donc la détection des antigénes thermostables par
hémagglutination passive. La désignation du sérotype se fait par le préfixe HS pour Heat
Stable antigens. Cette technique est difficile a mettre en ceuvre et de faible spécificité, du fait
notamment de I’utilisation d’antisérums non absorbés. Pour pallier ces problémes, un systeme
utilisant les antigénes thermostables et une réaction d’agglutination directe a été développé
récemment au Royaume-Uni (Frost et al., 1998) pour identifier et distinguer les souches de
Campylobacter. Cependant, sur les 2407 isolats testés, 19% des C. jejuni et 12% des C. coli
n’ont pas pu étre typés par cette technique.

Le schéma de Lior et al. (1982) permet la détection d’antigenes thermolabiles par
agglutination sur lame en utilisant des antisérums spécifiques. Le systéme permet de
différencier une centaine de groupes parmi les trois principales espéces de Campylobacter
thermotolérants (63 sérogroupes pour C. jejuni, 37 sérogroupes pour C. coli, 8 sérogroupes
pour C. lari). La désignation du sérogroupe se fait par le suffixe HL pour Heat Labile

antigens.

En 1985, deux équipes (Jones et al., 1985 ; Patton et al., 1985) ont comparé ces deux
systemes de typage en les appliqguant a des études épidémiologiques comprenant
respectivement 500 et 1405 isolats. Les résultats soulignent que les systemes sont
comparables pour le sérotypage d’isolats d’origine humaine ou non, ainsi que pour
I’évaluation des relations entre les souches isolées au cours d’épidémies a Campylobacter. De
plus, ils ont mis en évidence la complémentarité des deux systémes de sérotypage et la
présence a la fois d’associations et de variations. Toutefois, ces techniques, souvent lourdes et
difficiles a mettre en ceuvre, ne sont pas adaptées a I’étude du portage du fait notamment de
leurs limites : leur capacité de typage des isolats est restreinte (beaucoup ne permettent pas
I’obtention d’un résultat) et leur caractére discriminant est faible (On, 1996 ; Wassenaar et
Newell, 2000). En revanche, elles présentent un intérét en contexte clinique pour un
diagnostic rapide de campylobactériose. Dans ce cadre, il est recommandé d’utiliser ces

systemes de sérotypage en combinaison avec d’autres méthodes.
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1.3.2.3. Lysotypage

Le lysotypage est une technique d’identification fondée sur la lyse sélective par des
bactériophages permettant ainsi la détermination de différents lysotypes. Le premier phage
lytique a été décrit chez C. fetus en 1970 (Bryner et al., 1970).

Grajewski et al., en 1985, mettent au point une technique standardisée de lysotypie
pour I’étude de I’épidémiologie des infections humaines a C. jejuni et a C. coli. Ce premier
systeme, composé de 14 bactériophages isolés a partir de fientes de volailles, a permis de
mettre en évidence 77 lysotypes parmi 255 isolats issus d’une méme région. 94,5% de ces
isolats étaient typables alors que pour des isolats provenant de différentes régions, seulement
88% présentaient un lysotype (Grajewski et al., 1985). Depuis, ce schéma de lysotypage est
régulierement amélioré et étendu. Lior, en 1989, indique qu’il a caractérisé 38 lysotypes chez
C. jejuni (Lior 1989). Ce travail est confirmeé en 1992 par Khakhria et Lior qui, sur 754 isolats
de Campylobacter issus de 17 pays différents (672 C. jejuni et 82 C. coli), réussissent a typer
80 % de ces isolats en 46 lysotypes différents. Néanmoins, le schéma de typage utilisé dans
cette étude ne s’applique pas aux autres especes de Campylobacter (Khakhria et Lior, 1992).
Salama et al. (1990) ont décrit un nouveau systeme de lysotypage (10 nouveaux phages ont
été ajoutés a 6 bactériophages du schéma de Grajewski et al. (1985)). Cent quarante lysotypes
différents ont été obtenus a partir d’isolats issus de 5 épidémies différentes (100% des isolats
d’origine humaine ont pu étre typés). Dans une publication de 2002, Wareing et al. mettent en
évidence, dans une collection de 754 souches de C. jejuni isolées de cas sporadiques humains
de campylobactériose, 33 et 42 sous-types différents apres I’emploi du schéma de sérotypage
de Penner et du lysotypage de Salama (1990). Il est a noter que dans bien des études des
souches restent non typables par ces méthodes. Lors d’études épidémiologiques, la lysotypie
apporte des informations plus précises que la sérotypie sur I’origine des souches et semble, en

tous les cas, plus fiable car moins soumise aux variations antigéniques.

1.3.2.4. Profils de résistance aux antibiotiques

Il est également possible de caractériser les souches bactériennes en déterminant leur
profil de résistance aux antibiotiques. La technique de I’antibiogramme standard est la plus

souvent utilisée et son interprétation est réalisée selon des criteres standardisés.
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Cependant, I’utilisation des résultats d’antibiorésistance dans un but épidémiologique
semble délicate. En effet, Wang et Taylor (1990) ont souligné la plasticité du génome des
Campylobacter ainsi que leur capacité a échanger des plasmides. Ce transfert horizontal entre
bactéries d’éléments génétiques mobiles, supports de certains génes d’antibiorésistance,
semble fréquent chez Campylobacter et ne permet pas de caractériser aisément dans un but
épidémiologique les différentes souches. Cette méthode est par conséquent relativement peu

discriminante.

1.3.2.5. Typage moléculaire

Actuellement, les méthodes génotypiques sont les plus prisées car considérées comme
susceptibles d’apporter les informations les plus pertinentes a des fins épidéemiologiques.
Néanmoins, le colt et la complexité de ces techniques de typage réservent encore leur

utilisation a des travaux de recherche.

Parmi les différentes techniques de typage moléculaire (Tableau 8), certaines sont plus
freqguemment utilisées pour caractériser et constituer des groupes en fonction du degre

d’identité du génome des différentes souches de Campylobacter.

v Latechnique PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

On appelle polymorphisme de restriction, des variations de la séquence d’ADN
révélées par des modifications de la carte de restriction qui traduisent un polymorphisme

génotypique.

Cette technique consiste en la comparaison des fragments d’ADN obtenus apres
digestion par des enzymes de restriction des produits de PCR, la PCR étant ciblée sur un ou
plusieurs genes relativement conservés. Pour Campylobacter, il s’agit en général du gene
codant pour la flagelline (Alm et al., 1993c ; Nachamkin et al., 1993), des génes codant pour
les ARN ribosomaux ou des deux types de genes (Weijtens et al., 1997). Shi et al. (2002)
ainsi que Klena et al. (2004) ont travaille sur un groupe de génes codant pour le
lipopolysaccharide. Plus récemment, Miller et al., en 2007, ont utilisé un géne codant pour la

nitrate réductase.

34



v Latechnique ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus)

Des seéquences d’ADN répétitives presentes sur le génome en position intergenique (le
nombre de répétition étant plus ou moins caractéristique d’une souche) sont amplifiées par
PCR. Une électrophorése des fragments obtenus permet de visualiser les différentes portions
d’ADN et les profils peuvent alors étre comparés (Weijtens et al., 1997).

v' La macrorestriction génomique suivie d’une électrophorese en champ pulsé
(RFLP - PFGE : Pulse Field Gel Electrophoresis)

Cette analyse porte sur la totalité du génome bactérien. Ce dernier est soumis a
I’action d’enzymes de restriction avec un site de coupure relativement rare. Une
électrophorese en champ pulsé permettant la séparation des fragments de grande taille est
ensuite mise en oeuvre. Les profils d’électrophorése obtenus sont alors caractéristiques pour
chacune des souches. Cette technique est actuellement considérée comme la plus performante
pour la caractérisation des souches de Campylobacter en raison de son fort pouvoir
discriminant. En revanche, elle nécessite un investissement en équipement plus onéreux que

les deux autres méthodes précédemment décrites.

v Latechnique MLST (Multi Locus Sequence Typing)

Cette technique est encore assez peu utilisée du fait de son codt, de la charge en travail
et/ou de la nécessité d’un investissement matériel conséquent pour le séquencage. Elle est
cependant trés intéressante du fait de la reproductibilité des donnees du séquencage d’un
laboratoire a un autre et de I’accessibilité a des bases de données. Le principe de la technique
est d’amplifier puis de séquencer plusieurs genes conserves au sein de I’espece (en genéral
sept) et d’en définir les différents alléles présents pour chaque souche : on obtient ainsi une
séquence-type, spécifique d’une souche (Dingle et al., 2001). Ces génes sont des genes dits
«de ménage » (« housekeeping genes ») qui codent pour des enzymes du métabolisme

intermédiaire.

Cette méthode permet une analyse précise de la génétique et de I’évolution des
populations. Une base de données spécialisee est disponible sur Internet pour la centralisation

des résultats et I’analyse globale de la population. Il a cependant été démontré par Sails et al.
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(2003b) que méme si la techniqgue MLST présente différents avantages (reproductibilité,
standardisation, contribution a la centralisation des données), il est nécessaire de la coupler a
une autre methode pour obtenir un niveau de discrimination équivalent & celui obtenu par
PFGE.

v D’autres méthodes, existent :
- La RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) (Fayos et al., 1993)

Cette technique utilise des amorces de petite taille (de 6 a 9 bases) de sequence aléatoire. Ces
amorces vont se fixer sur I’ADN cible au hasard et la nature des produits d’amplification
obtenus est inconnue. Cette technique permet d’obtenir rapidement des fragments variés

d’ADN génomique, qui seront ensuite analysés.
- L’AFLP™ (Amplified fragment Lenght Polymorphism) (Zabeau et VVos, 1993)

Cette technique repose sur I’amplification sélective de fragments de restriction générés a
partir d’un échantillon d’ADN génomique. Elle a été appliquée a Campylobacter (Duim et al.,
1999) et fait partie des trois méthodes standardisées dans le réseau européen Campynet.

- Le ribotypage (Stanley et al., 1995).

Pour cette technique, la totalité de I’ADN bactérien est digéré par une enzyme de restriction
avant séparation par électrophorése et révélation des fragments grace a des sondes
correspondant a des ARNr 16S et 23S

- Latechnique SNP (Single Nucleotide Polymorphism),

Elle distingue les différentes souches en les identifiant par les variations d’une seule paire de

bases dans plusieurs loci (Price et al., 2006).

Les techniques de typage permettent une identification précise des souches et peuvent
apporter des informations sur les relations phylogénétiques entre celles-ci, ce qui en fait des
outils intéressants en épidémiologie (Dingle et al., 2005 ; Thakur et Gebreyes, 2005). Trois

methodes ont été récemment évaluées et standardisées dans un réseau europeen appelé
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Campynet : le typage des génes flaA et flaB par PCR-RFLP, la macrorestriction du génome
par électrophorése en champ pulsé avec Sma | et Kpnl et I’AFLP™.,

Ces méthodes de caractérisation épidémiologique des souches de Campylobacter
apparaissent comme informatives ponctuellement mais sont spécifiques a I’étude, ce qui rend
difficile la comparaison des résultats obtenus dans différents travaux. De plus, elles ont été
jusgu’a présent relativement peu utilisées pour la description épidémiologique des souches en
élevage porcin et en abattoir. Etant donné le peu de recul concernant I’exploitation des
données obtenues par ces méthodes, leur intérét pour identifier I’origine des contaminations et

les modalités de transmission n’est pas connu.

Tableau 8 : Méthodes de typage moléculaire de C. jejuni et C. coli. Source : AFSSA, 2004

. Poyvplr Facilite Coit Méthode d’application

discriminant globale
PCR-RFLP des génes flaA et flaB " s . .
(Wassenar & Newell, 2000)
Macro restriction par électrophorése en champs ees . . s
pulsés (Smal, Kpnl) (Imai et al., 1994)
Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) es . . s
(Duim et al., 1999)
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) ees s " .
(Fayos et al., 1993)
Ribotypage automatisé (Stanley et al., 1995) + ++ + ++
Multi Locus Sequence Typing (MLST)
(Dingle et al., 2001) i " " M

+++ - trés bien, ++ - moyen, + - peu attractif

1.3.2.6. Autres systémes de typage
v La détermination de I’auxotype

La détermination de I’auxotype est une technique permettant de différencier les souches
bactériennes en fonction de leurs besoins nutritionnels. Tenover et al. (1985a) ont étudie les
besoins nutritionnels de C. coli et de C. jejuni. Ils ont mis en évidence a partir d’un milieu
minimum défini et élaboré par leurs soins que toutes les souches de C. coli testées étaient
prototrophes alors que 58% des souches de C. jejuni nécessitaient la présence d’un acide

aminé pour leur croissance. Dans une autre étude, ils ont mis en évidence I’absence de
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correlation entre I’auxotype et le sérotype ou entre I’auxotype et la présence de plasmide
(Tenover et al., 1985b). Cette technique est trés peu utilisée pour la caractérisation des

différentes souches de Campylobacter.

v Typage basé sur la réaction aux lectines

Ce systeme de typage est basé sur la liaison spécifique des lectines (protéines ou
glycoprotéines dérivées de plantes) avec certains carbohydrates provoquant I’agglutination de
la bactérie. Wong et al., en 1986, ont mis en évidence 12 profils parmi les 155 isolats de
Campylobacter en utilisant 5 lectines (98 % des isolats testés ont pu étre typés). Cependant,
ils n’ont pas observé de corrélation entre le sérotype HS et les profils obtenus. Cette absence
de corrélation a été confirmée lors d’une étude de Corbel et Gill (1987) qui avaient utilisé 11
lectines différentes. De plus, ce sytéme présente une typabilité restreinte avec une
discrimination limitée comme le démontre I’étude de O’Sullivan et al. (1990). En effet, en
utilisant les 5 lectines decrites par Wong et al. (1986) pour discriminer 376 isolats cliniques
de Campylobacter, ils ont identifié 23 profils parmi lesquels 42 % des C. jejuni et 35 % des C.

coli présentaient un profil identique (O’Sullivan et al., 1990).

v" Electrophorése d’iso-enzymes

L’électrophorése d’iso-enzymes, ou Multilocus Enzyme Electrophoresis, consiste en I’analyse
du polymorphisme électrophorétique d’un ensemble d’enzymes solubles, polymorphisme
relié ensuite a des variations alléliques dans les loci des genes de structure des différentes
enzymes. Cette technique est considérée comme une méthode génotypique indirecte (Selander
et al., 1986) et permet d’évaluer le niveau de diversité génétique au sein d’une population
ainsi que les degrés de parenté existant entre des isolats, des populations ou des especes
bactériennes. En utilisant cette technique, Aeschaeber et Piffaretti (1989) ont mis en évidence
un important degré de diversité chez C. jejuni et chez C. coli (respectivement 50 et 14 profils
différents observés parmi 104 et 21 isolats de C. jejuni et de C. coli). De plus, ils ont observé
des profils électrophorétiques identiques pour des isolats d’origine humaine et animale.
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1.3.3. VARIABILITE GENOMIQUE

L’instabilité génétique est définie par Wassenaar comme un événement simple, ou une
série d’évenements, menant a un changement de I’organisation d’une souche donnée de
bactéries. Il exclut les mutations se produisant a une fréquence normale pendant la réplication,
de I’ordre de 10™ & 10 par paire de base par cellule et par génération pour les bactéries en
général (Wassenaar, 2000). Toutefois, selon Meinersmann, ces mutations peuvent survenir
tous les 600 a 60 000 individus si I’on considére un génome de 1,7 millions de paires de bases
(Meinersmann, 2000).

Les résultats des études portant sur la caractérisation génotypique des Campylobacter
font apparaitre une grande variabilité génomique (Colles et al., 2003). Ceci est en accord avec
leur capacité a modifier leur matériel génétique via I’intégration d’ADN exogene par
transformation naturelle (Wang et Taylor, 1990) et via des phénomeénes de rearrangements au
sein de leur propre ADN (Mills et al., 1991).

Cette plasticité génétique pourrait étre due a différents facteurs: un déficit des
fonctions de réparation de I’ADN et/ou la présence de régions homopolymériques ou de
nombreux réarrangements génomiques sont susceptibles de se produire avec une fréquence
élevée (Parkhill et al., 2000 ; Park, 2002 ; Martinez-Rodriguez et al., 2004). On peut en effet
souligner, outre la transformation naturelle, différents processus responsables de cette
instabilité génomique propre aux Campylobacter. Certains des réarrangements
chromosomiques observes chez Campylobacter correspondent a des recombinaisons
programmées de segments d’ADN ayant pour résultat I’inversion de genes ou de promoteurs.
D’autre part, des variations de profil PFGE peuvent étre provoquées par des recombinaisons
aléatoires des segments d’ADN correspondant le plus souvent a des duplications ou a des
délétions (ce type de recombinaisons de grands fragments d’ADN est plus souvent observé
chez C. coli) (Wassenaar, 2000). Toutefois, aucune activité d’élements mobiles (insertions,
transpositions ou suppressions de fragments d’ADN dus a des bactériophages, des
transposons et des séquences d’insertion) n’a été rapportée pour Campylobacter. La fréquence
de transposition est probablement trop basse pour étre d’importance dans I’instabilité
génétique observée chez Campylobacter. De nombreux bactériophages ont été décrits (plus de
170) mais il n’y a pas de données concernant I’insertion chromosomique d’ADN

bactériophagique (Wassenaar, 2000).
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La transformation naturelle est un des mécanismes potentiels du transfert horizontal de
genes, entrainant ainsi de la diversité génétique au sein d’une population. La compétence
naturelle est un état physiologique permettant I’acquisition de matériel génétique par
pénétration de molécules d’ADN nu présentes dans I’environnement (Dubnau, 1999). Les
Campylobacter sont des bactéries naturellement compétentes pour lesquelles on observe une
fréquence de transformation de I’ordre de 10 avec de I’ADN chromosomal comme source
d’ADN (Wang et Taylor, 1990). La fréquence de transformation avec de I’ADN chromosomal
homologue semble plus fréquente chez C. coli que chez C. jejuni. Par ailleurs, I’ADN
hétérologue semble lui étre intégré a une fréquence plus faible (Wang et Taylor, 1990). Le
mécanisme de transformation naturelle de Campylobacter semble reposer sur la
reconnaissance d’une séquence nucléotidique composée de quelques bases, comme c’est le
cas chez Neisseria gonorrheae (Goodman et Scocca, 1988). Néanmoins, peu de choses sont
connues concernant le mécanisme de transformation chez C. jejuni. Wiesner et al. (2003)
tentent d’identifier les génes du chromosome de C. jejuni qui codent pour les différents
composants essentiels pour la transformation naturelle, comme par exemple ceux du systéme
de sécrétion de type Il. Ils concluent sur le fait que pour la transformation naturelle de C.
jejuni, outre les composants du systeme de sécrétion de type I, il existe probablement

d’autres systémes et d’autres composants apportés dans I’ADN via I’environnement.

Les Campylobacter, naturellement compétents, et en particulier les C. coli peuvent
également acquérir de I’ADN plasmidique. Richardson et Park, en 1997, ont montré
I’intégration d’ADN plasmidique homologue par C. coli. Par ailleurs, on a mis également en
évidence chez C. coli I’intégration d’ADN plasmidique non homologue (ADN ne présentant
aucune similitude significative avec I’ADN génomique de Campylobacter) a des
emplacements multiples sur le chromosome par recombinaison illégitime (Wassenaar, 2000).
Cette capacité de C. coli a acquérir un plasmide héterologue par transformation naturelle et a
I’intégrer a son génome par recombinaison illégitime entraine des implications importantes du

point de vue de la diversité génomique et de I’évolution de I’espéce.

En effet, les plasmides transmis sont relativement souvent porteurs de caractéristiques
particuliéres. Bacon et al. (2000) soulignent I’implication des plasmides dans la virulence de
certains C. jejuni pathogenes. Par exemple, le plasmide circulaire pVir de C. jejuni 81-176
contient sept génes qui codent pour des orthologues des protéines de sécrétion de type IV
retrouvées chez Helicobacter pylori et cing génes qui sont impliqués dans I’invasion des
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cellules épithéliales intestinales (Bacon et al., 2002). Plusieurs auteurs ont également mis en
évidence que les plasmides étaient porteurs d’une antibiorésistance (plasmides R) (Tenover et
al., 1985b) ou impliqués dans le mécanisme d’acquisition de la résistance, par exemple a la
tétracycline (Taylor et al., 1983 ; Cabrita et al., 1992 ; Prasad et al., 1994).

Ces facultés de variabilité génomique des Campylobacter spp. ont pu étre observees
également in vivo (De Boer et al., 2002), ou elles permettent une adaptation aux modifications
de leur milieu et notamment I’acquisition de résistance aux antibiotiques (Kim et al., 2006).
Kim et al., en 2006, ont ainsi mis en évidence le réle de la transformation naturelle dans le
transfert de la résistance a I’erythromicine a des souches de C. coli, résistance généralement
associée a I’existence d’une mutation ponctuelle sur le géne 23S ARNr. Ces adaptations
peuvent étre treés rapides, en effet, Delsol et al. (2004) ont montré que cing jours de traitement
a I’enrofloxacine suffisaient pour que des C. coli développent des résistances aux

fluoroquinolones

Cependant on remarquera que Manning et al. (2001) souligne la stabilité du génotype
de C. jejuni 81116 souche de laboratoire depuis plus de 20 ans présentant un profil AFLP
stable et identique aux profils de toute autre souche de sérotype P6/L6.
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2. LES CAMPYLOBACTER : UN PROBLEME DE SANTE PUBLIQUE

2.1. UN DANGER AVERE POUR L’ HOMME

2.1.1. IMPORTANCE : FREQUENCE ET REPARTITION GEOGRAPHIQUE

2.1.1.1. Dans le Monde et en Europe

Les Campylobacter sont fréquemment a I’origine d’infections intestinales et

constituent un probléme majeur en hygiene des aliments.

Dans tous les pays industrialisés, les campylobactérioses sont au minimum en
deuxiéme position des infections bactériennes d’origine alimentaire responsables de gastro-
entérites (Skirrow, 1990). Dans de nombreux cas, elles précédent méme les salmonelloses,

comme c’est le cas en Europe, aux Etats-Unis ou en Nouvelle-Zélande.

En Europe, en se limitant uniquement aux cas déclarés, les Campylobacter
apparaissent déja comme les pathogenes les plus fréqguemment isolés dans les intoxications
alimentaires, devant les Salmonella : en 2005, I’incidence des campylobactérioses en Europe
était de 51,6 cas pour 100 000 habitants contre 38,2 pour les salmonelloses (EFSA, 2006). En
2006, le rapport annuel communautaire de I’EFSA (Autorité européenne de sécurité des
aliments) et de I’/EDCD (Centre européen de prévention et de contrble des maladies) souligne
une diminution du nombre d’infection a Campylobacter et a Salmonella (respectivement 46,1
cas et 35,6 cas pour 100 000 habitants) (Tableau 9) (EFSA, 2007). Néanmoins, les infections
a Campylobacter figurent encore en téte de liste des zoonoses signalées chez I’Homme et plus
de 175 000 personnes au sein de I’UE ont souffert de campylobactérioses en 2006.

En Angleterre et au Pays de Galles, entre 1996 et 2000, Campylobacter a été a
I’origine de 160 788 soins médicaux et 15 918 hospitalisations (Adak et al., 2005). En France,
le Centre National de Référence a recu 2675 souches en 2006 et 3058 souches en 2007
(respectivement 2280 et 2855 ont pu étre identifieées comme étant des Campylobacter) (Espié
et al., 2007 ; King et al., 2008).
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Tableau 9 :  Cas rapportés de campylobactérioses chez I’Homme en Europe entre 2002 et
2006 ; nombre total de cas rapportés, nombre de cas confirmés et incidence
pour les cas confirmés en 2006 en Europe. Source : EFSA, 2007
Country 2006 2006 | 2004 | 2003 | 2002
F{;gg? Jotal firmed cacsggff:r&?goo Total cases
cases population

Austria c 5,020 5,020 60.7 5,065 5,365 3,926 4,446
Belgium c 5,771 5,771 54.9 6879 6,716 6,556 7,354
Cyprus c 2 2 0.3 - - - -
Czech Republic c 22,713 22,571 220.2 30,268 25492 - -
Denmark c 3,239 3,230 50.7 3677 3,724 3,537 4,385
Estonia c 124 124 9.2 124 124 08 114
Finland c 3,430 3,430 65.4 4,002 3,583 3,100 3,738
France c 2,675 2,675 42 2048 2127 1,007 1,353
Germany c 52,035 52,035 63.1 62,114 55796 47,876 56,350
Greece - 3062 1 -
Hungary c 6,829 6,807 67.6 8,288 9,087 - -
Ireland c 1,812 1,810 43.0 1,801 1,710 1,568 1,336
[taly - - 1 5
Latvia - - 1 3

Lithuania A 624 624 18.3 604 797 617
Luxembourg C 285 285 62.0 194 - - -
Malta c 54 54 13.4 a1 - - -
Netherlands c 3,401 3,186 19.5 3,761 3,273 2,805 3,421
Poland c 157 156 0.4 47 24 - -
Portugal - - - -
Slovakia c 2,788 2,718 50.4 2,204 1,691 1,195 1,267
Slovenia c 944 944 47.4 - 1,083 890 -
Spain c 5,889 5,880 13,5 5,513 5,058 6,048 5,051
Sweden c 6,078 6,078 67.2 50960 6,160 7,149 7,137
United Kingdom c 52,134 52,134 86.3 52686 50,388 52,126 54,372
EU Total 176,013 175,561 46.1 195426 183,479 139,581 150,332
Bulgaria® A 75 0 0 - - - -
Iceland c 117 117 39.0 128 - - -
Liechtenstein c 10 10 0.2 - - - -
Norway c 2,588 2,588 55.8 2,631 - - -
Romania® - - - -
Switzerland c 5,259 5,584 5,602 6,740
Total 178,806 178,276 453 203,444 189,063 145273 157,072

1. EU-total incidence is based on population in reporting countries

MNumber of confirmed cases for 2005 and number of total cases for 2002-2004
2. A; aggregated data; C: case-based data

3. EU membership began in 2007
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Aux Etats-Unis, les infections a Campylobacter sont suivies depuis le début des
années 80 par différents réseaux de surveillance, en particulier depuis 1996 par le programme
Foodnet (Foodborne Disease Active Surveillance Network). On estime que I’incidence
annuelle des campylobactérioses est deux fois supérieure a celle des salmonelloses, ce qui en
fait la principale cause d’intoxication alimentaire dans ce pays entre 1996 et 2000 (Friedman
et al., 2000). En 2004, un rapport préliminaire sur les données du programme Foodnet fait état
d’une diminution de 27% de I’incidence des campylobactérioses entre 1996 et 2001
(Friedman et al., 2004), diminution qui se poursuit en 2004 (CDCP, 2004).

En Nouvelle-Zélande, le taux de campylobactérioses est relativement élevé comparé a
d’autres pays, avec environ 12 000 a 14 000 cas notifiés par an (soit une incidence annuelle de
300 cas pour 100 000 habitants) (Nelson et Harris, 2006). En 1998, le nombre de cas était de
11 573, en 2003 de 14 790 et en 2004 de 12 213 (Lake et al., 2005). Par ailleurs, ces auteurs

estiment approximativement a 75 000 les cas annuels alimentaires de campylobactérioses.

Il faut cependant étre conscient qu’étant donné I’extréme diversité du mode de
déclaration des épidémies’, les chiffres ne reflétent certainement que grossiérement la réalité.
En effet, les chiffres avancés par les différents auteurs varient dans des proportions tres
importantes selon qu’ils se fondent sur des estimations tenant compte des cas sporadigues non
déclarés ou qu’ils se limitent aux cas certifiés. Quoiqu’il en soit, il y a un consensus pour
affirmer que le nombre total de cas déclarés augmente chaque année dans de nombreux pays
industrialisés (Takkinen et al., 2003).

L’étude menée en Europe dans 24 états membres fait état de 176 013 cas recensés de
campylobactérioses alors que 167 240 cas recensés de salmonelloses ont été identifiés en
2006 (Tableau 9). Si on y ajoute une estimation du nombre de campylobactérioses non
déclarees, les chiffres obtenus montrent alors une incidence trés élevée, sans doute plus

proche de la réalité (Tableau 10).

! Epidémie : D’une maniére 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, dans la méme
aire géographique et avec le méme systeme de surveillance que celui utilisé dans les années antérieures. Le
terme « cas groupés » qui sous-entend une propagation de la maladie associée a un grand nombre de cas semble
ici plus approprié.
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Tableau 10 : Importance des campylobactérioses dans le monde occidental : estimation du

total des cas de campylobactérioses par an dans 3 pays occidentaux

USA Royaume Uni France
Nombre d’infectionsa | 2,1a 2,4 millions 337 655 800 000 a 2 millions
Campylobacter Friedman et al., 18845 confirmes
Adak et al.,
par an 2000 2005 microbiologiquement
cas confirmés ou non CDCP, 2006 Gallay et al., 2007a
) 1660 a 2730 cas estimés
Incidence annuelle 880 690
L . 31 confirmés
Cas estimés Friedman et al., Adak et al.,
. microbiologiquement
pour 100 000 habitants 2000 2002

Gallay et al., 2007a

Dans les pays en voie de développement, la prévalence des campylobactérioses est
aussi trés importante, en liaison avec une hygiéne insuffisante et la promiscuité avec les
animaux d’élevage. Dans ces pays, on compte de nombreux porteurs sains suite a des
infections précoces et répétées et a la mise en place d’une immunité, notamment chez les
enfants (Diarra, 1993). A partir du moment ou des mesures d’hygiene sont mises en place,
I’isolement de C. jejuni se fait plus rare chez les sujets sains et les taux se rapprochent de ceux

des pays developpés.

2.1.1.2. En France

En France, d’aprés un rapport de I’Institut de Veille Sanitaire publié en 2004, les
campylobactérioses seraient en deuxieme position des infections responsables de gastro-
entérites (16 000 a 21 600 cas confirmés et 3 200 a 3 400 hospitalisations par an, soit 27 a 37
cas pour 100 000 habitants par an) et, en se fondant sur le nombre d’hospitalisations, en

deuxiéme position des maladies infectieuses d’origine alimentaire (Vaillant et al., 2005).
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Entre 1997 et 2000, les campylobactérioses représentaient 0,4% des Toxi-Infection

Alimentaire Collective (TIAC?) faisant I’objet de déclaration obligatoire.

Ce chiffre sous-estime largement la réalité puisque les données présentées se limitent
aux déclarations et les Campylobacter thermotolérants sont trés rarement en cause dans les
anadémies® de grande ampleur faisant I’objet d’une déclaration obligatoire. Ainsi Gallay et
al., en 2007, dans une synthese sur la surveillance des infections & Campylobacter en France
entre 2004 et 2005, soulignaient que les chiffres de 18 845 cas confirmés
microbiologiquement, soit une incidence de 31 cas pour 100 000 habitants par an, étaient
probablement inférieurs aux valeurs réelles d’incidence des campylobactérioses (Tableau 10)
(Gallay et al., 2007a). La répartition des laboratoires hospitaliers participant a la surveillance
n’est pas homogene sur I’ensemble des departements et le nombre de souches par
département d’isolement envoyées au Centre National de Référence reflete ainsi la

participation des laboratoires (Figure 6) (Gallay et al., 2007a).

Normiore disdamants
da Campylobaciams

o
] 1-10
-
—
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Figure 6 : Nombre d’isolements de Campylobacter par département en France en 2005.

Source : Gallay et al., 2007a

TIAC : une toxi-infection alimentaire collective & Campylobacter est définie par un regroupement spatio-
temporel d’au moins deux cas dont on peut rapporter la cause a une méme origine alimentaire.

® Anadémie : maladie non contagieuse pouvant étre contractée a partir d’une source commune chez I’Homme
(on parle d’anazootie pour les animaux).
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De plus, il existe un défaut de diagnostic des campylobactérioses (Gallay et al., 2004 ;
Gallay et al., 2005) da :

a un diagnostic bactériologique techniquement difficile, aussi bien chez
I’Homme que dans I’aliment incriming,

- aune durée d’incubation parfois longue de la maladie (de 1 a 10 jours) qui

rend plus difficile I’établissement du lien avec I’aliment contamine,

- aune majorité de campylobactérioses bénignes ne faisant pas I’objet d’une
consultation et/ou d’une recherche de Campylobacter

- a I’absence de recherche systématiqgue par les laboratoires de

Campylobacter dans les coprocultures contrairement a Salmonella,

- au manque de sensibilisation des médecins.

La prise en compte de tous ces éléments ameéne certains auteurs a placer
Campylobacter en téte des causes d’infections intestinales bactériennes en France comme
dans les autres pays industrialisés (AFSSA, 2004). lls considérent également que le nombre

de cas de campylobactérioses est actuellement en augmentation.

Globalement, jusqu’en 2002, la surveillance de I’infection est restée partielle
puisqu’elle reposait sur le Centre National de Référence des Campylobacter et des
Helicobacter de Bordeaux (CNRCH) en lien avec 15 laboratoires hospitaliers et I’Institut
National de Veille Sanitaire (InVS). Le systeme a pris de I’ampleur en avril 2002 avec I’ajout
de laboratoires privés d’analyses de biologie médicale volontaires (661 réponses favorables
sur les 1389 laboratoires sollicités) (Gallay et al., 2003 ; Gallay et al., 2004 ). En 2007, 10%
des 3853 laboratoires privés et hospitaliers réalisant des analyses bactériologiques ont envoyé
des souches au CNRCH (versus 9% en 2006) (King et al., 2008).

Les laboratoires participants recherchent systématiquement Campylobacter dans toute
coproculture et envoient volontairement les souches qu’ils isolent au CNRCH avec une fiche
d’informations épidémiologiques. Pour chaque souche, le CNRCH caractérise I’espéce,
réalise des tests de sensibilité aux antibiotiques et signale hebdomadairement les cas groupés
a I’InVS, qui meten ceuvre, si besoin, une investigation en vue d’identifier une éventuelle

source de contamination commune (Figure 7).
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Réseau de surveillance des infections humaines a Campylobacter

1/04/02
1389 laboratoires d'analyses de Biologie Médicale sollicités

Envoi des souches isolées Résultats d'expertise des souches
et de la fiche d'informations Rapports trimestriels
Analyse de la souche (groupe, Mise en oeuvre de la surveillance

antibiogramme, typage si cas groupés)
Investigations des cas groupés et

Analyse des données microbiologiques des épidémies
et épidémiologiques
H Analyse des données épidémiologiques
Réle de veille et d'alerte pour les cas
groupés et les épidémies Rétro-information en collaboration
avec le CNRCH
Expertise et développement des (rapports, publications)

nouvelles techniques de typage

Figure 7 : Réseau de surveillance des infections humaines a Campylobacter en France.
Source : Gallay et al., 2003

Ce tout récent réseau d’épidémiosurveillance associé a la caractérisation des souches
de Campylobacter par des méthodes de typage moléculaire devrait augmenter la sensibilité de
détection des cas groupés en identifiant les souches ayant les mémes caractéristiques.
Néanmoins, malgré un regain d’intérét des pouvoirs publics pour les campylobactérioses et le
lancement de réflexions nationales (création d’un groupe de travail au sein de I’AFSSA et
enquétes cas-témoins par I’Institut national de Veille Sanitaire des facteurs de risques des
campylobactérioses en 2002), I’importance des infections a Campylobacter reste largement

méconnue en France.

2.1.2. ESPECES EN CAUSE

La plupart des infections dues a des Campylobacter sont le fait de Campylobacter
thermotolérants : 93,5% des Campylobacter identifiés au Centre National de Reéférence
francais sont thermotolérants, que ce soit entre 2004 et 2005 ou en 2006, 95% en 2007

48



(Gallay et al.,, 2007a; Espié et al.,, 2007 ; King et al., 2008). Quatre espéces de
Campylobacter thermotolérants sont reconnus comme étant pathogénes pour I’Homme, mais
leurs impacts sont tres différents (Tableau 11).

Tableau 11 : Répartition des especes des espéces de Campylobacter et bactéries apparentées
identifiées au Centre National de Référence par type de prélevement, France,
2007. Source : King et al., 2008

Especes Selles Hémocultures Autre prélevements Inconnu Total (%)
C. jejuni 2187 29 2 13 2231 (78,1)
C. coli 462 5 1 5 473 (16,6)
C fetus 29 70 3 12 114 (4,0)
A. butzieri 18 0 0 0 18 (0,6)
C. lari 7 2 0 0 9(0,3)
C. upsaliensis 5 0 0 0 5(0,2)
A. cryaerophila 1 0 0 0 1(0,04)
H. canadensis 4 0 0 0 4(0,1)
Inconnu™* 197 5 0 1 203
Total 2910 m 6 31 3058

C.: Campylobacter ; A. : Arcobacter ; H. : Helicobacter ; * % calculé sur le total de souches identifiées ; ** absence de subculture.

C. jejuni est responsable de 77 a 90 % des cas de gastro-entérites provoquées par
Campylobacter chez I’Homme, C. coli arrive en deuxiéme position et est mis en cause dans 3
a 16 % des cas alors que C. lari et C. upsaliensis sont plus rarement impliqués dans des
infections humaines (Tauxe et al., 1985 ; Goossens et al., 1990 ; Labarca et al., 2002 ; Gallay
et al., 2007a). Néanmoins, une étude colombienne, citée par Fernandez, révélait la présence
de C. lari chez 4,8 % des enfants diarrhéiques (Fernandez, 1992).

D’autres Campylobacter, non thermotolérants, sont également pathogénes pour
I’THomme, parmi ceux-ci les C. fetus sont les plus fréguemment rencontrés (4-5%) et arrivent
en 3° position des Campylobacter isolés sur des malades. C. fetus est responsable de 90% des
septicémies a Campylobacter.

La grande majorité des souches a été isolée a partir de selles (95,2 %) et 3,6 % ont été

isolées a partir d’hémocultures (Tableau 11). C. jejuni était majoritairement retrouvé dans les
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selles (80,6 %), alors que C. fetus représentait 66,0 % des souches isolées a partir
d’hémocultures (King et al., 2008)

En France, trois espéces sont majoritairement impliquées dans les campylobactérioses
chez I’Homme : C. jejuni, C. coli et C. fetus (les frequences pour ces trois especes sont
respectivement de 89 %, 9,8% et 1,2% en 2003 selon I’ étude de Weber et al. (2003) ; 77,6
% ; 15,7 % et 5,3 % entre 2004 et 2005 selon I’étude de Gallay et al. (2007a) ; 78,1% ; 16,6%
et 4,0% en 2007 selon I’étude de King et al. (2008)). Les Arcobacter et les Helicobacter,
proches des Campylobacter, font partie des bactéries apparentées et peuvent également étre

impliguées dans des infections humaines.

Ce schéma général est a nuancer selon les pays avec des variations dans les
proportions sans pour autant remettre en cause la prépondérance des C. jejuni, d’autant
qu’une part des variations est vraisemblablement liée aux différences dans les systemes de
surveillance et dans les méthodes d’identification (Gallay et al., 2005). Le nombre de cas
impliquant C. coli est différent selon les pays : avec une fréquence de 17% en France, de 11%
en Belgique, de 5% aux Pays-Bas et inférieure a 1% aux Etats-Unis (Vandenberg et al.,
2004). C. coli semble également plus présent dans les pays sous-developpés (Taylor et al.,
1992), ainsi qu’en Europe de I’Est (Kalenic et al., 1985).

2.1.3. POPULATION TOUCHEE ET SAISONNALITE

2.1.3.1. Population touchée et sensibilité a I’infection

Tous les groupes d’age sont affectés, le maximum d’incidence étant observé chez le
nourrisson et le jeune enfant ainsi que chez les personnes agées de plus de 65 ans (Friedman
et al., 2000 ; Espié et al., 2007 ; Gallay et al., 2007a ; King et al., 2008) (Figure 8a). Dans
I’Union Européenne, en 2005, on observe une prédominance des cas humains de
campylobactérioses parmi les catégories d’age 1-4 ans et 25-55 ans (EFSA, 2006) et en 2006,
la plus grande incidence est observée pour les enfant de moins de 5 ans (EFSA, 2007) (Figure
8b). Lors de cette enquéte, la forte proportion d’individus ayant souffert de
campylobactérioses chez les 25-44 ans et chez les 45-64 ans est a nuancer étant donné qu’il

s’agissait de deux catégories couvrant une gamme d’age plus large et par conséquent avec en
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proportion un plus grand nombre de personnes comparativement aux catégories concernant

des personnes plus jeunes ou plus agées.

La sensibilité de I’hote intervient fortement dans la susceptibilité a développer une
campylobactériose et dans I’expression clinique. De plus, la médicalisation plus importante
des individus en bas-age et des personnes agées peut également expliquer une proportion de
cas détectés plus élevée par rapport & d’autres catégories moins médicalisées.

Nombre de souches O Hommes B Femmes
400

0-3 6-10 11-15 16-20 21-25 26-30 31-35 36-40 41-45 46-30 51-35 536-60 61-63 =65

Groupes d'ige (années)

Figure 8a: Fréquence des isolements de Campylobacter selon I’age et le sexe en
France en 2007. Source : King et al., 2007
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Figure 8b : Incidence de Campylobacter selon les catégories d’age en Europe en
2006. Source : EFSA, 2007
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La séverité des signes cliniques varie selon les individus (Butzler, 2004). Des facteurs
génétiques, immunitaires (la sensibilité est augmentée chez les individus naifs tels que les
nourrissons, chez les personnes immuno-déprimées et/ou agées) et liés au sexe (les hommes
sont plus souvent touchés que les femmes) sont en cause. Néanmoins, le bilan de la
surveillance des infections a Campylobacter chez I’Homme en France en 2007 rapporte qu’un
nombre plus important de souches de Campylobacter a été isolé chez les femmes agées de 16
a 40 ans comparé aux hommes. L’inverse était observé chez les enfants et les personnes agées
de plus de 40 ans (King et al., 2008).

2.1.3.2. Saisonnalité

De nombreux auteurs rapportent une recrudescence des cas de campylobacterioses
pendant les mois les plus chauds, en particulier, on observe une augmentation des cas pendant
les mois d’été a partir de juin jusqu’a octobre dans I’Union Européenne (EFSA, 2006 et
2007). En France, une recrudescence saisonniere des isolements de Campylobacter a été
observée pendant la période estivale et 35,5% des souches ont été isolées entre juin et aodt

2007. Cette saisonnalité est, comme en 2006, plus marquée pour C. jejuni (Figure 9a et 9b).
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Figure9a: Nombre d’isolements de Campylobacter selon le mois de prélevement de
I’échantillon biologique et I’espéce, France, 2006. Source : Espié et al., 2007
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Figure9b:  Nombre d’isolements de Campylobacter selon le mois de prélevement de

I’échantillon biologique et I’espece, France, 2007. Source : King et al., 2007

Un pic pendant les mois d’été (de novembre a février) est également observé en
Nouvelle-Zélande (Nelson et Harris, 2006). Les pics de cas observés au printemps et en été
dans les pays tempérés, comme c’est le cas en France (Figure 9a et 9b) (Gallay et al., 2003 ;
Espié et al., 2007 ; King et al., 2008), pourraient s’expliquer par les changements d’habitudes
alimentaires observés en été avec une augmentation de la consommation de viandes grillées
au barbecue (grillades de poulet, de bceuf, de porc) (Nylen et al., 2002). Dans ces
circonstances, les régles d’hygiéne sont souvent moins respectées, les risques de
contaminations croisées par contact de la viande crue avec d’autres aliments ou la probabilité

de consommer des viandes peu cuites sont ainsi augmentés.

2.1.3.3. Mouvements de personnes : influence des voyages

Dans I’étude réalisée en France, en 2006, 111 patients parmi les 673 pour lesquels
I’information était disponible ont mentionné un voyage dans un pays étranger dans les 15
jours précédant le debut de leurs symptomes (Espié et al., 2007). En 2007, I’information était

disponible pour 867 patients, 137 avaient mentionné un voyage dans un pays étranger. Les
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destinations les plus fréquemment citées étaient I’ Afrique du Nord, I’Afrique Sub-saharienne
et I’Asie. L’étude sur les facteurs de risque de survenue des infections sporadiques a
Campylobacter en France a mis en évidence une association avec un voyage a I’étranger
(Gallay, 2006).

2.1.4. IMPACT

L’ impact des campylobactérioses le plus évident est I’impact sur la santé humaine. Il
se décline selon trois aspects :
- la morbidité (gastro-entérites) : elle entraine des consultations médicales,
des arréts de travail et des frais d’hospitalisation,
- la mortalité, peu étudiée a ce jour (Havelaar et al., 2000),

- le syndrome de Guillain-Barré, complication rare mais grave.

Cet impact sur la santé humaine a été chiffré aux Pays-Bas entre 1990 et 1995 par
Havelaar et al. (2000) en une unité de mesure de santé publique appelée DALY (Disability
Adjusted Life Year) qui correspond a la somme des années de vie perdues du fait d’une
mortalité prématurée ou des années de vie avec une incapacité, cette somme étant pondérée
par un facteur allant de 0 a 1 selon la sévérité de la maladie. Cet impact a été chiffré pour les
campylobactérioses a 1403 DALY, ce qui implique que pour une population de 15 millions
d’habitants, environ 0,01% de toutes les années de vie perdues sont dues a cette infection
(Havelaar et al., 2000).

Par ailleurs, I’'impact économique des campylobactérioses a pu étre évalué aux Etats-
Unis : il a été estimé entre 1,5 et 8 milliards de dollars par an, dont 0,2 a 1,8 milliards
imputables aux syndromes de Guillain-Barré consécutifs aux campylobactérioses (Buzby et
al., 1997). L’incidence du syndrome de Guillain Barré (SGB) est estimé de 0,5 a 1,5 cas pour
100 000 personnes et s’ensuit d’un déces dans 5% des cas ou d’invalidité sévere dans 10%
des cas. Dans une étude finlandaise, on estime & 1 sur 3000 le nombre de cas de SGB suivant
une infection par Campylobacter (MacCarthy et Giesecke, 2001). En France, aucun travail n’a
estime le codt financier des campylobactérioses, néanmoins, une étude récente, réalisée dans
un hopital francais, a confirmé que C. jejuni était bien la cause la plus fréquente des cas de
SGB (Sivadon et al., 2005).
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L’impact des campylobactérioses sur les populations humaines est donc important
aussi bien en terme de santé que sur le plan économique. 1l explique I’enjeu que représente la
lutte contre les Campylobacter dans les aliments, lutte qui pourrait avoir elle aussi dans

I’avenir un impact économique sur les filieres de volailles et de porcs.

Pour toutes ces raisons les organisations internationales pour la santé se préoccupent
d’ailleurs de plus en plus des campylobactérioses, comme I’illustre la création de 14 groupes
de travail sur les campylobactérioses au sein de la FAO-OMS (AFSSA, 2004).

2.2. ETUDE EPIDEMIO-CLINIQUE

2.2.1. FORME EPIDEMIOLOGIQUE DES CAMPYLOBACTERIOSES

Les campylobactérioses digestives humaines peuvent revétir différentes formes
épidémiologiques :
- une maladie professionnelle,
- une anadémie (en collectivité fermée ou ouverte),

- un cas sporadique.

Aujourd’hui, la tres grande majorité des infections a Campylobacter revét une forme
sporadique. Ceci est expliqué par de nombreux auteurs par I’absence de multiplication de
Campylobacter dans les aliments entrainant des difficultés d’isolement et par une durée
d’incubation parfois longue de la maladie (jusqu’a 10 jours). De ce fait, un nombre
indéterminé d’anadémies n’est vraisemblablement pas diagnostiqué. Néanmoins, il existe une
dichotomie entre d’une part, les Etats-Unis et I’Europe du Nord, ou de réelles épidémies de
campylobactérioses sont assez fréquentes, et, d’autre part, I’Europe occidentale, ou elles ne
sont pratiguement pas observées. Certains auteurs suggerent que des cas dits sporadiques
pourraient en réalité étre des anadémies diffuses non détectées ayant pour origine un méme

aliment contaminé mais sur une grande aire géographique et avec peu de cas (AFSSA, 2004).

Cette rareté globale des anadémies de campylobactérioses complique I’étude de
I’épidémiologie de la maladie. On est face a un paradoxe : la campylobactériose est I’'une des
plus fréquentes gastro-entérites d’origine alimentaire, mais sa transmission a I’Homme est

encore peu comprise.
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2.2.2. SIGNES CLINIQUES

Le plus souvent, les Campylobacter sont responsables chez I’Homme d’une gastro-
entérite aigue et peu spécifique qui dure dans la majorité des cas moins d’une semaine (80%
des cas) et qui se manifeste généralement par une diarrhée (90% des cas) (Gallay et al., 2005).
Elle peut se compliquer de bactériémie, de localisations secondaires et d’un syndrome post-
infectieux. Les signes cliniques et les symptdmes ne s’expriment pas avec la méme intensité,
ni avec la méme fréquence chez tous les malades : d’un bref épisode de gastro-entérite a une
entérocolite sévere durant plusieurs semaines, accompagnée de douleurs abdominales et d’une
diarrhée sanglante (Ketley, 1997). La durée d’incubation est longue, on compte en moyenne

de un a dix jours.

2.2.2.1. Tableau et évolution clinique d’une campylobactériose digestive (Figure 10)

; . A 137 2410 jours 2joursa3

" __ ’ . jours semaines
Ingestiond'un Adhésion de la bactérie  la muqueuse S >

~ aliment . intestinale, sécrétion de toxines, Récupération de

() contaminé . pénétration et prolifération

Transolocation de la
bactérie vers le
systéme circulatoire

Figure 10. Tableau et évolution clinique d’une campylobactériose digestive

v Phase prodromique

Elle dure de quelques heures a quelques jours. Les premiers signes sont variables :
fievre modérée a forte, malaises, maux de téte, anorexie, douleurs musculaires et articulaires,

asthénie.
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v Phase diarrhéique

Elle dure de deux a dix jours. La diarrhée inflammatoire peut étre profuse, aqueuse ou
muqueuse, avec des douleurs abdominales. Les matieres fécales contiennent des leucocytes,
du sang en nature ou du méléna et un exsudat. L’inflammation concerne préférentiellement le
cblon. Des manifestations telles que fievre, douleurs abdominales, diarrhée sanglante et
nausées sont communément observées pendant la phase d’état. La variété, I’intensité et la
durée des signes cliniques varient selon les individus, notamment en fonction de leur capacité

de réponse immunitaire.

v Phase de récupération

Elle dure de deux jours a trois semaines. La guérison intervient le plus souvent en
moins d’une semaine. Cependant la douleur abdominale peut durer jusqu'a six semaines. Le
patient reste excréteur du germe pendant deux a cing semaines voire plusieurs mois. Un
traitement antibiotique adapté élimine la bactérie et interrompt I’excrétion fécale. Les rechutes

sont possibles.

v' Déces rares

Les déces sont rares (létalité inférieure a 0.1 %) et surviennent surtout chez des
personnes immunodéprimeées, des enfants en bas-age ou des personnes agées. Cependant,
Helms et al., en 2003, signalent une mortalité importante au Danemark apres des épisodes de

campylobactérioses.

2.2.2.2. Existence de complications rares mais graves
v/ Complications suite a une entérite

Des complications locales non spécifiques de type appendicite, péritonite, adénite

mésentérique, pancréatite et cholécystite ont été décrites mais sont exceptionnelles.
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Chez le nourrisson, un risque de déshydratation et de convulsion existe. L’allaitement
maternel protege en partie de I’expression clinique de I’infection (Nachamkin et al., 1994)
mais les symptdémes peuvent alors étre maximaux au moment du sevrage. Dans les pays en
voie de developpement ou I’exposition est tres fréquente, on observe souvent un portage
asymptomatique chez les enfants. En effet, du fait d’infections successives par
Campylobacter, une immunité s’installe chez ces enfants qui deviennent alors des porteurs

asymptomatiques (Diarra et al., 1993).

v Risques d’infections systémiques

Les Campylobacter sont des bactéries invasives qui peuvent migrer du tractus digestif
vers la circulation sanguine. Cependant, ce cas de figure reste tres rare notamment pour les
entérites dues a des Campylobacter thermotolérants avec une fréquence de bactériémies et de
septicémies détectées de 0,1 % (Skirrow et Blaser, 1995). Neanmoins, C. fetus est souvent
associé a une infection systémique chez des patients déja immunodéprimés. Les bactériémies
et septicémies éventuelles s’accompagnent de fievre et sont a I’origine de localisations
secondaires : endothélium vasculaire, os, articulations, méninges (Canton et al., 1989). En
général, C. fetus est impliqué dans 90 % de ces infections avec un aspect allant de la simple
bactériémie avec peu de fiévre et disparaissant rapidement a une véritable septicémie associée

a une longue période fébrile (Mandal et al., 1984).

Comme pour de nombreuses autres infections, une campylobactériose pendant une
grossesse peut présenter un danger pour la femme et le feetus : une bactériémie puis une
infection intra-utérine peuvent entrainer un avortement, une naissance prématurée ou une
mortalité néonatale (Euzéby, 2002). Une hygiéne alimentaire stricte pendant la grossesse est

donc préconisée.

v’ Syndromes post-infectieux

Comme d’autres bactéries entéropathogenes, les Campylobacter peuvent entrainer des
syndromes post-infectieux tels que I’arthrite réactionnelle (syndrome de Reiter) (Eastmond et

al., 1981 ; Canton et al., 1989), I’érytheme noueux (Eastmond et al., 1982) ou I’urticaire
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(Bretag et al., 1984) (ces complications se produisent dans moins de 1 % des cas) (Bereswill
et Kist, 2003).

Toutefois, le syndrome de Guillain-Barré (SGB) (Guillain et al., 1916) survient plus
fréeqguemment : on estime que 20 a 50 % des cas seraient dus a une infection a Campylobacter
(Mishu et al., 1993 ; Vriesendorp et al., 1993 ; Gallay et al., 2005) et environ 0,05 % des
infections par Campylobacter sont suivies de complications de type SGB (Allos, 2001). On
estime I’incidence des cas de SGB consécutifs a une campylobactériose entre 1 et 3 pour 1000
personnes par an (MacCarthy et Giesecke, 2001).

Ce syndrome de Guillain-Barré se traduit par des troubles nerveux avec paralysie
flasque descendante plus ou moins réversible (récupération partielle, séquelles neurologiques
dans 20 % des cas, mortalité dans 3 % des cas). La pathogénie s’explique par une
démyélinisation du systeme nerveux périphérique et une réaction lymphocytaire dues a un
mimétisme antigénique entre un composant membranaire du nerf périphérique et le
lipopolysaccharide de la paroi bactérienne des Campylobacter. Cette réponse auto-immune
est déclenchée apres infection par certaines souches de C. jejuni présentant en surface des
structures polysaccharidiques qui miment les structures des gangliosides humains
(Prendergast et Moran, 2000 ;Yuki et al., 2004).

On peut en distinguer trois formes: une polyneuropathie démyeélinisante aigie
inflammatoire avec dégénérescence axonale secondaire majoritaire dans les pays occidentaux,
une neuropathie axonale motrice aigiie majoritaire en Asie et le syndrome de Miller Fisher

avec ataxie et ophtalmoplégie (Ho et al., 1999).

Enfin, un syndrome hémolytique et urémique (SHU), attribué a C. jejuni, peut
également survenir, plus souvent chez I’enfant, au cours ou a la suite d’une entérite aiglie
(Canton et al., 1989).

2.2.3. DIAGNOSTIC

Les signes cliniques et les symptdmes d’infection & Campylobacter ne sont pas
pathognomoniques et ne permettent pas un diagnostic différentiel aisé avec les affections

digestives provoquees par d’autres entéropathogénes. Ainsi, le diagnostic au laboratoire se
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fait essentiellement lors d’une coproculture (diagnostic bactériologique) pour laguelle la
recherche de Campylobacter doit étre expressément demandée (la culture de Campylobacter
nécessite un milieu de culture spécifique (enrichi et sélectif) et une incubation en atmosphere
microaérophile). L’identification au niveau du genre est basée sur la morphologie et sur des
tests biochimiques d'orientation simples comme la catalase, I’oxydase et le test d’hydrolyse de
I’hippurate. Un examen direct au microscope des selles liquides fraiches associé a un gram
peut permettre de suspecter une entérite a Campylobacter du fait de la morphologie
particuliere (bacille spiralé gram négatif) et des mouvements spécifiques de Campylobacter
(« vol de moucherons »).

Des kits commerciaux sont disponibles pour la détection directe des antigenes de C.
jejuni et de C. coli dans les selles, par exemple, par agglutination au latex. Les méthodes
moléculaires (PCR) se developpent, en particulier pour la recherche directe dans les aliments

et dans les matieres fécales (Tableau 12).

Tableau 12 :  Quelques méthodes rapides de détection de Campylobacter

Source : Seafood Network Information Center, 2006

Systeme Délai
Format Fabricant
(nom dépose) Systéme automatisé
Api-Campy Biochimique bioMérieux 24h - NON
AccuProbe Sonde nucléique Gen-Probe 16-24h - NON
Gene-Trak Sonde nucléique Neogen 50h - NON
VIDAS ELFA bioMérieux 48h - OUI
EiaFOSS ELISA Foss 48h - OUI
Transia Plate ELISA Diffchamb 46h - NON
Campylobacter
Probelia PCR PCR BioControl systems 24h - NON

ELFA : Enzyme linked fluorescent assay

ELISA : Enzyme linked immunosorbent assay

Néanmoins, ces méthodes rapides ne fournissent pas un isolat pour le test de

sensibilité aux antibiotiques et les méthodes d’isolement doivent étre mises en ceuvre par la
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suite. Hindiyeh et al. comparent un test immuno-enzymatique avec un isolement sur milieu
CAT (céfopérazone, amphotéricine B et teicoplanine) et concluent & une bonne efficacité de
ce test rapide, qu’il faut cependant compléter par un isolement direct si le test est négatif et les
symptdmes fortement évocateurs d’une campylobactériose (Hindiyeh et al., 2000). Le
diagnostic sérologique présente un intérét pour confirmer I’étiologie d’un syndrome de
Guillain-Barre.

2.2.4. TRAITEMENT ET AUGMENTATION DE LA RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES

Le traitement de base consiste en une antibiothérapie utilisant essentiellement les
macrolides (érythromycine), famille de choix du fait d’une résorption rapide et d’un spectre
étroit perturbant peu la flore digestive normale (Mégraud et Prouzet-Mauléon, 2004). 1l est
plus ou moins complété en fonction de I’intensité de la maladie par des traitements
symptomatiques. Néanmoins, la sensibilité aux antibiotiques doit toujours étre testée en raison
de la fréquence des résistances acquises aux antibiotiques, notamment aux macrolides, a la

tétracycline ou encore aux fluoroquinolones.

La résistance des Campylobacter aux antibiotiques était restée stable en France,
excepté pour les quinolones, pour lesquelles un pic de résistance a été observé dans les années
90. Cette résistance aux quinolones de premiere génération (acide nalidixique) et aux
fluoroquinolones (ciprofloxacine, enrofloxacine) est en effet passée de moins de 5 % en 1988
a 25 % en 2000 pour C. jejuni et de moins de 5 % en 1988 a 40% en 2000 pour C. coli. Une
tendance a la baisse pour I’évolution de la résistance aux quinolones était observée depuis

2000 jusgu’en 2004 pour les Campylobacter isolés chez I’Homme et chez le poulet.

Cependant, alors que la résistance chez le poulet est restée stable et faible (<10 %), les
données de surveillance pour les années 2005, 2006 et 2007 sont a nouveau en faveur d’une
progression sensible de cette résistance (Figure 11), ce qui continue d’inquiéter les médecins
(Mégraud et Prouzet-Mauléon, 2004 ; Espié et al., 2007 ; Gallay et al., 2007b ; King et al.,
2008). Cette classe d’antibiotiques est en effet tres utilisée dans le traitement a long terme des
infections systémiques et des entérites severes (Mégraud, 2003). Dans I’ensemble, C. coli

s’avere plus résistant que C. jejuni (King et al., 2008).
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Figure 11:  Résistance a I’acide nalidixique et a la ciprofloxacine des C. jejuni et C. coli

isolés chez I’Homme en France entre 1986 et 2007. Source : King et al., 2008

En 2007, les taux de résistance aux quinolones observeés sont les plus élevés depuis le
début de la surveillance avec 39,2 % des souches de C. jejuni et 63,5 % des souches de C. coli
résistantes a I’acide nalidixique et a la ciprofloxacine. En revanche, la résistance aux autres
antibiotiques est stable comparée aux années précédentes : la résistance a I’érythromycine
reste faible (2,7 %), quasi nulle pour la gentamicine et pour I|’association acide
clavulanique/amoxicilline, et élevee pour I’amoxicilline (34 %) et la doxycycline (24 %). Les
hypothéses avancées pour le pic de résistance des années 90 étaient I’augmentation des
prescriptions de fluoroguinolones en médecine humaine et I’utilisation a visée thérapeutique
dans les élevages de fluoroquinolones comme [I’enrofloxacine, tres proche de la

ciprofloxacine utilisée en humaine.

2.3. MODALITES DE TRANSMISSION A L’'THOMME

2.3.1. LES PRINCIPAUX RESERVOIRS

Classiquement, il est decrit trois types de réservoirs pour Campylobacter : le réservoir

animal, le réservoir hydrotellurique et le réservoir humain.
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2.3.1.1. Le réservoir animal

Il constitue le réservoir de Campylobacter le plus important. Il est caractérisé par une
fréquence élevée du portage sain chez les animaux d'élevage ou sauvages (mammiferes et
oiseaux), par sa nature digestive et son importance quantitative (10®° & 10" cellules/g de

matieres fécales) (Brown et al., 2004 ; Jensen et al., 2006).

Dans le tube digestif des hotes, Campylobacter se multiplie fortement et peut devenir
une flore tres abondante de I’intestin, particulierement dans le caecum des volailles (Newell et
Fearnley, 2003). La température du tractus intestinal des oiseaux (supérieure a 40°C) est

proche de 42°C, température optimale de développement des Campylobacter thermotolérants.

Lorsqu’il y a excrétion, une petite proportion peut survivre dans I’environnement
jusgqu’a I’ingestion par 1I’hdte suivant. L’existence de vecteurs entre les hotes n’a jamais été
démontrée. Récemment, deux études ont évoqué le réle des mouches dans la transmission de
Campylobacter a I’Homme et a I’animal (Ekdhal et al., 2005 ; Hald et al., 2008). En ce qui
concerne les Campylobacter thermotolérants, C. jejuni et C. lari sont principalement isolés
chez les oiseaux, C. jejuni et C. coli sont également présents chez les mammiferes d’élevage
(porcins, bovins et ovins) et C. upsaliensis est plus fréquemment retrouvé chez les animaux
domestiques (chiens et chats) (Nielsen et al., 1997 ; Broman et al., 2004 ; Fouts et al., 2005 ;
Acik et al., 2006).

2.3.1.2. Le réservoir hydrotellurique

Campylobacter spp. n’est pas un germe d’environnement. 1l ne se multiplie pas dans
le milieu extérieur mais possede une certaine aptitude a la survie dans I’eau. Les résultats sont
trés variables selon les espéces, les souches et les protocoles employés. Des facteurs comme
I’aération et I’oxygénation interviennent également dans la survie des Campylobacter
(Buswell et al., 1998 ; Obiri-Danso et al., 2001).

Quoi qu’il en soit, Campylobacter spp. est couramment isolé dans les eaux de
ruissellement et les nappes superficielles (Savill et al., 2001). La charge en Campylobacter
des eaux et des boues d'égouts non traitées est généralement peu élevée et comprise entre 10
et 10° cellules/100 mL, celle des eaux de riviére entre 10 et 230 cellules/100 mL. Des

anademies de campylobactérioses survenues aux Etats-Unis et en Europe du Nord ont été
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reliées a la contamination de I’eau de boisson par Campylobacter (Engberg et al., 1998 ;
Hénninen et al., 2003). Le lien a été confirmé en Finlande par des techniques de sérotypage
couplées a des analyses de génotypage ayant montré la similitude entre les isolats de I’eau et
ceux isolés dans les matiéres fécales des patients (Hanninen et al., 2003). Des études
complémentaires ont montré que I’eau responsable était contaminée par des matieres féecales
d’animaux. Ainsi, on soupgonne les animaux sauvages et les animaux domestiques sur patures
de contaminer I’environnement, dont I’eau (Friedman et al., 2000 ; Wilson, 2003). Certains
auteurs soulignent également I’importance de la contamination des eaux usees et des boues

d’épandage provenant des abattoirs et des élevages (Easton, 1996 ; Jones, 2001).

L’eau n’est donc pas un véritable réservoir mais plutét une voie de transmission

importante dans I’apparition des anadémies de campylobactérioses.

2.3.1.3. Le réservoir humain

Il est mineur et discuté : le portage sain humain est extrémement rare dans les pays
industrialisés et la transmission inter-humaine n’a été que tres peu de fois observée, a
I’occasion de contacts rapprochés (Gallay et al., 2005). Par contre, les malades atteints de
campylobactériose excretent le germe a des taux tres élevés pendant plusieurs jours et cette

excrétion continue pendant deux ou trois semaines (Pilet et al., 1997).

Au bilan, il existe ainsi une véritable interaction entre les différents réservoirs puisque
la contamination du réservoir animal et de I’Homme agissent sur celle du réservoir
hydrotellurique dans la mesure ou des Campylobacter sont diffusés dans I’environnement par
I’intermédiaire des eaux de ruissellement, des égouts et des boues d’épandage. Ces eaux
contaminées entrent ensuite de nouveau en contact avec le réservoir animal voire avec

I’Homme.

2.3.2. LA TRANSMISSION DIRECTE

La transmission par contact direct avec un réservoir possible de Campylobacter est un
événement relativement rare touchant principalement les agriculteurs, les vétérinaires et les
ouvriers d’abattoir (cas de maladie professionnelle). Il existe également des circonstances a

risque comme la proximité des animaux de ferme. Une étude de Shane (1992) souligne que
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les enfants des familles vivant en contact proche avec des volailles infectées présentent douze
fois plus de risque de développer une campylobactériose que les autres enfants. La
transmission par contact avec les animaux de compagnie (chiots et chatons en diarrhée)
(Skirrow, 1977), avec des eaux de baignade contaminées (Sumathipala et Morrison, 1983 ;

Kuusi et al., 2005) ou avec un malade excréteur ne doit pas étre négligeée.

2.3.3. LA TRANSMISSION PAR CONSOMMATION D’ALIMENTS CONTAMINES

La transmission indirecte se fait, dans 80% des cas, par la consommation d’aliments
contaminés (Mead et al., 1999 ; Alter et Scherer, 2006). C’est le mode observé dans les
formes anadémiques et sporadiques de la campylobactériose, zoonose* alimentaire.
L’estimation de I’importance relative des sources alimentaires s’avere difficile puisque les cas
groupés représentent une faible proportion parmi les cas connus de campylobactérioses.
Toutefois, plusieurs enquétes cas-témoins et différentes études permettent de mettre en

évidence les aliments les plus freqguemment mis en cause (Tableau 13).

Les principaux aliments incriminés, par ordre de fréquence décroissante sont :
- les produits d’origine aviaire (excepté les ceufs et les ovoproduits)
(Kapperud et al., 1992 ; Black et al., 2006 ; Mazick et al., 2006)

- le lait cru (Doyle, 1981 ; Shane, 1992 ; Morgan et al., 1994 ; Altekruse et al.,
1999 ; Kalman et al., 2000 ; CDCP, 2002 ; Peterson et al., 2003)

- les viandes et abats rouges de boucherie (viande bovine, porcine, ovine et caprine)
(Yanagisawa, 1980 ; Kapperud, 1992 ; Gallay, 2006)

- les aliments contaminés indirectement (légumes...)
(Park et Sanders, 1992 ; Roels et al., 1998)

D’autres denrées ont été impliquées dans des toxi-infections & Campylobacter : I’eau
de distribution dans plusieurs anadémies collectives (Melby et al., 1991 ; Wilson, 2003 ;
Kuusi et al., 2005 ; Jakopanec et al., 2008), des coquillages et des huitres dans plusieurs cas
sporadiques (Abeyta et al., 1993 ; Endtz et al., 1997).

* Zoonose : maladie (ou infection) animale, microbienne ou parasitaire, qui se transmet de I’animal & I’Homme
et vice-versa.
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Tableau 13 : Facteurs de risque associés a une entérite a Campylobacter dans 12 études cas-
témoins dans différents pays
Nombre | Nombre de
PAYS decas | contrales FACTEURS DE RISQUE REFERENCE
W L#]SA ¢ 218 526 Consommation de poulet peu cuit, de Har£|958e6t al.
(Washington) poisson cru et fruits de mer
Consommation de poulet Deming et al.
USA 45 45 Contact avec un chat 1987
NORVEGE 59 103 Conson)matlon.de poulet acheté cru et | Kapperud et al.
de saucisses cuites au barbecue 1992
NOUVELLE- 100 100 Consommation de poulet hors du foyer Ikram et al.
ZELANDE Consommation d’eau non traitée 1994
Voyage a I’étranger Schorr et al.
SUISSE 167 282 Consommation de poulet 1994
Manipulation de viande crue
ROYAUME 598 598 Contact avec un animal de compagnie Adak et al.
UNI diarrheique 1995
Consommation d’eau non traitée
o g ™ | eperan
NOUVELLE- 621 621 Vovade 4 I’étranaer Phillips et al.
ZELANDE yage a betranger 1997
Utilisation d’eau de pluie
Contact avec les animaux
Consommation de lait cru Studahl et
SUEDE 101 198 Consommation d’aliments cuits au Andersson
barbecue (poulet et porc) 2000
USA . Effler et al.
(Hawai) 211 211 Consommation de poulet hors du foyer 2001
Consommation de poulet mal cuit,de
viande rouge cuite au barbecue Rodrigues et al.
DANEMARK | 282 319 Consommation de raisin et de lait cru 2001
Voyage a I’étranger
Consommation d’eau non traitée
Consommation de viandes cuites au Neimann et al.
NORVEGE 212 422 barbecue (porcs) et de poulet acheté cru 2001
Contact avec les animaux
Consommation de poulet hors foyer, de
USA 1316 1316 viandes rouges préparées au restaurant | Kapperud et al.

Contact avec des féces d’animaux ou
de jeunes animaux de compagnie

2003
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C’est la consommation de ces denrées, crues (cas des coquillages, légumes, steak
tartare), insuffisamment chauffées (pasteurisation insuffisante du lait) ou insuffisamment
cuites (cuisson des volailles et du porc au barbecue) qui est a I’origine de la maladie. La
cuisson des aliments représente donc un point important dans la maitrise du risque
Campylobacter. Par ailleurs, il est fréquent que des cas de campylobactérioses se déclarent
suite a un voyage notamment dans les pays en voie de développement. Dans ces pays, le
germe est répandu et de nombreux enfants sont des porteurs sains de Campylobacter suite a
de multiples infections et a I’acquisition d’une immunité (Diarra, 1993). Récemment une
étude suédoise a souligné le réle des voyageurs comme sentinelles permettant d’avoir une

idée de I’incidence de la maladie dans différents pays (principalement d’Europe) (.

2.3.4. LES MODALITES DE CONTAMINATION DES ALIMENTS

v/ Contamination primaire de la matiere premiere

- pour les viandes et abats rouges de boucherie (bovins, porcs et petits ruminants) :
contamination a I’abattoir lors de I’éviscération a partir du tube digestif ou lors du

transport

- pour les produits d’origine aviaire (viande): le transport en provoquant une
augmentation de I’excrétion et la plumaison en entrainant une augmentation de

I’émission de matiéres fécales sont également a I’origine de contaminations

- pour le lait: contamination a partir des matieres fécales lors de la traite ou plus

rarement a la suite de mammites a Campylobacter

- pour les coquillages ou I’eau de consommation : contamination de I’eau par des
effluents d’élevages (Chinivasagam et al., 2004), par des eaux usées (Moore et al.,

2005) ou par le portage intestinal des oiseaux marins

v/ Contamination secondaire de la matiére premiéere par contamination croisée

Certains gestes effectues lors de la preparation des denrées en cuisine sont
fréguemment a I’origine de contaminations croisées notamment I’utilisation, pour la découpe
de volaille rétie ou pour la découpe de Iégumes, de la planche sur laquelle a été découpée ou
éviscerée la volaille crue (De Boer et Hahne, 1990 ; Christensen et al., 2001 ; Winquist et al.,
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2001). Kusumaningrum et al., en 2003, ont démontré que Campylobacter était capable de
survivre plusieurs heures sur des surfaces et sur des ustensiles en inox et que les éponges

servant au nettoyage des surfaces pouvaient également étre des sources de contamination.

2.3.5. COMPORTEMENT DE CAMPYLOBACTER DANS LES ALIMENTS

Les Campylobacter thermotolérants ne sont pas capables de se multiplier dans les
animaux une fois morts, a fortiori dans les aliments dans des conditions de stockage normales
(Park, 2002). Méme si leur viabilité décroit jusqu’au consommateur, leur survie est possible et
elle peut étre plus ou moins importante selon les traitements mais aussi selon les souches, qui
présentent des capacités de résistance variées face aux divers stress subis et aux différents

facteurs utilisés.

C. jejuni peut persister plusieurs jours sur les viandes réfrigérées d’ou I’importance du
respect des régles d’hygiene lors de la préparation des aliments que ce soit dans les
établissements commerciaux ou dans les foyers. Par exemple, la décongélation d’une carcasse
de volaille dans le réfrigérateur se fera sur les étagéres pleines ou dans des récipients adaptés
pour ne pas conduire & un égouttage et a une éventuelle contamination croisée des aliments
placés dans les étagéres du bas. En revanche, les Campylobacter thermotolérants sont
sensibles a la chaleur : une température a cceur de plus de 65° C est létale. La température
joue donc un rdle important dans leur capacité de survie (AFSSA, 2004) et s’ils survivent
globalement au réfrigérateur (0 & +10°C), la congélation diminue leur nombre plus ou moins

fortement selon les souches, et ce d’autant plus qu’une dessiccation y est associée.

L’oxygene a un effet bactéricide indéniable in vitro. Cependant, en pratique, le mode
de conditionnement de la denrée n’a pas une influence considérable sur la survie de

Campylobacter. Campylobacter est trés sensible aux rayonnements, ionisants ou non.

Au final, les Campylobacter sont sensibles a un certain nombre d’éléments (Tableau
14) et cette fragilité relative permet d’envisager son élimination dans les aliments et de
formuler des recommandations simples quant a la prévention du risque de

campylobactériose :

- la simple cuisson, aboutissant en tout point a une température supérieure a 65°C,
- les techniques usuelles de pasteurisation, la salaison et le séchage combinés,
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- la chloration de I’eau.

Tableau 14 : Facteurs influencant la survie des Campylobacter dans les aliments.
Source : AFSSA, 2004
Facteurs Effet sur les Campylobacter
Ten)perg tures Stoppent la croissance bactérienne et détruisent une partie de la population
négatives
- 0a42°C: conditions favorables a la survie, déclin progressif du
Températures nombre de bactéries
oFs)i tives - une croissance a pu étre observée sur de la viande entre 37 et
P 42°C (Hanninen et al., 1984)
- supérieure a 60°C : destruction de tous les Campylobacter
- fourchette optimale de croissance : 6.5a 7.5
pH - inhibition de la croissance pour pH < 4.7 et pH > 8.2
- bactéricide pour pH <4 etpH > 9
- développement en I’absence de NaCl
NaCl - optimum de croissance avec 0.5% de NaCl

- pas de multiplication au dessus de 2%
- effet bactéricide sur C. jejuni au dessus de 6.5%

Acide ascorbique

Effet bactéricide a 5mmol/L dans le milieu de culture

Phosphate trisodique

Efficace pour réduire significativement la population bactérienne mais interdit
en France

Atmosphére gazeuse

- la survie diminue quand la quantité d’O2 augmente
- la survie augmente quand la quantité de CO2 augmente

Dessiccation

Diminue fortement la survie des Campylobacter

- des concentrations de I’ordre de 0.625 ppm a 5 ppm suffisent a
assainir totalement de I’eau contaminée

Chlore - I’effet du chlore pour nettoyer des aliments contaminés (eau
chlorée a 50 ppm) n’est que partiel
- ionisant : les traitements habituels de 3 & 5 kGy sont suffisants
pour détruire les Campylobacter
Rayonnements

- UV : les Campylobacter y sont trés sensibles
- micro-ondes : bonne efficacité selon la puissance
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2.3.6. DOSE INFECTANTE ET DOSE MINIMALE INFECTIEUSE

La dose infectante est tres variable en fonction de la souche bactérienne et du vecteur
permettant I’absorption, mais elle peut étre relativement faible, puisque quelques centaines de

cellules peuvent déclencher la maladie chez I’Homme (Black et al., 1988).

Les campylobactérioses reposent sur I’ingestion de cellules vivantes en quantité
suffisante, qui provoqueront dans I’intestin une toxi-infection, sans que les toxines soient
produites dans I’aliment. Les infections intestinales a Campylobacter font donc suite a
I’ingestion par le patient d’une quantité de cellules ou dose infectante égale ou supérieure a la
dose minimale infectieuse. L’existence d’une dose minimale infectieuse est la conséquence de
I’action de la barriere gastrique, censée détruire un certain pourcentage de bacteries. Par
exemple, Campylobacter est sensible a I’acidité gastrique et subit une réduction importante de
sa population lors du transit digestif. Cependant, une intervention chirurgicale, un aliment
(comme le beeuf haché, Waterman et Small, 1998) ou un autre facteur pouvant réduire
I’acidité gastrique ainsi qu’un transit rapide (aliment liquide, en-cas ingéré sur un estomac

vide) sont autant d’éléments qui diminuent I’action de I’acidité du transit gastrique.

Une dose minimale infectieuse faible permet des accidents alimentaires apreés la seule
contamination de I’aliment par Campylobacter sans qu’une multiplication ne soit nécessaire
(Park et al., 1981 ; Rosenfield et al., 1985 ; Evans et al., 1996)

2.1. STRATEGIES DE MAITRISE DE CAMPYLOBACTER

La diminution de la pression de sélection par le contrble des réservoirs animaux est
une voie importante qu’il faut prendre en compte et ameliorer. De plus, les traitements subis
pendant la transformation, le transport et la distribution de [I’aliment ainsi que les
caractéristiques bactériologiques de ce micro-organisme s’opposent généralement au
développement des Campylobacter dans le produit fini. En I’absence de recontamination, le
danger ne s’accroit donc pas et I’on peut méme observer une diminution du nombre de

bactéries.
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En ce qui concerne la maitrise de Campylobacter dans les aliments transformés, deux
approches se dégagent : I’élimination totale ou partielle des Campylobacter dans les aliments
par des méthodes physiques ou chimiques et la prévention des contaminations dans les
élevages, dans les usines agro-alimentaires, lors du transport et lors de la préparation au

domicile ou hors foyer .

2.4.1. SURVIE ET DESTRUCTION DE CAMPYLOBACTER DANS LES ALIMENTS

De nombreuses expérimentations ont porté sur I’évolution du nombre de
Campylobacter dans les aliments. Dans les conditions habituelles de transformation, transport
et distribution, le nombre de Campylobacter diminue au cours du temps. Les travaux
concernant la survie des Campylobacter sont souvent fragmentaires et quelquefois
contradictoires. Nous allons présenter un certain nombre de facteurs influencant cette survie et

tenter de dégager quelques grandes tendances.

2.4.1.1. La température

Les températures utilisées pour la congélation des aliments permettent de stopper la
croissance de Campylobacter et de détruire une grande partie de la population. Bhaduri et
Cottrell, en 2004, ont montré dans une étude menée sur du poulet que la réfrigération a 4°C
entrainait une diminution de la population de 0,31 a 0,81 logio UFC/g en 3 a 7 jours, tandis
que la congélation entrainait une diminution de 0,56 a 3,39 logio UFC/g en 2 semaines. Ainsi
s’ils survivent globalement au réfrigérateur (0 a +10°C), la congélation diminue leur nombre
plus ou moins fortement selon les souches, et ce d’autant plus qu’une dessiccation y est
associée. Durant ces traitements, I’augmentation de la vitesse de I’air permet donc de
diminuer la survie dans le produit en augmentant sa dessiccation. Toutefois, la texture de la
peau des volailles, quand elle est conservée jusqu’a la consommation, permet la protection

des bactéries vis a vis de la dessiccation.

En revanche, les Campylobacter thermotolérants sont sensibles a la chaleur : une
température a ceeur de plus de 65°C est létale pour la totalité des bactéries présentes quels que
soient leur nombre et la nature de la matrice alimentaire (liquide ou solide) (AFSSA, 2004).

La température joue donc un rdle important dans leur capacité de survie (AFSSA, 2004).
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2.4.1.2. Traitements chimiques, désinfectants et atmosphéres modifiées

La survie des Campylobacter est faible a des pH inférieurs a 4 ou supérieurs a 9 (effet
bactériostatique important). Les aliments et boissons les plus souvent incriminés lors de cas

de campylobactérioses (viande, lait, eau) ont donc un pH compatible avec leur survie.

La salaison ou I’ajout d’acide ascorbique ont un effet bactéricide et permettent
également de diminuer la survie des Campylobacter.

Campylobacter ne semble pas présenter de résistance particuliére vis-a-vis de la
plupart des désinfectants utilisés dans les agro-industries, méme si les travaux consacrés a ce
sujet sont peu nombreux. Une étude in vitro de Avrain et al. (2003) ont montré que des
traitements par le benzalkonium chloride (1 %) et le sodium hypochlorite (0,63 %)
permettaient d’éliminer facilement plusieurs souches de Campylobacter. L’ assainissement de
I’eau par un traitement au chlore permet la destruction rapide d’une contamination par
Campylobacter. Le chlore est également utilisé aux Etats-Unis pour le nettoyage des
carcasses et permet alors une réduction partielle de la population (0,5 logio UFC/mI apres

nettoyage avec de I’eau chlorée a 25-35 ppm) (Bashor et al., 2004).

L’oxygene a un effet bactéricide indéniable in vitro. Cependant, en pratique, le mode
de conditionnement de la denrée sous vide ou en atmosphére enrichie en CO2 n’a pas une

influence considérable sur la survie de Campylobacter.

2.4.1.3. Traitements ionisants et U.V.

Campylobacter est trés sensible aux rayonnements ionisants. Les paramétres de
traitements nécessaires a leur inactivation sont largement inférieurs a ceux requis pour
I’élimination d’autres entéropathogénes, comme les salmonelles ou E. coli. Ainsi, des
traitements inférieurs ou égaux a 1 kGy sont largement suffisants pour réduire
significativement le nombre de Campylobacter viables et peuvent étre recommandés pour

prévenir les infections a Campylobacter (Lewis et al., 2002).

L utilisation de lampes U.V. pour des applications germicides dans la purification de

I’eau est connue depuis longtemps. Butler et al., en 1987, ont étudié la sensibilité de C. jejuni
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aux radiations U.V. a 254 nm. Il est apparu que ce germe était beaucoup plus sensible aux
radiations U.V. que E. coli qui sert de base de comparaison (1,8 contre 5 mws/cmz) et ils en
concluent que les lampes U.V. existant dans le commerce pouvaient facilement inactiver C.
jejuni dans I’eau. Pour un volume donng, trois minutes de chauffage par micro-ondes (1380
watts) suffisent pour éliminer tous les C. jejuni du lait. Choi et al., 1993, ont montré qu’une

minute de traitement permettait une réduction supérieure & 10° de la population de C. jejuni.

2.4.1.4. Autres types de traitements

Solomon et Hoover, en 2004, soulignent I’efficacité des traitements hautes pressions
(traitements de courte durée (10 min) a des pressions inférieures a 400 Mpa) pour obtenir un

nombre de réductions décimales important, croissant avec I’augmentation de la pression.

D’autres traitements dits « biologiques » existent avec des efficacités variables : les
bactériocines (Schoeni et Doyle 1992 ; Stern et al., 2006), le systeme lacto-peroxydase
(Beumer et al., 1985), les épices (Deibel et Banwart, 1984), le thé (Diker et al., 1991) et les
huiles essentielles (Fischer et Phillips, 2006).

2.4.2. PREVENTION DES CONTAMINATIONS

Comme nous I’avons décrit précédemment, les sources de contamination par
Campylobacter sont nombreuses et il semble donc essentiel de controler tous les points de

contamination possibles : du lieu d’élevage ou de traitement de I’eau jusqu’au consommateur.

Pour éviter toute prolifération dans les réseaux de distribution d’eau, il est nécessaire
que les installations soient a la fois bien congues et bien entretenues. Le traitement des eaux

doit étre adapté a la contamination et son efficacite réguliérement testée.

Concernant le réservoir animal reconnu comme étant la principale source de
contamination, des mesures doivent étre prises des I’élevage pour prévenir la colonisation
et/ou la transmission. La détermination du statut de contamination de la filiere aviaire et
porcine vis-a-vis de Campylobacter doit permettre de donner aux gestionnaires du risque une
aide a la décision pour la mise en place de plans de contr6le, d’épidémiosurveillance ou

d’autres options de gestion du risque. Il est également important de vérifier les modalités de
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transport, notamment jusqu’a I’abattoir et de mettre en place les mesures spécifiques décrites
lors de la mise au point de la démarche HACCP (Hazard Analysis Critical Control Point). Ces
mesures préconisent la vérification des matiéres premiéres et I’absence de croisement des
différents lots. Les équipements et les surfaces doivent étre régulierement désinfectés et la
maintenance des machines régulierement effectuée. Il est important de veiller a ce que les
différents baremes d’échaudage et de refroidissement soient bien respectés. Tout au long de la
chaine, le personnel doit respecter les conditions d’hygiéne et systématiquement éliminer les
carcasses non conformes. Le transporteur et le distributeur doivent veiller a appliquer les
bonnes conditions de stockage et a ne jamais entreposer de la viande crue avec d’autres

denrées non contaminées (a défaut, I’utilisation de films protecteurs est préconisée).

Enfin, les dernieres précautions concernent le consommateur. Il est essentiel de
nettoyer son réfrigérateur régulierement et de bien séparer la viande crue des autres denrées.
Les ustensiles utilisés pour le découpage de la viande doivent étre systématiquement lavés
avant toute autre utilisation. Il faut éviter de consommer du lait cru sans avoir de garantie sur
son origine ou de I’eau non traitée et cuire & coeur la viande (on peut par exemple envisager
de cuire ou pré-cuire la viande avant de la passer au barbecue). Kusumaningrum et al., dans
une étude réalisée en 2004 sur les contaminations croisées dans les cuisines, préconisent de
réserver spécifiquement certaines surfaces de travail aux volailles et recommandent

d’augmenter le niveau des pratiques hygiéniques dans les cuisines familiales.

2.5. BILAN

2.5.1. MODELE EPIDEMIOLOGIQUE DES CAMPYLOBACTERIOSES HUMAINES

Il existe donc pour Campylobacter une circulation et une véritable interaction entre les
trois réservoirs (réservoir animal, humain et hydrotellurique) (Figure 12). La transmission a
I’Homme de Campylobacter est avant tout alimentaire, mais il ne faut pas négliger la
transmission directe par contact avec un animal vivant ou via le réservoir hydrotellurique

(consommation d’eau ou baignade dans des eaux contaminées).
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Le modéle comprend 4 composantes : des hdtes susceptibles ou infectés, des filtres écologiques
(formes ovales de la figure), des environnements aquatiques et des trajectoires les liants entre eux.
La double fleche représente les micro-organismes excrétés dans les fécés des animaux porteurs
(volailles, porcs... éventuellement homme). Les fléches pleines représentent les mécanismes
primaires de dispersion des Campylobacter, les fleches en pointillés longs les mécanismes
secondaires. Enfin les fleches en pointillés courts représentent les nouvelles infections.

Figure 12 : Modele épidémiologique éco-environnemental de la campylobactériose humaine

Source : Skelly et Weinstein, 2003

La contamination du réservoir animal et humain agit sur la contamination du réservoir
hydrotellurique dans la mesure ou des Campylobacter sont diffusés dans I’environnement par
I’intermédiaire des eaux de ruissellement, des égouts et des boues d’épandage (Wilson et al.,
2003). Ces eaux contaminées entrent ensuite de nouveau en contact avec le réservoir animal,

éventuellement avec le réservoir humain.

2.5.2. CONCLUSION AU PROFIL DE RISQUE
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Les bactéries appartenant au genre Campylobacter font désormais I’objet d’une
surveillance au niveau national et international tant chez I’Homme que dans les filieres
animales et de nombreuses études sont en cours afin de mieux connaitre I’épidémiologie des
infections humaines (Friedman et al., 2000 (USA) ; AFSSA, 2004 (France) ; Vaillant et al.,
2004 (France)).

Si une contamination a partir du réservoir hydrotellurique est parfois mise en cause, la
majorité des cas humains a pour point de départ la viande de volailles contaminée ou, dans
une moindre mesure, la viande de porc. En effet, le portage intestinal asymptomatique des
animaux d’élevage fait du réservoir animal la source principale de contamination des denrées
alimentaires, et ceci a des stades divers de la chaine de I’alimentation de I’Homme. Cependant
la connaissance de la contribution relative de chacune de ces sources potentielles de
contamination pour I’Homme reste encore partiellement inconnue et de nombreuses

recherches sont en cours.

Contrairement a la filiere avicole, la filiere porcine a fait I’objet de peu
d’investigations pour le moment alors que le portage intestinal de Campylobacter décrit chez
le porc constitue un risque de contamination des denrées alimentaires par ces bactéries. Une
meilleure connaissance des sources d’infection et des modalités de transmission de
Campylobacter semble indispensable afin notamment d’établir un statut de dangerosité pour
la filiere porcine. L’épidémiologie de I’infection a Campylobacter en élevage et a I’abattoir
doit ainsi étre mieux renseignée afin d’évaluer la possibilité de limiter la contamination des
viande ainsi que la dissémination de ces bactéries dans I’environnement via les effluents

d’élevage ou d’abattoir.
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3. EPIDEMIOLOGIE DE CAMPYLOBACTER CHEZ LE PORC

3.1. HISTORIQUE : DECOUVERTE DE CAMPYLOBACTER CHEZ LE PORC

A partir des années 80, des études ont été conduites pour décrire la prévalence de
Campylobacter spp. chez le porc en élevage et en abattoir (Skirrow et al., 1982 ; Colin et al.,
1985). En 1982, Stich-Groh a isolé Campylobacter spp. chez 59 % des porcs a I’abattoir (un

quart était contaminé par C. jejuni).

Les premiers auteurs se sont d’abord intéressés a C. jejuni, premier germe
entéropathogéne pour I’Homme. Néanmoins, il apparait vite que C. coli est le plus fréquent
chez le porc, méme si d’autres especes ont été isolées telles que : C. hyointestinalis (Gebhart
et al., 1985; Minet et al., 1988; On et al., 1995), C. mucosalis (Lin et al., 1991), C. hyoilei
(Alderton et al., 1995) et C. lari (Moore et Madden, 1998 ; Young et al., 2000). Cependant,
Vandamme et al. ont démontré, en 1997, que les souches de C. hyoilei isolées par Alderton et
al., en 1995, ne peuvent pas étre distinguées des souches de C. coli déecrites par Veron et
Chatelain (1973) sur la base de criteres phénotypiques et génotypiques. Par conséquent, nous

considérerons que C. hyoilei et C. coli sont deux synonymes pour la méme espéce.

3.2. STATUT DES ELEVAGES PORCINS VIS-A-VIS DES CAMPYLOBACTER

3.2.1. DESCRIPTION DE LA CONTAMINATION DES PORCS PAR CAMPYLOBACTER EN ELEVAGE

Contrairement a la filiere avicole, I’épidémiologie de I’infection par Campylobacter

spp. est moins bien connue en ce qui concerne les élevages et les abattoirs de porcs.

Les études épidémiologiques concernant le statut des élevages porcins vis-a-vis des
Campylobacter sont peu nombreuses et chacune d’entre elles concerne un faible nombre
d’élevages. De plus, la diversité des matériels et des méthodes employés incite a relativiser les

résultats obtenus.

On peut cependant dégager de grandes tendances concernant la prévalence du portage
a différents stades de I’élevage et approcher les modalités de contamination des animaux.
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3.2.1.1. Un portage sain

Dans les conditions normales d’élevage, il existe un portage sain de Campylobacter
dans I’espéce porcine. La présence de Campylobacter dans le tube digestif ne semble pas a
I’origine de troubles de santé et/ou d’altération du niveau de production chez les animaux

porteurs.

Toutefois, les travaux de Boosinger et Powe (1988) sur des porcs gnotobiotiques et les
travaux de Babakhani et al. (1993) sur des porcelets nouveaux-nés privés de colostrum
soulignent que I’on peut induire expérimentalement a ces animaux des campylobactérioses
digestives, similaires a celles décrites chez I’Homme, en leur administrant par voie orale des

C. jejuni.

D’autres Campylobacter peuvent provoquer des gastro-entérites chez le porc dans des
conditions classiques d’élevage : C. hyointestinalis subsp. hyointestinalis et C. mucosalis
peuvent étre responsables d’adénomatose porcine ou d’iléite proliférative quand ils sont
associés. Dans ce cas, on peut détecter C. mucosalis dans la bouche des porcs malades, alors
qu’il n’y est pas retrouvé habituellement chez des animaux en bonne santé (Ohya et al.,
1985). Plus récemment, Eriksen et son équipe, en Norvége, ont contesté le rdle de
I’association de C. mucosalis et de C. hyointestinalis dans le déclenchement de I’adénomatose
intestinale porcine et ont montré I’importance de C. jejuni et de C. coli dans I’étiologie de la
maladie (Eriksen et al., 1990).

Certaines bactéries apparentées aux Campylobacter, les Arcobacter, semblent
également avoir un véritable pouvoir pathogéne chez le porc, et peuvent étre a I’origine de

septicémies et d’avortements dans cette espece (On et al., 2002).
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3.2.1.2. Un portage fréquent et une excrétion hétérogene

Comme le montrent les chiffres publiés récemment (Tableaux 15 et 16) et comme

s’accordent a le dire la plupart des auteurs le portage de Campylobacter chez le porc est trés

fréquent et concerne selon les pays entre 25 et 85% des élevages et de 70 a 100% des porcs

dans les élevages contaminés (Magras et al., 2004b). Ces données concernent le portage

intestinal de Campylobacter par les porcs. Une étude de Payot et al., en 2004, a montré qu’un

porc charcutier sur deux était porteur de Campylobacter au niveau de I’estomac (estimation de

la prévalence moyenne du portage gastrique dans 24 élevages avec 10 animaux par élevage).

Tableau 15 : Prévalence des Campylobacter thermotolérants chez le porc.
Source : EFSA, 2007

2006 2005 2004 2003 2002

N % Pos N % Pos N % Pos N % Pos N % Pos
Pigs (animal based data)
Germany 559 1e.7 a3z 247 a7k 24.8 430 226 266 327
Luxembaourg R 35.9 - - - - - - - -
United Kingdom - - - - - - 528 69.3 - -
Pigs (herd based data)
Austria - - 532 48.7 41 57.5 262 53.8 276 54.4
Denmark 295 52.2 185 85.4 191 79.6 259 03.4 240 80.4
France 204 67.6 - - 176 70.5 - - - -
Hungary 505 81 - - - - - - - -
Ireland 216 0.9 - - - - - - - -
Italy 168 £5.8 84 25.0 ar 67.6 46 52.2 29 44.8
Slovakia ag 56.4 53 30.2 - - - - - -
Spain® 195 73.8 - - - - - - - -
EU Total 2,276 32.7 1,186 452 1520 54.0 1,525 57.0 811 546

1. Data are only presented for sample size =25

2. Slaughter batches, survey

Les données quantitatives sur le niveau de contamination par Campylobacter sont a

considérer avec prudence compte tenu des difficultés techniques de culture de la bactérie et

par conséquent de son dénombrement. Cependant, les quantités excrétées sont relativement

élevées et vont de 10% & 10’ Unités Formant Colonie par gramme de matiéres fécales (UFC/g

MF) (Tableau 16).
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Tableau 16 : Description de la contamination des porcs par Campylobacter en élevage

Nombre Dénombrement
d’élevages Animaux testés , Pourcentage moyenne en log ;o UFC/g | Espéce Référence
i d’animaux porteurs de matiéres fécales identifiée
dans I’étude )
+/- écart type
8 élevages 80 porcs charcutiers 98 4 85% selon I’age 32a4,1 C. coli V\;?utfgsget
. 10 truies 90 a 100% . Weijtens et
2 elevages 60 porcelets 48 3 92% 41+/-1,4 C. coli al.. 1997
7 truies 752 87% Weiitens et
1 élevage 8 porcs charcutiers issus des 62% 2,1a4,48 C. coli al 11999
truies (10 a 25 sem. d’age) 48 a 100% B
5 dont un 5 ' 0% (élevage SPF) 5 ) Weijtens et
élevage SPF 20 a 120 selon I’élevage 3 100% <2,8a5,1 al., 2000
50 cochettes 76% 5,08+/- 0,83 C. jejuni 70%
1 élevage 9 truies gestantes 100% 5,31+/- 1,04 C. coli Young et
g 73 porcelets (1jour) 57,8% 4,84 +/- 1,60 C. lari (2.3% al., 2000
20 porcelets en post-sevrage 100% 7,25+/- 0,70 cochettes)
67 porcelets (de 1 a 20 ), Dela20j: C.ieiuni Harvev et
1 élevage 43 élevés en nurserie, 34311% 347 éJcJoIi al 28/00
24 avec la truie 54 4 95% ' B
. Saenz et al.
0 )
45 Porcs charcutiers 88.9% 2000
1 élevage 3 truies ) i C. coli Hume et al.,
9 17 porcelets ' 2002
348 porcelets 4 jours 37% Maaras et
1036 porcelets 25 jours 76% 4 (de1,7a6,7) C. coli al 92004
261 truies 79.3% B
30 porcelets a la naissance 0%
586 porcelets a 1 sem. 32.8%
15 levages 580 a 3 sem. 41% C. coli Alter et al.,
g et 565 & 4 semaines 56.6% 2005
558 porcs a 12 sem. 60.4%
590 porcs a 24 sem. 66.8%
1 élevage C. coli 71%
LS 47 porcelets prélevés 0 X (54 299.7%) | Jensen et
%Iilsr;;'sr 1 fois/semaine de 7 a 13 sem 100% 6.4 (de3a7) C. jejuni 29% | al., 2006
(0.3 2 46%)
) , C. coli
17 élevages Prévalence nombre de 52.9% Absence Oporto et
troupeaux positifs 9 troupeaux + C. jejuni al., 2007
3 élevages 147 animaux 57.8% c. coli
Prevalence Troupeau 1 — 49 animaux 91.8% Ab.sence Oporto et
intra-elevage | Troupeau 1 — 48 animaux 64.6% C.ieiuni al., 2007
Troupeau 1 — 50 animaux 16% 18
(15 animaux par élevage) 99.9% .
80 élevages 800 porcs 1 négatif (C>39 %?)/lol) ;/Iarzlgoe;
(440 « environnement ») (5 négatifs) B
4 élevages 68 truies 33.8% Wehebrink
naisseurs 256 porcelets 80.9% etal., 2008
12 élevages 362 porcs en croissance 89.2% Wehebrink
engraisseurs 354 porcs a 24 sem. 64.7% etal., 2008
) C. coli Wright et
0
15 élevages 1310 porcs 87% (>99%) al.. 2008
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Weijtens et al. (1993), dans une étude portant sur 8 élevages, dans lesquels 10 porcs
sont prélevés a trois moments différents de la période d’engraissement, montrent que le
pourcentage de porcs porteurs est élevé et tend a diminuer au cours de I’engraissement (on
passe de 95% de prélevements positifs a 85% en fin d’engraissement avec une quantité plus

faible de Campylobacter dans les matieres fécales).

Dans une autre étude réalisée en 1999, Weijtens et al. observent encore une variabilité
du nombre de bactéries présentes et certains animaux présentaient ponctuellement des
prélevements negatifs. Cette cinétique d’excrétion est cependant variable selon les conditions
d’élevage, ainsi Alter et al. (2005) n’observent pas de diminution de la prévalence ni du

niveau d’excrétion.

Toutes ces observations suggérent finalement deux possibilités pouvant expliquer la
persistance des Campylobacter (Belloc et al., 2004) :

= une excrétion intermittente de Campylobacter, comme I’envisagent VVon Altrock et

al. (2006) et comme cela a pu étre observé sur des souris (Lee et al., 1986)

= une succession de phases d’élimination et de recontamination des porcs a partir de
leurs matiéres fécales et/ou de celles des autres porcs et/ou a partir d’autres sources de

Campylobacter présentes dans I’environnement

3.2.1.3. Un portage en Campylobacter coli

D’une maniere générale, dans la plupart des travaux conduits en Europe, C. coli est
plus fréqguemment isolé que les autres Campylobacter (Munroe et al., 1983 ; Oosterom et al.,
1985 ; Weijtens et al., 1993 ; Federighi et al., 1996 ; Moore et Madden, 1998 ; Payot et al.,
2004 ; Schuppers et al., 2005 ; Oporto et al., 2007 ; Varela et al., 2007 ; Whright et al., 2008).
C. jejuni peut étre isolé plus ou moins fréqguemment chez les porcs selon leur environnement,
mais généralement en proportion moindre que C. coli (Madden et al., 2000 ; Jensen et al.,
2006 : 29% des porcs de plein-air de I’étude sont porteurs de C. jejuni ; Keller et al., 2007 ;
Oporto et al., 2007). Toutefois, C. jejuni est décrit par Young et al. (2000) et Harvey et al.
(1999) comme prédominant dans deux elevages aux Etats-Unis. Les autres especes ne sont

isolées qu’épisodiquement.
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Les prévalences des différentes especes de Campylobacter peuvent différer en
fonction des fermes, de leur environnement, de la population de rongeurs établie et de la
provenance des porcelets. De plus, Young et al. (2000) soulignent, a nouveau, le faible
pouvoir discriminant des méthodes subjectives telles que le test de I’hydrolyse de I’hippurate

pour distinguer C. jejuni de C. coli.

3.2.2. EPIDEMIOLOGIE ANALYTIQUE : TRANSMISSION DE CAMPYLOBACTER EN ELEVAGE

Les connaissances sur les modalités de contamination des porcs en élevage ne sont
encore que partielles, peu d’études ont été conduites sur le sujet. Certaines voies de

transmission ont pu étre mises en évidence mais leurs impacts respectifs sont encore discuteés.

La transmission verticale, par voie transplacentaire, n’a jamais été décrite. Par contre,
en élevage naisseur-engraisseur, les porcelets semblent se contaminer des les premieres
heures de vie (Young et al., 2000) et le typage génétique des souches souligne une similitude
entre les Campylobacter isolés chez les truies et leurs porcelets (Weijtens et al., 1997 ;
Magras et al., 2004a ; Soultos et Madden, 2007). Les auteurs émettent donc I’hypothése d’une
contamination des porcelets a partir des matiéres fécales de la truie d’autant plus que le niveau
d’excrétion de la truie augmente apres la mise bas. Il semblerait qu’il existe une
contamination «pseudo-verticale » par I’intermédiaire des matiéres fécales entre la mére et ses
produits sans que les modalités (ingestion de matiéres fécales, aérosol...) ne soient

exactement déterminées.

Cependant, Hume et al. (2002) ont observé une différence entre les souches isolées
chez les truies et celles présentes chez les porcelets. Cette étude réalisée sur trois truies et 17
de leurs porcelets avec la technique de macrorestriction génomique souligne la grande varieté
des génotypes dans le tube digestif de porcs qui cohabitent au sein d’un méme élevage. Elle
appuie les résultats de travaux antérieurs au cours desquels le typage des souches avait mis en
évidence une grande diversité génétique parmi les isolats (Weijtens et al., 1997 ; Weijtens et
al., 1999). Soultos et Madden (2007) observent également qu’apres 66 jours seulement 33%

des souches isolées sur les porcelets sont communes avec leurs meres.
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Cette grande diversité des génotypes isolés sur les porcs suggere I’existence de
plusieurs sources de contamination environnementales mais, jusqu'a présent, aucune source

telle que I’eau, I’aliment ou le logement n’a été clairement identifiée.

D’autres modalités de contamination par I’environnement telles que la transmission a
partir de I’eau de boisson, d’animaux sauvages (rongeurs, oiseaux, insectes) ou par
I’intermédiaire de I’éleveur (en lien avec d’autres productions dans I’élevage) sont donc
potentiellement existantes, comme c’est le cas en élevage de volailles. Peu d’études ont pour
I’instant été réalisées sur ce sujet. Seuls les travaux de Meerburg et al. (2006) et de Jensen et
al. (2006) ont souligné qu’une contamination des porcs par Campylobacter a partir de la

faune sauvage autour de I’élevage était possible bien que vraisemblablement peu fréquente.

L’introduction de porcs exempts d’organismes pathogénes spécifiques (EOPS) dans
un élevage permet de diminuer le pourcentage d’adultes porteurs de Campylobacter par
rapport a des élevages peuplés d’animaux conventionnels (Weijtens et al., 2000). Les auteurs
de cette publication suggérent qu’il serait possible de diminuer significativement le taux de
contamination par Campylobacter en élevage porcin en appliquant des mesures d’hygiéne
strictes associées a I’introduction de reproducteurs indemnes dans I’élevage. D’autre part,
Harvey et al., dans une étude réalisée en 2000, montrent qu’un sevrage précoce des porcelets
diminue le niveau de contamination des animaux, résultats en accord avec I'hypothese d'une

contamination des porcelets via les matieres fécales des truies.

3.3. PREVALENCE DE CAMPYLOBACTER A L’ABATTOIR

Les données chiffrées sur le statut des carcasses a I’abattoir sont limitées et les
prévalences obtenues sont extrémement variables selon les pays, les auteurs et le type d’étude.
Les protocoles ne sont pas toujours comparables du fait des différences dans la méthode de
prélevement et d’analyse et du fait de I’hétérogénéité des pratiques d’abattage et du type
d’échantillon (Tableau 17).
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Tableau 17 : Description de la contamination des porcs par Campylobacter a I’abattoir

Nombre de | Pourcentage de X
Nature des - (1 Especes .
s préléevements | prélévements . e Référence
prélevements . " identifiées
testés positifs
Contenu intestin 210 79% Oosterom et al
Carcasses 210 9% C. jejuni 1985 B
Carcasses réfrigérées 210 0%
Matieres fécales 58 53,4% C. jejuni Colin, 1985
Carcasses avant 0 Bracewell et al.,
réfrigération 120 12,5% 1985
Muscles du cou - 19,6% Finlay et al., 1986
Muscles du cou et 0 Lammerding et al.,
Vésicule biliaire 463 16,9% 1088
Matiéres fécales 200 100% C. coli 97%
Carcasses 200 23,5% C. jejuni 205 | Mafuetal., 1989
i?/g:r?: ?:su ade 600 66,2% Sorensen et
apres ressuzage 600 13,8% Christensen, 1997
i 0
Contenu Caecal Se gg 2 1%%0;:
(3 lots de 50 porcs issus 595 De 70 a 100% C. isiuni 31% Harvey et al., 1999
de 4 élevages) -J€) u\m 0
de 0a76%
Estomac(12 lots de 10) 120 54% (de 30 & 90%) Ciéosléulc?]gs/o Rossero et al., 1999
Contenu intestin 24 100%
Amygdales 24 66,7% C. coli 89% Nesbakken et al.,
Carcasses avant 24 56,7% C. jejuni 3% 2003
et apres congélation 24 1,7%
Maricres tocales 104 63,5% Pezzotti et al., 2003
Carcasses 30 33,3%
~apres Sa'lgnee 30 0,0% Pearce et al., 2003
-apreés polissage 30 6.7%
-avant refroidissement
Carcasses apres 0 Mircovich et al.,
ressuyage (8sites) 300 9,7% 2004
C.coli 95,7% | Guévremont et al.
040, ! !
Contenu caecal 800 77,6%% 5C. lari 2004
Estomac 240 50,4% Payot et al., 2004
Matiéres fécales
330 79,1%
avant transport 'S0 Alter et al., 2005
apres transport 330 78,2%
Matieres fécales 250 100%
Gorge fin process tuerie 250 19,2% Magras et al., 2006
Bavette 250 9,6%
Carcasses réfrigérées 122 0% Wehebrink etal,

2008
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De nombreuses études ont montré que plus de 70% des porcs charcutiers arrivant a
I’abattoir sont porteurs de Campylobacter au niveau de leurs intestins (79% aux Pays-Bas,
Oosterom et al., 1985 ; 98% au Canada, Mafu et al., 1989 ; de 70 a 100% aux USA, Harvey et
al., 1999). Plus récemment, une enquéte réalisee par Nesbakken et al. (2003) en Norvege a
mis en évidence un taux de portage intestinal de 100% chez les porcs abattus. De méme
Pezzotti et al. (2003), Guévremont et al. (2004), Alter et al. (2005) et Magras et al. (2006) ont
mis en évidence un portage élevé des porcs charcutiers & I’arrivée a I’abattoir avec des
prévalences respectivement de 63,5%, 77,6%, 78,2% et 100%. Une étude frangaise a décrit un
portage gastrique de 54% chez les porcs charcutiers (Rossero et al., 1999). Ce portage
stomacal est a considérer du fait des pratiques d’éviscération par section au niveau du cardia a
I’abattoir puiqu’il peut en effet constituer une source de contamination plus difficilement
maitrisable.

L’importance et la fréquence du portage est associée a des quantités élevées de
Campylobacter présents dans le tube digestif (C. coli est présent en plus grand nombre que
Salmonella ou Yersinia (Borch et al., 1996)), avec des niveaux de I’ordre de 10* & 10°
bactéries par gramme de contenu digestif (Oosterom et al., 1985 ; Young et al., 2000 ; Magras
et al., 2006).

D’aprés ces différentes données, toute faute d’hygiéne ou tout incident sur la chaine
aboutissant a la souillure des carcasses par les matiéres fécales peut entrainer la contamination
de la viande de porc. Dans les études pré-citées, les pourcentages de contamination des
carcasses varient de 9 a 56,7 % apres éviscération et diminuent nettement apres ressuyage et
refroidissement (le taux maximal rapporté est de 3%). Les auteurs évoquent, pour expliquer
cette diminution, la forte sensibilit¢ des Campylobacter thermotolérants au froid et a la
dessiccation (Borch et al., 1996 ; Nesbakken et al., 2003).

La mise en évidence de Campylobacter a pu étre faite sur les abats (le foie en
particulier) ainsi que dans les produits transformés tels que des saucisses. Cependant, sur les
carcasses a I’abattoir, et contrairement a la majorité des produits carnés commercialisés, il est
retrouvé une trés forte majorité de C. coli. Beaucoup plus occasionnellement, C. jejuni et C.
lari ont éte isolés sur des porcs a I’abattoir (Moore et Madden, 1998). Comme en élevage, une
importante variabilité génétique a été mise en évidence lors d’une étude irlandaise portant sur
28 souches par PCR-RFLP (Moore et al., 2002).

85



3.4. LA VIANDE DE PORC COMME SOURCE POTENTIELLE D’INFECTIONS
HUMAINES

3.4.1. IMPORTANCE DES CAMPYLOBACTERIOSES HUMAINES D’ORIGINE PORCINE

Les cas de campylobactérioses humaines d’origine porcine sont le fait de
Campylobacter thermotolérants et essentiellement de C. coli, contractés le plus souvent suite
a la consommation de produits d’origine porcine, ou éventuellement par I’intermédiaire de
I’environnement dans lequel se trouvent les animaux (contamination de I’eau de boisson). Les

porcs sont donc a I’origine d’une zoonose alimentaire a Campylobacter thermotolérants.

En France, le poulet est beaucoup plus fréquemment mis en cause mais il existe
malgré tout des exemples de contamination a partir de produits d’origine porcine. Dans ces
derniers cas, le défaut ou I’absence de cuisson (saucisses cuites au barbecue, porc mariné dans
le vinaigre) jouent un role important. De méme, la contamination croisée avec la viande de
poulet, notamment chez le consommateur, pas toujours respectueux des regles d’hygiene lors
de la préparation des aliments, est un phénomene dont I’importance a été soulignée par de
nombreuses études dont celles de De Boer et Hahne (1990) et de Christensen et al. (2001).
Plusieurs éléments permettent de penser que la viande de porc pourrait jouer un role

épidémiologique important dans les campylobactérioses humaines :

- la viande de porc est la viande de boucherie la plus consommée en France, en Europe
et dans le Monde. De plus, le succés croissant des charcuteries (produits pas ou peu cuits)
et I’augmentation de la consommation de produits tels que le paté sont des facteurs de

risque vis a vis des campylobactérioses (Gillespie et al., 2002).

le portage intestinal et stomacal de bactérie est souvent a I’origine d’une
contamination des carcasses a I’abattoir et Campylobacter spp. peut donc potentiellement

contaminer la viande de porc, puis le consommateur.

- C. coli est tres fréequent chez le porc et est impliqué dans 1 a 17% des cas de
campylobactérioses humaines. En Europe de I’Est, la prévalence des campylobactérioses a

C. coli est egalement tres élevée (Kalenic et al., 1985).

- Certaines études ont souligné la survie des Campylobacter sur les matrices carnées

dont la couenne (Solow et al., 2003)
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Afin d’apprécier cette relation entre porcs et campylobactérioses humaines,
Guévremont et al. (2004) ont comparé les profils génétiques obtenus par macrorestriction
génomique de souches de C. coli isolées sur des porcs et dans des cas sporadiques de
campylobactérioses humaines. Ils en sont arrivés a la conclusion qu’il n’y avait pas de
relation épidémiologique entre les isolats des porcs et ceux des cas humains, et que le risque

de contamination de I’Homme & partir du porc est faible.

Cependant, des cas de campylobactérioses humaines d’origine porcine ont été décrits
dans la littérature, ce qui montre que le risque, bien que faible, existe : anadémie a partir de
porc mariné dans le vinaigre (Oosterom et al., 1980; Yanagisawa et al., 1980);
campylobactériose a partir de saucisses de porc (Kapperud et al., 1992) ; consommation de
paté, facteur de risque vis a vis des campylobactérioses (Gillespie et al., 2002). La viande de
porc et les produits d’origine porcine ont ainsi été mis en évidence comme responsables en
2006 dans I’Union Européenne de 8 foyers de campylobactérioses avec au total 107 cas
humains déclarés dont 4 admissions a I’hopital sur les 400 foyers déclarés (178 d’origine
inconnue) (soit en proportion 3,6% des foyers et 12,4% des cas humains déclarés) (EFSA,
2007)

Globalement, la faible contamination des produits porcins a la boucherie et dans les
supermarchés et les habitudes culinaires consistant & manger du porc bien cuit limitent
certainement fortement le risque, sans toutefois I’annuler puisqu’il existe des cas d’infections
a Campylobacter attribués a la viande de porc (Miller et Mandrell, 2005). L’évolution des
habitudes de consommation avec une augmentation de viandes grillées, en particulier au
barbecue, le succés croissant des charcuteries qui sont des produits pas ou peu cuits (Durand,
1999) et le non-respect d’un certain nombre de regles d’hygiéne (risque de contaminations
croisées) pourraient accentuer le risque de campylobactérioses a partir de viande de porc (De
Boer et Hahne, 1990 ; Kapperud et al., 1992 ; Christensen et al., 2001).

3.4.2. CONTAMINATION DE LA VIANDE DE PORC PAR CAMPYLOBACTER SPP.

De nombreuses études se sont intéressées a la présence de Campylobacter dans les
produits d’origine porcine, de I’abattage jusqu’au consommateur. Les porcs arrivant a

I’abattoir sont genéralement contaminés pour une proportion importante d’entre eux (jusqu’a
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100% dans certaines études : Nesbakken et al., 2003), mais cette contamination diminue au
cours du processus d’abattage jusqu’au produit prét a étre consommé, pour finalement
atteindre des taux assez faible, de I’ordre de 0 a 0.8% (Figure 13).
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Figure 13:  Evolution des proportions d’échantillons de viande fraiche positifs a
Campylobacter thermotolérant tout au long du procédé d’abattage, pour
différents types d’animaux. Données rapportées par les états membres de
I’Union Européenne en 2005. Source : EFSA, 2006

Les différentes etapes du processus d’abattage limitent la contamination de la viande a
partir du contenu intestinal et/ou entrainent la mort d’une part importante des Campylobacter
(Albert et al.,, 2005; EFSA, 2006 et 2007), ce qui expligue que le risque de
campylobactérioses humaines a partir de viande de porc soit relativement faible. La
contamination des carcasses est néanmoins possible au cours de I’abattage notamment a partir

du tube digestif ou par contamination croisée par I’intermédiaire du matériel comme le
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montrent certaines études (Malakauskas et al., 2006). Les Campylobacter isolés sur les
carcasses sont en grande majorité des C. coli et des C. jejuni, des C. lari ont pu étre retrouvés
mais plus occasionnellement (Moore et Madden, 1998). L’incidence des Campylobacter
thermotolérants dans les produits porcins calculée a partir des observations de différents
auteurs (Colin et al., 1985 ; Lammerding et al., 1988 ; Adesiyun et al., 1992) souligne une
diminution importante de la contamination entre la carcasse (2 a 32% de taux positifs avec un
échantillon moyen de 70 préléevements) et les produits transformés tels que la viande hachée
ou la chair a saucisse (0,1 a 2,5% de taux positifs pour 104 a 1442 prélévements). Néanmoins,
pour le foie de porc, I’incidence est en moyenne plus élevée et varie de 6 et 43% pour 100 a

400 échantillons.

En Europe, les données concernant I’occurrence de Campylobacter dans la viande
fraiche de porc échantillonnée lors de la vente au detail est reportée dans le Tableau 18. La
proportion d’échantillons positifs est faible (0-1,1%) mais existe. Des pays comme la Hongrie
(N=168), la Slovénie (N=159) et I’ltalie (N=172) rapportent respectivement un taux de 4,8%,
0,6% et 0,6% d’échantillons positifs.

Tableau 18 : Données concernant le nombre d’échantillons positifs pour Campylobacter dans

la viande fraiche de porc lors de la vente au détail. Source : EFSA, 2007

2006 2005 2004 2003 2002
N % Pos N % Pos N % Pos N % Pos N % Pos
Austria a3 1.1 29 1.1 - - - - - -
Germany 280 0.7 391 0.5 475 1.9 188 2.7 254 1.2
Metherlands - - 389 0 287 1.1 227 0 a7 24
Spain 40 0 107 0 - - - - - -
EU Total 423 0.7 976 0.3 762 1.6 415 1.2 351 14

1. Data are only presented for sample size =25; Only data specified as fresh are included. Data on meat products, mechanically separated
meat, minced meat, and meat preparations are not included.

N : nombre d’échantillons, % Pos : pourcentage d’échantillons positifs pour Campylobacter

D’autre part, il faut rester prudent avec les données observées car les méthodes
employées pour déterminer la contamination des denrées d’origine porcine ne sont que peu
sensibles et sous-estiment vraisemblablement la proportion de viande contaminée par

Campylobacter (Fosse et al., 2006).
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3.5. CONTEXTE REGLEMENTAIRE

La réglementation européenne en matiére de lutte contre les zoonoses d’origine

alimentaire s’appuie principalement sur trois textes :

- le reglement européen 2160/2003/CE qui régit la lutte contre

Salmonella dans les filiéres avicole et porcine,

- le réglement 2073/2005/CE qui établit les critéres microbiologiques

applicables aux denrées alimentaires d’origine animale,

- la directive 2003/99/CE qui prévoit la surveillance des principaux

agents responsables de zoonoses d’origine alimentaire.

En ce qui concerne Campylobacter, aucun texte réglementaire européen ne prévoit
pour I’instant la mise en place de luttes spécifiques contre cette bactérie ou de criteres
microbiologiques concernant la sécurité et le process tout au long de la filiere porcine et pour
les denrées alimentaires. La directive 2003/99/CE du Parlement Européen et du Conseil du 17
novembre 2003 prévoit cependant la surveillance de Campylobacter dans les filieres animales
dans I’ensemble des états membres. Ces derniers devront ainsi fournir des informations sur le

statut des animaux notamment en ce qui concerne Salmonella et Campylobacter.

La Commission Européenne a chargé I’ Autorité Européenne de Sécurité des aliments
(EFSA) de préparer une proposition de spécifications techniques pour un programme de
surveillance coordonné de Salmonella et de Campylobacter dans la viande de poulet de chair
au sein de I’Union Européenne (UE), adopté le 16 octobre 2006. Le rapport de ce groupe de
travail a été mis a jour récemment et les informations viendront compléter les résultats de
I’enquéte initiale sur la viande de poulet dans les abattoirs réalisée en 2008 dans les Etats
membres de I’'UE. Concernant la filiere porcine, I’organisation de cette surveillance est

actuellement en cours de mise en place dans I’Union Européenne.

Certains pays ont anticipé I’application de la directive 2003/99/CE et ont déja mis en
place des programmes de surveillance de leur production. Le Danemark, la Finlande, la
Norvege, les Pays-Bas, I’ltalie, I’Autriche et la Suede ont ajouté a la surveillance des
programmes de maitrise des contaminations par Campylobacter, qui sont pour la plupart déja

effectifs mais principalement dans la filiere avicole. Outre la surveillance de la production,
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des programmes de maitrise volontaires des contaminations des troupeaux par Campylobacter
existent au Danemark et en Suéde alors que ces programmes de maitrise sont obligatoires en
Norvege (2001) et en Finlande (2004). Le contenu de ces programmes varie peu d’un pays a
I’autre et est essentiellement fondé sur I’application de mesures strictes de biosécurité
comprenant notamment un traitement de I’eau a base de chlore et une application rigoureuse
des barrieres sanitaires a I’entrée des élevages. A I’abattoir, les mesures consistent en
I’abattage des lots positifs en fin de journée, assorti d’un traitement thermique ou d’une

congélation de surface.

Les pays ayant mis en place ces mesures ont d’ores et déja observé une baisse de la
prévalence dans les lots de volailles, I’extension de ces mesures a d’autres pays et a la filiere
porcine devrait avoir les mémes effets. D’autres plans de surveillance ont été mis en place
dans I’ensemble des Etats Membres notamment en ce qui concerne I’antibiorésistance des
souches de Campylobacter isolées dans les filieres animales. Les derniers rapports de I’'EFSA
soulignent en effet que la résistance de la bactérie tant chez I’Homme que chez I’animal aux
antibiotiques, et notamment a la ciprofloxacine, médicament antimicrobien couramment

utilisé, atteint des niveaux élevés et devient inquiétante.

La détermination du statut de contamination de la filiere porcine vis-a-vis de
Campylobacter est nécessaire pour la mise en place de plans de controle,
d’épidémiosurveillance ou d’autres options de gestion des risques. Il sera nécessaire
d’harmoniser les plans de surveillance pour pouvoir comparer les prévalences respectives des
différents pays européens concernant a la fois la contamination des animaux vivants et de la
contamination de la viande. De plus, cette nécessité de coordination et d’harmonisation est

également a souligner en ce qui concerne les déclarations des campylobactérioses humaines.

Des mesures de luttes spécifiques a la filiere porcine et aux Campylobacter
thermotolérants ne sont pour le moment pas envisageables car les connaissances sur

I’épidémiologie de ces bactéries en élevage porcin sont encore insuffisantes.
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4. PARTICULARITES DE L’ELEVAGE PORCIN EN FRANCE

4.1. ORGANISATION DE LA FILIERE PORCINE

Premiére viande produite et premiére viande consommée, quantitativement, dans le
Monde, en Europe et en France, la viande porcine correspond en France et dans I’Union
européenne a une filiere particulierement dynamique. La filiere de viande porcine et de
produits porcins comprend un grand nombre d’opérateurs dont les activités sont diverses. La
filiere consiste en une succession d’étapes de [I’alimentation des animaux jusqu’au

consommateur final (Figure 14).

Agro-fournisseu r5> Production

\/

Transport

Abattage
Découpe

Charcuterie
Salaison

\/

Distribution

Consom-
mation

Figure 14 :  Schéma simplifié des étages successifs de la filiere de viande porcine et de

produits porcins. Source : Lurette, 2007
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Les Campylobacter ne sont pas capables de se multiplier dans les animaux une fois
morts, a fortiori dans I’environnement et dans les aliments dans des conditions de stockage
normales (Park, 2002). Présentés habituellement comme peu résistants dans I’environnement,
différentes études ont cependant souligné leur capacité a survivre notamment sur les
carcasses, le matériel, les surfaces, I’aliment et I’eau (De Boer et Hahne, 1990 ; Christensen et
al., 2001 ; Wilson, 2003 ; Kusumaningrum et al., 2004 ; Cools et al., 2005).

Campylobacter est présent dans le tractus digestif des animaux infectés et est excrété
dans les matiéres fécales. Une contamination peut ainsi survenir au niveau de chacune des
étapes de la filiere (infection des animaux, contamination des produits porcins ou du matériel)

et on peut alors observer la présence de Campylobacter dans les produits de consommation.
Cette contamination des denrées peut survenir a différents niveaux de la chaine :

- chez le consommateur : au moment de la préparation (sur la planche de
découpe, par exemple, entre des aliments contaminés et des aliments
indemnes) (De Boer et Hahne, 1990 ; Christensen et al., 2001), lors de
la conservation (Mazick et al., 2006) ou lors de contaminations croisees
manuportées fréquentes notamment lors de barbecue du fait de la
manipulation des aliments crus contaminés et en raison d’une cuisson

insuffisante de ces aliments (Kapperud et al., 1992).

- lors de la distribution: non-respect des pratiques d’hygiéne et

contaminations croisées.

- lors de la charcuterie-salaison : les produits sont peu cuits (Durand,
1999) et un mauvais nettoyage du matériel ou des surfaces peut induire
la contamination des produits (Kusumaningrum et al., 2004).

- lors des processus d’abattage et de découpe : un accident d’éviscération
ou la section du cardia durant le processus d’abattage peuvent entrainer
une contamination des plans de travail, du matériel et des carcasses.
Cependant, les taux de contamination des carcasses apres les étapes de

ressuyage et de réfrigération sont relativement faibles.

93



- sur le quai d’attente ou durant I’étape de transport : les porcs peuvent
s’infecter du fait de la présence d’animaux excréteurs. Le stress lié au
transport et a la mise a jeln des animaux avant le départ amplifie
probablement I’excrétion des porcs infectés et favorise la contamination

des autres animaux.

- Durant I’élevage des porcs charcutiers dans I’exploitation : les animaux
peuvent s’infecter en ingérant des bactéries présentes dans les matieres
fécales de leurs congéneres, de leur mére ou présentes dans la salle
d’élevage du fait d’une contamination par les animaux eux-mémes, par
les rongeurs, par le personnel de [I’exploitation véhiculant

Campylobacter, par I’eau ou par I’aliment contaminé.

Les porcs infectés a la sortie de I’exploitation jouent un réle en tant que source de
contamination éventuelle des carcasses a I’abattoir. La diminution des risques dans cette
filiere est corrélée a la détermination du statut de contamination de la filiére porcine. La mise
en évidence d’un portage asymptomatique chez le porc et d’une contamination précoce des le
début de I’élevage doit dans un premier temps amener a raisonner sur les options de gestion
du risque au stade de la production primaire. Il est donc nécessaire d’approfondir les
connaissances en terme de diffusion et de persistance du danger dans I’élevage et d’essayer de

comprendre la dynamique d’infection de Campylobacter.

On observe une grande diversité des souches de Campylobacter isolées chez le porc,
quelle est la part respective de la variabilité génomique élevée intrinseque et/ou de la
contamination a partir de sources multiples ? Des données épidémiologiques et des données
de recherche doivent étre produites pour définir de nouveaux indicateurs de suspicion de la
présence du danger au stade de I’abattoir et pour déterminer le statut de dangerosité des
denrees.

Il est possible d’intervenir aux différents niveaux de la filiere :

= au niveau de la production primaire pour comprendre les mécanismes de

contamination et de transmission de la bactérie
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= lors de I’abattage et du processus de transformation en veillant a maintenir

et/ou améliorer les bonnes pratiques et les mesures d’hygiéne

= durant les étapes de préparation de I’aliment : il est nécessaire de sensibiliser
les industriels et le consommateur quant a I’application de mesures d’hygiéne

efficaces

La réglementation fixera a terme des objectifs au niveau de la production primaire. I
est donc nécessaire de s’y intéresser et en particulier il sera demandé aux Etats Membres de
I’Union Européenne de fournir des informations concernant le statut de contamination des
animaux dans les élevages francais, notamment vis a vis de Campylobacter (Directive

2003/99/CE). L’élaboration du calendrier d’application de la directive est en cours.

4.2. ORGANISATION DE LA PRODUCTION PRIMAIRE

4.2.1. STRUCTURE PYRAMIDALE DE LA FILIERE DE PRODUCTION DES PORCS CHARCUTIERS

L’activité de production porcine s’est progressivement concentrée sur un nombre
d’opérateurs assez limités, de plus en plus regroupés géographiquement. Actuellement, on
dénombre environ 23 000 élevages de porcs en France et 65 % de ces elevages sont regroupés
dans deux régions, Bretagne et Pays de la Loire. Ces opérateurs associés a la production de
porcs charcutiers sont groupés en structures économiques au sein desquelles des troupeaux
sont mis en relation par I’achat et la vente d’animaux. Plusieurs structures de production
peuvent étre en relation par le biais de flux d’animaux correspondant a des porcs a différents

stades de leur croissance ou a des animaux reproducteurs.

En France, I’organisation pyramidale des troupeaux correspond & une hiérarchie des
élevages selon leur niveau génétique (Figure 15). La diffusion du progres génétique se réalise
donc par le biais de flux d’animaux reproducteurs unidirectionnels (du haut vers le bas de la
pyramide) entre les troupeaux organisés en trois étages selon une structure pyramidale :

I’étage de sélection, I’étage de multiplication puis I’étage de production.
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Figure 15:  Structure pyramidale des élevages porcins et schéma des flux d’animaux entre
troupeaux aux élevages de sélection, de multiplication et de production.
Source : Lurette, 2007

Au sommet de la pyramide se trouvent donc les élevages de sélection, peu nombreux,
représentant environ 1,5% de I’effectif de truies en production. L’étage de sélection
approvisionne les autres niveaux de la pyramide et les centres d’insémination artificielle en
reproducteurs sélectionnés de race pure. La sélection a pour but de modifier peu a peu le
patrimoine génétique des animaux d’une population afin d’améliorer le niveau des

performances.

Au niveau intermédiaire, il s’agit de I’étage de multiplication ou les troupeaux sont
entierement renouvelés par les élevages de sélection. Ces multiplicateurs croisent les races
afin d’obtenir des troupeaux grands-parentaux et parentaux et d’approvisionner en animaux

reproducteurs (cochettes et verrats croisés) les troupeaux de production.
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A la base de cette structure pyramidale se trouvent les élevages de production qui se

fournissent en truies parentales provenant de I’étage de multiplication selon un programme de

livraison systématique et en verrats terminaux utilisés en saillie naturelle ou en prélévement a

la ferme. Ces élevages ont pour but de fournir des porcelets sevrés (vente de porcelets de 8kg

ou de 25kg) ou de livrer des porcs charcutiers a I’abattoir.

4.2.2. LES DIFFERENTS TYPES D’ELEVAGE

Plusieurs types d’élevages sont distingués au sein des élevages producteurs selon

gu’ils réalisent I’ensemble ou une partie des étapes de la production des porcs charcutiers

destinés a I’abattoir :

des élevages naisseurs-engraisseurs: c’est I’orientation dominante des élevages
frangais (73,1 % du cheptel porcin). Ces troupeaux S’approvisionnent en animaux
reproducteurs, realisent la phase de reproduction des truies et produisent des porcs
charcutiers destinés a I’abattoir. Ces unités de production réalisent le naissage, le
sevrage, le post-sevrage et I’engraissement des animaux jusqu’au départ pour

I’abattoir.

Des élevages naisseurs avec vente au sevrage ou en fin de post-sevrage (1,9 % et 2,1%
respectivement) : ces élevages réalisent uniquement la phase de naissage pour vendre
les porcelets au sevrage (vers 8kg) ou reéalisent le naissage et le début de la phase de
croissance apres le sevrage (appelée phase de post-sevrage) pour vendre les porcelets

vers 25kg. Ces derniers élevages sont qualifiés de « naisseurs traditionnels ».

Des élevages post-sevreurs (0,4 %) et post-sevreurs-engraisseurs (8,7 %) : les
troupeaux post-sevreurs-engraisseurs, complément des élevages naisseurs, acheétent
des porcelets sevrés de 8kg et réalisent le post-sevrage puis I’engraissement des
animaux jusqu’a leur départ a I’abattoir. L’activité spécialisée de post-sevrage est
également possible, bien que de plus en plus rare ; les post-sevreurs s’approvisionnent

en porcelets sevrés de 8kg et réalisent uniquement la période de post-sevrage.
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e Des élevages engraisseurs (13,8 %) : les éleveurs achetent des porcelets sevres de
25kg et réalisent leur engraissement jusqu’a un poids moyen de 110 kg, poids auquel

les porcs charcutiers sont envoyes a I’abattoir.

4.3. CONDUITE D’ELEVAGE EN PRODUCTION PORCINE

Etant donné que la plupart des exploitations francaises de I’étage de production sont
des troupeaux naisseurs-engraisseurs, nous nous intéresserons donc par la suite uniquement a
ce type d’élevage. La taille moyenne de ces élevages est environ de 183 truies et est similaire
aux élevages allemands (163 truies en Westphalie), inférieure aux élevages des Pays-Bas (300
truies) ou du Danemark (331 truies) et relativement faible comparativement aux élevages

espagnols (657 truies) ou américains (1319 truies) (données 2007 du site de I’I'TP).

La conduite du naissage comporte la conduite de la reproduction, I’élevage du porcelet
de la naissance au sevrage et le renouvellement du troupeau des reproducteurs. La truie peut-
étre fécondée toute I’année et la gestation dure 114 jours. Selon le stade physiologique, les
truies reproductrices sont réparties le plus souvent dans trois ateliers : la verraterie-attente
saillie, le local des truies gestantes et les maternités. Les modes de logement varient en
fonction du stade physiologique. En verraterie-attente saillie, les truies sont généralement en
cases individuelles. Au cours de la gestation, elles sont logées en cases individuelles ou
collectives, mais dans tous les cas toutes les bandes de truies simultanément gestantes sont
regroupées au sein d’une méme salle. Pour la mise bas et I’allaitement, elles sont logées dans
des cases individuelles avec leur portée, ces cases étant regroupées dans des salles de
maternité. L’élevage des porcelets sevrés puis des porcs charcutiers jusqu’au poids d’abattage
(entre 110 et 115 kg de poids vif), vers 25 semaines d’age, est organisé le plus souvent en
deux étapes: post-sevrage et engraissement (Figure 16). Il se réalise dans des locaux
spécifiques ou les porcelets sont logés en cases collectives, elles mémes regroupées en salles

(une salle par bande le plus souvent).

98



Verraterie _
Salles de gestation

Cochettes

B
4

76| 5

B3 Ba

/
b1 b2 | b3

™) Flux d'animaux — Mélange de bandes

Figure 16 : Schéma des flux d’animaux planifiés ou non au sein d’un troupeau naisseur-

engraisseur avec une conduite en bandes a 3 semaines

4.3.1. PRINCIPES DE LA CONDUITE EN BANDES

Au sein d’un troupeau naisseur-engraisseur, la conduite en bandes est le systeme le
plus répandu en France. La conduite en bandes en élevage porcin a été mise en place a partir

de 1968 a I’initiative de I’Etablissement Départemental de I’Elevage des Cotes d’Armor.

Le cheptel de truies est divisé en lots de taille égale dont la conduite est synchronisée.
Les lots, appelés bandes de truies, regroupent des animaux au méme stade physiologique. Par
conséquent, les truies d’une méme bande sont saillies naturellement ou inséminées

artificiellement de facon simultanée ce qui permet de regrouper les mises-bas. Les portées des
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truies issues d’une méme bande composent alors une bande de porcelets conduits ensemble

du sevrage jusqu’au départ des porcs charcutiers pour I’abattoir.

Tout au long de la croissance des animaux, les bandes de porcelets puis les bandes de
porcs a I’engrais ne sont théoriqguement pas melangées entre elles. Ainsi, au cours de sa
croissance, une bande de porcs occupe successivement plusieurs salles d’élevage et chaque
salle n’est occupée que par une seule bande. L’intérét de cette conduite est une occupation en
« tout-plein/tout-vide » des locaux d’élevage puisque les animaux d’une méme bande entrent
et sortent d’une salle au méme moment. Entre deux bandes, les locaux font alors I’objet d’un

protocole de nettoyage / désinfection suivi d’un vide sanitaire de plusieurs jours.

4.3.2. OBJECTIFS DE LA CONDUITE EN BANDES

Les objectifs théoriques de la conduite en bandes dans un élevage porcin sont

multiples et peuvent étre répartis en trois catégories.

4.3.2.1. Objectifs organisationnels

Plusieurs études s’accordent pour dire que la conduite en bandes permet une meilleure
organisation et une rentabilisation du travail de [I’éleveur (meilleure utilisation des
compétences personnelles, réalisation moins fréquente mais plus efficace des taches) ainsi
gu’une anticipation des périodes a forte activité par rapport a un type de conduite en flux
continu (Friendship et Kains, 1998 ; Moore et Cargill, 2005 ; Bown, 2006). De plus, les
études de Moore et Cargill (2005) et de Friendship et Kains (1998) précisent que le principe

de la conduite en bandes permet une meilleure utilisation des locaux et du matériel d’élevage.

4.3.2.2. Objectifs économiques

Les animaux de méme stade physiologique (truies) ou de méme &ge (les porcelets et
les porcs charcutiers) sont conduits ensemble. Les approvisionnements de I’élevage en
aliment adapté a chaque catégorie d’animaux ou en semence (pour les élevages pratiquant
I’insémination artificielle) se font donc en grande quantité et de fagon groupée, ce qui permet
de bénéficier de moindres codts d’acheminement (Moore et Cargill, 2005). Les porcs
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charcutiers commercialisables sont livrés régulierement a I’abattoir par lots homogenes et de
taille importante permettant ainsi une diminution des frais de transport. Il est également plus
facile de négocier et d’obtenir des prix intéressants en ce qui concerne la commercialisation
de la viande (Friendship et Kains, 1998 ; Moore et Cargill, 2005 ; Bown, 2006).

4.3.2.3. Objectifs sanitaires et zootechniques
v Intéréts de la conduite en « tout-plein/tout-vide »

Un des principaux objectifs de la conduite en bandes est la réalisation du « tout-
plein/tout-vide » dans les différentes salles de I’élevage, notamment en maternité, en post-
sevrage et en engraissement (Caugant et Quémeéré, 1999). Ce systéeme de conduite des salles
ouvre la possibilité de mettre en place un nettoyage, une désinfection et un vide sanitaire strict
qui permettent (i) d’améliorer la santé des animaux, (ii) d’augmenter le gain moyen quotidien
(GMQ) et I’indice de consommation, et (iii) de baisser le taux de mortalité et les codts de
traitement (Bown, 2006).

v" Insémination artificielle et Mise-bas

Les truies d’une méme bande sont sevrées le méme jour, elles viennent donc en
chaleur au méme moment et sont inséminées a quelques jours d’intervalle. Cette organisation
est difficile a mettre en ceuvre avec des saillies naturelles car la demande simultanée en
verrats est trop importante. L’insémination artificielle (I1A) est donc le plus souvent pratiquée
(Bown, 2006), elle permet d’améliorer la diffusion du progres génétique et de garantir la santé
du troupeau (Armstrong, 2002 ; Moore et Cargill, 2005). Un nombre important de truies met
bas a seulement quelques jours d’intervalle, les adoptions de porcelets au sein de la bande
sont alors plus faciles (Armstrong, 2002 ; Moore et Cargill, 2005 ; Bown, 2006) et contribuent
a diminuer la mortalité des porcelets en période de pré-sevrage (Friendship et Kains, 1998)

notamment en équilibrant les tailles de portée.

v" Ambiance des batiments et Alimentation

Dans un élevage conduit en bandes, le nombre de salles nécessaires au logement des

animaux est réduit et la taille de celles-ci augmente puisqu’un plus grand nombre d’animaux
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ayant les mémes besoins arrive en méme temps. La gestion des principaux parametres
d’ambiance, a savoir la température et la ventilation, est plus facile et permet d’adapter
précisément I’ambiance des batiments aux besoins des animaux (Friendship et Kains, 1998 ;
Moore et Cargill, 2005). De méme, I’alimentation peut étre adaptée a chaque classe d’age et il
est plus aisé de réaliser des transitions entre les différents types d’aliments (Moore et Cargill,
2005 ; Bown, 2006).

4.3.3. MISE EN OEUVRE DE LA CONDUITE EN BANDES

La conduite avec un intervalle entre bandes de 21 jours est la plus fréquemment
rencontrée en France (86% des élevages naisseurs-engraisseurs en 2000 selon les données de
I’Institut Technique du Porc). Cette conduite en bandes « 3 semaines » reste la plus classique
et la plus justifiée dans les élevages de moins de 200 truies (Le Bas, 2001). De facon plus

générale, elle est adaptée a des élevages de 60 a 300 truies (ITP, 2000).

Le cycle d’une bande correspond au cycle de reproduction de la truie, composé de
trois phases : la gestation de 114 jours en moyenne, la lactation de 21 ou 28 jours en fonction
du choix de I’age des porcelets pour le sevrage provoquée (25,1 jours en moyenne selon le
résultat Gestion Technique des Troupeaux de Truie 2004 de I’'I'TP) et I’intervalle sevrage-
saillie ou sevrage-oestrus (ISO) de 5,1 jours en moyenne (Résultat GTTT 2004 de I’'ITP). En

moyenne, le cycle d’une bande est donc de 144,2 jours soit 20 a 21 semaines (Figure 17).

ISO Gestation (G) Allaitement (All)

. T T

Sevrage Saillie Mise-bas Sevrage

Figure 17 : Cycle de reproduction de la truie (ISO : intervalle sevrage-oestrus)
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Le nombre de bandes N s’obtient en divisant la durée du cycle d’une bande par

I’intervalle entre bandes souhaité :

N = (ISO + G + All) / Intervalle entre bandes

L’effectif de truies par bande est alors égal a I’effectif global du troupeau de truies
productives divisé par le nombre de bandes N (Le Borgne et Jegou, 1997).

L’age au sevrage le plus adapté a «la conduite 3 semaines » est de 28 jours (Le
Borgne et Jegou, 2000) : le cycle de la truie est alors de 147 jours et I’effectif total des truies
productives de I’élevage est réparti en 7 bandes. Cette conduite est adaptée au cycle oestral de
la truie puisqu’il est facile, en cas d’échec a I’insémination, d’intégrer la truie a la bande

suivante.

v Flux d’animaux au sein du troupeau et gestion des salles

Au sevrage, les porcelets sont transférés en salle de post-sevrage pour 8 semaines, puis
en salle d’engraissement jusqu’a leur départ pour I’abattoir vers 25 semaines d’age (Figure
16). Le nombre de salles nécessaires dans chaque stade est calculée a partir de la formule

Sx = (D+V) / Intervalle entre bandes

Avec Sx : Nombre de salle pour le stade x
D : Durée dans ce stade
V : Durée du vide sanitaire dans la salle.

Par exemple, pour calculer le nombre de salles nécessaires en maternité ou la durée
d’occupation est de 35 jours (7 jours d’adaptation des truies + 28 jours jusqu’au sevrage des
porcelets) et le vide sanitaire de 7 jours. L’intervalle entre bandes est de 3 semaines soit 21

jours ainsi : Syaternits = (35 + 7) / 21 = 2. Deux salles sont nécessaires en maternité.
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v" Planification hebdomadaire du travail de I’éleveur

Le travail de I’éleveur est réparti entre les différentes bandes selon le stade
physiologique des animaux (saillie, mise-bas et sevrage). Les séquences sont répétées de

facon réguliere avec une tache différente a réaliser par I’éleveur chaque semaine (Figure 18).

Se
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Figure 18:  Schéma de la planification hebdomadaire des événements principaux de
conduite de reproduction des truies dans le cas d’une conduite en bandes avec
un intervalle de trois semaines entre bandes.

Source : Lurette, 2007

Il existe d’autres possibilités de conduite qui peuvent étre dictées par des choix
sanitaires, par une volonté d’organisation différente ou par la taille du troupeau de truies.
Dans le cas d’un élevage existant, le choix d’une conduite optimale est fonction des batiments
présents, de la disponibilité en main d’ceuvre, des objectifs de productivité et des objectifs de
gestion sanitaire (Le Bas, 2001). On distingue ainsi les conduites a petit nombre de bandes
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pour les petits élevages (conduite en 4 bandes avec un intervalle entre bandes de 5 semaines
ou conduite en 5 bandes avec un intervalle entre bandes de 4 semaines) et la conduite avec un
intervalle entre bandes de 7 jours, plus couramment appelée « conduite & la semaine », qui
s’adapte a des élevages de plus de 300 truies (ITP, 2000). Chaque semaine, I’ensemble des
taches est a effectuer pour 3 bandes différentes (mise-bas, sevrage et insémination ou saillie),

ce qui nécessite la présence d’un personnel spécialisé a chaque stade

4.3.4. STRUCTURES DE CONTACT ENTRE ANIMAUX AU SEIN DE L’ELEVAGE

Cette conduite en bandes induit une structure de contact particuliére essentielle a
considérer pour étudier la transmission d’un pathogene au sein d’un élevage porcin. Au sein
de cette structure de contact, on peut mettre en évidence I’absence ou la présence de contacts
entre certains animaux et les caractériser selon leur type (direct ou indirect par
I’environnement), leur intensité et leur fréquence. En élevage porcin, la conduite en bande
stricte est généralement recommandée et permet, en théorie, une occupation des salles en
« tout-plein/tout-vide » par les porcs en croissance : normalement, les animaux issus de

bandes différentes n’entrent donc pas en contact direct.

Cependant, plusieurs enquétes menées ces dernieres années tendent a montrer que la
conduite en bandes stricte, jusqu’au départ des porcs charcutiers a I’abattoir, n’est pas

toujours respectée.

Le Borgne et Jegou (2000) déclarent que les regles fondamentales de la conduite en
bandes (absence de mélange d’animaux entre bandes, limitation des mélanges successifs
d’animaux dans une méme bande, respect des densités d’animaux (moins de 100 kg/m?) et
hygiene stricte (pédiluves, marche en avant, lavages, désinfections, vides sanitaires)) ne sont
pas systématiquement respectées entrainant ainsi des dérives. Pour ces auteurs, la recherche
de la rentabilisation maximale des batiments a été le prétexte a leur sur-utilisation et aux
mélanges de bandes pour atteindre un chargement maximal par case. Les principales causes
avancées sont : I’augmentation de la taille des ateliers, I’amélioration de la prolificité des
truies, I’amélioration des performances de croissance des porcelets et le poids des contraintes
environnementales (ralentissement de la modification du parc de batiments d’ou une absence

de cohérence de la chaine des batiments).
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De plus, dans un troupeau porcin, des variations d’effectif surviennent dans les bandes
de truies du fait de la fécondation, des avortements et de la mortalité. Des variations d’effectif
sont de plus observées dans les bandes de porcelets et sont liées a la taille des portées et a la
mortalité des animaux. Enfin, des variations concernant la durée de séjour des animaux dans
les salles sont aussi fréquemment rencontrées, notamment pour la durée de séjour des porcs

en engraissement qui varie selon leur vitesse de croissance.

Une enquéte en exploitations a été réalisée en 2006 par Hébert pour 47 troupeaux
naisseurs-engraisseurs (Hébert, 2006). Afin de remplir les salles de maternité, les éleveurs
inséminent un nombre de truies qui tient compte des éventuels échecs lors de I’insémination
ou de la gestation. Cependant, la variabilité du nombre de truies en échec de reproduction
entraine soit des places vides, soit des truies excédentaires qu’il faut loger ou réformer
pleines. La réforme stricte de ces truies excédentaires est tres rarement pratiquée en élevage (5
troupeaux sur 47) (Hébert, 2006).

Pour maximiser le produit de la commercialisation des porcs charcutiers, les éleveurs
doivent livrer & I’abattoir des lots de porcs charcutiers de poids homogeéne, ce qui nécessite
quelques fois des adaptations de conduite. Ces adaptations visent a réduire le nombre
d’animaux livrés en dessous du poids réglementaire (considérés hors-gamme) et peuvent ainsi
induire des contacts directs entre porcs charcutiers issus de bandes différentes par le biais
d’un mélange de bandes. Elles peuvent aussi augmenter I’intensité des contacts indirects du
fait de la suppression des vides sanitaires qui permettent la décontamination des salles entre
bandes. L’étude de Heébert (2006) a souligné la fréquence des melanges de bandes en

engraissement, ces derniers pouvant intervenir en début ou en fin de séjour dans les salles.

Les adaptations a la conduite en bandes sont donc & considérer puisqu’elles influent
sur les interactions entre animaux, autrement dit sur la structure de contact et par consequent

sur la propagation d’agents pathogénes au sein du troupeau.
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5. CONCLUSION ET OBJECTIFS DE LA THESE

Les bactéries appartenant au genre Campylobacter sont actuellement considérees
comme la premiére cause de maladies infectieuses d'origine alimentaire chez 'Homme dans
les pays développés (Friedman et al., 2000 (USA) ; AFSSA, 2004 (France) ; Vaillant et al.,
2004 (France)).

Les animaux d’élevage, et en premier lieu les volailles, constituent des réservoirs de
ces bactéries dont ils sont fréguemment porteurs sains. Le cadre réglementaire européen
2160/2003 relatif au contrble des agents zoonotiques dans la chaine alimentaire prend en
compte ces dangers en imposant la surveillance des denrées d'origine animale. Concernant la
filiere porcine, différentes études soulignent une forte contamination des animaux par les
Campylobacter thermotolérants en élevage et a I'abattoir, en particulier par C. coli (Oosterom
et al., 1985 ; Weijtens et al., 1993 ; Moore et Madden, 1998 ; Saenz et al., 2000 ; Alter et al.,
2005, EFSA, 2006 ; EFSA, 2007).

Cependant les études epidémiologiques portant sur Campylobacter en élevage porcin
rapportées dans la littérature sont peu nombreuses et chacune d'entre elles concerne un faible
nombre d'élevages. Elles visent a renseigner la prévalence du portage a différents stades de
I'élevage et dans certains cas a déterminer les modalités de contamination des animaux.
Néanmoins, il convient de considérer avec prudence les données quantitatives sur le niveau de
contamination par Campylobacter en raison des difficultés techniques de culture in vitro de la
bactérie et par conséquent de son dénombrement. Des informations complémentaires sont
donc indispensables afin d’évaluer les modalités de transmission des Campylobacter et

d’établir un statut de dangerosité pour la filiére porcine.

L’objectif de la thése est donc de produire des méthodes et des connaissances
permettant d’étudier le portage de Campylobacter en élevage porcin. Elle aura notamment
pour but de préciser quels sont les mécanismes de transmission expliquant la dynamique

d’infection en élevage porcin.
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Une meilleure connaissance de la cinétique d’excrétion de Campylobacter dans les
matiéres fécales des porcs (durée et intermittence de I’excrétion, variation dans le temps de la
quantité de Campylobacter présents dans les matiéres fécales, description de la variabilité des
souches excrétées simultanément et a différents moments) serait un point essentiel pour
comprendre les modalités de transmission et de dissemination de cette bactérie. La possibilité
d'utiliser des techniques de mise en évidence directe rapides et fiables telles que la PCR
guantitative en temps réel constitue un préalable pour I'étude du portage de Campylobacter

chez le porc.

D’ou un premier objectif de description de la cinétique d’excrétion de Campylobacter
chez le porc afin d’évaluer la durée d’excrétion, I’existence éventuelle d’une intermittence, la

variabilité de la quantité excrétée et les especes excrétées.

Afin de formuler des hypothéses sur les modalités de transmission de Campylobacter
en élevage, il est nécessaire de décrire les souches au niveau moléculaire pour les «tracer» et

établir un lien épidémiologique.

D’ou un second objectif concernant la description de la variabilité génétique des
souches de Campylobacter chez le porc (approche in vitro puis approche par infection
expérimentale) afin d’analyser et de renseigner les différentes composantes de I’hétérogeneité

des profils observes en élevage porcin.

Une premiére étape est la mise au point et la validation de méthodes de quantification
et de discrimination rapide des especes majeures de Campylobacter a I’aide d’une méthode de
biologie moléculaire, en I’occurrence la technique de PCR quantitative en temps réel. 1l serait
intéressant que cette méthode PCR multiplex quantitative en temps réel puisse mettre en
évidence la présence de Campylobacter spp. et différencier C. coli et C. jejuni directement a
partir de prélevements polycontaminés tels que des matieres fécales ou des prélévements
environnementaux. De plus, outre sa capacité a quantifier directement Campylobacter, la
présence d’un témoin interne bactérien d’extraction et d’amplification permettrait de contrdler

la qualité de I’extraction et la présence éventuelle d’inhibiteurs de la PCR dans I’échantillon.

Il conviendra aussi d’évaluer la valeur informative de la méthode de typage
moléculaire choisie pour décrire la variabilité génétique des souches de Campylobacter chez

le porc in vitro par analyse génomique apres plusieurs repiquages d’une méme souche.
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Une deuxieme étape sera alors d’utiliser les techniques de PCR quantitative en temps
réel pour décrire les modalités de la cinétique d’excrétion de Campylobacter dans les matiéres
fécales des porcs dans le cadre d’une approche par infection expérimentale. En parallele, cette
infection expérimentale permettra également de valider et de calibrer la méthode de typage
moléculaire choisie pour décrire la variabilité génétique des souches de Campylobacter chez

le porc in vivo dans des conditions controleées.

Les plans d’infection expérimentale envisagés comporteront en particulier les

dispositifs suivants :

¢ Infection par une souche de C. coli : étude de la durée d’excrétion, quantification,
description de la variabilité des souches isolées au cours du temps. Cette
expérimentation sera répétée sur plusieurs animaux (éventuel effet animal) et avec

plusieurs souches (éventuel effet souche).
¢ Infection par une souche de C. jejuni

¢ Infection par plusieurs souches distinctes de C. coli et de C. jejuni : étude du réle

des co-infections dans la variabilité des souches isolées au cours du temps.

Une troisieme étape concernera la mise en place d’une enquéte épidémiologique en
élevage au cours de laquelle un suivi de la cinétique d’excrétion de Campylobacter dans les
matieres fécales de porcs infectés naturellement sera réalisé de la maternité a la fin de
I’engraissement. En parallele, le typage moléculaire permettra de décrire la variabilité des

souches de Campylobacter isolées en élevage de porcs.

A terme, les données obtenues seront alors utilisées pour élaborer des hypothéses sur
la dynamique d’infection de Campylobacter en élevage porcin et la transmission de I’agent
pathogéne au sein de I’élevage. Différentes hypothéses de transmission pourront étre

envisagees.
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CHAPITRE Il :

MISE AU POINT ET VALIDATION

DE METHODES PCR







1. CONTEXTE ET PROBLEMATIQUE

La possibilité de cultiver in vitro Campylobacter a permis de définir les principales
caractéristiques morphologiques, culturales et biochimiques des especes susceptibles d'étre a
I'origine de troubles de santé chez I'Homme (Annexe 1). Cependant, leur culture reste longue
et difficile du fait de conditions particulierement exigeantes et leur caractérisation
biochimique, menée en association avec I'évaluation de la sensibilité a deux antibiotiques,
présente elle aussi des difficultés d'interprétation (Nachamkin et Blaser, 2000 ; Allos, 2001 ;
Meinersmann et al., 2002). Ces tests (tels que la recherche de l'activité oxydase, catalase, le
test d'hydrolyse de I'hippurate et I’évaluation de la sensibilité a l'acide nalidixique et a la
céphalotine) sont préconisés par la norme NF ISO 10272 (méthode de référence pour la

recherche des Campylobacter thermotolérants dans les aliments).

Pour l'instant, dans les laboratoires de microbiologie clinique, l'identification de C.
jejuni et de C. coli a partir de matieres fécales ou d'isolats cliniques en utilisant les méthodes
conventionnelles de culture peut prendre jusqu'a cing jours. De plus, C. jejuni et C. coli sont
souvent différenciés uniquement par un test phénotypique d'interprétation délicate évaluant
leur capacité a hydrolyser I'hippurate (Linton et al., 1997 ; Englen et al., 2003). Ce test est
habituellement positif pour C. jejuni, néanmoins, dans les conditions de laboratoire usuelles
environ 10% des isolats cliniques de C. jejuni présentent un résultat négatif. D'autres
caractéeres phénotypiques peuvent étre pris en compte mais ils ne permettent pas toujours une
discrimination absolue entre les especes de Campylobacter, notamment entre C. jejuni et C.
coli. Par conséquent, les méthodes de biologie moléculaire représentent une alternative a

I'identification de Campylobacter par les méthodes phénotypiques basiques.

La PCR et ses déclinaisons ont permis depuis quelques années la détection d’agents
microbiens parfois difficilement mis en évidence par les méthodes classiques de diagnostic.
Ses applications sont multiples et son utilisation, notamment dans les études
épidémiologiques, ne cesse de se genéraliser. Différentes techniques ont ainsi été mises au
point pour lidentification de Campylobacter spp. ou la différenciation de souches de
Campylobacter préalablement isolées par culture (Denis et al., 1999 ; Englen et al., 2002 ;
Volokhov et al., 2002 ; Klena et al., 2004 ; Nayak et al., 2005).
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Dans des matrices complexes telles que les produits carnés ou les matiéres fécales, la
présence d'inhibiteurs rend plus difficile I’utilisation des techniques moléculaires pour la
détection et I’identification directe des Campylobacter (Wilson et al., 2000 ; Denis et al.,
2001). Pourtant, un certain nombre d'essais utilisant des PCR conventionnelles ont été décrits
pour l'identification et la caractérisation des Campylobacter a partir de différents types
d'échantillons, incluant les matieres fécales (Linton et al., 1997 ; Houng et al., 2001 ;
Keramas et al., 2004 ; Persson et Olsen, 2005), les denrées alimentaires (Sails et al., 2003a ;
Mateo et al., 2005) et les bactéries en culture (Wang et al., 2002). Pour revue, On et Jordan
(2003) et Debruyne et al. (2008) ont évalué les performances de plusieurs techniques PCR
ciblées sur des genes variés permettant d’identifier C. jejuni et C. coli a partir de cultures
pures ou a partir de prélévements cliniques tels que des matieres fécales. Ces auteurs dressent
un bilan permettant a des chercheurs ou a des laboratoires de choisir la technique la plus
appropriée en fonction de leurs objectifs et de leurs besoins spécifiques.

Le developpement récent de la PCR temps réel a reduit le risque de résultats
faussement positifs causes par une contamination croisée. En effet, cette méthode se realise
dans un tube fermé ce qui évite la manipulation des produits de PCR apres leur amplification.
La mesure de la fluorescence émise par la sonde oligonucléotidique marquée avec des
fluorophores permet de suivre en temps réel I'accumulation de produit pendant la réaction
d'amplification (Nogva et al., 2000 ; Wittwer et al., 2001).

Outre sa rapidité, cette technique de PCR en temps réel permet une quantification
précise (les données sont enregistrées pendant la phase exponentielle) grace a des gammes de
quantités connues d'’ADN et autorise la recherche de plusieurs cibles dans la méme analyse

(test multiplex).

Enfin, I'existence de formes viables mais non cultivables (viable but not culturable :
VBNC) chez Campylobacter (Tholozan et al., 1999) oriente préférentiellement vers
I’utilisation des méthodes moléculaires, capables de les détecter. Ces formes VBNC
représentent en effet un probléme de santé publique potentiel puisque ces Campylobacter
échappent a I’investigation microbiologique traditionnelle dans I’eau et les aliments alors
qu’ils peuvent redevenir pathogenes et infecter le consommateur (Cappelier et al., 1999a et
1999b).
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Cette technique a éte initialement développée pour la caractérisation des souches de C.
jejuni (Wilson et al., 2000) et de C. coli (Wittwer et al.,, 2001) résistantes a certains
antibiotiques ainsi que pour l'identification des Campylobacter & partir de matieres fécales
(Logan et al., 2001) et d'aliments (Sails et al., 2003a). Des travaux ont montré son utilité pour
I'identification des souches bactériennes de C. coli et de C. jejuni aprés culture (Nogva et al.,
2000 ; Best et al., 2003 ; Abu-Halaweh et al., 2004) et a partir de matiéres fécales humaines
(Lagier et al., 2004) ou animales (Rudi et al., 2004 ; Jensen et al., 2005).

Les résultats de Lagier et al. (2004), de Jensen et al. (2005) sur les matiéres fécales ou
de Sails et al. (2003a) dans les aliments mettent en évidence la sensibilité de cette méthode
pour la détection de Campylobacter avec des seuils de détection de I'ordre de 10 copies de
génome sur cultures bactériennes et au minimum de 200 copies de génome a partir de
prélevements cliniques. De plus, Lund et al., en 2004, ont développé un test de PCR temps
réel permettant de détecter directement le genre Campylobacter dans des matieres fécales de
poulets (le gene cible utilise était I'ARNr 16S). Un contr6le interne bactérien (Yersinia ruckeri,
ARNTr 16s) est ajouté avant I'extraction d'/ADN afin de contréler la qualité de I'extraction de

I'’ADN et la présence d'inhibiteurs de la PCR dans I'échantillon.

Les substrats complexes tels que les matiéres fécales, les aliments ou les prélevements
environnementaux peuvent en effet contenir d‘autres micro-organismes ainsi que des
inhibiteurs de la PCR (tels que des polysaccharides complexes, des composés
polyphénoliques...) (Koonjul et al., 1999). Plusieurs études soulignent donc la nécessité
d’ajouter un controle interne d’extraction et d’amplification avant I’extraction d’ADN dans
chaque échantillon pour s’assurer de la qualité de cette extraction et de I’absence d’inhibition
de I’amplification par PCR (Monteiro et al., 1997 ; Rijpens et al., 1999 ; Perelle et al., 2004 ;
Lund et al., 2006).

Récemment, plusieurs études ont mis au point des PCR en temps réel quantitatives qui
permettent de quantifier Campylobacter spp. ou C. jejuni dans le contenu faecal et caecal des
poulets (Rudi et al., 2004), dans le lait ou I’eau environmentale (Yang et al., 2003) ou sur
peau de poulet (Wolffs et al., 2007). Jensen et al. (2005) ont travaillé sur des matiéres fécales
de porc mais la technique mise au point ne permet pas de quantifier Campylobacter et la

détection de C. jejuni est realisee apres une étape d’enrichissement.
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L' objectif de notre étude est de développer des méthodes PCR quantitatives en temps

réel, simplex ou multiplex, capables :
- de détecter et de quantifier les bactéries du genre Campylobacter,

- de différencier et de quantifier C. jejuni de C. coli avec un haut degré
de sensibilité et de specificité mais également de pouvoir mettre en

évidence une autre espéce du genre Campylobacter,

- dans des prélevements polycontaminés a savoir les matieres fécales

de porcs, les aliments et les prélevements environnementaux

Ces techniques nous permettront de répondre a nos questions concernant la cinétique
d’excrétion de Campylobacter en élevage porcin en décrivant les quantités et les especes
excrétées par les porcs. Néanmoins, la présence d'un témoin interne d'extraction et
d'amplification, est essentielle car elle permettra de contrdler la qualité de I'extraction de
I'ADN et la présence éventuelle d'inhibiteurs de la PCR dans I'échantillon.

La mise au point d'un ou plusieurs tests PCR temps réel, multiplex ou non, présente
I'avantage d'offrir un aspect quantitatif et de réduire les risques de contaminations croisées.
Ces méthodes seront alors validées sur des échantillons de matiéres fécales prélevés sur des
porcs Exempts d’Organismes Pathogénes Spécifiques (EOPS) inoculés expérimentalement
avec différentes souches connues de Campylobacter puis sur des animaux naturellement

infectés provenant d’élevages conventionnels différents et a différents stades de croissance.
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2. LA PCR QUANTITATIVE EN TEMPS REEL

La PCR quantitative en temps réel est fondée sur la mesure d'émission de fluorescence
proportionnelle a la quantité de genes amplifiés. Plusieurs techniques existent : elles utilisent
soit des molécules se liant non spécifiquement a 'ADN comme le SyBR Green®, soit des
sondes moléculaires fluorescentes spécifiques de la cible amplifiée comme par exemple les
sondes d'hydrolyse type TagMan® (Annexe 2).

La molécule SyBR Green® est un agent intercalant émettant de la fluorescence quand
il est lie a ’ADN. La spécificité de cette méthode est relativement faible contrairement a
I’utilisation de sondes spécifiques qui s’hybrident comme les amorces sur les ADN cibles

recherchés permettant d’augmenter la sensibilité et la spécificité de la PCR.

2.1. PRINCIPE DE LA TECHNOLOGIE TAQMAN

La fluorescence est obtenue par I’utilisation d’une sonde marquée et le but est de faire
apparaitre la fluorescence de maniére proportionnelle a la quantité d’ADN cible présent.

Deux marqueurs sont nécessaires : un marqueur R (Reporter) émetteur de fluorescence
et un marqueur Q (Quencher) qui absorbe cette fluorescence lorsque R et Q sont proches. Les
sondes de type TagMan, parmi les plus utilisées, s’hybrident comme les amorces, sur les
ADN cibles (Figure 1).

Au cours de la réaction de polymérisation, la Taq Polymérase, du fait de son activité
5" exonucléasique, décompose la sonde et libére le fluorophore en solution. Q et R étant
séparés, la fluorescence de R n’est plus absorbée. La mesure de la fluorescence est donc
proportionnelle au nombre d’ADN produits par la PCR, lui méme proportionnel au nombre

d’ADN cibles présents au depart.
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Sonde Tagman
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Figure 1. Principe de la technologie Tagman : Utilisation de sondes d'hydrolyse type Tagman@

La présence de la séquence cible dans I’échantillon (ADN bactérien par exemple) se
traduit donc par I’apparition d’une fluorescence spécifique, qui suit une courbe caractéristique :
on observe une phase exponentielle suivie d’une phase plateau (lorsqu’un élément nécessaire a
la PCR devient limitant) (Figure 2).

La détection des amplicons, simultanée de lI'amplification, est prise en compte pendant
la phase exponentielle. La « baseline » ou « ligne de base » correspond au bruit de fond dans
les premiers cycles (en général on la définit entre 3 et 15 cycles).
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Cette fluorescence moyenne détectée dans les premiers cycles ne correspond pas a une
augmentation de la fluorescence due a I’amplification des produits, elle est donc soustraite a
la valeur obtenue pour les produits d’amplification.

Phase plateau

[ 1
Phase exponentielle

............................

Rn
Flucrescence 3 +-4—ttttvtttttttttttt L L L L LT
(Unité arbitraire)

........

.....................

CYCLE
SEUIL

............................

Baseline

Figure 2 : Courbe de fluorescence — Définition des termes usuels

La mesure directe de I'emission de fluorescence supprime I'étape d'analyse post-PCR,
en l'occurrence I'électrophorése. La quantification exploite un nouveau parametre : le cycle
seuil ou Ct (Threshold Cycle) qui correspond au moment ou le signal devient supérieur au
bruit de fond (point d'intersection de la ligne de base (« baseline »), définie par I'utilisateur,

avec la courbe de fluorescence) (Figure 2).

2.2. PRINCIPE DE LA QUANTIFICATION ABSOLUE

Pour chaque couple d'amorces, des dilutions sériées d’une préparation d'ADN cible de

concentration connue sont réalisées afin de construire une gamme d'’ADN standard (Figure 3).
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Figure 3 : Courbe d’amplification : variations de la fluorescence en fonction du
nombre de cycles d’amplification pour la gamme étalon d’ADN
chromosomique de la souche C. coli CIP 7080

La quantification de la séquence cible dans un échantillon se fait en effet a I'aide d'une
courbe standard définie comme la droite représentant les Ct en fonction du logarithme de la
quantité d'ADN (Figure 4). En déterminant une valeur de cycle seuil (Ct), cycle PCR a partir
duquel une augmentation statistiquement significative du signal fluorescent est détectée, pour
chaque échantillon d’une gamme compléte de dilutions sériées de suspensions bactériennes,

on obtient une relation entre le nombre de cycles et la concentration de I’échantillon.
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Figure 4 : Réalisation d’une gamme standard a partir de dilutions sériées d’ADN
Courbe d’amplification et droite standard associée
Source : Applied Biosystems, 2007
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La connaissance de cette relation permet alors par I’observation de la courbe de
fluorescence effectuée sur un prélevement x de déduire la concentration en bactéries

recherchées dans ce prélevement (Figure 4).

La linéarité de l'essai est indiquée par l'analyse du coefficient de corrélation de la
courbe standard ainsi obtenue (Figure 5). Un essai est dit linéaire quand le coefficient de

correlation est supérieur ou égal a 0.95.
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10-fold dilution series
Figure 5 : Evaluation de I’efficacité de la PCR quantitative en temps réel :

réalisation d’une gamme d’ADN sériée et calcul de la pente de la droite

standard. Source : Applied Biosystems, 2007.

De plus, la pente de cette droite permet le calcul de I'efficacité E du couple d’amorces

dans les conditions expérimentales appliquées selon la formule suivante :
E = 10(-1/pente) -1

Le calcul de I’efficacité de la PCR et du coefficient de corrélation sont nécessaires
pour évaluer la capacité de la PCR a détecter et amplifier la séquence cible choisie. L’objectif

est d’avoir une efficacité la plus proche possible de 100%, ce qui correspond au doublement
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du nombre de séquenes amplifiées a chaque cycle. Néanmoins, la plupart des réactions
d’amplification ont une efficacité légerement inférieure dle aux limitations expérimentales.
Enfin, cette efficacité est importante a considérer lors de la mise au point de tests multiplex
puisque les PCR de chaque cible doivent avoir des efficacités similaires.

L’utilisation de la PCR quantitative en temps réel permet donc la détection et la
quantification de microorganismes tels que des virus, des bactéries, des champignons ou des

parasites dans différents prélevements.

2.3. CHOIX ET ETAPES POUR LA MISE AU POINT DES METHODES PCR

Une premiére étape consistait a choisir une méthode d'extraction simple, rapide et
efficace permettant d'obtenir un ADN de qualité et en quantité suffisante. Cette méthode
devait également étre applicable a une matrice complexe, en I'occurrence les matieres fécales
de porcs ou les prélévements environnementaux, matrices pour lesquelles la présence
éventuelle d'’ADN d'autres bactéries ou d'inhibiteurs entrainent des difficultés d'utilisation des
techniques moléculaires pour la détection et l'identification directe des Campylobacter
(Wilson et al., 2000 ; Denis et al., 2001).

Les publications récentes sur la mise en évidence des Campylobacter dans les matiéres
fécales en utilisant une méthode de biologie moléculaire ont orienté notre choix vers les Kits
commerciaux d'extraction. Mc Orist et al., en 2002, ont testé l'efficacité de cingq Kits
commercialisés chez différents fournisseurs et utilisés pour l'extraction d'ADN a partir de
matieres fécales. Le Nucleospin® Tissue mini-kit (Macherey Nagel) semblait le plus
performant pour I'extraction a partir de souches pures alors que le Qiaamp® DNA stool mini-
kit (Qiagen) s'est avéré étre le plus efficace pour I'extraction d'/ADN a partir de matiéres
fécales. De plus, ce kit a été utilisé avec succes par Inglis et Kalischuk (2003) pour quantifier
Campylobacter spp. par nested PCR dans des matieres fécales de bovins et par Lagier et son
équipe, en 2004, pour mettre au point une méthode de PCR en temps réel capable de détecter
et de discriminer au sein d'une méme réaction C. jejuni et C. coli dans des prélevements

cliniques.

Nous avons comparé le kit commercialisé par Macherey Nagel au Qiaamp® DNA

blood mini-kit commercialisé par Qiagen pour l'extraction d'’ADN a partir de colonies
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bactériennes. Hormis les "comprimés inhibitex” (mélange de polysaccharides fixant les
inhibiteurs), le Qiaamp® DNA stool mini-kit présente les mémes constituants et les mémes
protocoles d'extraction que le Qiaamp® DNA blood mini-kit. Une comparaison a été réalisée
avec ces deux Kits seuls puis avec chacun des protocoles de ces deux Kits associé a une pré-
étape d’ébullition, etape permettant une élimination partielle des inhibiteurs de la PCR
(Schunck et al., 1995). Compte tenu de I'absence de différences significatives entre les deux
Kits pour la réalisation des extractions d'’ADN chromosomique et pour I’extraction d’ADN a
partir de matiéres fécales, seul le critére du colt de revient nous a conduit a privilégier
I'utilisation du kit commercialisé par Macherey Nagel. Par ailleurs, des études comparatives
ont permis de souligner I’intérét d’un protocole modifié avec une pré-étape d’ébullition. Cette
étape permet d’augmenter le volume de I’échantillon (250 mg de matieres fécales selon le
protocole d’instruction du kit d’extraction d’ADN versus 5 g de matieres fécales avec la pré-
étape d’ébullition) et par conséquent de favoriser I’homogénéisation de la matiére de départ.
De plus, les matiéres fécales de porcs ont une composition et une consistance variables en
fonction de I’age des animaux, du régime alimentaire et/ou d’éventuels probléemes de santé.
Cette pré-étape d’ébullition permet alors de diminuer les conséquences de cette hétérogénéité
puisque I’extraction d’ADN se fait a partir d’un surnageant, plus homogene. Outre sa
contribution a I’élimination des inhibiteurs (Schunk et al., 1995), cette pré-étape d’ébullition
augmente ainsi le rendement, la qualité et la reproductibilité de I’extraction d’ADN

notamment & partir de matieres fécales.

Aprés une étape de recherche et de confrontation des données bibliographiques
associée a l'utilisation du logiciel informatique BLAST, nous avons établi un choix en ce qui

concerne les genes cibles potentiels.

Afin de discriminer C. jejuni et C. coli, il est nécessaire de choisir des génes
specifiques de chaque espéce bactérienne et si possible présents en une seule copie dans le
génome. Le geéne hipO (benzoylglycine amidohydrolase) constituait, d’apres la littérature, un
bon marqueur d’identification pour C. jejuni lors d’une détection par PCR (Englen et al.,
2003). En effet, ce géne, responsable de I'activité hippuricase utilisée habituellement dans la
caractérisation phénotypique de C. jejuni par rapport aux autres Campylobacter, est présent
uniquement chez C. jejuni et en une seule copie dans le génome (Nachamkin et Blaser, 2000 ;
Allos, 2001 ; Englen et al., 2003). De méme, le géne glyA, codant pour la sérine
hydroxymeéthyltransférase chez tous les Campylobacter, présente une région unique de
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nucléotides identifiée dans le cadre de lecture codant pour le géne glyA de C. coli. Toutes les
séquences homologues connues de glyA ont été recherchées sur le site internet du National

Center for Biotechnology Information (NCBI) en utilisant I'algorithme BLAST. Elles ont

ensuite été alignées avec le logiciel PILEUP command of the UNIX-based GCG Wisconsin

Software Package version 10 (Genetics Computer Group, Madison, WI, USA) afin de trouver

cette région spécifique a C. coli (Lagier et al., 2004).

A I’inverse, pour la détection du genre Campylobacter, il était important de choisir un
gene conservé au sein de toutes les espéces de Campylobacter. Les résultats de Lund et son
équipe (2004) ont été utilisés et les séquences des amorces et des sondes ont été choisies avec

le logiciel CLUSTALW Multiple Alignment en considerant les séquences du géne ARNr 16S

(région non variable, hautement conservée) de Campylobacter spp., permettant de détecter
Campylobacter spp. et d'établir un contrdle interne bactérien. Ces amorces PCR
Campylobacter ont été dessinées pour repérer non seulement les quatre especes
thermotolérantes majeures (C. jejuni, C. coli, C. lari et C. upsaliensis) mais aussi d'autres
especes de Campylobacter telles que C. hyointestinalis ou C. fetus alors que les amorces PCR

dessinées pour le contrdle interne en sont exclusivement spécifiques.

Les travaux concernant la mise au point de méthodes PCR pour la détection et la
quantification de Campylobacter spp, C. coli et C. jejuni font I’objet d’un dossier de

valorisation industrielle, actuellement en cours d’instruction.

De ce fait, certaines informations concernant la description de ces tests ont été

supprimées des manuscrits présentés ci-apres afin de préserver le secret industriel.
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1. Introduction

Campylobacter is considered as one of the main causes of bacterial gastroenteritis in humans
in all industrialized countries [1-4]. The high incidence of clinical disease associated with this
organism, its low infective dose in humans [5], its potentially serious complications like the
Guillain Barré syndrome [6] and the recent increasing number of antimicrobial-resistant
Campylobacter strains [7] confirms its importance as a significant public health hazard [8].
The main Campylobacter species involved in campylobacteriosis is C. jejuni as it is
responsible for 80 to 85% of all enteric Campylobacter infections. C. coli and C. fetus are less
frequently implicated (10 to 15% and 5 to 10% respectively) and other Campylobacter

species such as C. lari [9] and C. upsaliensis [10] are more seldomly found.

Campylobacter commonly lives in the intestinal tract of a wide range of birds and mammals,
including food production animals and pets, without causing clinical signs. Risk analysis
shows consumption of food products of animal origin to be frequently associated with
reported cases of illness [11-14]. The dominance of C. jejuni is found in most healthy carrier
animals, for example broiler chickens, cattle, wild-living birds and mammals [15-21]. In
contrast, most studies on conventional pigs show a dominance of C. coli [22] often with
colonization of several Campylobacter types in the same pig [23], although an American

study found a high prevalence of C. jejuni [24].

The ability to rapidly and accurately quantify bacteria in complex substrates like faeces or
environmental samples will greatly facilitate research work by documenting the kinetics of
Campylobacter excretion by pigs and the routes of Campylobacter contamination in a pig

herd.
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As food safety has become an increasing concern for consumers, there is a growing need for
fast and sensitive methods for specific detection and identification of zoonotic
microorganisms. Campylobacter is very fastidious to culture: conventional methods for its
detection and confirmation in food or in stool require 4-5 days and involve selective
enrichment followed by isolation from selective agar and confirmation by biochemical and
serological tests [25, 26]. Although these methods are standardized and efficient, molecular
genotype-based methods represent an alternative to the identification of Campylobacter. One
of the most promising methods is real-time PCR, which is more convenient than conventional
PCR for rapid and reliable detection and quantification of pathogen-specific sequences [27-
29]. By direct monitoring of the increasing amount of PCR products throughout the enzymatic
assay, the real-time PCR technique allows a precise quantification of the target DNA copy

number, when using standards [30].

Nevertheless, the presence of inhibitors in complex biological samples like faeces, food or
environmental swabs, is an obstacle limiting the usefulness of PCR for detecting
microorganisms in faeces. Sample preparation procedures by (i) an efficient extraction of
DNA, (ii) an efficient elimination of inhibitors and (iii) the presence of an internal control of
extraction and amplification can also contribute to the reliability of target detection within
clinical samples [31]. Various internal controls for PCR have been described [32-34].
Recently, Lund et al. [35] have introduced as internal control for PCR the bacterium Yersinia

ruckeri originated from salmonid fish species [36].

The aim of the present study was to develop a rapid, reproducible, specific and sensitive real-
time PCR assay capable of detecting and quantifying Campylobacter spp. directly in complex

substrates like pig faeces. The use of an internal control of extraction and amplification
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contribute to the reliability of the Campylobacter detection and quantification within faecal
and environmental samples. Specific objectives were to (i) develop primers and probes for
detection and amplification of Campylobacter DNA and the internal control from faeces, (ii)
measure the sensitivity and the specificity of PCR-based detection in faecal and
environmental samples, and (iii) compare PCR with conventional microaerobic culture for
detecting and quantifying Campylobacter in faeces of experimentally infected pigs and

naturally contaminated pigs.

2. Material and Methods

2.1. Bacterial strains and growth conditions

A total of 27 different Campylobacter spp. and related Helicobacter, Wolinella and
Arcobacter reference strains was used for testing the specificity of primers and probes for
real-time PCR in identification of the genus Campylobacter (Table 1). In addition, 50 C.
jejuni and 75 C. coli isolates (from human, poultry or pig origin) were included. They were
selected from our inhouse collection, from the collection of the French Agency for Food
Safety (AFSSA, Ploufragan), and from the collection of the French National Reference Center
for Campylobacter and Helicobacter (CNR-CH, Bordeaux) (Table 1). Isolates were
characterized by conventional PCR and electrophoresis as described by Denis et al. [37].
Strains were stored at —80°C in brain heart infusion broth (Difco, Detroit, Michigan)

containing 20% (v/v) glycerol.

Campylobacter strains were grown at 25, 37 or 41.5°C for 48h in a microaerobic atmosphere
(7% O,, 10% CO,, 83% N;) on Karmali agar plates (AES laboratory, Rennes, France). All
strains close to the genus Campylobacter and belonging to the class Epsilobacteria [38],

namely Arcobacter, Helicobacter and Wolinella were cultured under appropriate
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microaerobic and anaerobic conditions. Moreover, other enteric bacteria (clinical isolates or
reference strains) from patients or from pigs (Escherichia coli, Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Enteritidis, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium,
Listeria monocytogenes, Listeria innocua, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa,
Streptococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Enterobacter aerogenes) were also tested

(Table 1). Each was cultured with appropriate culture conditions.

2.2. Sample collection

The method was assessed with two types of faecal samples, either obtained from
experimentally inoculated pigs and the sham-inoculated ones (n = 93) [39] or from pigs from
conventional herds (n = 282). Moreover, 156 swabs were collected from the environment of
naturally infected pigs. Among the rectal faecal samples from naturally contaminated pigs,
three types can be defined: rectal faecal samples collected individually from sows, rectal
faecal samples collected individually from pigs aged 3 to 16 weeks and rectal swabs samples
collected from piglets aged 1 to 3 weeks. All samples were examined within 4 hours after
collection, for Campylobacter spp. quantification by culture and by real-time PCR. Moreover,
15 Campylobacter negative specimens were obtained from Specific-Pathogen-Free (SPF)

sows and piglets from the high-security barn at the AFSSA located in Ploufragan (France).

2.3. Enumeration of Campylobacter spp. by bacterial culture methods

Thermophilic Campylobacter spp., obtained from faecal or environmental samples, were
cultured at 41,5°C in microaerobic conditions. 90 mL of Preston broth (Oxoid, Dardilly,
France) with a Preston antibiotic supplement (AES laboratory, Rennes, France) were added to
ten gram of fresh faeces or to the environmental swabs. For Campylobacter enumeration,

100uL of a ten-fold dilution serie (10™ to 10®) were plated both on Karmali agar (AES
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laboratory, Rennes, France) and on Butzler agar (Oxoid, Dardilly, France) and incubated for
72 hours. To ensure the detection of Campylobacter in samples harbouring less than 100 CFU
(Colony Forming Unit)/g of faeces, a second plating was carried out 24 hours after broth
enrichment and incubated 48 hours. Then, for direct streaking or selective enrichment,
presence of Campylobacter colonies was checked and the number of CFU/g of faeces was
calculated. Campylobacter spp. were identified by observation of Campylobacter-like growth

on Karmali or Butzler plates followed by microscopy and conventional PCR of colonies [37].

2.4. Isolation of DNA from bacterial cultures and collected samples

Genomic DNA of all bacteria from the bacterial culture was extracted using the Nucleospin®
Tissue mini-kit (Macherey Nagel, Hoerdt, France) according to the manufacturer’s
instructions. The concentration of isolated DNA was determined by measuring the optical
density at 260nm and the purity was assessed by examination of 260/280 nm optical density
ratios. All DNA samples classified as pure, as defined by having a 260/280 nm optical density
ratio between 1,8 and 2, were adjusted to 10ng pL™ in TE buffer, stored at —20°C until

required for analysis.

For the faecal samples, a total of 5g of faeces were diluted in 5mL of sterile water and
homogenized. For the environmental samples, 10mL of sterile water was added to the swabs,
which were stomached. Then, all the samples followed the same protocol of DNA extraction.
First, they were boiled for 10 min, chilled on ice and centrifuged at 8000 x rpm for 5 min.
This method was demonstrated to remove inhibitors of the Taq polymerase [40]. Then, 250uL
of supernatant was extracted for each sample using the Nucleospin® Tissue mini-Kkit
(Macherey Nagel, Hoerdt, France) according to the manufacturer’s instructions. Finally, the

DNA preparations, eluted in 100pL of elution buffer, were stored at 4°C prior to use and the
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rest of the supernatant was stored at —20°C.

2.5. Internal Control for DNA isolation and PCR amplification
In order to ensure the complete removal of the PCR inhibitors after the easy and fast method

of DNA preparation, an internal control (IC) was added to each sample.

2.6. PCR primers and probes

To optimize the PCR reaction, two Minor Groove Binder (MGB) probes and a different
forward primer for the internal control were designed with Primer express version 2.0
(Applied Biosystems, Foster city, CA, USA) according to the recommendations of the
manufacturer. Finally, the homologies of the selected primers and probes with unrelated
sequences were checked by a search with the BLAST program of the National Center for

Biotechnology Information (NCBI).

The Tagman probes, labeled with a fluorescent reporter at the 5’ end and conjugated to a
Minor Groove Binder (MGB) at the 3’end, and the primers were synthesized by Applied
Biosystems. The MGB probes have been shown to improve specificity and sensitivity of real-

time quantitative PCR [41].

2.7. Standard DNA preparation

Total genomic DNA of C.coli CIP 70.81, C. jejuni NCTC 11168 and from the bacterial
internal control were extracted. A 108 bp fragment of the Campylobacter 16S rRNA gene and
a 187 bp fragment of the internal control gene were amplified by PCR with primers
CampF/CampR and icF/icR respectively. Amplified PCR products were cloned into a
pGEM®-T Easy Vector System (Promega, Charbonniéres-les-Bains, France) according to the

manufacturer’s instruction. Plasmids were amplified in Escherichia coli JM 109 (Invitrogen,
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Cergy Pontoise, France) and plasmid DNA were purified from transformed cells using
Plasmix minipreps Talent (Euromedex, Mundolsheim, France). A 10-fold dilutions of the
plasmid, representing 10 to 10° copies of DNA/5 pL of template (PCR) were realized.
Aliquots of each dilution were stored at 4°C when use the same day or stocked at —20°C for

further use.

2.8. Quantitative real-time PCR amplification

The real time-PCR was performed in an ABI PRISM® 7300 Sequence Detection System
(Applied Biosystems) and the data were analyzed with the appropriate sequence detector
software (SDS software, Applied Biosystems). The 20uL PCR mixture for one reaction
contained 10uL of 1X Tagman Universal PCR Mastermix (containing AmpliTag Gold™
DNA polymerase, dNTPs, Passive reference 1 (ROX) and optimised buffer components
including 5mM MgCl,), 500nM of CampR and CampF primers, 200nM of icF/icR primers
200nM of each probe and 5uL of template DNA. The thermal cycle protocol used was the
following: activation of the Tag DNA polymerase at 95°C for 10 min and 45 cycles of 15s at
95°C and 60s at 60°C. All reactions were carried out alongside a non template control
containing all reagents except DNA run in triplicate and positive controls containing DNA
from reference strains C. jejuni, C. coli and internal control. All samples were run in

duplicate.

Fluorescence of VIC and NED was measured at their respective wavelengths during the
annealing/elongation step of each cycle. After acquisition data, the baseline cycles for the
VIC signal were set from cycle 2 to three cycles below the cycle at which the first signal
appeared and for the NED signal (Internal Control), the baseline cycles were set from 3 to 19.
The threshold cycle (Ct) is the PCR cycle at which a statistically significant increase in

fluorescent signal is first detected. The Ct was defined as 10 times the standard deviation of
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the mean baseline fluorescence emission calculated for PCR cycles 3-17 for Campylobacter
spp. and 3-19 for internal control. Samples in which both duplicates had a Ct value below 39

were regarded as positive.

2.9. Evaluation of analytical performance of the real-time PCR assays
The analytical specificity of each real-time PCR assay was assessed with purified genomic
DNA preparations of different bacterial strains (see above Table 1) and with DNA isolated

from 15 Campylobacter negative pig faecal samples.

The analytical sensitivity of the PCR assay was determined using the standard curves
prepared with purified plasmid DNA (See section 2.7) and purified genomic DNA of cultures
from C. jejuni NCTC 11168, C. coli CIP 70.81 and internal control ranging from 10° to 10

CFU/mL of bacterial suspension.

Moreover, in order to mimic realistic conditions and to evaluate the analytical sensitivity of
the assay, a standard curve was prepared to quantify Campylobacter in faecal samples from
naturally or experimentally infected pigs. C. jejuni, C. coli or internal control were grown
overnight using routine bacteriological procedures. Then, Campylobacter-negative faecal
samples were spiked respectively with serial 10-fold dilutions of viable suspensions of each
bacteria, ranging from 10° to 10 CFU per gram of faeces. In parallel, identical volumes were
seeded into faecal samples and were plated onto blood agar to control inoculates by standard
colony counts. Then, DNA was extracted from inoculated faecal samples to create a standard
curve. The standard curves were created automatically by the ABlI PRISM® 7300 Sequence
Detection System Software (Applied Biosystems), by plotting the Ct values against each

standard dilution of known concentration. They have been used in every experiment.
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The repeatability of the assay was tested from samples containing several amounts of
Campylobacter, spanning the whole range covered by real-time PCR, with the DNA amounts
obtained for the same samples in different assays (10 consecutive runs) and within an assay
(10 times in the same assay), in order to calculate the inter-assay and intra-assay coefficient of
variation (CV) for the Ct values experimentally determined, as previously described [42], as
well as for the estimated copy number extrapolated from standard curve (CVn). The intra-
assay and inter-assay variability was assessed for the standard curves generated with the
plasmid Campylobacter DNA and with the DNA extracted from the Campylobacter-negative

spiked faecal samples.

2.10. Inhibition

A fixed amount of the internal control bacterium was added to each sample prior DNA
extraction, in order to obtain a concentration of 5 10°> CFU (allowing a mean Ct value in the
real-time PCR assay of 22 with a standard deviation (S.D.) of 1.6, as calculated by 60 separate
runs). Samples in which the Ct value for the IC was >25.2 (average plus 2 S.D.) were

excluded from analysis.

To investigate possible competition between Campylobacter DNA and internal control DNA
amplifications, serial 10-fold dilutions of Campylobacter DNA (10 to 10° DNA copies) were

spiked with different added amounts of internal control DNA (10° to 10" DNA copies).

2.11. Statistical analysis
PCR amplification efficiency (E) was estimated by using the slope of the standard curve and
the formula E=10051"?)1  Data analysis was performed using the SDS software (Applied

Biosystems).
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A total of 531 samples was evaluated in parallel using a molecular real-time PCR assay and a
microbiological method. All data analyses were performed with Microsoft excel and SAS
Systems version 8 (SAS, Cary, N.C.). The specificity and the sensitivity were assessed using
the bacterial culture as a gold standard. For measuring the agreement between the

microaerophilic cultivation and real-time PCR, kappa-statistic was used.

For the description of the agreement of the quantitative results of both methods the intra-class
correlation coefficient was calculated. To assess the quality of agreement, we used guidelines
suggested by Fleiss [43]. We considered that the higher agreement limit equal to 0.40, of
acceptable variability, was appropriate. An agreement of less than 0.40 was considered poor,

between 0.41 and 0.59 fair, between 0.60 and 0.74 good, and of 0.75 or more excellent.

3. Results

3.1. Internal control performance

The set of primers icF/icR and the probe icP were validated for their specificity and failed to
amplify other bacteria (Table 1). Linearity was obtained using a 10-fold serial dilution of

standard DNA control from 10 to 10° genome copies.

Serial dilution of the internal control demonstrated that 100pL of the 10’ CFU/mlI dilution
contained adequate template to produce a reliable signal in real-time PCR. The fixed amount
of the internal control bacterium added to each sample prior DNA extraction, in order to
obtain a concentration of 5 10° CFU, was chosen (i) to be easily detectable and (ii) to not

interfere or modify the results of Campylobacter quantification.
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In all the experiments to investigate possible competition between Campylobacter and
internal control DNA amplifications, no significant interference between the amplifications
occurred (data not shown). 96% of the examined samples (faecal and environmental samples)
were positive for the Internal Control, giving Ct values below the threshold value of 25.2.
Therefore, PCR inhibition occurred in only 4% of the examined samples during the real-time
PCR assay, enabling a reliable quantification of the number of Campylobacter per gram of

faeces for 96% of the analyzed samples.

3.2. Specificity of PCR primers and TagMan probe

The specificity of the primers-probe set for the detection of Campylobacter spp was
optimized and tested against (i) different species or strains of Campylobacter, all of which
were found to be positive, (ii) several bacteria, genetically related or not, which could be
present in faecal samples or responsible for diarrhoea in pigs and humans, all of which were
found to be negative (Table 1). In addition, negative results were obtained for the 15

Campylobacter-negative faecal samples obtained from SPF pigs.

3.3. Analytical sensitivity and linear range of the Campylobacter real-time assay

To determine the linear range of the real-time PCR assay, standard curves of the template
DNA, in units of genome copy number, were generated (See section 2.7) and the use of
Campylobacter plasmid as standard was validated (Fig. 1). The standard curve spanned eight
orders of magnitude and showed linearity over the entire quantitation range (slope = -3,34),
providing an accurate measurement over a large variety of starting target amounts (R? values
was equal to 0.99) (Fig. 1). The detection limit of the real-time PCR was 10 genome

copies/PCR reaction and its efficiency was 99%.
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Forty-five PCR cycles of 10-fold serial (from 10 to 10°) dilutions of the Campylobacter
plasmid allowed us to obtain a standard curve with a dynamic range of eight orders of
magnitude and a strong linear correlation (R2 values were all equal or above to 0.99, 10 PCR
experiments) between the Ct and the log10 of the starting plasmid copy number. The mean
standard curve obtained from 10 independent PCR experiments was representative of the PCR

efficiency (99%) of the assay.

3.3. Precision of the Campylobacter real-time assay

First, the coefficient of variation both for the Ct values experimentally determined (CV) and
for the estimated copy number extrapolated from standard curve (CVn) were calculated with
the plasmid Campylobacter DNA as previously described [42]. The CV and the CVn between
and within runs for samples containing Campylobacter DNA amounts spanning the whole
range expected are reported in Table 2. To assess the intra-assay variation, plasmid copy
number from 108 to 10 were measured 10 times each within one PCR run. The standard curve
was y = -3,34x + 41.57 with R?= 0.99. The inter-assay variation was evaluated with different
dilutions of plasmid DNA in 10 independent PCR experiments on different days. For each
PCR run, each dilution point was tested in duplicate and the standard curve mean (y = -3,32x
+ 40.48) was used for quantity estimation. The standard deviations of low (10 copies), middle
(10* copies), and high (10® copies) copy number Campylobacter plasmid were respectively

0.22,0.16 and 0.87.

3.4. Validation of the real time PCR assays for analysis of field samples
The specificity of the real-time PCR for pig faecal samples was characterized using a stool-
screening strategy, as described by Lagier et al. [44]. The DNA extracted from the 15

negative specimens produced Ct values > 39, so considered as negative.
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Moreover, several different spiking series with 10-fold dilutions of Campylobacter
suspensions were performed using negative faecal samples. The detection limit for the
quantitative PCR assay in spiked faecal samples was 200 CFU of Campylobacter/g of faeces,
so similar to the bacteriological method. Although this assay was able to detect lower quantity
between 50 and 200 CFU/g of faeces, the regression curve was only linear from 2 10 to 2 10?

CFU with reaction volumes of 20pL.

Secondly, to assess the intra-assay variation in “realistic” conditions, DNA extracted from the
Campylobacter-negative spiked faecal samples from 2 10’ to 2 10° CFU of Campylobacter/g
of faeces were measured 10 times each within one PCR run (Table 2). The standard curve was
y = -3,41x + 47.32 with R? = 0.99. The inter-assay variation was evaluated with different
dilutions of DNA extracted from the Campylobacter-negative spiked faecal samples in 10
independent PCR experiments on different days. For each PCR run, each dilution point was
tested in duplicate and the standard curve mean (y = -3,40x + 48.12) was used for quantity
estimation. For the DNA extracted from the Campylobacter-negative spiked faecal samples,
the standard deviations of low (200 CFU/g of faeces)-, middle (2 10* CFU/g of faeces )-, and
high (2 10" CFU/g of faeces) Colony Forming Units of Campylobacter per gram of faeces

were respectively 0.36, 0.47 and 0.74.

The numbers of positive and negative samples determined by both detection methods for each
assay are summarized in Table 3 for experimentally and naturally infected pigs (Table 3a and
Table3b, respectively). There was an excellent correlation between all positive and negative
results by both techniques. Indeed, only two culture-negative samples were positive by real-

time PCR leading to a specificity of 95% and two culture-positive samples were negative by
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real-time PCR (Sensitivity of 96%) for the Campylobacter experimentally infected pigs. For
the Campylobacter naturally infected pigs, three culture-positive samples were negative by
real-time PCR leading to a sensitivity of 98% and four culture-negative samples were positive
by real-time PCR leading to a specificity of 98%. When the environment samples are added,
the sensitivity, the specificity and the kappa value decreased from 98% to 97%, from 98% to

89%, and from 0.96 to 0.87, respectively.

The amount of Campylobacter CFU in each faecal sample determined by the real-time PCR
was calculated and compared to the results obtained by quantitative bacteriological method.
Fig. 2 shows the relationship between quantitative results determined by bacteriological
method and real-time PCR for the two kind of faecal samples. Data for Campylobacter-
positive samples versus Campylobacter-negative samples by both methods (n = 50 and n = 39
for experimentally infected pigs respectively; n = 198 and n = 11 for naturally infected pigs
respectively) fall close to the line equivalence. There was almost a good correlation at the
qualitative level between PCR and culture for experimentally (R? = 0.92) and naturally

infected pig samples (R? = 0.79).

The two samples that were culture positive (after an enrichment step, <100 CFU/g of faeces)
and PCR negative and the two samples that were culture negative and PCR positive (100
CFUlqg of faeces) are relatively close to zero and around the detection limit of both methods.
Similarly, three samples were culture positive and PCR negative: two of them were cultured
after an enrichment step and consequently relatively close to zero whereas the other showed a
quantity of 10”%° CFU/g of faeces with the culture. Among the PCR-culture positive samples
for the experimentally infected pigs, 86% of the samples had a difference in cell number of

less than 1 log (36% of the samples had a difference in cell number of less than 0.5 log, 50%
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less than 1 log), 11% less than 1.5 logs and 3% less than 2 logs. The results obtained by real-
time PCR matched the results obtained by culture of the subjects infected with
Campylobacter, experimentally or naturally, with an excellent coefficient of intra-class

correlation for inter-rater reliability of 0.96 and 0.80 respectively.

4. Discussion and Conclusions

The developed real-time PCR assay with an internal control of extraction and amplification
correctly identified and quantified Campylobacter sp. in pig faecal samples, providing a good
and easy alternative comparatively to the bacteriological methods to enhance our
understanding of the epidemiology of Campylobacter. Molecular techniques constitute an
important advance in the rapid diagnosis of gastrointestinal infections when the organisms are

fastidious to culture.

Among the numerous molecular techniques, real-time PCR was chosen because this is an
important quantitative and reliable tool to determine bacterial concentrations in complex
samples, such as faecal samples. Moreover, the real-time closed-tube PCR methods remove
the need to manipulate PCR products after amplification, thereby reducing the risk of false
positive results by cross-contamination between amplicons and subsequent test samples. So,
real-time PCR based techniques, such as 5°Taq nuclease assays, have been applied to the
diagnosis of a wide range of pathogens from various sources, including Campylobacter from
human stools [44, 45], from food products [46, 47] poultry, milk and water [28], and from

faecal samples [35, 44, 48-51].

To our knowledge, the real-time PCR assay described in our study is the first which describe

the quantification of Campylobacter directly in pig faecal samples. In 2005, Jensen et al. [51]
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have developed a real-time PCR method allowing species-specific identification of
Campylobacter spp. in naturally infected pig faecal samples but after an enrichment.
Nevertheless, there is a prerequisite to use real-time PCR for quantitative measurements and
to ensure a correct quantification, namely to have information on both linear range and

amplification efficiency of the real-time PCR assay.

Absolute quantification of Campylobacter copy number requires a standard curve generated
with known Campylobacter plasmid molecules. The established Campylobacter real-time
PCR assay was highly linear over a range of eight orders of magnitude, from 10' to 10®

genome copies of Campylobacter with a mean amplification efficiency of 99%.

The PCR assay described here was shown to be highly specific, since no PCR amplicons were
detected when the method was applied to DNA from a set of bacterial reference and field
strains, including Campylobacter phylogenetically related bacteria and some enterobacteria,
which are common gastrointestinal bacterial flora or cause diarrhoeal diseases and other food-
borne pathogens. Moreover, the specificity of the assay was further assessed (i) by the
amplification of DNA from different Campylobacter species and (ii) by the absence of
amplification from DNA isolated from 15 pig faecal samples previously determined to be
Campylobacter-free by culture. Finally both intra-assay and inter-assay CVs were
satisfactorily low and confirmed the reliability and correctness of the technical setup over

time and over the complete range of quantification (Table 2).

The technique was developed to quantify Campylobacter directly in faecal samples. Several
factors, including presence of inhibitory substances and quality of the extracted DNA could

affect the sensitivity of real-time PCR. So, the detection limit of any PCR and real-time PCR

138



should always be assessed in association with the detection probability to illustrate the
reliability of the assay [52]. Since no quantitative method has been previously established for
measuring Campylobacter DNA amounts in the faeces of pigs and no Campylobacter
reference standard exists, Campylobacter-negative faecal samples spiked with 10-fold
dilutions of the Campylobacter suspensions, ranging from 2 10" to 2 10® CFU/g of faeces,
were tested to evaluate the analytical sensitivity of the real-time PCR in realistic conditions.

The established Campylobacter real-time PCR assay showed a 7-log-wide linear dynamic
range of quantification (R?=0.99) with a detection limit of 2 10° CFU of Campylobacter per
gram of faeces. This limit of detection is comparable to that of other studies using molecular
methods on faecal samples: while Lund et al. [35] reported a sensitivity of 250-500 CFU of
Campylobacter/g of chicken faeces and Inglis and Kalischuk [53] of 3 10° CFU of C. jejuni /g
in bovine faeces. In human faeces, Lawson et al. [54] obtained a sensitivity of 10° CFU of
Campylobacter/g and Lagier et al. [44] of 10° CFU of C. coli or C. jejuni/g. Like these
previously developed molecular assays, our observed detection limit is suitable to describe
Campylobacter excretion given the average bacterial quantity found in pig, chicken, bovine or
human Campylobacter-infected faeces (from 10* to 10 CFU of Campylobacter/g of faeces)

[23, 26, 48, 50, 55, 56].

In this study, we compared the results of a quantitative microaerobic culture method for
detection and quantification in faecal samples with a real-time PCR assay specific to
Campylobacter spp. including a internal control of extraction and amplification and
performed with the TagMan 7300 system. Thus, to assess the usefulness of this real-time PCR
assay, we have used, like Lagier et al. [44] a stool-seeding approach and the sensitivity was
similar for both culture assay and PCR, with the spiked faeces used for the construction of the

standard curve.
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For the first step of our study, we found a high correlation at the qualitative level between the
positive and negative results obtained by real-time PCR and culture for all samples both with
faecal samples of pigs experimentally infected with Campylobacter and with faecal samples
of pigs naturally contaminated. Interestingly, in six samples culture no Campylobacter cells
was detected, even after an enrichment step, while the real-time PCR quantified them at 10°*,
10*3, 10"', 10™% CFU/g of faeces and detected the two faecal samples of experimentally
infected pigs at about 10? CFU/g of faeces, limit of quantification of the PCR. Among the
four faecal samples of naturally contaminated pigs, three were swabs samples taken from
young piglets. First, this difference may be attributable to the presence of viable but not
culturable (VBNC) or dead Campylobacter spp. since PCR methods detect the presence of
DNA [57, 58]. Detection of the VBNC is an advantage, for example in food or water testing,
because non culturable forms present a potential risk to humans [59, 60]. Secondly, for the
samples of the experimental infection, one was taken from a pig experimentally infected with
C. jejuni, and now the enrichment of C. jejuni in pig faecal samples can be difficult due to
overgrowth by the more numerous C. coli and a high background flora [51, 61]. Thirdly, due
to differences in susceptibility to antibiotics present in selective agar, the sensitivity of culture

may vary depending on the Campylobacter spp. [62].

Two samples from two pigs experimentally infected with Campylobacter jejuni strain [39]
were negative by real-time PCR and positive by culture: few colonies were observed after
enrichment for the first one and 10° CFU/g of faeces for the second one. The same result was
found for three samples from the pigs naturally infected. Among them, two swabs taken from
young piglets were positive after an enrichment step and one faecal sample by direct

inoculation with 10"® CFU/g of faeces. Different hypothesis can explain this discrepant
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result. Most commercially media can lead to identify other bacteria, relatively closed to the

genus Campylobacter, as Campylobacter [48, 54].

In fact, one of the major challenge in optimizing an assay for detection of Campylobacter in
faecal samples is overcoming the PCR-inhibitory components found in faeces. Moreover,
successful quantification depends crucially on the quality of the sample DNA analyzed. To
determine whether PCR inhibitors have been removed, an internal control was added to each
faecal samples before the extraction as described by a number of researchers, who have
designed internal primers and added them to faeces or foods prior to DNA extraction [32-35].
Therefore, with this internal control, inhibitors of real-time PCR can effectively be identified
in samples which could be responsible for false negative results. In fact, in 96% of examined
samples, we observed amplification of the internal control and of Campylobacter extracted

DNA from pig faeces.

Faeces constitute complex biological samples no only because of the presence of numerous
types of bacteria but also because of the different kinds of inhibitors like complex
polysaccharides or polyphenolic compounds of plant origin [32, 63] or food degradation
products. Moreover, in the current study, we have sampled faeces of sows, piglets (swabs),
weaners and finishers, so considerable variation in consistency (e.g., water content and
presence of mucus) and composition (e.g., fiber versus grain) of the pig faecal samples were
observed and these variables may also have an impact on the efficacy of DNA extraction and
inhibitor removal. A sample preparation procedure which included a large volume of faeces
(5g [fresh weight]) compared to the commonly used amount of faeces recommended by the
manufacturer (200 mg), an ebullition step known to remove inhibitors of the Taq polymerase

[40] followed by the Nucleospin® tissue method allow a better homogenisation of the faeces
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and increase the removal of inhibitors. Another advantage of this modified protocol is the
possibility to detect Campylobacter even if they are aggregated. Indeed, very little is known
about the spatial distribution of bacteria in faeces, and small amount of faeces sampled may
provide an erroneous measure of Campylobacter spp. prevalence. Finally, this method could
prove useful routine extraction of DNA from faeces compared to other long, complex, and

fastidious methods of DNA extraction proposed in the past [64-67].

Moreover, in our trial, there is a good correlation between the techniques at the quantitative
level for faecal samples either from experimentally pigs (ICC of 0.96)or from naturally pigs
(ICC of 0.80). The discrepancies between the concentrations found by both methods could be
attributed partly to the viable but non culturable cells (VBNC) or to the dead cells resulting in
higher concentrations with the real-time quantitative PCR. The observed variability might be
due to dilution factors used for quantitative culture, to an insufficient homogenization of the
samples, pipetting errors, factors affecting the growth of different isolates, or possibly, the
presence of antagonistic bacterial species. Nevertheless, the agreement concerning the intra-
class correlation coefficient is higher than 0.75 and so considered as an excellent [68]. We can
underline the ability of this PCR to quantify very little amount of faeces sampling for piglets
by swabs compared to culture, which needed an enrichment step to detect Campylobacter

from these swabs.

The Campylobacter specific real-time PCR assays developed in this study is very attractive
because this method allow (i) a direct detection of Campylobacter in environmental samples,
and (ii) a direct quantification of Campylobacter in pig faecal samples without need of
isolation, enrichment and/or biochemical tests, and even if several bacteria species are present

in the sample. Moreover, the presence of an internal control of extraction and ebullition
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associated with a consequent volume of sampling (5 grams, when it is possible) allow a
correct and reliable quantification of Campylobacter in pig faecal samples. Finally, although
C. jejuni and C. coli are responsible for 95% of all cases of Campylobacter-induced diarrheal
diseases, this assay can detect excretion of other Campylobacter, such as C.r fetus, C. lari, C.
laridis, C. hyointestinalis and C. upsaliensis, which can be found in pig faeces and/or be

responsible of human infections [69-72].

In conclusion, the real-time PCR developed in this study provides a new tool to study the
epidemiology of Campylobacter. The rapidity of the method compared to culture and the
possibility of the PCR to be increasingly automated makes it even more interesting. Indeed, it
could be applied to further epidemiological surveys to investigate the carriage and the

excretion of Campylobacter by conventional pig herds.
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Figure 1
Dynamic range and sensitivity of the Campylobacter plasmid real-time PCR assay.

(a) Detection of 10-fold serial dilution of Campylobacter standard plasmidic DNA by the
real-time Tagman assay performed in duplicate from 10' to 10° genome copies per PCR
reaction. The fluorescence intensity (Delta Rn) is plotted vs cycle number.

(b) Standard curve of these dilutions, each dot representing the result of duplicate
amplification of each dilution. The coefficient of determination (R2 =0.99) and the slope of
the regression curve (y = -3.34x + 41.57) are indicated. The standard curve is obtained by
correlation of the threshold cycle values (Ct) and log;o input plasmid copy number (Log CO)
from the amplification plot.

144



a

9
8
Log (1+PCR) 7
CFU/g of faeces 6
5
4
3 R?=0.92

2
1

0Oe . ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Log (1+culture) CFU of Campylobacter/g of faeces

b

Log (1+PCR)
CFU /g of faeces

O = N W »d 01 O N 0 ©

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Log (1+culture) CFU of Campylobacter/g faeces

Figure 2.

Scatter plot showing the differences and correlations between the real-time PCR and the microaerophilic
culture method for the faecal samples of pigs (a) experimentally infected with Campylobacter and (b)
naturally infected with Campylobacter in farms. Data for Campylobacter-positive samples versus
Campylobacter-negative samples by both methods, (a) n=50 and n= 39 for experimentally infected pigs
respectively, (b) n=198 and n=11 for naturally infected pigs respectively, fall close to the line
equivalence ((a) R?=0.92 and (b) R*=0.79).

(a) The two samples that were culture positive (after an enrichment step, <100 CFU/g of faeces) and
PCR negative and the two samples that were culture negative and PCR positive (100 CFU/g of faeces)
are relatively close to zero and around the detection limit of both methods.

Similarly, (b) three samples were culture positive and PCR negative: two of them were cultured after an
enrichment step and consequently relatively close to zero whereas the other showed a quantity of 10"
CFU/g of faeces with the culture. Four samples were culture negative (all after an enrichment step).

The coefficient of intra-class correlation for inter-rater reliability was calculated only for the quantitative
results for the samples positive by culture and PCR ((a) ICC=0.96 and (b) ICC=0.80 respectively)
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Table 1

List of strains used for validation of specificity of the Campylobacter real-time PCR assay.

174 isolates (representing 36 reference strains and 138 previously characterized field strains) of
Campylobacter were used for the evaluation of this assay. Also listed are the non-Campylobacter control

strains, closed to the genus Campylobacter and other enteric bacteria. Moreover, all these strains were

tested for validate the specificity of the primers-probe set for the internal control.

Campylobacter Yersinia ruckeri
Bacterial species (n) Name or origin of strain real-time PCR  real-time PCR
identification identification
Campylobacter coli (2) CCUG 11283, CIP 7081 Positive Negative
C. coli pig isolates (25) AFSSA, ENVN-INRA Positive Negative
C. coli poultry isolates (25) AFSSA, ENVN-INRA Positive Negative
C. coli human isolates (25) AFSSA, CNR-CH Positive Negative
Campylobacter jejuni subsp jejuni (4) CCUG 11284, NCTC 11168, Positive Negative
CIP 103726, NCTC 81176 Positive Negative

C. jejuni poultry isolates (25) AFSSA, ENVN-INRA Positive Negative
C. jejuni human isolates (25) AFSSA, ENVN-INRA, CNR-CH Positive Negative
Campylobacter jejuni doylei CCUG 24567 Positive Negative
Campylobacter fetus subsp fetus (2)  CCUG 68231, CIP 2595396 Positive Negative
Campylobacter fetus subsp venerealis CCUG 33899 Positive Negative
Campylobacter hyointestinalis CCUG 14169 Positive Negative
Campylobacter lari (3) CCUG 23947, ATCC 35222, CIP 107080  Positive Negative
Campylobacter upsaliensis (2) CCUG 14913, CIP 400 Positive Negative
Campylobacter sputorum CIP 103749 Positive Negative
Helicobacter canis CIP 104753 Negative Negative
Helicobacter felis CIP 104382 Negative Negative
Helicobacter mustelae CIP 103759 Negative Negative
Helicobacter pullorum CIP 104787 Negative Negative
Helicobacter pylori (3) CIP 103995, CIP 26695, CIP 101260 Negative Negative
Wolinella succinogenes CCUG 13145 Negative Negative
Arcobacter butzleri CCUG 30485 Negative Negative
Arcobacter cryaerophilus CIP 104014 Negative Negative
Listeria monocytogenes (3) CIP 103575, ATCC 895807, ATCC 19115 Negative Negative
Listeria innocua (3) CCUG 15531, ENVN-INRA Negative Negative
Salmonella enterica subsp enterica

- serovar Enteritidis ENVN-INRA Negative Negative

- serovar Typhimurium ATCC 13311
Enterococcus faecalis (2) CIP 103013, CCUG 19916 Negative Negative
Escherichia coli V517 Negative Negative
Pseudomonas aeruginosa (2) ENVN-INRA Negative Negative
Enterobacter aerogenes (2) ENVN-INRA Negative Negative
Staphylococcus aureus (2) ENVN-INRA Negative Negative
Internal control Negative Positive
Internal control field isolates (5) Negative Positive

n, number of strains

NCTC, National Collection of Type Cultures (Colindale, UK); CCUG, Culture Collection University of Goteborg (Goteborg,

Sweden); ATCC, American Type Culture Collection (Manassas, Va); CIP, Collection of the Pasteur Institut (Paris, France)
AFSSA: Strains from the collection of the French Agency for Food Safety (Ploufragan, France); CNR-CH: Strains isolated

from the collection of the French National Reference Center for Campylobacter and Helicobacter (Bordeaux, France); ENVN-

INRA: Strains isolated from our inhouse collection.
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Table 2

Variability analysis of the real-time PCR assay with plasmidic DNA (a) and with DNA extracted from
spiked-negative faecal samples of pigs (b)

Intra-assay * Inter-assay >
a Plasmid copy number
CV (%) CVn (%) CV (%) CVn (%)
10® 0.64 5.95 1.55 14.94
10’ 0.21 2.45 0.54 6.99
10° 0.68 9.36 0.58 6.80
10° 1.24 22.10 0.60 8.99
10* 0.39 7.53 0.59 9.42
10° 0.67 13.03 0.69 13.59
10° 2.89 14.24 1.16 20.17
10! 2.27 60.40 2.39 60.71
b CFU of Campylobacter Intra-assay 1o Inter-assay 2b
per gram of faeces CV(%)  CVn(%) CV(%)  CVn(%)
2x10’ 0.48 6.76 1.78 26.78
2x10° 0.65 11.07 1.75 23.36
2x10° 1.06 21.16 2.19 39.38
2 x 10* 1.50 36.86 1.27 31.26
2x10° 1.67 40.99 1.84 45.66
2x10° 1.59 38.55 2.15 43.13

The coefficient of variation was determined for the Ct values (CV) as well as for the estimated plasmid
copy number (CVn) extrapoled from plasmidic standard curve (a) and for the estimated CFU of
Campylobacter per gram of faeces extrapolated from the standard curve generated with spiked faecal
samples (b).

¥ Mean: CV 1.28 , CVn 19.29; values were obtained in 10 replicates.

® Mean: CV 1.16, CVn 20.23; values were obtained in 10 replicates.

22 Mean: CV 0.99, CVn 22.20; values were obtained in 10 independent experiments.

**Mean: CV 1.57, CVn 29.94; values were obtained in 10 independent experiments.
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Table 3.

Comparison of real-time PCR and conventional microaerobic culture (direct plating and indirect plating
after an enrichment step) for the detection of Campylobacter spp. (i) in faecal samples of experimentally
infected pigs (Table 3a) or (ii) in faecal and environmental samples of naturally contaminated pigs from
conventional herds (Table 3b).

Microaerobic culture

a Faecal samples of
experimentally infected pigs + - Total
+ 50 2 52
Real-time PCR
- 2 39 41
Total 52 41 93

a Sensitivity Se=96%, Specificity Sp=95%, Kappa K=0.91

Microaerobic culture

b Faecal and environmental samples
of pig from conventional herds + i Total
+ 270 3 273
Real-time PCR
- 4 142 146
Total 274 145 419

b Sensitivity Se=98%, Specificity Sp=98%, Kappa K=0.96
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1. Introduction

Campylobacter spp. are recognized as the leading human foodborne pathogens in developed
countries, and within the genus Campylobacter, the thermophilic species C. jejuni and C. coli
are the most frequently associated with illness, accounting for over 95% of infections when
selective culture media are used for isolation [1-5]. These two species are asymptomatically
present in the intestinal tract of birds and mammals, including food production animals and
pets, without causing clinical signs [6-8]. Campylobacter carriage of livestock animals poses
an important risk for human contamination (contamination of carcasses at slaughter, of milk,
of water by rain washed-off livestock wastes and slurries). Pigs are known to be frequently
infected with Campylobacter (prevalence between 50% and 100%) and to exhibit high counts
of this pathogen in their faeces ranging from 10%to 10’ CFU/g and the predominant species
carried by pigs is C. coli [9-14]. Nevertheless, studies carried out in the United States found a
high prevalence of C. jejuni on farms [15, 16] and C. jejuni may coexist with C. coli in pigs

[8, 13, 14, 17, 18].

The detection of C. coli and C. jejuni is difficult due to specific growth requirements, all the
more in complex substrates like faeces or environmental samples, and because it may enter in
a viable but not culturable state. Furthermore, correct differentiation of thermophilic
Campylobacter spp., especially C. coli and C. jejuni, by phenotypic tests is difficult and the
use of hippurate hydolysis test to distinguish these two species is often problematic [19, 20].
Molecular tools, particularly PCR-based methods, provide a good, rapid and sensitive
alternative to the bacteriological method for the detection and for the identification of C. coli

and C. jejuni.
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In recent years, numerous molecular PCR-based diagnostic approaches have been developed
to detect Campylobacter spp. or to identify C. coli and C. jejuni in various substrates,
including pure culture [21, 22], human stools [23, 24], food products [25] and chicken faecal
samples [26]. Real-time PCR assays have been developed to detect C. jejuni and C. coli or to
quantify C. jejuni only on pure culture [27-29], in complex substrates like food products after
an enrichment step [30], in poultry, milk and environmental water [31], cattle faeces [32] or
chicken faecal samples [33]. Recently, real-time PCR methods allowing species-specific
identification of C. coli and C. jejuni have been developed in human stools by Lagier et al.
[34] and by Persson and Olsen [35], and in pig faecal samples after an enrichment step by
Jensen et al. [18]; However, real-time PCR technique has not yet been reported for
quantitative differentiation of C. coli and C. jejuni in complex substrates such as pig faecal

samples.

The aim of this study was to develop a real-time quantitative PCR method to species-specific
quantification of C. coli and C. jejuni in faecal and environmental samples. The first step in
the development of the final assay was the definition of the multiplex PCR assay to quantify
C. coli and C. jejuni isolates. Then a modified DNA extraction protocol associated with the
addition of an internal control for extraction and PCR amplification was also examined for its
ability (i) to evaluate DNA purification with different parameters (potential presence of PCR
inhibitory compounds, DNA yield and reproducibility), and (ii) to detect C. jejuni among
predominant C. coli in naturally infected pig faecal or environmental samples. This would
allow assessing the co-colonization of Campylobacter spp. in pigs). Finally, the last step was
the application of these new developed real-time PCR assays to field complex substrates, that

is to say faecal samples from experimentally and naturally infected pigs and environmental
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samples. The bacterial culture was taken as a gold standard for their validation at the

quantitative level.

2. Material and Methods

2.1. Bacterial strains, culture conditions

Campylobacter jejuni NCTC 11168 and Campylobacter coli CIP 7081 were used for
preparing the quantification standards for the real-time quantitative PCR. These two species
and three other strains selected from the collection of the French Agency for Food Safety
(AFSSA, Ploufragan) and described in the study of Leblanc Maridor et al. [36] were used as

inocula in a faecal inoculation experiment to create standards curve for faecal samples.

Different Campylobacter spp. and related Helicobacter, Wolinella and Arcobacter reference
strains were used for testing the specificity of primers and probes for real-time PCR
identification and differentiation of C. coli and C. jejuni (Table 1). In addition, we have tested
50 C. jejuni and 75 C. coli isolates (of human, poultry or pig origin) selected from our inhouse
collection, from the collection of the French Agency for Food Safety (AFSSA, Ploufragan),
and from the collection of the French National Reference Center for Campylobacter and
Helicobacter (CNR-CH, Bordeaux) (Table 1). All the isolates were characterized by the PCR
described by Denis et al. (1999). Strains were stored at —80°C in brain heart infusion broth
(Difco, Detroit, Michigan) containing 20% (v/v) glycerol.

Campylobacter strains were grown at 25, 37 or 41.5°C for 48h in a micro-aerophilic
atmosphere (7% 0O, 10% CO,, 83% N,) on Karmali agar plates (AES laboratory, Rennes,
France). Arcobacter, Helicobacter, Wolinella and the other enteric bacteria (clinical isolates
or reference strains) were cultured under appropriate microaerobic and anaerobic conditions

(Table 1).
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2.2. DNA extraction and quantification standard DNA preparation

Genomic DNA of all bacteria from the bacterial culture was extracted using the Nucleospin®
Tissue mini-kit (Macherey Nagel, Hoerdt, France) according to the manufacturer’s
instructions. The concentration of isolated double stranded DNA was determined by
measuring the optical density at 260 nm and the purity was assessed by examination of
260/280 nm optical density ratios. All DNA samples classified as pure (i.e. having a 260/280
nm optical density ratio between 1,8 and 2) were adjusted to 10 ng L™ in TE buffer, stored at

—20°C until required for analysis.

Total genomic DNA of C. jejuni NCTC 11168 and C. coli CIP 7081 were thus extracted. The
numbers of genome copies of C. jejuni (based on a genome size of 1640 Kbp) and C. coli
(based on a genome size of 1860 Kbp) in 100ng of DNA (for one PCR reaction) were 5.24 x
10" and 4.62 x 107, respectively. After DNA quantitation by spectrofotometrical analysis, 10-
fold dilutions of each extract, representing 10% to 10! genome copies of C. jejuni per 5 L of
template (PCR) and 3 x 10% to 3 x 10° genome copies of C. coli per 5 pL of template (PCR
reaction) were realized. Moreover, a standard curve with equal genome copies of C. jejuni and
C. coli together was realized. Aliquots of each dilution were stocked at 4°C to be use directly

or were stocked at —20°C and thawed once for use.

2.3. PCR primers and probes

The sequences were chosen to identify and discriminate specifically C. jejuni and C. coli from
the clinically relevant Campylobacter species. The C. jejuni and C. coli species-specific
primers and TagMan® probe sets were designed with Primer Express version 2.0 (Applied
Biosystems, Foster city, CA, USA) according to the recommendations of the manufacturer.

This software was used to choose the best combinations of each primers-probe set by
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checking primer-dimer or internal hairpin configurations, melting temperature, and percent
G+C values. To optimize the PCR reaction, we have designed two Minor Groove Binder
(MgB) probes. In fact, a minor groove binder at the 3’end increases the melting temperature
of probes [37], allowing the use of shorter probes. Consequently, the shorter TagMan® MGB
probes have been shown to ameliorate specificity of real-time PCR [38] and mismatch
discrimination [39]. Finally, the homologies of the selected primers and probes with unrelated
sequences were checked by a search with the BLAST program of the National Center for
Biotechnology Information (NCBI). The Tagman probes, labeled with a fluorescent reporter
at the 5’ end and conjugated to a Minor Groove Binder (MGB) at the 3’end, and the primers

were all synthesized by Applied Biosystems.

2.3. Field samples collection and DNA preparation for direct real-time PCR-based

quantification

The method to identify and quantify C. coli and C. jejuni was first assessed with faecal
samples (n = 119) obtained from experimentally inoculated pigs with C. coli and C. jejuni
alone or in a mix and from sham-inoculated ones [36]. Then, faecal and environmental
samples from pigs from conventional herds (n = 282) were tested with both real-time PCR
assays. Moreover, 15 Campylobacter negative specimens obtained from Specific-Pathogen-
Free (SPF) sows and piglets from the high-security barn at the AFSSA located in Ploufragan

(France) were used to test the specificity of the real-time PCR assays.

All samples were examined within 4 hours after sampling, for Campylobacter spp.

quantification by conventional culture and by the real-time PCR described by Leblanc

Maridor et al. [36]. The use of an internal control for the amplification and the extraction has
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proven to be an effective tool for monitoring PCR inhibitors of PCR and build confidence in

negative results obtained with Campylobacter specific real-time PCR assay.

DNA isolation from the faecal and environmental samples was performed using a modified
extraction protocol of the Nucleospin® Tissue mini-kit (Macherey Nagel, Hoerdt, France)
with a preliminary step of “boiling” as described in the study of Leblalnc Maridor et al. [36].
Finally, the DNA preparations, eluted in 100uL of elution buffer, were stored at -4°C prior to

use and the rest of the supernatant was stored at —20°C.

2.4. Enumeration of Campylobacter spp. by bacterial culture methods and species

identification by conventional multiplex PCR

For all the faecal samples, conventional bacteriological methods with direct streaking for the
Campylobacter enumeration and indirect streaking with an enrichment step were applied as
described by Leblanc Maridor et al. [36]. Finally, from each positive field sample
corresponding to one pig, 10 colonies taken at random were purified and then suspended in
100 pL TE buffer (10 mmol Tris-HCI, 1 mmol EDTA, pH 7.6). DNA extraction was
performed by heating the bacteria at 95°C for 10 min. After a low-speed centrifugation (5000
X g, 2 min), 3 pl of the supernatant was used for species identification by PCR. PCR and
electrophoresis were performed as described by Denis et al. [21] to distinguish C. coli to C.

jejuni strains.

2.5. Quantitative real-time PCR amplification
The real time-PCR was performed in a ABlI PRISM® 7300 Sequence Detection System
(Applied Biosystems) and the data were analyzed with the appropriate sequence detector

software (SDS software, Applied Biosystems). The 20 uL PCR mixture for one reaction
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contained 10pL of 1X Tagman Universal PCR Mastermix (containing AmpliTag Gold™
DNA polymerase, dNTPs, Passive reference 1 (ROX) and optimised buffer components
including 5mM MgCl,), 400nM of each primer (glyA-R and glyA-F, hipO-R and hipO-F) and
200nM of each probe (glyA-P and hipO-P) for the duplex real-time PCR assay and 5uL of
template DNA. In parallel, we have tested the two simplex real-time PCR assays, where the
primers-probe sets were added separately in two different mixes. The thermal cycle protocol
used was the following: activation of the Taqg DNA polymerase at 95°C for 10 min and 45 or
48 cycles of 15s at 95°C and 60s at 60°C. All reactions were carried out alongside a non
template control containing all reagents except DNA run in triplicate, positive controls
containing DNA from reference strains C. jejuni, C. coli and negative controls containing
DNA from Listeria monocytogenes and Escherichia coli. All samples were run in duplicate.

Fluorescence of FAM and VIC was measured at their respective wavelengths during the
annealing/elongation step of each cycle. After acquisition data, the baseline cycles for the
FAM and VIC signal were set from cycle 3 to three cycles below the cycle at which the first
signal appeared (generally between cycles 9 and 12 for the FAM signal and between cycles
11 and 15 for the VIC signal). The threshold cycle (Ct) is the PCR cycle at which a
statistically significant increase in fluorescent signal is first detected. The Ct was defined as
10 times the standard deviation of the mean baseline fluorescence emission calculated for
PCR cycles 3-9 for C. coli (FAM signal) and 3-14 for C. jejuni (VIC signal). Samples in

which both duplicates had a Ct value below 42 were regarded as positive.

2.6. Evaluation of analytical performance of the real-time PCR assays
The analytical specificity of each real-time PCR assay alone or as duplex was assessed with
purified genomic DNA preparations of different bacterial strains (see above Table 1) and with

DNA isolated from the 15 Campylobacter negative pig faecal samples defined before (see
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section 2.4).

The analytical sensitivity of the PCR assays was determined using the standard curves
prepared with purified genomic DNA of cultures from C. jejuni NCTC 11168 and C. coli

ATCC 33559 (see section 2.2).

Moreover, in order to generate a standard curve to quantify C. coli and C. jejuni in faecal
samples and to evaluate the sensitivity of the assay for field samples, Campylobacter-negative
faecal samples were spiked respectively with serial 10-fold dilutions of viable suspensions of
each bacteria, ranging from 10° to 10 CFU per gram of faeces, and with equal volumes of the
10-fold dilutions of viable suspensions of each bacteria together. After seeding the negative
faecal samples, DNA was extracted from each and the three standard curves were created
automatically by the ABI PRISM® 7300 Sequence Detection System Software (Applied
Biosystems), by plotting the Ct values against each standard dilution of known concentration.

These standard curves have been used in each experiment to allow a reliable quantification.

The assay variability was established by repeatedly testing samples containing several
concentrations of C. coli or C. jejuni spanning the whole range covered by each real-time
PCR, with the DNA amounts obtained for the same samples in different assays (10
consecutive runs) and within an assay (10 times in the same assay), in order to calculate the
inter-assay and intra-assay coefficient of variation (CV) for the Ct values experimentally
determined, as previously described [40]. The intra-assay and inter-assay variability was
assessed for the standard curves generated with the purified genomic DNA and with the DNA
extracted from the Campylobacter-negative spiked faecal samples for each real-time PCR

assay.
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To test the presence of PCR inhibitors in the DNA isolated from the unseeded stools and from
the faecal and environmental samples, we have used the real-time PCR with an internal
bacterial control described by Leblanc Maridor et al. [36]. All the samples with inhibitors

were discarded from the present study for the species quantification.

2.8. Statistical analysis

PCR amplification efficiency (E) was estimated by using the slope of the standard curve and
the formula E=10*'°°®_1_ Data analysis were performed using the SDS software (Applied

Biosystems).

A total of 119 field samples from the experimental infection were evaluated in parallel using a
molecular real-time PCR assay and a microbiological method. All data analyses were
performed with Microsoft excel and SAS Systems version 8 (SAS, Cary, N.C.). The
specificity and the sensitivity were assessed using the bacterial culture as a gold standard. The
sensitivity was determined as the number of samples found positive both by direct inoculation
or selective enrichment and by real-time PCR divided by the numbers of positive results by
the cultivation method. The specificity was calculated as the number of negatives results
found concomitant by both tests divided by the number of negative results by the
bacteriological method. For measuring the agreement between the microaerophilic cultivation

and real-time PCR kappa-statistic was used [41].

3. Results
3.1. Specificity, analytical sensitivity and linear range of the real-time PCR assays

The specificity of the primers-probe sets for the detection of C. coli and C.jejuni, alone or
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together in a duplex assay, was optimized and tested against (i) different species or different
strains of Campylobacter, all of which were found to be positive for its target, (ii) bacteria,
genetically related or not, which could be present in faecal samples or responsible for
diarrhoea in pigs and humans, all of which were found to be negative (Table 1). In addition,

negative results were obtained for the 15 Campylobacter-negative faecal samples.

To determine the linear range of the real-time PCR assay, standard curves of the template
DNA, in units of genome copy number, were generated for C. coli, for C. jejuni and for both.
The standard curves spanned respectively eight, seven and seven orders of magnitude and
showed linearity over the entire quantitation range. We observed a strong linear correlation
(R? values were all equal or above to 0.99), providing an accurate measurement over a large
variety of starting target amounts (Figures 1 and 2). The detection limits of the real-time PCR
assays were of 3, 10 and 10 genome copies/reaction PCR for C. coli, C. jejuni and for both,

and their efficiency of 99% for all of them.

3.2. Precision of the C. jejuni and C. coli real-time assays

The CV between runs and within run for samples containing Campylobacter DNA amounts
spanning the whole range Sare reported in Table 2. To assess the intra-assay variation,
purified genomic DNA of cultures from C. jejuni NCTC 11168 and C. coli ATCC 33559
from approximately 10® to 10 were measured 10 times each within one PCR run. The standard
curves were y = -3.33x + 40.17 with R? = 0.99 for C. coli PCR and y = -3.33x + 40.53 with
R?= 0.99 for C. jejuni PCR. The inter-assay variation was evaluated with different dilutions of
purified genomic DNA in 10 independent PCR experiments on different days. For each PCR
run, each dilution point was tested in duplicate and the standard curve mean was used for

guantity estimation (y = -3.39x + 42.7 for the C. coli real-time PCR and y = -3.20x + 40.2 for
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the C. jejuni real-time PCR). The standard deviations of low (10 copies)-, middle (10°
copies)-, and high (10® copies) copy number of C. coli were respectively 0.70, 0.78 and 0.57.
For C. jejuni, the standard deviations of low (10% copies)-, middle (10 copies)-, and high (10°

copies) copy number were respectively 0.76, 1.13 and 0.94.

3.3. Validation of the real time PCR assays for analysis of field samples
The specificity of the real-time PCR for pig faecal samples was characterized using a stool-
screening strategy, as described by Lagier et al. [34]. The DNA extracted from the 15

negative specimens produced Ct values > 42, so considered as negative.

Moreover, several different spiking series with 10-fold dilutions of C. coli, C. jejuni and both
suspensions were performed using negative faecal samples. The detection limit for the
guantitative real-time PCR assays in spiked faecal samples were 250 CFU of C. coli/g of
faeces and 200 CFU of C. jejuni/g of faeces, so similar to the bacteriological method.
Although this assay was able to detect lower quantity between 50 and 200 CFU/g of faeces,
the regression curve was only linear from about 107 to 10> CFU with reaction volumes of
20pL. Nevertheless, the quantification of the two species in a duplex reaction was not
possible due to the competition between primers when high quantity of one target was mixed
with low quantity of the other. Consequently, to quantify directly C. coli and C. jejuni in pig
faecal samples, known to harbour high quantity of one species, two simplex PCR assays have

to be done.

To assess the intra-assay variation, DNA extracted from the Campylobacter-negative spiked
faecal samples from 2.5 10’ to 2.5 10° CFU of C. coli /g of faeces and from 2 10" to 2 10?

CFU of C. jejuni /g of faeces were measured 10 times each within one PCR run and the
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results were reported in Table 2. The standard curves were y = -3.33 + 45.82 with R = 0.98
and y = -3.24x + 46.00 with R? = 0.98 respectively. The inter-assay variation was evaluated
with different dilutions of DNA extracted from the Campylobacter-negative spiked faecal
samples in 10 independent PCR experiments on different days. For each PCR run, each
dilution point was tested in duplicate and the standard curve mean was used for quantity
estimation (y = -3.36x + 43.7 for the C. coli real-time PCR and y = -3.25x + 46.2 for the C.
jejuni real-time PCR). For the DNA extracted from the Campylobacter-negative spiked faecal
samples, the standard deviations of low (200 - 250 CFU/g of faeces)-, middle (2 10*- 2.5 10*
CFU/qg of faeces )-, and high (2 10" - 2.5 10" CFU/g of faeces) Colony Forming Units of C.
coli or C. jejuni per gram of faeces were respectively 1.12, 1.14 and 1.59 or 0.77, 0.70 and

0.73.

3.4. Analysis of the faecal samples of pigs experimentally infected with C. coli or C. jejuni

The numbers of positive and negative samples determined by both detection methods for each
assay are summarized in Table 3 for experimentally infected pigs. There was an excellent
correlation at the qualitative level by both techniques. Indeed, for C. jejuni and C. coli, two
culture-positive samples and one culture sample respectively were negative by real-time PCR
for the Campylobacter experimentally infected pigs, and for both of them, only one culture-

negative sample was positive by real-time PCR leading to a specificity of 96%.

The amount of CFU of Campylobacter in each faecal sample determined by the real-time
PCR was calculated and compared to the results obtained by quantitative bacteriological
method. Figure 3 shows the relationship between quantitative results determined by
bacteriological method and real-time PCR for C. jejuni and C. coli real-time PCR assays. We

observed a good correlation between PCR and culture at the quantitative level for
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experimentally infected pig samples both for C. jejuni real-time PCR (R2 = 0.86) and for C.
coli real-time PCR (R? = 0.94). Among the PCR-culture positive samples for the
experimentally infected pigs, 72.5% of the samples had a difference in cell number of less
than 1 log, 25% less than 2 logs and 2.5% less than 2.5 logs for C. coli assay. For C. jejuni
assay, the results obtained by real-time PCR matched equally the results obtained by culture:
67% of the samples had a difference in cell number of less than 1 log, 29% less than 2 logs

and 4% less than 3 logs.

3.5. Analysis of the field samples of pigs naturally infected with Campylobacter
All Campylobacter of faecal and environmental samples from the different pig herds were

identified as C. coli by conventional and real-time PCR assay.

3.6. Analysis of the Campylobacter colonies isolated from each positive sample for one pig
The concordance between the conventional PCR and the duplex real-time PCR for all the

DNA extracted from pure cultures was of 100%.

4. Discussion and Conclusions

To our knowledge, this assay is the first report of the application of real-time quantitative
PCR assays for the quantification of C. jejuni and C. coli directly in field samples containing
a wide range of bacterial DNA amounts. The established C. coli and C. jejuni real-time PCR
assays proved highly sensitive (with a quantitative detection limit of approximately 250
CFU/qg of faeces) and linear over a range of seven to eight orders of magnitude, from 10' to
10® genome copies allowing a precise quantification of C. coli or C. jejuni DNA loads both in
two different simplex reaction or in a single duplex PCR. . Nevertheless, theses assays were

able to detect lower amounts but with less reliability. Given that pigs are known to excrete

168



high quantity of one predominant species, especially C. coli, a reliable quantification of the
two species directly in faecal samples required the use of the two simplex real-time PCR
assays in different wells. The two simplex and the multiplex PCR were shown to be highly
specific, since no PCR amplicons were detected when the method was applied to DNA from
different bacterial reference strains, including different Campylobacter species,
Campylobacter-related bacteria, and other enterobacteria. The identification at the species
level and the quantification on all the DNA extracted from faecal and environmental samples

is a new tool to enhance our understanding of the epidemiology of Campylobacter.

One of the major challenges in optimizing an assay for the detection for Campylobacter in
faecal and environmental samples is overcoming the PCR-inhibitory components found in
these complex substrates [42]. Faeces and environmental samples constitute complex
biological samples due to the presence (i) of numerous types of bacteria, (ii) of different kinds
of inhibitors [43, 44], or (iii) of food degradation products. Moreover, contrary to faecal and
caecal chicken samples [45, 46], the consistency and the composition of pig faecal samples
are highly variable and heterogeneous in the same way as for cattle faeces as described by
Inglis and Kalischuck [47]. All these variables have an impact on the efficacy of DNA
extraction and inhibitor removal. Consequently, a modified DNA extraction protocol
associated with the use of an internal control was applied to all the examined samples in this
study. The potential presence of PCR inhibitory compounds, the DNA vyield and the
reproducibility, important parameters when evaluating the DNA purification, were previously
assessed with this approach for pig faecal and environmental samples. The modified sample
preparation procedure described by Leblanc Maridor et al. [36], which included (i) a large

volume of faeces (5g fresh weight), (ii) an ebullition step known to remove inhibitors of the
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Taq polymerase [48], and (iii) the use of a DNA extraction Kkit, allow a better
homogeneization of the faeces and achieve partial removal of inhibitors. Moreover, to
determine whether PCR inhibitors have been removed, the internal control was added to each

sample before the extraction as described by Leblanc Maridor et al. [36].

Three culture-assay positive sample after enrichment were detected as negative by PCR,
respectively one on 41 _for C. coli real-time PCR assay and two on 26 for C. jejuni real-time
PCR assay, leading to a sensitivity of 97.6% and 92.3%. Some explanations for these three
discordant results can be proposed: some PCR primers are more markedly affected than
others by impurities present in DNA preparations [49] which may reflect differences in the
stability of genetic marker. Moreover, some Campylobacter strains do not release PCR-
detectable DNA when boiled [50] and genetic variability among the isolates of
Campylobacter species, which has been demonstrated previously [51, 52], can affect the
efficacy of a PCR if changes occurs within one or both of the binding sites [53]. Finally, the
enrichment in selective Preston broth enhanced Campylobacter detection but can selectively
affect growth of C. jejuni and C. coli. In fact researchers have reported several cases in which
C. jejuni signals detected by direct PCR disappeared after enrichment, whereas C. coli signals
were maintained when present before enrichment, or else became detectable when absent

before enrichment [21, 25, 30].

Furthermore, only one culture-assay negative sample was positive by real-time PCR for each
target leading to a specificity of 96.2% for both C. coli and C. jejuni real-time PCR assays.
These results can be due to the presence of viable but non culturable or dead bacteria cells. In

fact, a major obstacle encountered with the current DNA-based tests is the separation of living
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and dead microorganisms [54] because PCR detect all DNA of the extract from live as well as
dead bacteria cells. Nevertheless, this particularity is also an advantage due to the ability of
Campylobacter cells to enter a state that has been termed “viable but non culturable” (VBNC)
[55], which represent a potentially infectious state [56]. The capacity of the real-time PCR to
detect them is especially important in elucidating routes of infection. Ethidium monoazide
(EMA) has recently been suggested as a means of distinguish viable and dead cells by
reducing the PCR signal from DNA originating from dead bacterial cells [57, 58]. In 2005,
Rudi et al. [58] have applied EMA/real-time PCR with success to detect and quantify
different foodborne pathogens. Nevertheless, we have no information concerning the
influence of the EMA on VBNC and the results of Flekna et al. [59] suggest that EMA
influences not only dead but also viable cells of C. jejuni (DSMZ 4688) and seems to be a
poor indicator of cell viability, at least as concerns the strains and incubation conditions

tested.

Finally, we observed a good correlation at the quantitative level between culture numeration
and quantitative PCR for both C. coli and C. jejuni real-time PCR assays (R® = 0.90 and
R?=0.93 respectively). This method provides a mean to identify and quantify at the species
level C. coli and C. jejuni directly from faecal samples without requiring an enrichment step.
The real time PCR assays decribed in this study have several advantages, allowing a large
increase in throughput, enabling simultaneous processing of several samples (the real-time
PCR can be run in a 96-well format and many steps in the assay can be automated), and

reducing the total time requested for analysis.
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According to the objectives of further epidemiological research, different strategies with the
real-time PCR assays described can also be applied depending on the type of samples. In fact,
the method developed in this study provides a mean to identify and quantify to the species
level C. coli and C. jejuni (i) directly in complex samples with the two simplex assays, or (ii)

in a duplex real-time PCR for bacterial culture or DNA extracted from isolated colonies.

Depending on the requests, one can use separately or simultaneously the quantitative real-
time PCR assay for Campylobacter spp. (described by Leblanc Maridor et al. [36]), and/or the
species-specific quantitative real-time PCR assays for C. coli or/and C. jejuni. If one needs to
characterize at the species level some colonies from pure culture, the duplex real-time
quantitative PCR assay described in this study allow not only the differentiation between C.
coli and C. jejuni but also a DNA quantification in genome copy number, which could be
useful for Campylobacter isolates from pig, poultry or human samples before a molecular
analysis by genetic typing methods. The duplex real-time PCR will be able to identify C.
jejuni and C. coli and to quantify the DNA extract rapidly and directly without any additional

step like electrophoresis or spectrophotometer analysis for the DNA quantification.
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Figure 1

Dynamic range and sensitivity of the C. coli real-time PCR assay.

a-Detection of 10-fold serial dilution of C. coli standard DNA by the real-time Tagman assay performed
in duplicate from 3 10" to 3 10° genome copies per PCR reaction. The fluorescence intensity (Delta Rn) is
plotted vs cycle number.

b-Standard curve of these dilutions, each dot representing the result of duplicate amplification of each
dilution. The coefficient of determination (R*= 0.99) and the slope of the regression curve (y = -3.33x +
40.17) are indicated. The standard curve is obtained by correlation of the threshold cycle values (Ct) and
logio input plasmid copy number (Log CO) from the amplification plot.
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Dynamic range and sensitivity of the C. jejuni real-time PCR assay.

a-Detection of 10-fold serial dilution of C. jejuni standard DNA by the real-time Tagman assay
performed in duplicate from 10* to 10® genome copies per PCR reaction. The fluorescence intensity
(Delta Rn) is plotted vs cycle number.

b-Standard curve of these dilutions, each dot representing the result of duplicate amplification of each
dilution. The coefficient of determination (R*= 0.99) and the slope of the regression curve (y = -3.33x +
40.53) are indicated. The standard curve is obtained by correlation of the threshold cycle values (Ct) and
logio input plasmid copy number (Log CO) from the amplification plot.
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Figure 3

Scatter plot showing the differences and correlations between the real-time PCR and the microaerophilic

culture method for the faecal samples of pigs experimentally infected with Campylobacter for the

detection of C. coli (Figure 3a) and for the detection of C. jejuni (Figure 3b)
Data for Campylobacter-positive samples versus Campylobacter-negative samples by both methods fall

close to the line equivalence:

a- n=40 and n=25 Campylobacter-positive and Campylobacter-negative samples respectively with a

coefficient of correlation of 0.90 (R?=0.90)

b- n=24 and n=25 Campylobacter-positive and Campylobacter-negative samples respectively with a

coefficient of correlation of 0.93 (R?=0.93).
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Table 1. List of strains used for validation of specificity of the C. coli and C. jejuni real-time PCR assays.
77 1solates of C. coli and 54 isolates of C. jejuni were used for the evaluation of the reliability of the
detection of the real-time PCR assays (verification both for each simplex real-time PCR assay and for the
duplex real-time PCR assay). In parallel, 10 other Campylobacter species, 10 non-Campylobacter control
strains, closed to the genus Campylobacter, 17 other enteric bacteria and 6 isolates of Internal Control
were also tested for validate the specificity of the primers-probe sets.

C. coli C. jejuni
Bacterial species (n) Name or origin of strain real-time PCR  real-time PCR
identification identification
Campylobacter coli (2) CCUG 11283, CIP 7081 Positive Negative
C. coli pig isolates (25) AFSSA, ENVN-INRA Positive Negative
C. coli poultry isolates (25) AFSSA, ENVN-INRA Positive Negative
C. coli human isolates (25) AFSSA, CNR-CH Positive Negative
Campylobacter jejuni subsp jejuni (4) CCUG 11284, NCTC 11168, Negative Positive
CIP 103726, NCTC 81176 Negative Positive
C. jejuni poultry isolates (25) AFSSA, ENVN-INRA Negative Positive
C. jejuni human isolates (25) AFSSA, ENVN-INRA, CNR-CH Negative Positive
Campylobacter fetus subsp fetus (2)  CCUG 68231, CIP 2595396 Negative Negative
Campylobacter fetus subsp venerealis CCUG 33899 Negative Negative
Campylobacter hyointestinalis CCUG 14169 Negative Negative
Campylobacter lari (3) CCUG 23947, ATCC 35222, CIP 107080 Negative Negative
Campylobacter upsaliensis (2) CCUG 14913, CIP 400 Negative Negative
Campylobacter sputorum CIP 103749 Negative Negative
Helicobacter canis CIP 104753 Negative Negative
Helicobacter felis CIP 104382 Negative Negative
Helicobacter mustelae CIP 103759 Negative Negative
Helicobacter pullorum CIP 104787 Negative Negative
Helicobacter pylori (3) CIP 103995, CIP 26695, CIP 101260 Negative Negative
Wolinella succinogenes CCUG 13145 Negative Negative
Arcobacter butzleri CCUG 30485 Negative Negative
Arcobacter cryaerophilus CIP 104014 Negative Negative
Listeria monocytogenes (3) CIP 103575, ATCC 895807, ATCC 19115 Negative Negative
Listeria innocua (3) CCUG 15531, ENVN-INRA Negative Negative
Salmonella enterica subsp enterica
- serovar Enteritidis ENVN-INRA Negative Negative
- serovar Typhimurium ATCC 13311
Enterococcus faecalis (2) CIP 103013, CCUG 19916 Negative Negative
Escherichia coli V517 Negative Negative
Pseudomonas aeruginosa (2) ENVN-INRA Negative Negative
Enterobacter aerogenes (2) ENVN-INRA Negative Negative
Staphylococcus aureus (2) ENVN-INRA Negative Negative
Internal control Negative Positive
Internal control field isolates (5) Negative Positive

n, number of strains

NCTC, National Collection of Type Cultures (Colindale, UK); CCUG, Culture Collection University of Goteborg (Goteborg,
Sweden); ATCC, American Type Culture Collection (Manassas, Va); CIP, Collection of the Pasteur Institut (Paris, France)
AFSSA: Strains from the collection of the French Agency for Food Safety (Ploufragan, France); CNR-CH: Strains isolated
from the collection of the French National Reference Center for Campylobacter and Helicobacter (Bordeaux, France); ENVN-
INRA: Strains isolated from our inhouse collection
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Table 2.

Variability analysis of the real-time PCR assay with DNA from the DNA standard curve (a) and with
DNA extracted from spiked-negative faecal samples of pigs (b)

Intra-assay Inter-assay 2
a Genome copy number
CVcoli (%) CVjejuni (%) CVcoli (%) CVjejuni (%)
108 2.27 5.63 4.89 1.94
10’ 1.33 0.95 4.69 0.83
10° 1.99 1.13 3.42 1.37
10° 1.60 0.57 4.08 0.67
10* 0.81 0.35 1.52 2.65
10° 1.28 0.53 1.90 1.99
10? 1.22 0.40 2.46 1.39
10* 0.87 2.21 3.10 2.21
b CFU of Campylobacter Intra-assay *° Inter-assay %
per gram of faeces c:Vcoli (%) CVjejuni (%) c:Vcoli (%) CVjejuni (%)
2 x 10’ 3.23 2.28 0.75 1.21
2 x 10° 1.33 2.53 2.37 0.70
2x10° 1.89 0.91 0.57 1.46
2 x 10* 1.15 1.40 2.58 2.10
2x10° 2.20 1.98 2.07 1.80
2 x 10° 4.40 1.62 1.64 1.92

The coefficient of variation was determined for the Ct values (CV) from DNA standard curve (a) and for
the estimated CFU of Campylobacter per gram of faeces extrapolated from the standard curve generated
with spiked faecal samples (b), either for the C. coli real-time PCR (CV;) or for the C. jejuni real-time

PCR (CViejuni)-

12 Mean: CVoii 1.42%, CVjejuni 1.47% ; values were obtained in 10 replicates for C. coli real-time PCR
and for C. jejuni real-time PCR respectively (Table 3a: genome copy number)

22 Mean: CVoii 3.26%, CVjejuni 1.63% ; values were obtained in 10 independent experiments for C. coli
real-time PCR and for C. jejuni real-time PCR respectively (Table 3a)

10 Mean: CVgi 2.37%, CViejuni 1.79% ; values were obtained in 10 replicates for C. coli real-time PCR
and for C. jejuni real-time PCR respectively (Table 3b: CFU of Campylobacter per gram of faeces)

2> Mean: CVoi 1.66%, CVjgjuni 1.53% ; values were obtained in 10 independent experiments for C. coli
real-time PCR and for C. jejuni real-time PCR respectively (Table 3b)
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Table 3

Comparison of real-time PCR and conventional microaerobic culture (direct plating and indirect plating
after an enrichment step) in faecal samples of experimentally infected pigs (i) for the detection of C. coli

(Table 3a) or (ii) for the detection of C. jejuni (Table 3b).

Microaerobic culture

a Campylobacter coli detection
+ - Total
+ 40 1 41
Real-time PCR
- 1 25 26
Total 41 26 67
Microaerobic culture
b Campylobacter jejuni detection
+ - Total
+ 24 1 25
Real-time PCR
- 2 25 27
Total 26 26 52

a Sensitivity Se=97.6%, Specificity Sp=96.2%, Kappa K=0.94
b Sensitivity Se=92.3%, Specificity Sp=96.2%, Kappa K=0.89
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5. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L'objectif de mise au point d'une méthode de quantification et de discrimination rapide
des especes majeures de Campylobacter a l'aide d'une méthode de biologie moléculaire
s'inscrit dans un contexte de production de connaissances en vue de I'étude du portage de
Campylobacter en élevage porcin. Le projet a venir est de préciser les mécanismes de
transmission expliquant la dynamique d'infection par Campylobacter en élevage. Outre les
gains en rapidité et lI'absence de manipulation pour la lecture (diminution des risques de
contamination post-PCR), la PCR temps réel (technologie TagMan®) permet d'associer

specificité et quantification.

Ces techniques de PCR quantitative en temps réel ont ainsi été validées sur des
échantillons de matieres fécales contaminées avec des quantités connues de bactéries, puis sur
des échantillons de matieres fécales prélevés sur des porcs Exempts d’Organismes Pathogenes
Spécifiques (EOPS) inoculés expérimentalement avec différentes souches connues de
Campylobacter (Chapitre I11), enfin sur des animaux naturellement infectés provenant
d’élevages conventionnels différents et a différents stades de croissance. Cette étape de
validation de méthode était un préalable indispensable pour pouvoir ensuite utiliser ces
techniques de PCR quantitative en temps réel pour décrire les modalités de la cinétique
d'excrétion de Campylobacter en élevage porcin conventionnel (Chapitre V). Dans un premier
temps, il s’agira de quantifier I’excrétion de Campylobacter (durée et intermittence
éventuelle) avec la PCR spécifique du genre comprenant un témoin bactérien interne
d’extraction et d’amplification garantissant la fiabilité des résultats, en particulier pour des

matrices complexes telles que les matiéres fécales ou les préléevements environnementaux.

Dans un second temps, il s’agira alors de décrire cette excrétion en discriminant et en
guantifiant les principales espéces de Campylobacter, a savoir Campylobacter coli et
Campylobacter jejuni, avec les deux techniques PCR mises au point et validées. Au final, ces
techniques permettront d’évaluer la durée d’excrétion, I’existence éventuelle d’une
intermittence, la variabilité de la quantité excrétée (données quantitatives) et les especes
excrétées (données qualitatives), ce notamment lors d’enquétes épidémiologiques en élevage
porcin. Du fait de leurs qualités intrinseques, ces tests pourront également étre appliqués a

d’autres matrices.
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ANNEXE 1

CARACTERISTIQUES CULTURALES DES PRINCIPALES ESPECES DE CAMPYLOBACTER
SPP. THERMOTOLERANTS D'INTERET EN SECURITE DES ALIMENTS

(d'apreés Corry et al., 1995)

C.jejuni | C.coli |

C. lari

| C. upsaliensis

Aspect en
microscopie
optique de
contraste

Formes spiralées de 1-1.5 um de long et de 0.4-0.5 um d'amplitude

Caractéristiques
de I'incubation

Incubation de 24 a 48 heures en
milieu microaérophile a une
température

Incubation de 48 & 72 heures a
une température optimale de
37°C

La croissance est impossible a 25°C

Caractéristiques
phénotypiques
des colonies

Colonies de 1 a 2 mm de diameétre,
rondes, bombées, brillantes,
de couleur grise, opaques en leur
centre et translucides sur leurs bords

Coloniesde 0.5a 1 mm de
diamétre, bombées, lisses,

de couleur grise, translucides

Possibilité de colonies lisses et plates

CARACTERISTIQUES BIOCHIMIQUES DES PRINCIPALES ESPECES DE
CAMPYLOBACTER SPP. THERMOTOLERANTS D'INTERET EN SECURITE DES ALIMENTS
(d'apres Pilet et al., 1997).

Campylobacter spp. C. jejuni C. coli C.lari | C. upsaliensis
Catalase + + + - ou faible

Sulfure d'hydrogéne sur agar-TSI - - - -
Hydrolyse de I'hippurate + - - -
Urease - - - .
Nitrate réductase + + + +
25°C - - - -
42°C + + + +
t-clj-fésrt;niz Glycine a 1% + + + \V/
NaCl a 3.5% - - - -
Anaérobiose - - + -
o | ey | V| v R | s
antibiotiques Céphalosporines R R R S

Légende: +, colonies le plus souvent positives ; -, colonies le plus souvent négatives
V, réactions variables ; S, sensible (zone d'inhibition>6mm) ; R, résistant (pas de zone d'inhibition)
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ANNEXE 2

Systemes de détection des produits PCR lors d'une PCR quantitative en temps réel

Principe de la technologie SyBR Green :

Utilisation de molécules se liant non
specifiquement a 'ADN

Principe de la technologie Tagman :

Utilisation de sondes d'hydrolyse
type Tagman®
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CHAPITRE III :

DESCRIPTION DE LA CINETIQUE

D’EXCRETION DE CAMPYLOBACTER

CHEZ DES PORCS EOPS

EXPERIMENTALEMENT INFECTES







1. CONTEXTE ET PROBLEMATIQUE

De précédentes études ont établi la fréquence élevée du portage asymptomatique de
Campylobacter dans les élevages porcins (prévalence entre 50% et 100%) et I’importance des
quantités excrétées (de 10° & 10” Unités Formant Colonies de Campylobacter par gramme de
matiéres fécales (UFC/g MF)) (Munroe et al., 1983 ; Weijtens et al., 1993 ; Jensen et al.,
2006 ; EFSA, 2007 ; Oporto et al., 2008).

Dans la plupart des travaux conduits en Europe, C. coli est plus fréquemment isolé que
les autres Campylobacter (Weijtens et al., 1999 ; Payot et al., 2004 ; EFSA, 2007). Seules
deux études américaines ont mis en évidence une prédominance de C. jejuni en élevage porcin
(Harvey et al., 1999 ; Young et al., 2000) mais la co-existence chez le porc de C. coli avec
plusieurs espéces de Campylobacter dont C. jejuni est souvent observée (Madden et al.,
2000 ; Jensen et al., 2006 ; Keller et al., 2007 ; Oporto et al., 2008).

La prévalence du portage et la quantité de Campylobacter excrétée semblent diminuer
avec I’age des animaux au cours de I’engraissement, comme le montrent les études de
Weijtens et al. (1993). Certains animaux peuvent méme présenter ponctuellement une
absence d’excrétion au cours de I’élevage (Weijtens et al., 1999) ou au moins une excrétion
non detectable avec les méthodes utilisées. Cette cinétique d’excrétion est cependant variable
selon les conditions d’élevage, ainsi Alter et al. (2005) n’observent pas de diminution de la

prévalence ni du niveau d’excrétion.

Toutes ces observations suggeérent plusieurs possibilités pouvant expliquer la

persistance des Campylobacter (Belloc et al., 2004), comme par exemple :

- Un deéfaut de sensibilité de la méthode de détection,

- Une succession de phases d’élimination et de recontamination des porcs a
partir de leurs matieres fécales, de celles des autres porcs et/ou a partir
d’autres sources de Campylobacter présentes dans I’environnement,

- Une excrétion intermittente de Campylobacter, comme I’envisagent Von
Altrock et al. (2006) et comme cela a pu étre observé sur des souris par Lee
et al. (1986).
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On entend par «excrétion intermittente », le fait que les animaux soient toujours
porteurs mais n’excretent plus la bactérie (absence de détection dans les matieres fécales).
Cependant, a la faveur d’un facteur, comme par exemple un stress lié au transport des
animaux, ils peuvent ré-excréter la bactérie, cette derniére sera alors détectée dans leurs
matiéres fécales. Cette excrétion intermittente est observée chez les porcs pour Salmonella.
En effet, les salmonelles sont présentes dans le tractus digestif des porcs et les animaux
excrétent la bactérie de facon intermittente dans leurs matieres fécales sans manifester de
signes cliniques (Nielsen et al., 1995; Berends et al., 1996). Les porcs porteurs (non
excréteurs) peuvent ré-excreter la bactérie sous I’influence d’un stress (sevrage, allotement,
transport vers I’abattoir), d’une modification de la flore intestinale ou d’une dépression de

leur systeme immunitaire (par une autre maladie par exemple) (Kranker et al., 2003).

Concernant la cinétique d’excrétion de Campylobacter dans les matiéres fécales des
porcs (durée et intermittence de I’excrétion, variation dans le temps de la quantité de
Campylobacter présents dans les matieres fécales, description de la variabilité des souches
excrétées simultanément et a différents moments), les études épidémiologiques sont peu
nombreuses et visent souvent a déterminer la prévalence du portage a différents stades
d’élevage ou dans certains cas a évaluer les modalités de contamination des animaux. Les
données relevées sur le terrain sont difficiles a interpréter étant donné I’absence de controle
des différents parametres de I’élevage tels que les déplacements des animaux, de I’éleveur et
eventuellement des autres intervenants ainsi que les facteurs exogenes entrants comme

I’aliment, I’eau, I’air et éventuellement les nuisibles ou les animaux sauvages.

Ainsi pour pouvoir interpréter les données relevées sur le terrain, il est intéressant de
générer des données plus fondamentales en conditions contrdlées dans le cadre d’une
approche par infection expérimentale. Cette expérimentation animale permettra d’une part de
valider les méthodes d’étude avant de les appliquer en élevage et d’autre part de décrire les
modalités de la cinétique d’excrétion de Campylobacter dans les matiéres fécales des porcs en

conditions controlées.

Notre étude vise, au travers d’une expérimentation animale ou des souches de
Campylobacter d’origines différentes (C. coli d’origine porcine, C. coli et C. jejuni d’origine
aviaire) sont inoculées, seules ou en association, a des porcs Exempts d’Organismes
Pathogénes Spécifiques (EOPS), a préciser le portage et la cinétique d’excrétion de cette

bactérie dans des conditions contrélées. Les méthodes de biologie moléculaire mises au point
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lors de la premiere étape (présentées dans le chapitre 11) seront ainsi appliquées et validées sur

les préléevements de matieres fécales issues de I’expérimentation animale.

Cette étude sur une durée de 80 jours post-inoculation permettra ainsi de déterminer
les quantités excrétées dans les matieres fécales, d’évaluer la durée d’excrétion, la souche
excréteée et, si elles existent, de mettre en évidence des intermittences de I’excrétion. De plus,
la transmission de Campylobacter sera évaluée en observant I’excrétion des porcs

« contacts », animaux non inoculés, logés dans un parc adjacent a celui des animaux inoculés.

Cet essai a également pour but de valider les méthodes d’identification quantitative
mises au point (PCR en temps réel présentées dans le chapitre I1) ainsi que les méthodes de
typage génetique choisies pour décrire la variabilité des souches excrétées en élevage porcin
(la PCR-RFLP sur le géne flaA et la macrorestriction génomique suivie d’une électrophorese

en champ pulsé (RFLP-PFGE) présentées ultérieurement dans le chapitre 1V).
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Abstract

Campylobacter species are leading agents of human bacterial gastroenteritis and consumption of food of animal origin is a
major source of infection. Although pigs are known to frequently exhibit high counts of Campylobacter in their faeces, more
information is needed about the dynamics of this excretion. An experimental trial was conducted to evaluate the faecal excretion
of Campylobacter by 7-week-old specific pathogen-free piglets inoculated per os with three Campylobacter strains (one C. coli
isolated from a pig, one C. coli and one C. jejuni from chickens) alone or simultaneously (5 x 107 CFU/strain). Non-inoculated
pigs were housed in adjacent pens. Pigs were monitored for 80 days for clinical signs and by bacteriological analysis of faeces.
Pigs inoculated with porcine C. coli or with a mix of the three strains excreted from 10° to 10° CFU/g of faeces with a slight
decrease at the end of the trial. Animals inoculated with poultry C. coli or C. jejuni strain excreted a lower quantity and some of
them stopped excreting. At the end of the trial, only C. coli was detected in the faeces of pigs inoculated simultaneously with the
three bacteria. Moreover, the transmission of Campylobacter was noticed between pens for the two C. coli strains and all the
neighbouring animals became shedders with a level of excretion similar to the inoculated pigs. Intermittence in the
Campylobacter excretion was also observed. Finally, our study highlighted a host preference of Campylobacter, namely C.
coli seems to have a higher colonization potential for pigs than C. jejuni.
© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Campylobacter, a major cause of food-borne
gastroenteritis, is commonly carried in the intestinal
tract of a wide range of birds and mammals, including
food production animals and pets, without causing
clinical signs (Petersen et al., 2001; Moore et al.,
2005; Englen et al., 2007; Keller et al., 2007).
Recently, the 2003/99/CE directive on the monitoring
of zoonoses and zoonotic pathogens has forced the
European Union Member States to collect relevant
and comparable data on these agents. Pigs seem to be
a natural reservoir of Campylobacter species with a
prevalence of infection between 50 and 100% and
excretion levels ranging from 107 to 107 bacteria/g of
faeces (Nielsen et al., 1997; Weijtens et al., 1997; Von
Altrock et al., 2006). Variable counts of Campylo-
bacter in the faeces were observed and a possible
intermittent excretion was suggested by Weijtens
et al. (1999). Campylobacter coli has been shown to
be the predominant species carried by pigs (Payot
et al., 2004; Alter et al., 2005; Thakur and Gebreyes,
2005). Nevertheless, one study found a high
prevalence of Campylobacter jejuni on an American
farm (Young et al., 2000) and C. jejuni may co-exist
with C. coliin pigs (Madden et al., 2000; Jensen et al.,
2005). However, these findings were based on small
sample sizes and often concerned only one or few
farms with occasional sampling schemes. Better
knowledge of the dynamics of excretion of Campy-
lobacter in pig faeces is thus necessary to understand
the way of transmission and dissemination of this
bacterium.

The aims of the present study are to describe
Campylobacter excretion in pigs under controlled
conditions after experimental infection of specific
pathogen-free (SPF) piglets and to assess the possible
transmission to pigs housed in adjacent pens. The
preferential infection of pigs in the field with C. coli
suggests a differential capacity of Campylobacter
species/strains to successfully colonize the digestive
tract of pigs. To assess this, the experimental infection
was carried out using C. coli strains of two origins
(poultry and porcine) and C. jejuni. Furthermore, we
were interested in studying the possible co-existence
of different Campylobacter strains and/or species in
pigs. The experiment thus included animals inoculated
with the three strains in a mix.

2. Materials and methods

2.1. Campylobacter strains and inoculum
preparation

Three Campylobacter field strains, stored at
—80 °C in glycerol peptone broth, were used in this
experiment. One C. coli strain was isolated from
faeces of pigs collected in a French slaughterhouse.
The other strains, one C. coli and one C. jejuni, were
obtained from caeca of standard broilers from two
different French slaughterhouses. These strains will be
hereafter referred to as “porcine C. coli”’, “poultry C.
coli” and C. jejuni, respectively. These strains were
differentiated by their pulsed field gel electrophoresis
(PFGE) patterns.

For pig inoculation, Campylobacter culture was
performed on Karmali plates in a micro-aerophilic
atmosphere (7% O,, 10% CO, and 83% N,) for 24 h at
a temperature of 41.5 °C. Colonies were suspended in
50 ml of sterile Brucella broth and cultivated for 16 h
in the same conditions as mentioned above in order to
obtain a solution of 5 x 10® CFU of Campylobacter!
ml for each strain in broth. One millilitre of each
culture was diluted in 9 ml of tryptone salt medium in
order to obtain an inoculum of 10 ml containing
5 x 10’ CFU of Campylobacter for a pig.

2.2. Animal samples and experimental design of
the trial

Specific pathogen-free 7-week-old Large White
piglets were obtained from the high-security barn at
the French Agency of Food Safety located in
Ploufragan (France). Pigs were housed and treated
in accordance with the regulations of the local
veterinary office (Direction des Services Vétérinaires
des Cotes d’Armor, France). All the animals were
reared in isolation rooms with controlled airflow and
the experiment was carried out in standardized
conditions (Cariolet et al., 2004).

Twenty-one SPF piglets were distributed into seven
groups of three animals (Fig. 1). One group of three
piglets was kept as negative controls and placed in a
separate unit (one unit corresponding to one room)
(Unit number 4, Pen g). The 18 other piglets were
placed in three separate units (Unit numbers 1-3) each
including two pens with three animals each. In Unit 1,
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Fig. 1. Experimental design of the trial. Unit 1—Pen a: pen with three pigs inoculated with the porcine C. coli strain (@) and Pen b: pen with
three non-inoculated pigs (<>); Unit 2—Pen c: pen with three pigs inoculated with the poultry C. coli strain (A) and Pen d: pen with three pigs
inoculated with the poultry C. jejuni strain (@); Unit 3—Pen e: pen with three pigs inoculated with a mix of the three strains (Ill) and Pen f: pen
with three neighbouring non-inoculated pigs; Unit 4—Pen g: pen with the three negative control non-inoculated pigs.

three pigs in Pen a were orally inoculated each with
10ml of tryptone salt medium containing
5 x 10’ CFU of porcine C. coli. In Pen b, three
animals received the same volume of tryptone salt
medium without bacteria. The sham-inoculated pigs
will be referred to as ““neighbouring pigs” hereafter.
Unit 2 consisted of a pen of piglets inoculated each
with 5 x 10" CFU of poultry C. coli (Pen c) and the
second pen of piglets inoculated each with
5 x 10" CFU of C. jejuni (Pen d). Unit 3 included a
pen of piglets inoculated each with a mix of the three
strains ((3 x 5) x 10’ CFU) (Pen e) and a pen with
three neighbouring animals treated with the same
volume of tryptone salt medium without bacteria (Pen
f). Finally, strict rules of circulation were established
to avoid transmission of Campylobacter between units
(clean material for each pen, floor washed before any
sampling, hands and feet washed before and after the
sampling). Inside a given unit, non-inoculated pigs
were always manipulated at first. In the Unit 2, C.
Jejuni-inoculated pigs were manipulated before C.
coli-inoculated pigs. Moreover, the animal handler
manipulated the group of piglets kept as negative
controls and housed in a separate unit at the end of
each sampling time.

2.3. Clinical examination

Piglets were monitored daily after inoculation to
check for clinical signs of disease (rectal tempera-

ture and general inspection), notably diarrhoea.
Body weight and food consumption were measured
twice a week to assess growth performances. If
clinical signs like fever or diarrhoea were observed,
bacterial investigations were planned in order to
determine the etiology. Moreover, in case of
mortality, it was planned to carry out a necropsic
examination and to collect samples for bacterial
investigations. The pigs were examined this way for
80 days after inoculation.

2.4. Collection of faecal and environmental
samples

Before inoculation, faecal samples and environ-
mental samples from each pen were analysed to
confirm that piglets were free of Campylobacter. For
the environment, swabs were collected from each
pen and from the floor and walls around each pen in
each unit the day before the inoculation of pigs.
Each week, swabs were sampled on the air filter in
each unit to detect Campylobacter in the air and
feed samples were taken in the feed storage room.
After inoculation, faecal samples of pigs were
collected individually once a week from pigs aged
7-16 weeks and were cultured within 4 h after
sampling. At the end of the experiment, the pigs
were slaughtered and the caecal and rectal content
of each animal were collected separately for
bacteriological analyses.
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2.5. Enumeration and isolation of Campylobacter
spp.

Campylobacter was cultured in a micro-aerophilic
atmosphere (5% O,, 10% CO, and 85% N,) and at a
temperature of 41.5 °C. Ten grams of fresh faeces
were added to 90 ml of Preston broth (Oxoid, Dardilly,
France) with a Preston antibiotic supplement (AES
Laboratory, Rennes, France). For Campylobacter
numeration, a ten-fold dilution series (10~ to 107%)
was carried out and 100 .l of each dilution were
plated on Karmali agar (AES Laboratory, Rennes,
France) and incubated for 24 h. A second plating was
carried out 24 h after broth enrichment in order to
confirm the absence of Campylobacter in the samples
or to confirm the presence of Campylobacter in
samples harbouring less than 100 CFU of Campylo-
bacter/g of faeces (detection limit of the direct
method). After 48 h of incubation (72 h for direct
streaking) of the agar plates, presence of Campylo-
bacter colonies was checked and the number of CFU
per gram of faeces was calculated. For the non-
inoculated pigs, the faecal samples were cultured after
an enrichment step of 24 h to determine the presence
or the absence of Campylobacter. If successive
positive samples were observed, a Campylobacter
numeration, like for the inoculated pigs, was planned.
From each positive sample corresponding to one pig,
10 colonies taken at random were sub-cultured on
blood agar for 48 h at 41.5 °C. The Campylobacter
isolate was stored at —80 °C in glycerol peptone broth.
Random colonies were suspended in 100 pl TE
buffer (10 mmol Tris—HCI, 1 mmol EDTA, pH 7.6)
and stored at —20 °C for DNA extraction. For each
pig, excreted colonies obtained at the end of the trial
were the species identified by PCR. If animals did not
excrete any more at the last sampling time, PCR
identification was carried out on isolates obtained
from previous samples.

2.6. DNA extraction and PCR for species
identification

DNA extraction was performed by heating the
bacteria at 95 °C for 10 min. After a low-speed
centrifugation (5000 x g, 2 min), 3 pl of the super-
natant was used for species identification by PCR.
PCR and electrophoresis were performed as described

by Denis et al. (1999) to distinguish C. coli to C. jejuni
strains. The three inoculated strains were used as
positive controls in the PCR.

2.7. Pulsed field gel electrophoresis

At the end of the trial, 20 isolates (10 from caecal
content and 10 from rectal content) per pig in Unit 3
were genotyped by PFGE as described by Rivoal et al.
(2005) in order to distinguish which strains were
excreted, namely to differentiate porcine and poultry
C. coli. Two DNA restriction patterns were obtained
for each isolate by using two restriction enzymes,
Smal and Kpnl.

3. Results

3.1. Clinical observations and growth
performances

Few pigs exhibited clinical signs during the entire
trial. Two animals from the group inoculated
simultaneously with the three strains (Pen e) had
diarrhoea for 1 day without associated hyperthermia
or anorexia. Moreover, post-mortem examination did
not reveal any pathological change. The mean average
daily gain (ADG) value was calculated for each pen.
The results were similar between groups with 1039,
907 and 925 g for pigs inoculated with one strain
(porcine C. coli, poultry C. coli and C. jejuni,
respectively) and 966 g for animals inoculated with
the mix of three strains. For the sham-inoculated pigs,
their ADG was 953 and 908 g in Pens b and f,
respectively. These values appeared similar to those of
the negative control animals in Unit 4 (ADG of 921 g).

3.2. Bacteriological results and kinetics of
excretion

Before inoculation, no Campylobacter was
detected in the environment (wall and floor swabs,
feed and air samples) and in the pig faeces. The
number of CFU per gram of faeces excreted until 80
days p.i. (post-inoculation) is presented in Fig. 2. Two
days after inoculation, all the animals infected by the
porcine C. coli strain (Unit 1, Pen a) excreted from 10°
to 10’ CFU/g of faeces for most pigs. The excretion
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Fig. 2. Number of CFU of Campylobacter per gram of faeces excreted by pigs during 80 days from inoculation. Unit 1: (a) pen with three pigs
inoculated with the porcine C. coli strain and (b) pen with three neighbouring non-inoculated pigs; Unit 2: (c) pen with three pigs inoculated with
the poultry C. coli strain and (d) pen with three pigs inoculated with the poultry C. jejuni strain; Unit 3: (e) pen with three pigs inoculated with a
mix of the three strains and (f) pen with three neighbouring non-inoculated pigs.

was continuous during the entire test with a slight
decrease at the end of the fattening period (approxi-
mately 10* CFU/g of faeces). No Campylobacter was
found in the faeces of one animal at 35 days p.i.

Animals inoculated with poultry C. coli (Pen c)
excreted at the beginning of the trial a lower quantity
of Campylobacter compared to the pigs inoculated
with porcine C. coli (Pen a) (4 x 10%, 4.7 x 10* and
3 x 10° CFU/g of faeces versus 1 x 10°, 3.7 x 10°
and 5.6 x 10° CFU/g of faeces, respectively). More-
over, at the last sampling time (80 days post-
inoculation), the level of Campylobacter in the faeces
slightly decreased. At the end of the trial, Campylo-
bacter was detected only in faeces of one pig and in
caecal content for another pig.

Two days after the inoculation, only one animal
inoculated with C. jejuni (Pen d) excreted Campylo-
bacter (3 x 10°> CFU/g of faeces). After 8 days, the
three animals excreted 1 x 10°, 9 x 10*° and
6 x 10° CFU/g of faeces. The level of Campylobacter
in the faeces rapidly decreased and Campylobacter
was not found from the 21st day for one animal, from
the 35th day for the second and from the 49th day for
the third. Re-excretion of Campylobacter was
observed for one pig at 56 days post-inoculation.

For the animals inoculated with a mix of the three
strains (Pen e), the level of Campylobacter excreted
ranged from 10° to 10’ CFU/g of faeces. This
excretion was observed at all sampling times and
the average level of Campylobacter in the faeces was
around 10°> CFU/g at 80 days post-inoculation. At 49
days after the inoculation, one pig excreted
2 x 10’ CFU/g. This increase was associated with
diarrhoea.

At the different times of sampling, no Campylo-
bacter was ever found in the faeces of the negative
control pigs. On the contrary, pigs in the adjacent pens
(sham-inoculated pigs) shedded Campylobacter 21
days after inoculation. Their excretion, quantified
from the 49th day after inoculation, was continuous
and between 10° and 10° CFU/g of faeces, similar to
those of the inoculated pigs housed in the same unit.

3.3. Species identification and distinction of
porcine and poultry C. coli by PFGE

All the isolates collected from faecal samples and
caecal contents at the end of the trial were analysed by
PCR. For Unit 1, all of them were identified as C. coli.
PCR confirmed that isolates excreted by pigs in Pens ¢
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Fig. 3. PFGE profiles with Smal enzyme from the 20 isolates of the pig number 5 in Pen f (Table 1). Lanes 1, 12, 23: lambda ladder 50—-1000 kb;
lanes 3,4, 6,9, 10: porcine C. coli isolates; lanes 2, 5, 7, 8, 11, 13-22: poultry C. coli isolates; lane 24, reference profile for porcine C. coli strain;
lane 25: reference profile for poultry C. jejuni strain; lane 26: reference profile for poultry C. coli strain.

and d were always C. coli and C. jejuni, respectively,
suggesting the absence of Campylobacter transmis-
sion between Pens c¢ and d. All the isolates from the
pigs inoculated with the three strains and from the
sham-inoculated pigs (Pens e and f) were identified as
C. coli. In Unit 3, PFGE was used to identify the
animal origin of the C. coli isolates of the pigs
inoculated with the three strains and the sham-
inoculated pigs (Fig. 3). Porcine and poultry C. coli
isolates excreted by each pig are presented in Table 1.
Of the 20 isolates studied per pig, 1 pig (numbered 1 in
Pen e) alone excreted C. coli of porcine origin. The
others, inoculated pigs and sham-inoculated pigs,

Table 1
Number of isolates per origin among the 20 isolates collected at the
end of the trial from pigs in Unit 3

Animals  Isolate species and origin

Porcine C. coli  Poultry C. jejuni  Poultry C. coli

Inoculated pigs (Pen e)

1 20 0 0

2 17 0 3

3 13 0 7
Neighbouring pigs (Pen f)

4 13 0 7

5 5 0 15

6 6 0 14

Three pigs (1-3) were inoculated with the three strains and three
pigs (4-6) were housed in the adjacent pen.

excreted both C. coli of porcine origin and C. coli of
poultry origin.

4. Discussion

This trial assessed the Campylobacter excretion
quantitatively by the pigs of three strains from
different origins during 80 days post-inoculation. It
also demonstrated the transmission of Campylobacter
from the inoculated pigs to the neighbouring animals
housed in adjacent pens. To our knowledge, this trial is
the first reported experimental infection of weaners
with Campylobacter. These weaned animals, with
established intestinal flora, had never been in contact
with Campylobacter before the inoculation. More-
over, the control pigs remained negative throughout
the experimentation. This allows to exclude a possible
contamination by exogenous factors entering the barn
such as food, water, uncontrolled airflow or handlers.
The presence of Campylobacter in the digestive tract
of piglets did not lead to health disorder and/or a
decrease in growth performances.

In the present study, 2 days after inoculation, the six
animals infected with C. coli of porcine origin (alone
or in a mix) became positive and excreted Campy-
lobacter. This finding was also observed for the
neighbouring  sham-inoculated animals  which
excreted Campylobacter at the same level at the
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end of the trial. The levels of excretion were similar to
those observed in the fattening pigs after natural
infection (Weijtens et al., 1993, 1999, 2000; Harvey
et al.,, 1999). These results did not seem to be
influenced by the simultaneous inoculation of three
Campylobacter strains, which led to a higher infection
doses (15 x 107 versus 5 x 107).

The average colony count of Campylobacter in the
faeces decreased slowly with the age of the animals.
Weijtens et al. (1993) have shown that the percentage
of carrier pigs tended to decrease during the fattening
period (95% of positive samples at the beginning and
85% at the end of the fattening period with a smaller
quantity of Campylobacter in the faeces). A more
rapid decrease in the excretion level was reported in
Weijtens et al. (1999) as well as in our study,
compared to Weijtens et al. (1993). It could be due to
the fact that the two former studies were experiments
with strict hygiene management whereas the latter
was a field study. Indeed, in our study, there was a
combination of a high level of cleaning with good
living conditions for the pigs (housed in pens with a
restricted number of animals, in a quiet environment
and fed ad libitum).

Campylobacter could not be detected in one animal
at one time point whereas high counts were observed
in faeces from the same pig at previous and later
sampling times. These observations suggest an
intermittent excretion of Campylobacter. Moreover,
similar to previous findings (Weijtens et al., 1999),
variations in the number of Campylobacter in the
faeces between both animals and samples from a given
animal were observed in our trial. Lee et al. (1986)
showed in a germfree adult mouse model that C. jejuni
colonized the intestinal tract via an association with
the intestinal mucus layer on the surface mucosa or in
the intestinal crypts and did not adhere to the epithelial
cells. In addition, Hugdahl et al. (1988) and Takata
et al. (1992) noticed the chemotactic behavior of C.
Jejuni and its importance for the effective colonization
of the intestinal tract, especially in the mucus layer,
where more chemoattractant might be present than in
the gut space. These results suggest a heterogeneous
distribution of Campylobacter in the gut content and
consequently in samples taken from the rectal content.
This could explain the discrepancies between quan-
tities of Campylobacter observed in successive
samples. Furthermore, the result with one pig

exhibiting a negative faecal sample and a positive
caecal sample could favour this assumption.

In our trial, three strains of Campylobacter
differing in species (C. coli and C. jejuni) and in
origin (pig and poultry) were tested to evaluate a
possible differential infection potential and the
possible co-existence of different strains in pigs.
Animals inoculated with the poultry C. coli strain
excreted lower quantities of bacteria compared to the
animals inoculated with the porcine C. coli strain and
their excretion period was shorter. Campylobacter was
not any more present in faeces of pigs inoculated with
C. jejuni. Moreover, we could not evidence C. jejuni
by PCR identification for (i) the animals inoculated
with the mix of strains and (ii) the neighbouring ones.
Our results are supported by reports from other
European countries (Denmark, Portugal and Italy),
showing low prevalences of C. jejuni in pigs (Cabrita
etal., 1992; Nielsen et al., 1997; Pezzotti et al., 2003).
Recently Jensen et al. (2006) have investigated the
occurrence and species distribution of thermophilic
Campylobacter in organic outdoor pigs in Denmark.
They found that all the pigs excreted Campylobacter;
C. jejuni was always detected to a lesser extent than C.
coli and individual pigs were C. jejuni positive just
once or in non-consecutive weeks. This indicates that
the presence of C. jejuni in pigs may be sporadic and/
or that the detection of low numbers of C. jejuni in pigs
is difficult. Boes et al. (2005) observed that pigs were
infrequently infected by C. jejuni even in farms where
C. jejuni infected cattle or poultry had been
demonstrated. Some studies in the United States or
in Canada have reported higher C. jejuni prevalences
of 30-50% in slaughterhouse pigs and pork (Finlay
et al., 1986; Harvey et al., 1999; Young et al., 2000).
Different hypotheses can explain the discrepant C.
Jjejuni finding in pigs among these studies: (i) the
species identification method which may influence the
result as demonstrated previously for the hippurate test
(Englen et al., 2003; Waino et al., 2003) or (ii) the
bacteriological method especially in the enrichment
step (Manser and Dalziel, 1985; Richardson et al.,
2001). Our results suggest that C. coli, especially the
porcine strain, is more likely to colonize the digestive
tract in pigs compared to poultry C. coli or C. jejuni
strains. These findings suggest a preferential associa-
tion between some Campylobacter strains and some
animal species. These associations between hosts and
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Campylobacter strains have been confirmed by several
authors through genotyping technics. Dingle et al.
(2005) using a MLST technique observed that
chickens and pigs located on a same farm were
colonized with different STs indicating a host
preference by some C. coli genotypes. Host-associated
alleles by MLST of C. coli were also identified in the
USA by Miller et al. (2006). Using the AFLP method,
genetic separation between C. coli from poultry and C.
coli from pigs was described by Hopkins et al. (2004)
and by Siemer et al. (2004).

To summarize, the transmission of Campylobacter
was demonstrated between pens and all the neigh-
bouring animals became shedders with a level of
excretion similar to inoculated pigs. This transmission
could be demonstrated for the two C. coli strains.
These results highlighted the possible between-pen
transmission, given that pens might harbour perforated
separations in commercial herds. Our experimental
trial confirmed field results like the level of
Campylobacter excretion, the intermittence in the
excretion of the bacteria by pig. Finally, this trial
illustrated the preferential association between Cam-
pylobacter species/strains and host animal species: C.
coli seems to have a higher capacity to colonize the pig
digestive tract.
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3. DISCUSSION ET PERSPECTIVES

L’infection expérimentale présentée ici est a notre connaissance la premiere réalisée
avec Campylobacter sur des porcs EOPS en suivi longitudinal. Cet essai montre la possibilité
d’infecter expérimentalement des animaux sevrés, avec un systéeme immunitaire fonctionnel et
une flore intestinale établie. Etant donné la forte prévalence de I’infection dans les élevages
commerciaux, il est difficile d’obtenir des animaux négatifs et les animaux de 1’étude sont
donc des porcs EOPS issus de la porcherie protégée de I’AFSSA a Ploufragan. Outre la
formation du troupeau de truies par hysterectomie, des régles de circulation du personnel sont
établies, des conditions d’hygiene strictes sont appliquées et tous les facteurs exogenes

entrants dans 1’animalerie sont controlés.

Apres la vérification de la négativité des animaux et de I’environnement (cases) au
début de I’essai, les animaux «témoins», restés négatifs tout au long de 1I’expérimentation, ont
permis un controle des facteurs exogenes entrants dans 1’animalerie comme la nourriture,

I’eau et 1’air communs a tous les animaux de 1’essai.

L’approche expérimentale en conditions contrOlées était originale et intéressante
puisqu’elle permettait de tester I’installation et les modalités d’excrétion de plusieurs souches
de Campylobacter d’origines différentes (porcine ou aviaire) et, en particulier, les deux
especes principalement mises en cause lors de campylobactérioses humaines (C. coli et C.
Jjejuni). De plus, la présence de parcs adjacents avec des animaux « contacts » non inoculés ou
des animaux inoculés avec des souches différentes permettaient d’évaluer la transmission a

distance de Campylobacter.

Les grandes tendances décrites dans les études épidémiologiques concernant le statut
des élevages porcins vis a vis de Campylobacter se retrouvent dans notre étude : le portage
asymptomatique, les niveaux d’excrétion élevés et une légere baisse des quantités excrétées

en fin d’engraissement.

La présence de Campylobacter dans le tube digestif ne semble pas a I’origine de
troubles de santé et/ou d’altération du niveau de production chez les animaux porteurs. Dans
notre étude, ce portage asymptomatique a €té mis en évidence sur des porcs EOPS agés de

sept semaines, avec une flore intestinale établie et qui, bien que n’ayant jamais été mis en
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contact avec la bactérie, présentent un systeme immunitaire fonctionnel. De plus, les
performances de croissance sont comparables pour tous les animaux de 1’essai et élevées par
rapport aux données de référence (Moyenne ITP 2004 : GMQ engraissement = 760 g). Ces
résultats sont a corréler a la situation particuliere des animaux logés en petits parcs, nourris ad

libitum et vivant dans un environnement non stressant.

Pour les animaux infectés expérimentalement avec C. coli (seul ou en association), la
prévalence et le niveau d’excrétion sont similaires a ceux observés en élevage. En effet, des le
2°™ jour post—inoculation, tous les animaux sont excréteurs et la quantité excrétée varie de
10° a 10° UEC de Campylobacter/g de matieres fécales. Cette observation est également vraie
pour les animaux « contacts » qui se contaminent tous naturellement & partir du 21%™ jour et
qui conservent tout au long de I’essai un niveau d’excrétion similaire a celui des animaux

inoculés.

La prévalence du portage et la quantité de Campylobacter excrétée semblent diminuer
avec 1’age des animaux selon une étude de Weijtens ef al. (1993). Toutefois, Alter et al.
(2005) n’ont pas observé cette cinétique d’excrétion. La diminution du portage et de la
quantité de Campylobacter pourrait étre due a une conduite particuliere des animaux associant
des logements individuels (ou des parcs avec un nombre restreint d’animaux) a un respect de
mesures d’hygiene relativement strictes. A 1’inverse, une exposition constante des animaux a
des matieres fécales contenant des quantités élevées de C. coli pourrait expliquer le maintien
d’une prévalence et d’un niveau d’excrétion élevés pendant la période d’engraissement. Les
résultats de notre étude pour les animaux « contacts » ainsi que ceux de Alter ef al. (2005)

appuient cette hypothese.

De plus, des informations complémentaires ont pu étre mises en évidence lors de cette
étude : une intermittence de I’excrétion, une contagiosité de Campylobacter avec une

transmission rapide aux animaux des cases adjacentes, un effet souche/espece marqué.

Au cours de I’engraissement, on observe des variations des quantités de
Campylobacter présents dans les maticres fécales et ponctuellement des animaux
préalablement détectés porteurs présentent des prélevements négatifs (résultats similaires a
ceux observés par Weijtens et al., 1993 et 1999). Ces observations suggerent une excrétion
intermittente de Campylobacter ou une succession de phases d’élimination puis de

recontamination. Cette derniere hypothese sous entendrait que les animaux deviennent
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temporairement non porteurs puis se réinfectent. Néanmoins des quantités excrétées élevées
dans les prélevements précédant et suivant 1’échantillon négatif associées a une pression
d’infection élevée au méme moment dans 1’environnement (1I’un des animaux excrete environ
6 10° UFC/g) vont a I’encontre de cette hypothése. De plus, méme si deux isolements (direct
et apres enrichissement) ont été réalisés pour I’analyse bactériologique (comme recommandé
par Endtz et al., 1991), il est possible que la quantité de bactéries présente soit inférieure a la
limite de détection pour certains prélevements. Enfin, I’existence d’une excrétion
intermittente de Campylobacter est aussi une hypothese a envisager. Lee et al., en 1986,
montrent que chez les souris Campylobacter a tendance a s’accumuler au fond des cryptes et
qu’il persiste dans le mucus intestinal. De plus, au cours du temps, la capacité des
Campylobacter a coloniser le tube digestif des porcs varie. Divers facteurs entrent en jeu tels
que le statut physiologique de 1’animal, des facteurs externes modifiant la flore intestinale et
la résistance de I’intestin a la colonisation ainsi que la diversité des Campylobacter dans la
capacité de virulence. Ces observations, associées a [’éventualit¢ d’une distribution
hétérogene de Campylobacter dans le contenu intestinal, pourraient expliquer la cinétique
d’excrétion de Campylobacter dans les matieres fécales, notamment les variations des
quantités de Campylobacter excrétées au cours du temps pour un méme animal. Un portage
sans excrétion associée est possible au moins ponctuellement puisque dans notre étude, lors

de I’abattage, un animal ne présentait pas d’excrétion fécale (aucun Campylobacter dans le

contenu rectal) alors que des Campylobacter avaient été retrouvés dans son contenu caecal.

De plus, tous les animaux « contacts » sont devenus excréteurs avec un niveau
d’excrétion similaire a celui des animaux infectés expérimentalement. Ces résultats mettent en
évidence la possibilité d’une transmission a distance de Campylobacter. Cependant, bien que
les parcs soient séparés de trente centimetres, il s’agit de séparations ajourées et non de
barrieres pleines. Une projection de matieres fécales d’un parc a 1’autre est envisageable

permettant la transmission des Campylobacter par voie oro-fécale.

Enfin pour notre essai, nous avions sélectionné deux especes différentes et deux
souches de C. coli d’origines différentes afin de mettre en évidence I’existence éventuelle
d’une variation dans I’implantation, le niveau d’excrétion et la persistance dans le tube
digestif. Au vu des résultats, il apparait que les animaux infectés expérimentalement avec la
souche C. coli d’origine aviaire excretent moins longtemps et en quantité inférieure par

rapport aux animaux inoculés avec la souche C. coli isolée en élevage porcin. Les animaux
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infectés expérimentalement avec C. jejuni ne sont pas tous excréteurs deux jours post-
inoculation et I’excrétion de C. jejuni n’est plus mise en évidence 2 partir du 63°™ jour post-
inoculation. La capacité de colonisation et d’implantation des souches C. jejuni et C. coli
d’origine aviaire chez 1I’animal avait été vérifiée par une infection expérimentale préliminaire
sur des volailles. C. jejuni semblerait ainsi moins bien s’implanter chez le porc que C. coli et

de mé€me pour C. coli d’origine aviaire par rapport a C. coli d’origine porcine.

Les résultats de la PCR conventionnelle sur les isolats des animaux de I’animalerie 3
au moment de I’abattage, animaux inoculés avec le mélange des trois souches ou animaux
« contacts », montrent que les porcs n’excretent plus C. jejuni. L’application de la PCR
quantitative en temps réel spécifique de C. coli et de C. jejuni (Chapitre II, Article 2) sur
I’ADN total extrait de chaque échantillon a mis en évidence 1’absence d’installation de C.
Jjejuni chez les porcs EOPS quand cette souche est inoculée avec C. coli. Des le départ, i.e.
deux jours apres inoculation, les animaux excretent uniquement C. coli. La réalisation d’une
RFLP-PFGE sur ces mémes isolats a permis de distinguer C. coli d’origine porcine de C. coli
d’origine aviaire. Si C. coli d’origine porcine semble prédominer chez les animaux inoculés,
les deux souches sont retrouvées chez les animaux « contacts » dans des proportions

similaires.

La description de I’évolution qualitative et quantitative de 1’excrétion, 1’existence
d’une différence éventuelle dans 1’installation et la survie d’une souche par rapport a une
autre constituent une premiere approche de la notion éventuelle d’interaction spécifique hote-
bactérie au niveau espece et souche. Les résultats de notre étude nous conduisent a émettre
I’hypothese d’un éventuel effet souche et/ou espece. Une pression de sélection semble
également exister par rapport a I’espeéce animale. De plus, aucun passage n’a été mis en
evidence entre les porcs inoculés avec C. coli d’origine aviaire et ceux inoculés avec C. jejuni.
En plus, d’une premiere hypotheése concernant I’existence d’une interaction spécifique hote—
bactérie, il est possible que 1’inoculation avec C. jejuni ait empéché la colonisation secondaire

de C. coli.

Cependant, les résultats obtenus sont a relativiser étant donné qu’il s’agit d’une étude
menée sur trois a six animaux pour chaque lot. La mise en place d’un autre essai permettrait
d’étudier la capacité de transmission de ces souches a des animaux « contacts » non inoculés
et de confirmer un effet « compétition » entre deux souches en réalisant des inoculations

successives sur des porcs EOPS.
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4. CONCLUSION

Cette expérimentation animale a permis de valider les méthodes d’étude présentées
dans le chapitre II sur des animaux inoculés avec des souches connues et élevés dans des
conditions contr6lées (eau, aliment, air, régles de conduite strictes pour les animaliers). Outre
les gains en rapidité et 1'absence de manipulation pour la lecture (diminution des risques de
contamination post-PCR), la PCR quantitative en temps réel avec la technologie TagMan®
permet d'associer spécificité et quantification. Apres cette derniere étape de validation en
condition réelle, les techniques de PCR quantitative en temps réel seront utilisées pour décrire

la cinétique d'excrétion de Campylobacter en élevage porcin.

Cette étude expérimentale permettait également d'étudier la variabilité génétique des
souches de Campylobacter chez le porc et de valider les méthodes de typage moléculaire en
conditions controlées. Ces méthodes de typage sont présentées dans le chapitre qui suit. Elles
permettront 1’étude de populations d'agents pathogenes a plasticité importante tout en tragant

les communautés d'origine des souches.
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CHAPITRE IV :

DESCRIPTION

DE LA VARIABILITE GENETIQUE

DES SOUCHES

DE CAMPYLOBACTER







1. CONTEXTE ET PROBLEMATIQUE

Une meilleure connaissance de I’épidémiologie de I’infection a Campylobacter en
élevage porcin nécessite la connaissance du portage et de la cinétique d’excrétion. En outre, la
capacité de décrire précisément les souches bactériennes rencontrées est indispensable afin de
tracer ces souches et de déterminer les sources et les modalités de transmission de

Campylobacter en élevage et a I’abattoir.

En ce qui concerne la caractérisation génotypique de Campylobacter, les résultats des
différentes études font apparaitre une grande variabilité génomique entre souches isolées
d’animaux différents mais également entre souches isolées sur un méme porc au cours du
temps (Weijtens et al., 1997 ; Weijtens et al., 1999 ; Hume et al., 2002). Guévremont et al.
(2004) ont souligné la coexistence de plusieurs profils génétiqgues PFGE chez un méme
animal. Ces observations sont compatibles avec une caractéristique des Campylobacter qui
présentent une importante capacité & modifier leur matériel génétique via I’intégration d’ADN
exogene et de réarrangements au sein de leur propre ADN (Wang et Taylor, 1990 ; Mills et
al., 1991). Différentes hypothéses peuvent étre envisagées pour expliquer la variabilité décrite
chez un méme animal a un instant donné et/ou au cours du temps. Celle-ci peut étre le reflet
de la co-existence de souches différentes chez I’animal provenant de pluri-infections
simultanées ou successives, éventuellement a partir de sources différentes et a différents
stades de I’élevage. Cette variabilité peut également étre potentiellement générée dans le tube
digestif des animaux par la plasticité génomique intrinseque de Campylobater. Cette plasticité
peut de plus étre augmentée en cas de co-infections en lien avec un échange de matériel

génétique entre souches.

Il semble donc intéressant de renseigner les différentes composantes possibles de cette
hétérogénéité, en particulier en caractérisant la variabilité génomique intrinséque de
Campylobacter, in vitro (aprés repiquages successifs d’une méme souche) et in vivo en
conditions  d’infections contr6lées (infections expérimentales). Ainsi, I’infection
expérimentale de porcs EOPS indemnes de Campylobacter nous a permis de décrire la
varibilité génomique générée in vivo au cours du temps, en contexte d’infection par une ou
plusieurs souches/especes de Campylobacter. Ces résultats permettront la calibration de ces
méthodes de typage et I’évaluation de la variabilité, des points essentiels afin de genérer des

données fondamentales pour pouvoir interpréter les données relevées sur le terrain.
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2. LE TYPAGE MOLECULAIRE : DIFFERENTES METHODES

La caractérisation, ou typage, des micro-organismes permet I’identification d’un isolat
a un niveau inférieur a I’espéce. Un systeme de typage est donc caractérisé par des marqueurs
phénotypiques et/ou génotypiques qui permettent d’attribuer un type a un isolat donné au sein
d’une espéce bactérienne. Un isolat unique ou un groupe d’isolats ayant des traits
phénotypiques et/ou génotypiques semblables mais distincts de ceux des isolats de la méme
espece seront alors désignés par le terme de souche. Nous allons dans un premier temps
introduire les objectifs et les criteres d’évaluation d’un systeme de typage, puis les différentes
méthodes de caractérisation appliquées a Campylobacter seront abordées. Nous évoquerons
les méthodes phénotypiques détaillées précédemment dans le Chapitre | (Paragraphe 1.3.) et
nous insisterons uniquement sur les méthodes génotypiques, méthodes qui nous intéressent

particuliérement dans le cadre du travail de recherche réalisé au cours de cette these.

2.1. GENERALITES SUR LA CARACTERISATION BACTERIENNE

2.1.1. OBJECTIFS DE LA CARACTERISATION BACTERIENNE

Tout d’abord, la détermination de marqueurs phénotypiques et génotypiques apportent des
informations sur le genre bactérien étudié et permet donc d’accroitre nos connaissances sur la
bactérie. De plus, la caractérisation bactérienne permet de mettre en évidence d’éventuels
liens de parentés entre les souches et de définir des lignées clonales (Struelens, 1996). Enfin,
le fait de définir des types au sein d’une espece bactérienne permet une meilleure
compréhension de la dissémination, des réservoirs naturels et des voies de transmission de
cette espece. Herbert John Webber est le premier a utiliser le terme de clone en 1903 (cité par
Orskov et Orskov, 1983) pour désigner une population dont les membres dérivaient par
multiplication asexuée d’un ancétre unique. Il a été redéfini en 1982 lors d’une conférence
intitulée « The clone concept in epidemiology, taxonomy and evolution of Enterobacteriaceae
and other bacteria » (Orskov et Orskov, 1983) pour décrire des isolats bactériens collectés
indépendamment, de différentes sources, dans différents lieux et a des moments différents,
présentant des caracteres phénotypiques et génotypiques identiques tels que I’explication la

plus probable soit qu’ils aient une origine commune.
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La clonalité est donc un concept d’application pratique a utiliser de facon relative puisque
I’existence ou non d’une clonalité sera déterminée en fonction du systéme de typage utilisé et
de son interprétation (Eisenstein, 1990; Smith et al., 1993). En épidémiologie, la
détermination d’un lien de parenté est capitale et permet d’identifier des épidémies, de

déterminer leurs origines et de mettre en ceuvre des mesures préventives et thérapeutiques.

2.1.2. PARAMETRES D’EVALUATION DES METHODES DE TYPAGE

La valeur d’un systeme de typage depend non seulement des conditions dans
lesquelles il est appliqué mais également des objectifs de I’étude pour laquelle il est utilisé.
Néanmoins, certains critéres décrits par Struelens en 1996 restent valables dans tous les cas :
la typabilité, la reproductibilité, le pouvoir discriminant et la stabilité d’une méthode de

caractérisation.

2.1.2.1. La typabilité

La typabilité est la capacité a obtenir un résultat positif, non ambigu pour chaque
souche ; les souches non typables étant celles dont le typage ne donne pas de résultat ou un
résultat ininterprétable. Elle correspond donc a la proportion d’isolats qui peuvent étre typés
en utilisant la méthode en question et est exprimée par la formule suivante : T=Nt/N ou Nt est
le nombre d’isolats affectés a un type et N le nombre d’isolats testés. T doit ainsi étre le plus

proche possible de 1.

2.1.2.2. La reproductibilité

La repoductibilité représente la capacité d’un systéme de typage a classer un isolat
dans le méme type lors d’essais indépendants, séparés dans le temps et I’espace. Trois
concepts sont donc sous-jacents : la reproductibilité « intra » correspond a la proportion de
souches typées avec le méme résultat a chaque répétition ; la reproductibilité « inter » lors
d’essais multiples, et la reproductibilité entre les laboratoires ou les centres d’études. La
reproductibilité est exprimée par la formule suivante : R=Nr/N ou Nr est le nombre d’isolats
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classés dans un méme type, lors d’essais indépendants et séparés, et N le nombre d’isolats

testés. Idéalement, la reproductibilité d’un systéme de typage doit étre supérieure a 0,95.

2.1.2.3. Le pouvoir discriminant

Le pouvoir discriminant ou spécificité est la capacité a différencier des souches non
apparentées. Il est donc défini comme la probabilité que deux souches, choisies au hasard
dans une population bactérienne ou deux souches indépendantes, seront distinguées par la
méthode de typage employée. Plusieurs indices sont utilisés pour quantifier ce pouvoir
discriminant. En général, deux souches appartenant a des types différents peuvent
raisonnablement étre considérées comme non apparentées. Cependant la conclusion que deux
souches du méme type sont identiques ou appartiennent au méme clone dépend du pouvoir
discriminant de la méthode utilisée et de la diversité génétique de la population des souches
examinées. Il faut étre attentif au fait que des méthodes ayant un pouvoir discriminant élevé
peuvent devenir si sensibles qu’elles détecteront des différences qui n’ont qu’un faible interét

épidémiologique tel que des mutations spontanées.

2.1.2.4. La stabilité

La stabilité (ou sensibilité) des marqueurs épidémiologiques conditionne la capacité
d’un systéme de typage a reconnaitre le lien de parenté clonale de souches dérivées, in vivo ou
in vitro, d’une souche commune. En effet, lors du stockage au laboratoire, lors des repiquages
ou lors de la dissémination de la souche bactérienne dans la nature, des variations
génotypiques ou phénotypiques peuvent se produire du fait de mutations, de recombinaisons
intra et/ou inter-espéces (intégration de plasmides, de phages ou d’ADN exogéne par
transformation). La stabilité in vitro peut étre évaluée en comparant les souches testées avant
et aprés stockage sur une période de temps donnée et/ou apres des passages successifs sur des
milieux de culture spécifiques. La stabilité in vivo peut étre estimée en comparant (i) des
souches testées avant et aprés passage dans un modele animal approprié, (ii) des isolats
collectés au niveau de différents sites anatomiques chez le méme patient, ou (iii) des isolats

collectés au cours d’épidémies bien renseignées.
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Un systeme de typage intéressant présente donc un équilibre « optimal » entre stabilité
et spécificité correspondant a une constance des marqueurs épidémiologiques pour la souche

et a leur diversité pour I’espéce.

De nombreux systemes de typage existent comme nous I’avons rapidement évoqué
dans la premiére partie bibliographique et il est nécessaire de comparer et d’associer des
résultats provenant de plusieurs d’entre eux pour augmenter la fiabilité de nos résultats et
éventuellement pouvoir mettre en évidence une lignée clonale. La concordance des systéemes
de typage (isolats classés de facon équivalente par deux systemes distincts) et la méthode
d’analyse des résultats obtenus sont donc des criteres tres importants.

2.3. ANALYSE DES RESULTATS OBTENUS PAR LE SYSTEME DE TYPAGE

Cette analyse se fait en trois grandes étapes : lecture des résultats, codification des
profils et définition des types. Pour chacune de ces étapes, différentes méthodes peuvent étre
utilisées (lecture visuelle ou avec analyseur d’images, codification quantitative ou qualitative
des profils, définition qualitative ou numérique des types) et les différents choix influenceront

la fiabilité du systéme en privilégiant la spécificité ou la sensibilité.

La lecture des résultats avec un analyseur d’images peut augmenter de facon
significative le polymorphisme du caractere étudie du fait d’un haut pouvoir de résolution
alors que la lecture visuelle peut, quant a elle, diminuer a la fois la spécificité et la sensibilite
de la méthode. Il semble donc important d’envisager le compromis suivant : lecture par un

analyseur d’images suivie d’une correction visuelle.

La codification des profils est en général qualitative (réaction biochimique positive ou
négative, sensibilité ou résistance a un antibiotique, présence ou non d’un fragment d’ADN).
Ainsi, certains auteurs admettent des seuils de tolérance dans la correspondance des fragments
pour les techniques de macrorestriction ou d’amplification d’ADN pour lesquelles les profils
sont en général considérés de méme type lorsque tous les fragments sont identiques(Tenover
et al., 1995). On peut éventuellement prendre en compte I’intensité de la réponse (intensité
des réations chimiques colorées, diamétre de sensibilité a un antibiotique, intensité des bandes
d’ADN obtenues aprés électrophorése) pour avoir une codification quantitative ou semi-
quantitative et par conséquent augmenter le polymorphisme du marqueur étudié. Néanmoins,
ceci est rarement utilisé et est généralement réservé aux systemes de typage avec un faible

pouvoir discriminant.
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Il est également possible de définir des indices d’affinité numériques traduisant la
distance ou la similitude entre deux souches. La distance euclidienne d® est I’indice
habituellement utilisé pour les méthodes de biotypage, de sérotypage et de composition en
acides gras. Pour les profils de restriction ou d’amplification de I’ADN, on utilise

habituellement I’indice de Dice ou parfois I’indice de Jaccard.

Indice de Dice Indice de Jaccard
Zl‘lab Ny
SD = — SJ =
n,+ n, n, + ny, - Ny,
Avec : Napb : Nombre de fragments présents sur les deux profils A et B

Na : nombre de fragments présents sur le profil A

np : nombre de fragments présents sur le profil B

L’indice de Dice convient particulierement lorsque le polymorphisme est éleve, ce qui
est souvent le cas dans les méthodes de typage moléculaire. Une fois les différents types
définis, on utilise des méthodes dites d’agrégation pour les comparer comme celles du
diameétre moyen (UPGMA = Unweighted Pair Group Method of Average linkage) qui
regroupe les souches en fonction de leurs similitudes. Des dendrogrammes illustrant la
hiérarchie entre les souches et leur degré de similarité peuvent ainsi étre construits et discutés.
Actuellement, certaines méthodes disponibles sont capables de détecter les plus petites
variations génétiques pouvant survenir au cours d’une épidémie ou d’une infection. Ces
observations bouleversent le concept de clone et suggerent qu’il est plus utile de considérer la
clonalitt comme un phénomeéne relatif plutét qu’un concept absolu. Ce probléeme de
classification des souches « similaires » est implicitement reconnu par la désignation de types
et de sous-types dans I’interprétation des résultats obtenus par beaucoup de méthodes de
typage. Des souches qui difféerent peu d’un type donné sont considérées comme appartenant a

un méme sous-type. Cette calibration de la méthode est un des points qui nous parait essentiel

210



d’autant plus que la souche étudiee présente une variabilité génomique intrinseque
importante. Il est donc nécessaire de considérer les données épidémiologiques pour pouvoir
discuter des liens « réels » existant entre les souches et fixer un seuil & partir duquel les isolats

doivent étre considérés comme appartenant a un méme type.

2.2. CARACTERISATION FONDEE SUR DES CARACTERES PHENOTYPIQUES

Les méthodes traditionnelles pour la différenciation des souches sont fondées sur
I’expression des caracteres phénotypiques comme par exemple le biotypage, le sérotypage, le
lysotypage et I’antibiotypage. Ces techniques sont fréquemment utilisées (en particulier dans
les centres nationaux de référence ou dans des centres spécialisés) et conduisent ainsi a
I’établissement de différents profils : profils biochimiques (biotypes), profils sérologiques
(sérotypes), profils de sensibilité aux phages (lysotypes) et profils de sensibilité aux
antibiotiques (antibiotypes). L’avantage de ces techniques est qu’elles sont relativement
faciles a effectuer (biotypage et antibiotypage) et que, pour certains germes, elles sont
standardisées au niveau international ce qui permet une comparaison directe des résultats
provenant de différents laboratoires (sérotypie, lysotypie). Cependant, la limitation de ces
sytemes est inhérente a la capacité qu’ont les bactéries a altérer de fagon imprévisible
I’expression des caractéeres étudiés (mauvaise reproductibilité). De plus, le pouvoir
discriminant de ces méthodes est souvent faible et pour certaines d’entre elles, une proportion

non négligeable de souches donnent des résultats nuls (faible typabilité).

Pour surmonter les limites des méthodes de typage phénotypique (problemes de
typabilite, de reproductibilité et de pouvoir discriminant), les microbiologistes ont développé
des méthodes moléculaires basées sur la détection de polymorphisme au niveau du matériel

génétique des bactéries.

2.3. CARACTERISATION FONDEE SUR DES CARACTERES GENOTYPIQUES

Actuellement, les méthodes génotypiques sont les plus prisées car considérées comme
susceptibles d’apporter les informations les plus pertinentes a des fins épidémiologiques.
Néanmoins, le colt et la complexité de ces techniques de typage réservent encore leur

utilisation a des travaux de recherche. La typabilité de ces méthodes moléculaires est de 100%
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(sauf pour le ribotypage quand il n’est pas automatise). Le séquencage de I’ADN est la
technique la plus fiable et la plus informative pour comparer les génomes de deux isolats,
étudier le polymorphisme de leurs séquences d’ADN et évaluer leur degré de similitude.
Cependant, cette technique longue et laborieuse ne peut étre utilisée en routine. Depuis
quelques années, des méthodes génotypiques permettant d’étudier le polymorphisme de
I”’ADN total ou d’une région génomique se sont développées et constituent une alternative au

séquencage.

Vaneechoutte (1996) a classé les différentes techniques de caractérisation moléculaire
répertoriées en fonction du type d’ADN utilisé (ADN plasmidique, ADN chromosomique ou
seulement un géne ou une partie d’un gene) et de la technique de révélation du

polymorphisme qui est appliquée (électrophorése, restriction, amplification).

Parmi les différentes techniques de typage moléculaire, certaines sont plus
fréquemment utilisées pour caractériser et constituer des groupes en fonction du degré

d’identité du genome des différentes souches de Campylobacter.

2.3.1. MARQUEURS LIES A L’ADN PLASMIDIQUE

La caractérisation du profil plasmidique d’une souche bactérienne consiste en
I’analyse du nombre et de la taille des plasmides qu’elle contient par électrophorese. On peut
augmenter le pouvoir discriminant de cette méthode en étudiant le polymorphisme de
restriction des plasmides isolés mais elle reste de toute facon limitée & I’étude d’évenements

ponctuels en raison du caractere dynamique de la présence des plasmides dans les bactéries.

Les plasmides sont en général acquis par la bactérie lors de transferts horizontaux,
parfois entre des isolats appartenant & des espéces différentes. Par conséquent, leur
caractérisation ne permet pas la mise en évidence de liens clonaux entre les différentes
souches étudiees (Tenover et al., 1995), contrairement a I’étude du chromosome, transmis de
facon verticale entre les générations. De plus, la valeur des plasmides comme marqueurs
épidémiologiques est limitée étant donné les variations importantes de la présence et du
nombre de plasmides d’une espéce a I’autre (Tenover et al., 1985b ; Sagara et al., 1987). Par
exemple, dans une étude de Cabrita et al. (1992) seuls 12,7 % des isolats de C. jejuni étaient
porteurs de plasmides (contre 48,5% pour les isolats de C. coli). Ces auteurs ont également

souligné que la présence et le nombre de plasmides variaient en fonction de I’animal hote
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(taux de présence de plasmides de 53,8 %, 455 % et 22 % pour des isolats issus
respectivement de porcs, rats et poulets). Cette variation en fonction de I’animal hote
contaminé par Campylobacter a également été observée par Lekowska-Kochaniak et al., en
1996. L’utilisation des profils plasmidiques ne semble pas donner de résultats satisfaisants
pour différencier des isolats de différentes origines impliques dans des épidemies (Patton et
al., 1991) ou pour établir une relation entre la présence ou la taille des plasmides et le
sérogroupe de la souche (Lind, 1989). Les Campylobacter, naturellement compétents, peuvent
ainsi acqueérir de I’ADN plasmidique homologue ou non homologue, souvent porteur de
caractéristiques particulieres (Richardson et Park, 1997 ; Wassenaar, 2000). Plusieurs auteurs
ont établi un lien entre la présence de plasmides et I’acquisition d’une résistance a certains
antibiotiques : Taylor et al. (1983), Cabrita et al. (1992), Prasad et al. (1994) ont par exemple
mis en évidence que la tétracycline était portée par des plasmides. Vraisemblablement,
I’analyse des profils plasmidiques semble importante lors de I’étude de clones résistants aux
antibiotiques ou a d’autres molécules et pour la compréhension des mécanismes de virulence
chez certains Campylobacter pathogénes (Bacon, 2000 ; Bacon, 2002). Dans ce cas, cette
analyse devrait alors inclure une étude plus détaillée de la cartographie génétique de plasmide
tels que la détermination des transposons ou des genes portés par les plasmides par exemple.

2.3.2. MARQUEURS LIES A L’ADN CHROMOSOMIQUE

Le polymorphisme de I’ADN est utilisé comme marqueur génétique d’identification
des individus dans de nombreux domaines. Au sein d’une population, le polymorphisme,
défini comme la résultante de variations dans la séquence d’ADN, se traduit soit par
I’apparition de différents phénotypes, soit par des modifications des profils de restriction. Au
sein du génome, différents phénomeénes sont responsables du polymorphisme :

- des mutations dues a un remplacement d’une ou plusieurs bases par d’autres

sans changement dans la longueur de I’ADN,

- des insertions ou des délétions correspondant respectivement a I’ajout ou a

la disparition de bases dans la séquence d’ADN,

- des réarrangements chromosomiques dus a des recombinaisons génetiques

ou a I’insertion de transposons.

213



2.3.2.1. Polymorphisme révélé par restriction
v Analyse de restriction classique :
¢ Analyse RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

Le principe repose sur la comparaison de profils de coupure par les enzymes de
restriction suite a I’existence d’un polymorphisme dans la séquence d’une molécule d’ADN
par rapport a une autre. Dans les premiéres études réalisées sur le chromosome bactérien, des
enzymes de restriction, endonucléases coupant I’ADN bicaténaire au niveau de sites
spécifiques de 4 a 6 nucléotides (site de restriction), ont été utilisées pour générer différents
fragments d’ADN. Pour un génome bactérien, cette technique produit un grand nombre de
fragments de restriction (supérieur ou égal a 1000) séparés ensuite par une électrophorese
horizontale classique sur gel d’agarose ou sur gel d’acrylamide en présence d’un marqueur de
poids moléculaire. La variation de la taille des fragments obtenus traduit alors le
polymorphisme de la longueur des fragments de restriction (RFLP). Généralement, ce
polymorphisme peut provenir de la variation de certaines bases se traduisant par I’absence ou
la présence de sites de restriction dans le génome, d’insertions, de délétions ou de

réarrangements de I’ADN dans la région comprise entre deux sites de restriction constants.

Cette technique a été utilisée pour typer des isolats de Campylobacter dans des études
épidémiologiques, malgré les difficultés rencontrées pour interpréter les profils de restriction.
Kakoyiannis et al., en 1984 puis en 1988, ont confirmé I’intérét de cette technique pour
I’étude de Campylobacter. Ils ont montré la stabilité de la technique en mettant en évidence la
stabilité des profils de restriction obtenus aprés 23 repiquages sur gélose pour 4 isolats sur une
période de 45 jours (Kakoyiannis et al., en 1984). Par ailleurs, ils ont mis en évidence la
typabilité et le pouvoir discriminant de cette technique puisque dans leur seconde étude, parmi
les 60 profils de restriction obtenus a partir du typage de 316 isolats d’origine humaine, 11
étaient identiques a des profils obtenus a partir d’isolats d’origine aviaire (Kakoyiannis et al.,
1988). Dans cette technique, le pouvoir discriminant est lié au choix de I’enzyme de
restriction utilisée, Hindlll, utilisée dans les deux études précedemment citées, et Haelll
(Owen et al., 1990) sont deux des plus discriminantes pour les souches étudiées mais d’autres
enzymes telles que Xhol, Bglll, Pvull, Pstl, Clal, Cfol ont permis également de différencier
les Campylobacter au niveau de I’espece et au sein de I’espéce (Owen et al., 1989 ; Moureau
et al., 1989 ; Patton et al., 1991 ; Korolik et al., 1995).
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L analyse de restriction du chromosome bactérien est une technique fiable pour typer
les bactéries. Cependant, en raison de la complexité des profils obtenus et des difficultés
d’interprétation, de nouvelles méthodes d’analyse de restriction permettant de diminuer le
nombre de fragments ont été développées.

v Techniques de restriction diminuant le nombre de fragments de restriction

¢ Macrorestriction suivie d’une électrophorése en champ pulsé PFGE

(Pulse Field Gel Electrophoresis)

Cette analyse porte également sur la totalité du génome bactérien et I’utilisation
d’enzymes de restriction avec des sites de coupures relativement rares permet de diminuer le
nombre de fragments de restriction. Une électrophorése en champ pulsé permettant la
séparation des fragments de grande taille (entre 50 et 1000 kb) avec une bonne résolution est
ensuite mise en ceuvre (Schwartz et al., 1983). Les profils d’électrophorése obtenus sont alors
caractéristiques pour chacune des souches. Cette technique d’electrophorése consiste en
I’application de deux champs électriques alternatifs d’orientation différente (de 90° a 180°
selon les systemes) a I’aide d’un pulseur pendant un temps déterminé appelé temps
d’inversion ou temps de pulsation. Le principe de separation est basé sur la vitesse
différentielle de réorientation des molécules au moment de I’alternance des deux champs
électriques. Ainsi, les grandes molécules d’ADN mettront plus de temps a s’orienter selon la
direction du second champ électrique que celles de plus petite taille. L’accumulation du retard
a chaque alternance aboutit a la séparation des molécules en fin de migration. Différents
parameétres comme le pourcentage en agarose, la tension appliquée ou encore la température
vont permettre d’optimiser la résolution mais le parametre principal est le temps de pulsation

(temps d’application du champ électrique dans chaque orientation).

Parmi les techniques existantes, la plus utilisée est la technigue CCHEF (Contour
Clamped Homogeneous Electric Field) ou les champs alternatifs parfaitement homogénes
sont orientés soit & 90° par I’intermédiaire de 16 électrodes en carré autour du gel, soit a 120°
grace a 24 électrodes en hexagone autour du gel. Cette derniére configuration donne les
meilleurs resultats avec des trajectoires de migration parfaitement rectilignes et indépendantes

de la position de I’échantillon dans le gel.
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Cette technique est actuellement considérée comme une des plus performantes pour la
caractérisation des souches de Campylobacter en raison de son fort pouvoir discriminant et de
sa reproductibilité (notamment la macrorestriction de I’ADN avec Smal et Kpnl). Les
applications sont multiples puiqu’elle a d’abord été utilisée pour déterminer la taille et la
cartographie du chromosome bactérien, notamment pour C. jejuni (Chang et al., 1990 ; Kim
et al., 1992), C. coli (Taylor et al., 1992), C. fetus (Salama et al., 1992 ; Salama et al., 1995),
C. lari (Matsumoto et al., 1992) ou encore C. upsaliensis (Bourke et al., 1995). Ensuite, Yan
et al., en 1991, ont montré sa fiabilité (avec I’enzyme Smal) pour différencier les especes de
Campylobacter et pour typer des souches au sein de I’espéce. Ces résultats ont été confirmés
par de nombreuses études (Suzuki et al., 1994 ; Gibson et al., 1995 ; Slater et al., 1998 ;
Broman et al., 2004 ; Guévremont et al., 2004 ; Denis et al., 2008a) et cette technique est
ainsi souvent employée pour determiner les voies de transmission des pathogenes dans le
cadre d’investigations épidémiologiques (Hanninnen et al., 1998 ; Hume et al., 2002 ; Rivoal
et al., 2005 ; Soultos et Madden, 2007 ; Denis et al., 2008b). Cependant, I’utilisation de
plusieurs enzymes de restriction (les plus courantes : Sall, Smal, Kpnl, Sacll) est nécessaire
pour améliorer le pouvoir discriminant de cette technique et permettre la détermination des
sources et des voies de contamination lors d’épidémies ou de cas sporadiques de
campylobactérioses (Imai et al., 1994 ; Gibson et al., 1997 ; Hanninnen et al., 1998 ; On et
al., 1998 ; Rivoal et al., 2005).

De plus, la macrorestriction associée a d’autres marqueurs phénotypiques ou
génotypiques a également permis la mise en évidence de lignées clonales au sein des especes
de Campylobacter (Gibson et al., 1997 ; On et al., 1998 ; Harrington et al., 1999 ; Laturnus et
al., 2005 ; Rivoal et al., 2005).

La technique de macrorestriction de I’ADN chromosomique avec deux enzymes suivie
d’une PFGE est donc une technique de référence dans les systemes de typage bactérien. En
revanche, elle nécessite un investissement en équipement plus onéreux que les deux autres

méthodes précédemment décrites.

Cependant la stabilité de la macrorestriction comme marqueur de clonalité a
récemment été remise en cause et doit donc étre utilisée avec précaution. En effet, des
variations de profils de restriction ont été observees par On en 1998 lors de I’étude de six
souches de C. coli repiquées 50 fois in vitro sur une période de 6 mois et semblent résulter de

réarrangements génomiques intramoléculaires de faible importance. De plus, Wassenaar et
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al., en 1998, ont obtenu des profils de macrorestriction relativement similaires, mais pas
identiques, parmi des isolats issus d’un méme lot de viande de volailles et qui, par ailleurs
avaient des caracteres génotypiques (flaA type) et phénotypiques (sérotype, biotype, lysotype)
identiques. Ces isolats ont ainsi été considérés comme ayant une origine clonale malgré les
variations observées dans leur profil de macrorestriction. L origine de ces variations dans les
profils est attribuée a des réarrangements génomiques dont les mécanismes ne sont pas
élucidés mais peuvent également cacher des modifications génomiques plus complexes
(Boerlin et al., 1996). En 1999, H&nninnen et al. ont montré I’instabilité genomique de deux
souches sur 12 souches de C. jejuni d’origine humaine et aviaire étudiées par macrorestriction

(3 enzymes), ribotypage et sérotypage apres passage dans des intestins de poussins.

. Amplification sélective de fragments de restriction

Deux principales méthodes ont été développées pour réduire le nombre observable de
fragments de restriction de I’ADN chromosomique par amplification sélective, I’AFLP™
(Amplified Fragment Length Polymorphism) (Zabeau et Vos, 1993 ; Vos et al., 1995) et
I’IRS-PCR (Infrequent Restriction Site — Polymerase Chain Reaction) (Mazurek et al., 1996).
Ces approches ont en commun une étape de ligation d’oligonucléotides double brin, appelés
adaptateurs, aux fragments de restriction. Ces adaptateurs possédent une extrémité simple brin
complémentaire de fagon partielle ou totale avec les sequences des sites de restriction des
enzymes utilisées. Cette étape nécessaire permet ainsi une amplification sélective de

seulement quelques fragments de restriction.

Pour I’AFLP™, la premiére étape consiste en la digestion des ADN par deux enzymes
de restriction coupant respectivement au niveau d’un site rare et d’un site fréquent suivie de la
ligation des adaptateurs aux extrémités des fragments de restriction obtenus. Les amorces
utilisées pour I’amplification possédent donc une séquence complémentaire de I’adaptateur,
du site de restriction et d’une extension sélective dans le fragment de restriction (ces amorces
portent sur leur extrémité 3’OH des extensions aléatoires de 1 a 3 bases permettant
I’amplification sélective d’une partie seulement des fragments de restriction). Lors de
I’amplification, troisieme étape, seuls les fragments possédant cette extension bordant le site
de restriction sont amplifiés. Les produits d’amplification sélective sont ensuite sépares sur un
gel de polyacrylamide dénaturant. La détection des fragments amplifiés est obtenue soit par

coloration des gels a I’argent, soit par autoradiographie ou émission de fluorescence. Dans ce
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cas, une des amorces d’AFLP™ (généralement celle correspondant au site de restriction rare)
est marquée soit radioactivement, soit par un fluorochrome (dans le cas d’une analyse a I’aide

d’un séquenceur automatique).

Le pouvoir discriminant de cette technique dépend du choix des enzymes, avec un
protocole de base combinant une enzyme de restriction avec une fréquence de sites de
reconnaisance moyenne a une enzyme a sites de coupure fréquents. Néanmoins, des versions
simplifiées avec une seule endonucléase ont été développées (Valsangiacomo et al., 1995).
Une autre stratégie est I’IRS-PCR qui utilise une enzyme a site de coupure rare et une enzyme
a site de coupure fréquent pour digérer I’ADN génomique. La sélectivité de I’amplification

est basée sur une différence dans les adaptateurs (Mazurek et al., 1996).

Ces techniques d’amplification sélective de fragments de restriction présentent un
grand intérét en taxonomie bactérienne puisqu’elles permettent d’étudier I’intégralité du
génome bactérien sans connaissance préalable sur la séquence. En 1996, Janssen et al. ont mis
en évidence une similarité des résultats entre la technique AFLP™ et les techniques
traditionnellement utilisées en taxonomie (hybridation ADN-ADN, analyse des acides gras).
Ces auteurs ont également souligné un pouvoir discriminant et des qualités techniques

supérieures pour la techniqgue AFLP™, notamment une grande reproductibilité.

L’ application de la technique d’AFLP™ au typage bactérien est relativement récente
(Kokotovic et On, 1999). Duim et al. (1999) ont utilisé cette technique avec les enzymes
Hindll et Hhal pour typer des souches de C. jejuni et de C. coli d’origine humaine et aviaire.
Une différenciation inter- et intra-espece conjuguée a la mise en évidence de lignées clonales
est ainsi possible avec cette technique (Duim et al., 1999 ; Siemer et al., 2005 ; Wittwer et al.,
2005 ; Fang et al., 2006).

. Restriction classique suivie d’une hybridation sélective

L’ application la plus répandue de cette technique est la ribotypie qui utilise I’ADN
codant pour les ARN ribosomiques. Pour le ribotypage, la totalite de I’ADN bactérien est
digérée par une enzyme de restriction avant séparation par électrophoréese et révélation des
fragments grace a des sondes correspondant a des ARNr 16S et 23S (Stanley et al., 1995).
Cette technique, stable et reproductible, permet de réaliser des études taxonomiques et

phylogénétiques et de typer de nombreuses bactéries. Son pouvoir discriminant dépend la
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encore de I’enzyme de restriction et de la sonde choisies et semble étre amélioré par I’emploi
combiné de deux enzymes de restriction (Owen et al., 1990). La plupart des analyses sont
basées sur la digestion de I’ADN génomique par les enzymes Haelll (Owen et al., 1990),
Pvull et Pstl (Patton et al., 1991). Les sondes utilisées correspondent a des fragments d’ADN
contenant les opérons ARNr 16S et 23S d’Escherichia coli ou de C. jejuni NCTC 11168
(Owen et al., 1993 ; Kielhbauch et al., 1994). Cependant, étant donné que les espéces de
Campylobacter ne possédent que trois copies du géne 16S ARNr, la discrimination entre les

isolats est souvent insuffisante (Gibson et al., 1995).

2.3.2.2. Polymorphisme révéle par amplification

v La RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA): polymorphisme d’ADN par

amplification aléatoire

L analyse RAPD est fondée sur I’utilisation pour I’amplification par PCR d’une seule
amorce oligonucléotidique de courte taille (en général 10 nucléotides) dont la séquence est
choisie de fagon aléatoire (Fayos et al., 1993). Une telle amorce, dans des conditions PCR
non stringentes, peut alors s’hybrider en de multiples sites sur les deux brins d’ADN. Lorsque
cette amorce s’hybride sur des brins opposés avec des extrémités 3 et a une distance
appropriée, le fragment situé entre les deux sites d’hybridation est amplifié. Cette technique
permet donc d’amplifier de multiples fragments de différentes tailles séparés ensuite par
électrophorése classique sur gel d’agarose. Cette technique est une technique simple, rapide et
discriminante pour le typage de nombreuses espéces bactériennes. Cependant, en raison
notamment des conditions PCR non stringentes, elle est extrémement sensible aux conditions
expérimentales et ses qualités de répétabilité et de reproductibilité s’en trouvent affectées
(Struelens et al., 1996). De nombreux facteurs tels que la concentration des amorces, les
conditions d’amplification, la concentration en MgCl,, la qualité et la quantité d’ADN de
I’échantillon ou de I’enzyme utilisée ainsi que la qualité du thermocycleur peuvent influencer,
de facon significative, la reproductibilité de la réaction (Meunier et Grimont, 1993). De plus,
la lecture des profils est subjective en raison d’une amplification non homogene des

fragments produisant des variations d’intensite sur les profils ADN (Burr et al., 1997).

Toutefois, cette technique a été largement appliquée au typage des Campylobacter

pour déterminer les sources et les voies de transmission des campylobactérioses. Mazurier et
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al., en 1992, ont testé trois amorces différentes sur des isolats de C. jejuni de sérotypes
différents. Parmi les 26 souches étudiées, ils ont obtenu respectivement trois, neuf et dix
profils RAPD distincts avec les trois enzymes et ils ont mis en évidence des différences entre
des souches de sérotypes différents mais également entre des souches de méme sérotype.
Dans une étude réalisée par Fayos et al., en 1993, I’analyse RAPD a fourni des résultats
similaires a ceux obtenus par ribotypie pour différencier 26 souches de C. jejuni mais elle
s’est révélée moins reproductible. Hernandez et al. (1995) ont utilisé la méme amorce OPA-
11 sur un grand nombre d’isolats de Campylobacter (au total 208). Dans cette étude, I’analyse
RAPD a permis de typer 178 isolats sur les 208 (I’explication la plus probable pour cette
absence d’amplification est la production d’une désoxyribonucléase par ces isolats) et a révéle
118 profils distincts répartis en trois clusters principaux permettant de différencier trois
especes, C. coli, C. jejuni et C. lari (résultats confirmés par les mémes auteurs en 1996). Dans
I’étude réalisée par Madden et al. en 1996, I’analyse RAPD s’est révélée étre moins
performante que la ribotypie pour différencier 32 souches de Campylobacter spp., mais plus
discriminante que la technique de typage visant un gene flagellaire (décrite par la suite dans
ce chapitre) pour le typage des Campylobacter. L’utilisation d’une amorce spécifique de
séquence 5’-CCT GTT AGC C-3’ leur a permis de mettre en évidence un profil identique
pour des isolats de C. jejuni provenant d’une épidemie (Madden et al., 1996). Cette amorce a
donc ensuite été utilisée avec succes par ces mémes auteurs en 1998 pour étudier la fréquence
et la diversité génomique de Campylobacter spp. dans la viande rouge et dans la viande de
volaille en Irlande du Nord (Madden et al., 1998). Cette technique présente donc un intérét
pour les études épidémiologiques ponctuelles, limitées dans le temps et I’espace (Hernandez
etal., 1995 ; Madden et al., 1996 ; Madden et al., 1998).

v ERIC-PCR : Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus

Des sequences d’ADN répétitives présentes sur le génome en position intergénique (le
nombre de répétitions étant plus ou moins caractéristique d’une souche) sont amplifiées par
PCR. Une électrophorése des fragments obtenus permet de visualiser les différentes portions
d’ADN et les profils peuvent alors étre comparés (Weijtens et al., 1997). Outre les séquences
en position intergénique (ERIC), des séquences répétées conservees appelées REP (Repetitive

Extragenic Palindromic) ont également été décrites (Versalovic et al., 1991).
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Cette technique a été relativement peu appliquée a la caractérisation des Campylobacter
(Versalovic et al., 1991 ; Endtz et al.,, 1993 ; Van Belkum et al., 1993) et les auteurs
préconisent I’emploi de plusieurs techniques pour conclure a la définition d’une parenté
clonale entre différents isolats. En 1997, Weijtens et al. ont montré que cette technique
pouvait étre utilisée pour déterminer une parenté clonale entre des isolats provenant d’un
méme lieu et dans un espace de temps limité, mais que son utilisation pour étudier des isolats
provenant d’endroits différents, a des moments différents, devait étre évitée et pouvait
conduire a des conclusions erronées. Ces résultats sont confirmés par une autre étude de
Weijtens et al., en 1999, sur la diversité génomique de Campylobacter chez le porc. Lentzsch
et al., en 2004, ont utilisé cette méthode pour génotyper des souches de C. upsaliensis
d’origines géographiques différentes. Cette étude révele I’existence de deux groupes
génotypiquement différents qui représentent respectivement les souches d’origine allemande

et les souches non européennes.

2.3.3. MARQUEURS LIES A DES GENES OU A DES PARTIES DE GENES

Avec I’avenement des techniques d’amplification par PCR, il est devenu possible
d’étudier le polymorphisme d’un gene ou d’une partie d’un gene, que celui-ci soit codé par un
plasmide ou par un chromosome. L’amplification par PCR permet alors d’isoler et de purifier

le géne, dont le polymorphisme est ensuite révélé par restriction ou par amplification.

2.3.3.1. Polymorphisme révélé par restriction
v PCR-RFLP

On appelle polymorphisme de restriction, des variations de la séquence d’ADN
révélées par des modifications de la carte de restriction qui traduisent un polymorphisme
génotypique. Cette technique consiste en la comparaison des fragments d’ADN obtenus aprés
digestion par des enzymes de restriction des produits de PCR, PCR ciblée sur un ou plusieurs
genes relativement conservés. Cette application, sur les genes codant pour I’ARNr par
exemple, apporte des informations phylogénétiques et taxonomiques sur I’espece étudiée. Elle
peut également étre utilisée pour le typage en ciblant des genes possédant une variabilité au
sein de I’espece, sur les génes codant pour les protéines par exemple.
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Pour Campylobacter, I’analyse du polymorphisme de restriction des genes codant
pour les unités 23S des ARNr chez 47 souches cliniques de C. jejuni a confirmé la
conservation de ces genes au sein de I’espéce puisque la majorité des souches (39/47)
appartenaient a un méme type parmi les 7 types différents déterminés suite a la combinaison
des profils obtenus par trois enzymes de restriction (Hpall, Alul et Ddel). Cette étude
confirme donc la pertinence du choix de ce gene comme cible PCR pour la détection et
I’identification de Campylobacter et a I’inverse son inutilité dans des études de tracabilité de

Campylobacter du fait d’un faible pouvoir discriminant.

La restriction appliquée a des génes codant pour des protéines s’est au contraire
révelée dans de nombreux cas trés utile pour des études de tracabilité et de typage de
Campylobacter. Deux systemes ont principalement été développés pour le typage des

Campylobacter.

Le premier est base sur le polymorphisme des genes flaA et flaB codant pour les deux
unités protéiques composant le flagelle de Campylobacter spp.. L’étude de Alm et al. (1993c)
a mis en évidence un polymorphisme de restriction au sein des geénes flaA et flaB en
développant un systéme d’amorces permettant d’amplifier séparément le géne flaA (amorces
pg50 et RAAL9, amplicon de 1448 pb) et le géne flaB (amorces RAA9 et RAA19, amplicon
de 1459 pb). Les deux produits PCR sont alors digérés par deux endonucléases (Pstl et
EcoRl) et les fragments obtenus séparés par une électrophorese classique sur gel d’agarose.
Cette étude a confirmé I’homologie de séquence entre les deux genes et I’intérét du
polymorphisme du géne flaA pour typer les Campylobacter. Les auteurs ont en effet mis en
évidence pour ce géne flaA 12 profils de restriction différents parmi les 41 souches de
Campylobacter appartenant a 13 sérogroupes de Lior distincts. Mohran et al., en 1996, ont
appliqué cette méthode a une étude épidémiologique dans laquelle ils ont mis en évidence 14
flaA profils et 11 flaB profils parmi 59 isolats cliniques. Lors de ce travail, 12 des 14 profils
flaA étaient identiques a ceux obtenus par Alm et al. (1993c) mais contrairement aux résultats
de cette étude, Mohran et al. ont observé I’existence d’un polymorphisme du gene flaA au
sein d’un méme sérogroupe de Lior. Certains auteurs ont augmenté le pouvoir discriminant de
cette technique en utilisant d’autres enzymes de restriction, principalement Ddel ou Hindl.
Les résultats de différentes etudes montrent que la techniqgue PCR-RFLP sur le gene flaA est
moins discriminante que la macrorestriction suivie d’une electrophorése en champ pulsé
(Santesban et al., 1996 ; Slater et al., 1998).
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En 1993, Nachamkin et al. ont également développé un systéme de typage basé sur le
polymorphisme du géne flaA en utilisant un couple d’amorces différent conduisant a un
produit PCR de 1700 pb digéré ensuite par I’enzyme Ddel. Dans cette étude, 18 flaA profils
différents ont été obtenus parmi 43 souches de Campylobacter isolées de cas sporadiques aux
Etats-Unis appartenant a six sérotypes de Penner distincts. En 1996, elle a été appliquée a un
nombre plus important d’isolats de C. jejuni et de C. coli et a mis en évidence 83 flaA profils
différents parmi les 404 isolats étudiés (Nachamkin et al., 1996). Par la suite, de nombreuses
études épidémiologiques ont utilisé ce systeme d’amorces (Chuma et al., 1997 ; Stern et al.,
1997 ; Owen et Leeton, 1999 ; Nielsen et al., 2000 ; Petersen et al., 2001 ; Harrington et al.,
2003 ; Laturnus et al., 2005 ; Rivoal et al., 2005).

Plusieurs autres systémes ont été développés avec un jeu d’amorces différents et/ou
des enzymes de restriction différentes (Koenraad et al., 1995 ; Ayling et al., 1996 ; Thomas et
al., 1997 ; Studer et al., 1999). Toutefois, la stabilité du polymorphisme du gene flaA, comme
marqueur épidémiologique, a été remise en question par Harrington et al. en 1997. En effet,
les auteurs ont mis en évidence dans cette étude I’existence de recombinaisons entre les genes
flaA et flaB d’une méme souche (intra-génomique) et entre les genes flaA de difféerentes
souches (inter-génomique). Cette étude remet donc partiellement en cause I’utilisation de ce
systeme de typage pour étudier des isolats lors de longues études épidémiologiques et

souligne, dans tous les cas, I’importance de nuancer I’interprétation des résultats.

Le second systéeme de caractérisation, spécifique de I’espéce C. jejuni, a été développé
par Ragimbeau et al., en 1998. Il est basé d’une part sur la restriction du géne codant pour la
sous unité A de la gyrase (gyrA) (Wang et al., 1993) et d’autre part sur la restriction du géne
impliqué dans le mécanisme d’invasion des cellules eucaryotes (pflA) (Yao et al., 1994).
L amplification des deux génes se fait simultanément par une PCR multiplex et les deux
produits PCR (1681 pb pour gyrA et 2026 pb pour pflA) sont ensuite digérés simultanément
par quatre enzymes (Hhal, Hinfl, Hindlll et Ddel). Les auteurs ont observé 12 profils
différents parmi les 18 souches de Campylobacter testées. De plus, cette technique associée a
la PCR-RFLP basée sur le polymorphisme du géne flaA (Alm et al., 1993c) permet d’obtenir
une discrimination équivalente a la macrorestriction avec Smal et Kpnl (Ragimbeau et al.,
1998).

223



De nouveaux systemes de typage basés sur le polymorphisme de génes codant pour
différents constituants des bactéries, faciles a mettre en ceuvre, ont été développés. Fry et al.
(1999), Shi Feng et al. (2002) ainsi que Klena et al. (2004) ont travaillé sur un groupe de
génes codant pour le lipopolysaccharide (LPS), Nakari et al. (2004) ont amplifié un fragment
du géne codant pour le lipooligosaccharide (LOS). Plus recemment, Miller et al., en 2007, ont

utilisé un géne codant pour la nitrate réductase.

Ces techniques de typage permettent (i) d’obtenir une discrimination intéressante entre
les souches, et (ii) de mettre en évidence une parenté clonale entre différents isolats.
Cependant, elles portent sur une partie restreinte du génome et il est ainsi souvent nécessaire
de les combiner avec une technique étudiant la totalit¢ du genome ou encore d’étudier le

polymorphisme de plusieurs genes ou parties de genes.

v Latechnique MLST (Multi Locus Sequence Typing)

Le principe de la technique est d’amplifier puis de séquencer plusieurs genes
conservés au sein de I’espéce (en général sept) et d’en définir les différents alleles présents
pour chaque souche : on obtient ainsi une séquence-type, spécifique d’une souche (Dingle et
al., 2001). Ces genes sont des génes dits « de ménage » (« housekeeping genes » : aspA,
glnA, gltA, glyA, pgm, tkt et uncA) et codent pour des enzymes du métabolisme
intermédiaire. Cette méthode permet une forte discrimination des isolats ainsi qu’une analyse
précise de la structure génétique des populations et des mécanismes d’évolution de la bactérie
(Schouls et al., 2003). Une base de données spécialisée (http://pubmlst.org/Campylobacter/)

est disponible pour la centralisation des résultats et I’analyse globale de la population. Cette
technique est trés intéressante du fait de la reproductibilité des données du séquencage d’un
laboratoire & un autre, de I’accessibilité a des bases de données et de son fort pouvoir
discriminant. Néanmoins, elle est peu utilisée en routine du fait de son codt, de la charge
supplémentaire en travail et de la nécessité d’un investissement matériel conséquent pour le

séquencage.

Il a cependant été démontré par Sails et al. (2003b) que méme si la technique MLST
présente différents avantages (reproductibilité, standardisation, contribution a la centralisation
des données), il est nécessaire de la coupler a une autre méthode pour obtenir un niveau de

discrimination équivalent a celui obtenu par la macrorestriction suivie d’une PFGE.
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2.3.3.2. Polymorphisme révélé par amplification : Cas de la ribotypie par PCR

En 1993, Jensen et al. ont montré pour les bactéries possédant plusieurs copies des
genes codant pour les ARN ribosomiques (trois dans le cas de Campylobacter), qu’il existe,
outre les variations inter-géniques des genes ARNr 16S et 23S entre les especes d’un méme
genre et au sein d’une espéce, des variations en longueur et en sequence de ces régions au sein

du génome.

L amplification de ces espaces inter-géniques 16S-23S génére ainsi des fragments de
différentes tailles observables sur gel d’agarose classique. Cependant, cette technique, utilisée
pour le typage de Salmonella (Nastasi et al., 1997), n’a pas été appliquée pour le typage de

Campylobacter mais pour différencier C. coli et C. jejuni (Christensen et al., 1999).

Néanmoins, Payne et al. (1999) ont utilisé cette technique basée sur le polymorphisme
de longueur d’un gene hautement conservé en amplifiant le géne codant pour I’unité 23S des
ARNr d’isolats de C. jejuni dans une étude épidémiologique sur le role de la litiére dans la
transmission de la bactérie aux poulets. Ils ont ainsi mis en évidence une parenté clonale pour
ces isolats de C. jejuni et les différences observées par la technique RAPD avec I’amorce
OPA 11 semblent ainsi étre dues a des réarrangements génomiques chez ces isolats
clonalement liés. Eyers et al., dans une étude plus ancienne datant de 1993, avait également
utilisé I’amplification de ce gene avec des amorces spécifiques pour différencier les especes

de Campylobacter thermotolérants.

Les techniques de typage permettent une identification précise des souches et peuvent
apporter des informations sur les relations phylogénétiques entre celles-ci, ce qui en fait des
outils intéressants en épidémiologie (Dingle et al., 2005 ; Thakur et Gebreyes, 2005). Ces
méthodes de caractérisation épidémiologique des souches de Campylobacter apparaissent
comme informatives ponctuellement mais sont spécifiques a I’étude, ce qui rend difficile la
comparaison des résultats obtenus dans différents travaux. De plus, elles ont été, jusqu’a
présent, relativement peu utilisées pour la description épidémiologique des souches en
élevage porcin et en abattoir. Etant donné le peu de recul concernant I’exploitation des
données obtenues par ces méthodes, leur intérét pour identifier I’origine des contaminations et

les modalités de transmission n’est pas connu.
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2.4. CONCLUSION ET CHOIX DES METHODES DE TYPAGE MOLECULAIRE

Au départ, la caractérisation de Campylobacter était basée sur des caractéres
phénotypiques, en particulier biochimiques et sérologiques. Avec I’avénement de la biologie
moléculaire, de nouvelles techniques ont alors vu le jour, fondées sur I’étude des caractéres
génotypiques des organismes. Ces méthodes ont permis non seulement de développer nos
connaissances sur les sources et les voies de transmission des bactéries mais également de

définir I’existence d’une parenté clonale entre différentes souches de Campylobacter.

La plupart des techniques dont nous disposons sont comparatives : elles permettent de
tester des groupes d’isolats distincts et de les comparer pour différencier les isolats
étroitement reliés de ceux plus éloignés d’un point de vue génomique. QOutre leur utilité (i)
pour mener des enquétes relatives a une épidémie ou a des cas sporadiques, et (ii) pour
incriminer une source alimentaire ou éventuellement environmentale, ces techniques de
typage permettent également de déterminer la dissémination clonale dans un environnement
(élevage ou usine de production par exemple) et d’identifier I’origine des contaminations.
Cette approche comparative recquiert des méthodes spécifiques différentes de celles des
systemes de surveillance qui exercent le suivi de la dissémination et de la prédominance de
lignées clonales sur de trés longues périodes de temps. En effet, les approches phylogéniques
ou des systemes de surveillance nécessitent le recours a des systemes de typage stables (par
conséquent peu sensibles a I’instabilité génétique propre a Campylobacter), de classement,
standardisés et utilisant une nomenclature harmonisée, ce qui n’est pas le cas des approches

comparatives.

Le génome de Campylobacter, naturellement transformable, présente une grande
hétérogénéité génétique due a des mécanismes de recombinaisons importants. La particularité
de ce génome, dit « génome mosaique », fait qu’il est tres difficile de trouver un systeme de
typage adapté a cette bactérie tres peu clonale. Il est donc important de pouvoir caractériser la
bactérie tout en favorisant la mise en évidence de liens de parenté susceptibles d’étre masqués
par ces phénoménes de réarrangements génomiques. Pour arriver a ce résultat, il est
nécessaire de combiner plusieurs techniques de typage, aux particularités propres. En effet,
une étude de Wittwer et al. (2005) montre que les conclusions sont différentes si on se base
uniquement sur les résultats obtenus par flaA PCR-RFLP ou si on les combine a ceux obtenus
par AFLP™,
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Par conséquent, le choix de la technique de typage est fondamental et dépend de
conditions de I’étude et de ses objectifs. Dans le cas d’une étude sur le long terme, des
méthodes moins sensibles aux variations genomiques de Campylobacter telles que I’AFLP™
ou la MLST seront plus adaptées alors que pour des études restreintes dans le temps et
I’espace (localisées au sein d’un élevage par exemple), I’utilisation de techniques plus rapides
et moins codteuses telle que la macrorestriction suivie d’une PFGE, la RAPD ou la PCR-

RFLP peut étre envisagée malgré leur sensibilité a I’instabilité génomique de Campylobacter.

Dans notre travail, nous avons choisi une stratégie associant une méthode avec un fort
pouvoir discriminant étudiant la globalité du génome, a savoir la macrorestriction avec deux
enzymes suivie d’une électrophorese en champ pulsé (Rivoal et al., 2005), a une étude PCR-
RFLP du polymorphisme de restriction du gene flaA (Nachamkin et al., 1993). La premiere
technique est connue pour mettre en évidence la diversité génétique et la seconde permet de
souligner I’existence de lignées clonales. Dans un premier temps, il s’agit de mettre en
évidence la variabilité intrinseque « spontanee » de différentes souches de Campylobacter in
vitro. Ensuite, il s’agira de valider et de « calibrer » ces méthodes de typages en observant la
variabilité propre in vivo de ces mémes souches inoculées seules ou en association a des porcs
EOPS lors d’une infection expérimentale (Chapitre I11). L’étude de la variabilité génomique
de Campylobacter in vitro par repiquages successifs puis in vivo dans I’animal (porc EOPS)
en conditions contrélées (porcherie expérimentale protégée de I’AFSSA a Ploufragan)
permettra de caractériser une eéventuelle variabilité propre & Campylobacter in vitro et/ou in
vivo. Cette premiére étape est un préliminaire indispensable afin d’évaluer les méthodes de
typage et de les valider avant de les appliquer a une situation en conditions réelles, donc non
contrb6lées, sur des préelevements réalises au cours d’enquétes en élevage porcin

conventionnel.

Les deux méthodes choisies sont a la fois (i) adaptées a des études restreintes dans le
temps et dans I’espace, en I’occurrence ici au sein d’un élevage, et (ii) relativement sensibles
a I’instabilité génétique présente chez Campylobacter et pour laquelle plusieurs mécanismes
sont possibles (recombinaisons entre les génes doubles flaA et flaB, prise d’ADN
extracellulaire et transformation, recombinaison programmée de I’ADN ou recombinaison
aléatoire sur une échelle génomique) (Wassenaar, 2000). Ces deux methodes seront ainsi

validées en tant que méthode de typage pour une utilisation en élevage conventionnel porcin.
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INTRODUCTION

The genetic description of bacterial strains is a powerful tool for epidemiological studies.
Campylobacter strains obtained either from different hosts or from a given animal at different
sampling times have been shown to exhibit genomic variability (Weijtens et al., 1997;
Weijtens et al., 1999 ; Hume et al., 2002; Guévremont et al., 2004). This is in accordance
with the previously reported capability of genomic variability of these bacteria (Wang and
Taylor, 1990 ; Mills et al., 1991). This variability can be related to several mechanisms. First
it can be explained by the simultaneous co-infection of animals by several bacterial strains, all
of them having a specific genetic pattern. Secondly, the observed variability can result from
the bacterial spontaneous genomic changes generated by the intrinsic genomic instability of
Campylobacter. This genomic instability can be exacerbated when animals are infected by

several strains since genetic material exchanges can occur.

Previous studies have investigated the genetic stability of Campylobacter both in vitro and in
vivo leading to discrepant results. Nielsen et al. (2001) as well as Ritmeester et al. (2003)
reported the in vitro genetic stability of C. jejuni. On the contrary, C. coli porcine isolates
were shown to vary after 50 subcultures (On et al., 1998). Additionally, investigations carried
out by in vivo passage in chickens demonstrated either genomic instability (Wassenaar et al.,
1998) or stability (H&nninen et al., 1999) of C. jejuni strains. To our knowledge, no

investigation has been carried out in pigs.
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However the typing methods used in these studies were all different, which could in part
explain these contrasting observations. Indeed, for epidemiological purposes, links have to be
established between strains and typing methods have to exhibit typeability, discriminatory
power and stability. The stability implies that it can recognise clonal relatedness despite
variation that may occur during laboratory storage and culturing or during clonal
dissemination in nature. This capacity to identify clones is important for Campylobacter since

these bacteria are considered to have high frequency of genotypic changes.

Macrorestriction combined with pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) and PCR RFLP
based on the flaA gene are the most frequently used methods. PFGE which is based on the
whole genome is considered to exhibit a high discriminatory power all the more as two
enzymes or more are used in combination (Gibson et al., 1997, Hanninen et al., 1998). By

establishing links between strains PCR RFLP is an interesting complementary method.

Our study aimed at investigating the genotypic variability of Campylobacter generated either
in vitro by subculturing or after in vivo passage on Campylobacter-free SPF pigs. The
genotypic variability was investigated using both (i) macrorestriction combined with PFGE
analysis and (ii) analysis of the restriction fragment length polymorphism (RFLP) after PCR
amplification of the flaA gene. Several strains were investigated: one C. jejuni and two C. coli
strains, the latter originated from poultry (one strain) and pig faeces (the other strains).
Bacterial strains were inoculated either alone or in a mix of the three. A second objective of
our study was to increase the number of isolates tested per sampling in order to improve the

probability of detection of the variability.
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MATERIALS AND METHODS

Strains

Three Campylobacter field strains from the AFSSA collection comprising one C. coli strain
isolated from faeces of pigs collected in a French slaughterhouse, one C. coli and one C.
jejuni strains obtained from caeca of commercial broilers from two different French
slaughterhouses. These three field strains, stored at —80°C in glycerol peptone broth, will be
thereafter referred to as “porcine C. coli”, “poultry C. coli” and C. jejuni, respectively. The
strains investigated in this study were selected on the basis of absence of epidemiology
linkage and subtype difference by using PFGE as the preliminary criteria (distinct Sma I-Kpn
| PFGE patterns) and were inoculated alone or in a mix to Specific pathogen-free (SPF) 7-
week-old Large White piglets in the experimental infection described by Leblanc Maridor et

al. (2008). Moreover, two reference strains, namely C. jejuni NCTC 11168 and C. coli CIP

7081 were used as controls to assess the repeatability of the genotype methods.

In vitro passage

The three field strains were subcultured every forty eight hours during one month (twenty
times) in duplicate on Karmali agar (AES Laboratory, Rennes, France), i.e. one colony from
each original culture was subcultured (designated A, B and C). A single colony was picked
for subculture each time. The Karmali plates were incubated 2-4 days at 41.5°C in a micro-
aerophilic atmosphere (5% O,, 10% CO,, 85% N,). The original strains and the ten passages
were kept at —80°C in glycerol peptone broth before the analysis by molecular typing
methods. All isolates of the last passage (passage no 20) were subtyped by PFGE and flaA

PCR-RFLP.
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Moreover, 10 isolates were taken at the first subculture and at the passage no 20. The two
molecular typing methods were performed on the 20 isolates to appreciate an eventual effect

of the number of samples taken to see the variability.

In vivo passage in pigs : experimental infection of SPF pigs and samples collection

All isolates used in this study originated from an experimental infection of SPF pigs at the
high-security barn of the French Agency of Food Safety at Ploufragan, between 26 april and

26 july 2006 (Leblanc Maridor et al., 2008).

A total of 21 pigs were distributed into seven groups of three animals in three units (two
groups by unit), three animals were inoculated by oral way with each Campylobacter strain
alone and with the three strains simultaneously (5 10° CFU/strain). Non inoculated pigs were
housed in adjacent pens and one group of three piglets was kept as negative controls. Faecal
samples of pigs, were collected individually once a week between 26 april and 3 july 2006
and were cultured within 4h after sampling. After the pig slaughtering, caecal and rectal
content of each animal were collected separately for bacteriological analyses. Details of
sampling procedure and primary isolation of bacteria have been presented elsewhere (Leblanc

Maridor et al., 2008).

Bacteriological Analysis and collection of Campylobacter isolates

Isolation of Campylobacter spp. was carried out on the day of sample collection.
Campylobacter were cultured at 41.5°C in a micro-aerophilic atmosphere (5% O, 10% CO,

85% N). Ten grams of fresh faeces were added to 90 mL of Preston broth (Oxoid, Dardilly,
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France) with a Preston antibiotic supplement (AES Laboratory, Rennes, France) and
incubated for 24 h. Streaking on Karmali plates (AES Laboratory, Rennes, France)) was
carried out before, and 24 h after broth enrichment of the samples. After 48h of incubation
(72h for direct streaking) of the agar plates, from each positive sample corresponding to one
pig, 10 Campylobacter colonies taken at random were sub-cultured on blood agar (Mueller-
Hinton agar base [Merck] supplemented with 5% defibrinated horse blood [AES
Laboratory]), for 48h at 41.5°C. Moreover, for the last sampling, where caecal and rectal
content of each animal were collected separately for biological analyses, 10 colonies for each
kind of positive sample were isolated (so 20 colonies in total for one pig). Colonies were
preferentially selected from Karmali plates prepared before the enrichment step, to avoid an

effect of the enrichment broth on Campylobacter species and genotypes.

Before storage of the bacterial culture in glycerol peptone broth at —80°C, some colonies were
suspended in 100uL TE buffer (10 mmol Tris-HCI, 1 mmol EDTA, pH 7.6) for analysis by

PCR.

DNA extraction from isolates and species identification by PCR

For species identification, DNA extraction was performed by heating at 95°C for 10min the
suspended bacteria in TE buffer. After a low speed centrifugation at 5000 x rpm for 2min,
3uL of the supernatant was used for species identification by PCR. C. jejuni and C. coli were
identified using the multiplex PCR as described by Denis et al. (1999). The three inoculated

strains were used as positive controls in the PCR.
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DNA extraction for quantification of C. coli and C. jejuni in faeces by real-time PCR

Moreover, all the faecal samples were examined by our real-time quantitative PCR methods

to quantify and discriminate C. coli and C. jejuni (Leblanc Maridor et al., 2008).

DNA extraction for PFGE analysis and PFGE conditions

DNA preparation, restriction endonuclease digestion and PFGE conditions Deoxyribonucleic
acid preparation, restriction endonuclease digestions, and PFGE were performed as described
above. Two profiles corresponding to Kpnl and Smal restriction endonucleases were obtained

for each isolate.

Bacteria were suspended by adding 2.5 ml of a Tris-NaCl solution (10mmol Tris-HCI, 1mol
NaCl, pH 7.6) as described by Rivoal et al. (2005). Cells were centrifugated at 8000g for
3min and washed twice with 1ml of the Tris-NaCl solution. Bacteria were then suspended in
1ml of the Tris-NaCl solution and 20uL of the bacteria suspension was diluted in 980uL of
the same solution and adjusted to an optical density at 600 nM of 1.5. Agarose plugs were

prepared as described by Ragimbeau et al. (1998).

Plugs were formed by mixing 180uL of bacteria suspension with 180uL of 1% agarose and
this mixture was then pipetted into plug molds and allowed to solidify at 4°C for 10min. Each
plug was then incubated 40h in 1ml of Lyse buffer (0.5 M EDTA, pH 9.0, 1% N-lauryol-
sarcosine, 1mg/ml of proteinase K) at 50°C. Then, plugs were washed five times for half-hour
at room temperature in 5ml of TE (10mM Tris-Hcl, pH 7.06, 1 mM EDTA). Each plug was

then cut into four thin slices and stored in TE buffer at 4°C prior to use/until use.
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One-quarter of a plug was used for restriction endonuclease digestion in each separate
reaction using 40 U of either Smal or Kpnl (New England Biolabs, Ozyme, France) under the
conditions recommended by the manufacturer in a 100uL (final volume) mixture with
incubation for 5 h at the appropriate temperature (25°C and 37°C, respectively).
Electrophoresis was performed on a Bio-Rad CHEF-DRIII system (Bio-Rad Laboratories,
Mundolsheim, France), at 14°C by using 1% pulse-field-certified agarose with 2 liters of 0.5X
TBE (45 mM Tris-HCI, 45 mM boric acid, and 1 mM EDTA). Electrophoresis conditions
used for Kpnl were as follows: ramped pulse times from 2 to 25 s for 23 h at 220 V.
Fragments generated by Smal digestion were separated by electrophoresis for 24 h at 200 V
and 14°C with ramped pulse times from 15 to 45 s for the first 22 h and from 2 to 8 s for the

last 2 h.

DNA extraction from isolates for flaA PCR-RFLP analysis

For the flaA PCR, bacteria were suspended in 1mL of sterile water, vortexed and heated for
10 min in a boiling water bath. The bacteria were sedimented by centrifugation in a
microcentrifuge at 8000 rpm for 5 min, and the supernatant was removed for testing. Finally,
the DNA preparations were quantified by measuring the optical density at 260nm and the
purity was assessed by the examination of 260/280nm optical density ratios. All DNA
samples classified as pure, as defined by having a 260/280 nm optical density ratio between

1,8 and 2 were adjusted to 20ng pL-1 in sterile water and stored at 4°C prior to use.

A 9uL aliquot of the DNA bacterial extract was used as template for PCR. PCR was
performed using the two primers previously described by Nachamkin et al. (1993). These two
primers were synthesized by Eurobio (Les Ulis, Courtaboeuf, France) and generate a 1700 bp

amplified product. All reaction mixes were set up in a room separate from that used to extract
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DNA and the amplification and post-PCR room in order to minimize contamination.
Dedicated PCR pipettes and precautions were taken to avoid contamination with exogenous

DNA during the PCR amplification stage.

Reaction mixtures (50uL) were set up as follows: 1mM Standard Taq Reaction Buffer
(containing 10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI and 1.5 mM MgCl,;) (New England Biolabs,
Ozyme, France), 1uM of each primers, 200uM of deoxynucleoside triphosphates mix

(Eurobio, France) and Tag DNA polymerase (New England Biolabs, Ozyme, France).

The PCR was conducted with I-cycler thermal cycler (Biorad, Mundolsheim, France) under
the following thermal cycle protocol : 94°C for 4 min and then 35 cycles of 94°C for 1min,
54°C for 1min, and a 72°C for 1min 45s. The reaction was completed by a final extension of
10 min at 72°C. All reactions were carried out alongside a non template control containing all
reagents except DNA and positive controls containing DNA from reference strains C. jejuni
and C. coli. Following PCR amplification, 20pL of the reaction mixture was first checked for

the presence of the amplicon on a 2% agarose gel (agarose standard, Eurobio, France).

To study polymorphism of the flaA gene, 20uL of PCR product was digested in 25uL (total
volume) mixture with 2U of restriction enzyme Ddel (New England Biolabs, Ozyme, France).
Digestion was performed with buffer 3 (New England Biolabs, Ozyme, France) at 37°C for
one night according to the manufacturer’s instructions. 20 pL of digests were separated in a
2.5% agarose gel (agarose resophor, Eurobio, France) in TBE 1X buffer. Electrophoresis was

performed at 110 volts during 180min.
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Analysis of the patterns.

The agarose gels were stained with ethidium bromide, and the images were captured using
UV illumination with a video system (Gel DOC 1000 system; Bio-Rad). Electrophoretic
patterns were compared using Bio-Numerics (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium).
Similarities between profiles, based on band positions, were derived by using the Dice

correlation coefficient with a maximum position tolerance of 1%.

A dendrogram of the combined Kpnl- and Smal-digested DNA and a dendogram of the flaA
PCR-RFLP profiles were constructed separately to reflect the similarities between the strains

according the typing method used.
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RESULTS
In vitro passage : Genotypic stability

At the beginning and after 20 passages in vitro and with a number of isolates quite high (20
isolates per date), no changes in any DNA profiles were identified among these strains with
both employed typing methids. During culturing, PFGE patterns (with both Kpnl and Smal
restriction enzymes) and flaA profiles from the three strains did not change after 20 passages

(six weeks). Results for Smal PFGE pattern for the three strains were shown in Figure 1.

Shedding of Campylobacter by experimentally infected pigs

Environmental and feed samples as well as faecal samples from the negative control non-

inoculated pigs were negative after bacteriological analysis.

Seven groups of SPF piglets were employed for colonization experiments. None of the pigs
excreted Campylobacter two days before inoculation and no Campylobacter was detected in
the environment (wall and floor swabs, feed and air samples). Two days after inoculation, all
the pigs inoculated with porcine C. coli or with a mix of the three strains excreted
Campylobacter from 10° to 10’ CFU/g of faeces and a slight decrease is observed at the end
of the trial. Animals inoculated with poultry C. coli or C. jejuni strain excreted a lower
quantity and some of them stopped excreting before the end of the trial. At the beginning and
at the end of the trial, only C. coli was detected in the faeces of pigs inoculated
simultaneously with the three bacteria. Both results of the conventional PCR on the isolates

and of the real time PCR on DNA extracted from faecal material underline this absence of C.
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jejuni excretion from two days after inoculation until the end of the trial. Moreover, the
transmission of Campylobacter was noticed between pens for the two C. coli strains and all
the neighbouring animals became shedders with a level of excretion similar to the inoculated
pigs. These pigs in the adjacent pens shedded Campylobacter 21 days after inoculation. The
PFGE was in fact used to identify the animal origin of the C. coli isolates of the pigs

inoculated with the three strains and the sham inoculated pigs.

Evidence of genotypic variability by PFGE and flaA PCR-RFLP

Genotypic analysis was carried out on a total of 420 porcine C. coli isolates, 212 poultry C.
coli isolates and 106 poultry C. jejuni obtained at four sampling times : (i) at the beginning of
the shedding process for inoculated animal, (ii) when the sham-inoculated excreted
Campylobacter (at 35 days post inoculation), (iii) at 49 days post inoculation, and (iiii) at the
end of the trial (80 days post inoculation). The subtypes of the poultry C. coli and C. jejuni
strains were stable throughout all the in vivo experiment with the two applied typing methods.
For all the pigs with a mix of the three strains, when poultry C. coli were isolated, they
exhibited no variability by the two molecular methods comparatively to the reference
patterns. On the contrary, genotypic variability was observed for the porcine C. coli strain
both for inoculated and sham inoculated pigs in the two experimental units (corresponding to
pigs inoculated with the porcine C. coli alone or with the mix of the three strains) with the

flaA PCR-RFLP method and with the PFGE method (Table 1).

A different flaA genotype was observed for 25 isolates on the 410 tested, among them only
three flaA genotypes are characterized and designated as D2, D3 and D4 compared to the flaA
genotype D1 of the original porcine C. coli strain (Figure 2). The dendogram underlined the

presence of two groups closely related D1 with D2 and D3 with D4 (Figure 3)
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PFGE analysis

PFGE profile differences were observed for 13 isolates. In total, 4 different but closely related
Smal-digested PFGE genotype patterns, designated as genotypes S2, S3, S4 and S5, were
recognized compared to the genotype S1 of the original porcine C. coli strain inoculated
(Figure 4). The PFGE analysis was repeated with an other enzyme to determine if the
diversity in genotypes of C. coli strain was specific for Smal digestion. Likewise, 4 different
but closely related Kpnl-digested PFGE genotype patterns, designated as genotypes K2, K3,
K4 and K5, were recognized compared to the genotype K1 of the original porcine C. coli
strain inoculated (Figure 5). The combinated Smal-Kpnl genotypes were presented on the
dendrograms (Figure 6) underline 6 different banding associated patterns for 13 isolates on

the 420 tested.

Only one isolate of the pig 7 inoculated with the mix of the three strains (underlined in Table

1) have shown variability with the two typing methods.
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Discussion

Results obtained with both methods were similar although we can consider that PFGE
exhibited a slightly higher discriminatory power than PCR-RFLP since more patterns were
observed (6 versus 3). This is in accordance with previous reports on the high discriminatory
power of PFGE when two or more restrictions enzymes are used (Matsuda et al., 1995;
Héanninen et al., 1998 ; Hume et al., 2002 ; Guévremont et al., 2004). However, for
epidemiological purposes, the capacity to demonstrate clonal relatedness between isolates is a
key issue and PCR RFLP could then prove interesting under field conditions where genomic

variability is frequent.

Contrasting results between in vitro and in vivo experiments suggest an influence of the
digestive tract of pigs on the capability to vary. The study of Nielsen et al. (2001) have not
shown genomic variability of three C. jejuni strains after colonizing mice for up to 26 days.
Nevertheless, Hanninen et al. (1998) underlined the impact of the “in vivo”on the genomic
stability of Campylobacter. Genomic instability was shown by analysis of their PFGE
patterns after passage through newly hatched chick’s intestines. Two strains on 12 isolates
vary and these study suggests that during intestinal colonization, genomic rearrangement, as

demonstrated by changed PFGE and ribopatterns, may occur.

Homogeneous results between pigs: 2 days post infection only the reference pattern is found.
Afterwards, a first variation is evidenced 35 days post inoculation and the frequency of
variation increases. However these SPF pigs are probably more homogenous than pigs in
commercial herds. They are fed ad libitum, stocking densities are low, they do not experiment
health disorders and the hygienic status of the herd is very high. Nevertheless, due to the high

prevalence of Campylobacter carriage in commercial herds (Weijtens et al., 1993 ; Weijtens
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et al., 1999 ; Oporto et al., 2007 ; Wehebrink et al., 2008) it would be impossible to carry out

such a trial in more realistic conditions.

Variability was evidenced only in pigs inoculated with C. coli of porcine origin, either alone
(pigs 1 to 3) or in the mix (pigs 7 to 9) or in sham inoculated pigs neighboring the latter. Is
there a relationship between genetic variability and colonization capacity since the porcine C.
coli strains was both (i) the more effective in colonizing the pig digestive tract and (ii) the
more variable one. Or (second hypothesis) the observed variability resulted from a higher

multiplication rate in the digestive tract resulting in a higher shedding

The detectability of the method is influenced by the number of isolates investigated. Although
the number of isolates tested had been increased only one to three on 20 varied. That means
that when we select only one to three isolates the variability is underestimated. These
observations are in accordance with the study of Hanninen et al. (1998), which underlined the
influence of the number of tested isolates. In fact, detection of genomic instability depends on

the number of samples taken and the methods used.

A discrimination threshold of 65 and 80% was established with the flaA PCR-RFLP and the
PFGE typing methods respectively. Under these values, it is difficult to know if we have two
different strains of different origin or if it just due to the genomic instability of

Campylobacter.

A limitation of our study was the duration of the study (80 days post inoculation) which is
lower than the rearing duration under field conditions (pigs are slaughtered at around 170
days of age). We probably underestimated the variability since this study demonstrated that it

takes time to occur.
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Table 1

Smal and Kpnl-digested PFGE genotypes and flaA PCR-RFLP genotypes for isolates taken
from pigs of the experimental infection. Pigs are inoculated either with porcine C. coli alone
or in a mix with the three strain. Both inoculated and sham inoculated pigs, infected by
transmission of Campylobacter at distance presented variable genotypes compare to the
original strain. The Smal and Kpnl-digested PFGE profile of the original porcine C. coli strain
is S1 K1, the variable profiles are called S2, S3, S4 , S5 for Smal and K1, K2, K3, K4 for
Kpnl. The flaA PCR-RFLP profile of the original porcine C. coli strain is D1, the others
variable profiles are called D2, D3 and D4. The number of isolates is indicated for each
molecular method and for the four sampling times in days post inoculation (days p.i.).

a : For the Unit 3, pigs inoculated with the mix of the three strains,

b : For the Unit 1, pigs inoculated with porcine C. coli strain alone

? Number Smal-  Kpnl- Number
Unit Animals Sampling of PFGE PFGE of flaA
times isolates profiles profiles isolates profiles
Unit 3 Inoculated Pig7  2daysp.i 10 S1 K1 10 D1
pigs 35 days p.i 8 S1 K1 7 D1
1 S2 K2 2 D2
1 S4 K1 1 D4
49 days p.i. 10 St K1 10 D1
80 days p.i. 20 St K1 20 D1
Inoculation Pig8  2daysp.i 10 S1 K1 10 D1
with the mix 35 days p.i 8 St KA 8 D1
of 3 strains
2 S6 K6 2 D5
49 days p.i 7 St K1 7 D1
3 S6 K6 3 D5
80 days p.i. 14 S K1 15 D1
1 S3 K3
5 S6 K6 5 D5
Pig 9 2 days p.i 10 St K1 10 D1
35 days p.i 7 S1 K1 7 D1
3 S6 K6 3 D5
49 days p.i 7 St K1 7 D1
3 S6 K6 3 D5
80 days p.i. 15 St K1 15 D1
5 S6 K6 5 D5
Sham- Pig 10 49 days p.i 2 S1 K1 2 D1
inoculated 8 S6 K6 8 D5
pigs 80 days p.i. 12 S1 K1 12 D1
8 S6 K6 8 D5
Pig 11 49 days p.i 10 S6 K6 10 D5
80 days p.i. 12 St K1 12 D1
4 S6 K6 4 D5
Pigi2 49 days p.i 10 S6 K6 10 D5
80 days p.i. 18 S6 K6 18 D5
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Number Smal-  Kpnl- Number
Unit Animals Sampling of PFGE PFGE of flaA
times isolates profiles profiles isolates profiles
Unit 1 Inoculated Pig 1 2 days p.i 10 S1 K1 10 D1
pigs 35 days p.i 10 St K1 10 D1
49 days p.i 10 St K1 10 D1
80 days p.i. 18 St K1 18 D1
1 S4 K4 2 D2
1 S2 K2
Inoculation
with porcine Pig2  2daysp.i 10 S1 K1 10 D1
C. coli strain 35 days p.i 10 st Ki 10 D1
alone
49 days p.i 10 St K1 10 D1
80 days p.i. 19 S K1 19 D1
1 S3 K3 5 D2
Pig 3 2 days p.i 10 S1 K1 10 D1
35 days p.i 10 St K1 10 D1
49 days p.i 10 St K1 7 D1
3 D3
80 days p.i. 18 S K1 15 D1
1 S4 K4 4 D2
1 S3 K3 1 D3
_Sham- Pig 4 35 days p.i 10 S1 K1 10 D1
::i;g”'ated 49 days p.i. 9 St Ki 10 D1
1 S4 K3
80 days p.i. 18 S K1 20 D1
1 S4 K1
1 S3 K3
Pig 5 35 days p.i 10 S1 K1 10 D1
49 days p.i. 9 St K1 10 D1
1 S4 K4
80 days p.i. 19 S K1 19 D1
1 S5 K1 1 D2
Pig 6 35 days p.i 10 S1 K1 10 D1
49 days p.i 10 St K1 10 D1
80 days p.i. 20 St K1 20 D1
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Fig. 1. Representation of the in vitro stability of the three field strains : C. jejuni, poultry C.
coli and porcine C. coli with the Smal-digested PFGE genotyping method
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Fig. 2. flaA profiles of isolates taken from the unit of inoculated pigs with porcine C. coli or
with the mix and sham inoculated pigs obtained by PCR-RFLP genotyping method based on
the flagellin gene flaA with the use of the restriction enzyme Ddel.

D1 : flaA genotype of the original porcine C. coli strain; D2 : a different flaA genotype of
isolates taken from both inoculated and sham inoculated pigs; D3 : a different flaA genotype
obtained from isolates of one inoculated pig with porcine C. coli alone at two sampling times;
D4 : a different flaA genotype observed for one isolate of one inoculated pig with the mix of
three strains; Lanes L on gels correspond to the 100bp DNA lambda ladder.
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Fig. 3. Dendrogram of the cluster analysis of flaA PCR-RFLP profiles of poultry C. coli D5,

porcine C. coli D1 and the different isolates taken at different sampling time from pigs
inoculated with porcine C. coli strain alone or in a mix. Figures along the horizontal axis
indicate % similarities as determined by the Dice coefficient and Ward’s clustering. The

different variable profiles were indicated from D1 to D5.
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Fig 4. Representative Smal-digested PFGE profiles of 10 isolates taken from pigs inoculated
with porcine C. coli or with a mix of three strains. S1 profile correspond to the original
porcine C. coli strain Smal-digested PFGE genotype; S2, S3, S4 and S5 were the four variable
Smal profiles observed for 10 isolates taken from inoculated with porcine C. coli strain alone
or with the mix or sham inoculated pigs; Lanes L on gels correspond to the 1kb lambda ladder

248



Fig 5. Representative Kpnl-digested PFGE profiles of 10 isolates taken from pigs inoculated
with porcine C. coli or with a mix of three strains. K1 profile correspond to the original
porcine C. coli strain Kpnl-digested PFGE genotype ; K2, K3 and K4 were the three variable
Kpnl profiles observed for 10 isolates taken from inoculated with porcine C. coli strain alone
or with the mix or sham inoculated pigs ; Lanes L on gels correspond to the 1kb lambda
ladder
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Fig. 6. Dendrogram of the cluster analysis of Smal-Kpnl-digested PFGE profiles of poultry C.
coli S6 K6, porcine C. coli S1 K1 and the different variable isolates taken at different
sampling time from pigs inoculated with porcine C. coli strain alone or in a mix. Figures
along the horizontal axis indicate % similarities as determined by the Dice coefficient and
Ward’s clustering. The different variable profiles were indicated from S1 to S6 for Smal-

digested PFGE and from K1 to K6 for Kpnl-digested PFGE profiles.
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4. DISCUSSION ET PERSPECTIVES

De nombreuses études soulignent une trés grande variabilité génomique observée sur
le terrain en conditions d’élevage. Une premiére étude in vitro permettait d’apprécier la
variabilité spontanée intrinseque de la souche étudiée. Lors de I’expérimentation in vitro par
repiquages successifs des trois souches de terrain utilisées dans I’expérimentation animale,
aucune variabilitt n’a été mise en évidence. Plusieurs études présentent des résultats
similaires en soulignant une stabilité génotypique de certaines souches de C. jejuni
notamment (Manning et al., 2001 ; Ritmeester et al., 2003). Nielsen et al., en 2001, ont
travaillé sur trois souches de C. jejuni en utilisant différentes méthodes de génotypage : le
ribotypage automatise, I’analyse RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) et la
technique de macrorestriction génomique suivie d’une PFGE (Pulsed Field Gel
Electrophoresis) avec trois enzymes de restriction (Smal, Sall et Kpnl). Apres 50 repiquages
in vitro dans des conditions de culture classiques, aucun changement dans les profils ADN n’a
été observé. De plus, les travaux de Nielsen et al., en 2001, ont également mis en évidence
une absence de variabilité génomique in vivo apres colonisation de souris pendant plus de 26
jours. De méme, Ritmeester et al. (2003) rapportent la stabilité in vitro du génotype de deux
souches de C. jejuni (isolats issus de volailles) aprés 150 générations. Les repiquages ont été
réalisés dans des conditions de culture classiques et trois techniques différentes ont été
utilisées pour le typage moléculaire : la macrorestriction génomique suivie d’une PFGE avec
Smal, la techniqgue AFLP™ (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) et la technique
MLST (Multi Locus Sequence Typing).

Ces deux études permettent d’indiquer que (i) ces méthodes génotypiques sont fiables,
applicables pour le typage d’isolats de Campylobacter provenant de différentes sources ou
pour le typage d’isolats apparentés a une méme source (profils identiques) (Nielsen et al.,
2000), et que (ii) certaines souches de C. jejuni sont génétiquement stables lorsqu’elles sont

testées par ces méthodes.

251




Cependant, de nombreux travaux ont souligné [Iinstabilitt génomique de
Campylobacter (Mills et al., 1991 ; Wassenaar et al., 1998). Ainsi, I’étude de On et al. (1998)
apporte des éléments de réponse concernant la stabilité génomique in vitro de C. coli apres
repiquages successifs dans des conditions de culture classiques. Ces travaux montrent
I’existence d’une variabilité génotypique pour six souches de C. coli (isolats prélevés chez des
porcs) apres 50 repiquages in vitro réalisés sur une période de plus de six mois (utilisation de
la technique de macrorestriction génomique suivie d’une PFGE avec trois enzymes de
restriction différentes : Smal, Sall et BamHI). Wassenaar et al., en 1995 et en 1998,
soulignent I’instabilité génomique de Campylobacter vis a vis du géne codant pour la
flagelline et ce avec différentes méthodes de typage (macrorestriction génomique suivie d’une
électrophorese en champ pulsé, PCR-RFLP, biotypage et sérotypage). De méme Hanninen et
al., en 1999, mettent en évidence une variation de profils PFGE de deux souches de C. jejuni
sur 12 testées apres passage dans I’intestin de jeunes poussins fraichement éclos. Pendant la
colonisation intestinale, des réarrangements génomiques peuvent se produire et la détection
d’une instabilit¢ génomique dépendrait donc de la méthode utilisée et du nombre

d’échantillons prélevés.

Ces résultats sont concordants avec ceux de I’étude in vivo de la variabilité génomique
des souches « intra animal ». L’effet du nombre de souches testées semble indéniable au vu
de nos résultats puisque souvent une variabilité était observée pour 1 a 3 isolats sur 20 testés.
De ce fait, comme le souligne Weijtens et al. (1999), une analyse génotypique réalisée sur un

nombre restreint de colonies diminue les chances de mettre en évidence des profils variés.

Les deux techniques choisies sont complémentaires et adaptées a I’étude de la
variabilité des souches excrétées dans une unité de lieu, a savoir un élevage porcin, et sur une

durée limitée, au cours d’un cycle de production (environ 6 mois).

Beaucoup d’études mettent en avant un pouvoir discriminant supérieur de la
macrorestriction genomique suivie d’une PFGE par rapport a la PCR-RFLP. Néanmoins,
certaines études soulignent la stabilité des profils PFGE (Steinbrueckner et al., 1998) alors
que d’autres travaux ont mis en évidence une recombinaison intra- et inter-loci pour le géne
de la flagelline (Harrington et al., 1997 ; Petersen et On, 2000). Une étude antérieure de
Wassenaar et al. (1995) soulignait I’existence de recombinaisons au sein du locus mais
également avec de I’ADN exogene. Des recombinaisons inter- et intra-génomiques entre les

genes flaA et flaB suggerent également I’instabilité de cette région chez C. jejuni.
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Les résultats concernant les deux méthodes de typage employées sont similaires et
permettent d’établir un seuil au-dela duquel il est difficile de faire la part entre la variabilité
génomique intrinseque de la souche et la variabilité observée due a la présence de souches
d’origines différentes. La validation et la calibration des méthodes dans une perspective
d’utilisation en contexte épidémiologique sont des données essentielles pour pouvoir
« tracer » les souches et établir un lien en élevage. Néanmoins, ces deux méthodes ont été
calibrées et validées dans le cadre de notre étude en élevage porcin et il s’avere qu’il est
également important de prendre en compte I’effet souche. Lors de cette experimentation
animale, seule C. coli d’origine porcine a varié et un effet souche a donc été remarqué.
Certaines études suggerent que la plasticité génomique de Campylobacter serait souche ou/et

serotype dependant (Nachamkin et al., 2000 ; Misawa et al., 1998).
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CHAPITRE V :

INFECTION DES PORCS

ET CONTAMINATION

DE LEUR ENVIRONNEMENT

PAR CAMPYLOBACTER EN ELEVAGE

NAISSEUR-ENGRAISSEUR







1. CONTEXTE ET PROBLEMATIQUE

De précédentes études ont établi la fréquence élevée du portage asymptomatique de
Campylobacter dans les élevages porcins qui concerne selon les pays entre 25 et 85% des
élevages (EFSA, 2007), la contamination trés précoce des animaux et 1’importance des
quantités excrétées (Weijtens et al., 1993 ; Moore et Madden, 1998 ; Weijtens et al., 1993 ;
Harvey et al., 2000). D’une maniere générale, C. coli semble prédominer chez le porc
(Weijtens et al., 1993 ; Payot et al., 2004 ; Varela et al., 2007) et C. jejuni peut étre isolé plus
ou moins fréquemment chez les porcs selon leur environnement, mais généralement en
proportion moindre que C. coli (Jensen et al., 2006 : 29% des porcs de plein-air de 1’étude
sont porteurs de C. jejuni). Néanmoins, deux études américaines décrivent un élevage ou C.

Jjejuni est prédominant (Young et al., 2000 ; Harvey et al., 1999).

De plus, peu d’études ont décrit la variation quantitative de 1’excrétion des animaux de
la naissance a I’abattage. Si la mere semble jouer un role primordial dans la contamination des
porcelets, d’autres sources de contamination peuvent &tre suspectées. L’investigation de
I’environnement (peu étudié jusqu’a présent) est notamment un point essentiel a prendre en
compte afin d’évaluer les modalités de contamination des animaux et son réle éventuel dans
la transmission de Campylobacter en élevage porcin conventionnel. Enfin, des incertitudes
subsistent quant aux raisons de la grande diversité des souches de C. coli isolées chez les
porcs (contamination a partir de sources multiples et/ou variabilit¢ génomique élevée
intrinseque ?). L’épidémiologie de ces bactéries chez le porc est donc insuffisamment

documentée, alors que la compréhension de celle-ci est un préalable indispensable a la mise

en place de mesures de lutte.

L’objectif de notre étude est donc de préciser, en complément de 1’approche
expérimentale antérieure, les sources et les modalités de contamination des porcs et de décrire
I’excrétion des animaux en élevage conventionnel. Dans ce but, nous avons réalisé un suivi
individuel de la contamination de 30 porcelets et de leur mere tout au long d’un cycle de
production en quantifiant dans le méme temps la présence de Campylobacter dans leur

environnement et leur alimentation pour deux élevages.

Si la réalisation des prélevements, le dénombrement effectué et 1’échantillonnage

réalisé (suivi de cinq truies et de six porcelets par truie soit 35 animaux) sont comparables a
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ceux de la plupart des études se proposant de quantifier et de suivre précisément 1’excrétion
fécale de Campylobacter chez le porc (Weijtens et al. 1999 ; Harvey et al., 2000), I’ originalité
de cette étude est le suivi individuel des mémes animaux sur une durée de six mois. En effet,
dans les autres études, les comparaisons de prévalence et de niveau d’excrétion entre porcs a
différents stades s’effectuent sur des animaux différents (Young et al., 2000) ou de maniere

groupée (Alter et al., 2005).

Les objectifs détaillés de cette étude en élevage conventionnel porcin sont donc :

- d’identifier la cinétique d’excrétion de Campylobacter dans les matieres

fécales des animaux

- de décrire la durée de 1’excrétion

- d’évaluer I’existence éventuelle d’une intermittence de 1’excrétion

- de caractériser quantitativement et qualitativement cette excrétion (quantités

excrétées et especes excrétées)

- de décrire la contamination de 1’environnement (eau, aliments, sols, parois
des cases) et d’évaluer son influence sur la transmission, la contamination

et/ou I’excrétion de Campylobacter pour les animaux

- de décrire au niveau moléculaire la variabilité des souches excrétées et des
souches isolées dans 1’environnement pour les « tracer » et établir un lien
épidémiologique afin de formuler des hypotheéses sur les modalités de

contamination et de transmission de Campylobacter en élevage porcin.
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2. MATERIELS ET METHODES

Cette étude s’est appuyée sur le suivi longitudinal individuel de 1’excrétion fécale de
30 porcelets et de leurs meres par élevage tout au long d’un cycle de production en quantifiant
dans le méme temps la présence de Campylobacter dans leur environnement et leur

alimentation pour deux élevages conventionnels naisseurs-engraisseurs.

Deux types d’analyses ont été mises en ceuvre pour le premier élevage, d’une part une
analyse bactériologique permettant la détection, la quantification et I’isolement des
Campylobacter afin de conserver des isolats pour le typage génétique des souches, d’autre
part, une analyse moléculaire en utilisant les techniques de PCR quantitatives en temps réel

mises au point préalablement (Chapitre II).

Ces méthodes ont été validées en conditions « réelles » avec, entre autre, 1’étude de ce
premier élevage ; la méthode bactériologique étant considérée comme le « gold standard ». En
parallele, la PCR quantitative en temps réel permettant de différencier C. coli et C. jejuni a
également été validée avec les prélevements de ce premier élevage en comparant les résultats
obtenus sur matieres fécales avec [I'identification des especes réalisée par PCR
conventionnelle a partir des isolats de Campylobacter. Ces méthodes étant validées, pour
I’étude du second élevage, seule une analyse génétique a été réalisée avec les PCR

quantitatives en temps réel mises au point et validées

2.1. CHOIX DES ELEVAGES ET SUIVI DES ANIMAUX

Les animaux inclus dans 1’étude provenaient de deux élevages en claustration

sélectionnés parmi ceux proposés par le groupement de production sur différents criteres :
- le volontariat de 1’éleveur
- un systéme naisseur-engraisseur

- une rotation sur trois semaines avec un sevrage a 28 jours (conduite la plus

fréquente en France en production porcine)
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- la disponibilité des données GTTT' et des données GTE?
- des performances dans la moyenne des élevages porcins francais

- une certaine proximité géographique avec 1’Ecole Nationale Vétérinaire de

Nantes

Pour chacun des élevages, cinq truies, de rangs de portée différents, issues d’une
méme bande, ont été suivies pendant deux semaines avant la mise-bas puis tout au long d’un
cycle de production. Les truies étaient identifiées avec une lettre de A a E et dés la mise-bas,
six porcelets par truie ont été identifiés individuellement a I’aide d’une boucle auriculaire
numérotée de 1 a 6 et portant la lettre indicative de leur mere (A1, A2, A3 jusqu’a A6 pour les
porcelets de la truie A par exemple). Les animaux ont alors été suivis de la premiere semaine

de vie au départ a I’abattoir.

Un questionnaire d’enquéte a été renseigné sur chacune des exploitations au cours
d’un entretien avec le responsable d’élevage afin de recueillir les données concernant

I’organisation de I’exploitation et la conduite de 1’élevage de porcs.

Outre cette collecte d’information concernant les modalités d’élevage, il était

nécessaire d’identifier le parcours individuel de chacun des animaux suivis dans 1’étude.

La localisation des animaux dans les différentes salles a été relevée au fur et a mesure
des visites (emplacement des animaux, contacts éventuels avec d’autres porcs, mélanges) et
des fiches de suivi individuel des animaux ont été confiées a I’éleveur pour renseigner les

troubles de santé et les traitements administrés (en particulier, les traitements antibiotiques).

La connaissance de ces traitements était particulierement importante pour
Iinterprétation des résultats du dénombrement. Par ailleurs, 1’aspect des matieres fécales
(«normales » ou « liquides »), la présence éventuelle de diarrhées et 1’état clinique des

animaux ont été évalués lors de chaque visite.

"GTTT : La Gestion Technique des Troupeaux de Truie sert 2 mesurer et & analyser les composantes de la
productivité numérique des reproducteurs

> GTE : La Gestion Technico-Economique des ateliers porcins a pour objectif de calculer le produit de 1’atelier,
le colit alimentaire et la marge sur cofit et renouvellement
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2.2. REALISATION ET ORGANISATION DES PRELEVEMENTS

2.2.1. PLANIFICATION DES PRELEVEMENTS (FIGURE 1)

Dans un premier temps, les prélevements ont eu lieu toutes les semaines : les 2
premieres semaines avant la mise-bas pour les truies puis les 5 semaines suivant la mise-bas
pour les truies et les porcelets. Ils se sont ensuite espacés pour le premier élevage (élevage I) a
un prélevement toutes les 3 semaines pour les porcelets jusqu’a I’abattage, et a un

prélevement en 8%, 11° et 17° semaine apres la mise bas pour les truies (Figure 1a).

Mise-bas o

Truies Maternité Verraterie Salle de gestation

%
Porcelets / Post sevrage P-E
_

Prélévements:ﬂ ﬂﬁ T 11 :ﬂ { :ﬁ ﬁﬂ f f

Figure 1a : Planification des prélevements (élevage I)

semaines

Pour le second élevage (élevage II), ce protocole a été modifié et les animaux ont été
prélevés de maniere plus fréquente en fin de production, a savoir pour les truies et les porcs en
engraissement, une fois en 8%, 11°, 13%, 14°, 17° semaine puis une fois par semaine pendant la
fin de la période d’engraissement (de la 17° a la 23° semaine, dernier prélevement avant le

départ a I’abattoir des animaux) (Figure 1b) (Annexes 1 et 2).

Mise-bas \

Truies Maternité Verraterie Salle de gestation

-
Porcelets // Post sevrage P-E
]

-2 0

Prélévementsﬁ ﬂlﬂ ﬁ ﬁ ﬁ :ﬁ ﬁ

1 22 semaines

TrrTmn

Figure 1b : Planification des prélevements (élevage 1)
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2.2.2. PRELEVEMENTS INDIVIDUELS DE MATIERES FECALES

Les prélevements individuels de matieres fécales ont été réalisés directement apres
stimulation manuelle du rectum ou éventuellement a I’aide d’un écouvillon (technique mise
en ceuvre essentiellement pour les prélevements des porcelets en début de maternité). Les
matieres fécales €taient alors immédiatement placées dans des pots stériles identifiés par le
code de I’animal prélevé et la date, les gants et les écouvillons éventuels étant changés pour
chaque prélevement. La quantité prélevée a été systématiquement pesée au laboratoire afin de

pouvoir réaliser une quantification des Campylobacter par gramme de matieres fécales.

2.2.3. PRELEVEMENTS ENVIRONNEMENTAUX

L’environnement a fait I’objet de prélevements en présence des animaux : I’ensemble
de la surface au sol et la paroi de la case dans laquelle ceux-ci se situaient a systématiquement
été chiffonnée sur tout le périmetre de la case. Chaque prélevement environnemental était

alors replacé dans un sachet stérile, identifié et daté. Lors de la réalisation de ces

/////

De plus, pour chacune des salles et dans toutes les cases que les animaux étaient
amenés a occuper au cours du cycle de production, I’environnement a été prélevé de la méme
maniere a la fin du vide sanitaire, apres le cycle nettoyage / désinfection et avant 1’arrivée
dans la salle des animaux de la bande étudiée. Les surfaces prélevées ont été mesurées afin de

quantifier le nombre de Campylobacter par unité de surface.

2.2.4. PRELEVEMENTS DES ALIMENTS, DE L'EAU ET AUTRES PRELEVEMENTS EVENTUELS

Deux types de prélevements d’aliments ont été effectués : (i) dans les sacs ou en silo
avant leur distribution aux animaux et (ii) dans 1’auge des animaux, en présence de ces
derniers. Les aliments prélevés en silo étaient identifi€s par rapport a la catégorie d’animaux a
laquelle ils étaient destinés. Les prélevements d’aliments dans 1’auge ont été identifiés par

rapport aux animaux se trouvant dans la case I’aliment était distribué.

L’eau a été prélevée une fois pour le bloc verraterie / salle gestante, une fois pour le

bloc maternité et une fois pour le bloc post-sevrage / engraissement au niveau d’un robinet en
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amont du réseau de distribution aux salles.

Durant toute la durée du suivi, nous sommes restés attentifs a la présence d’autres
animaux vivants ou morts dans les batiments d’élevage (chats, chiens, rongeurs, oiseaux), qui

auraient pu faire 1’objet d’une recherche de Campylobacter.

2.3. ANALYSES

2.3.1. ANALYSE BACTERIOLOGIQUE (ELEVAGE I)

Tous les prélevements ont été conservés sous couvert du froid positif et mis en culture
dans un délai de cinq heures. Les échantillons ont alors fait I’objet d’un isolement direct pour
dénombrer les bactéries présentes et d’un isolement apres enrichissement si le dénombrement

se révélait négatif (Figure 2).

Cing grammes de matieres fécales ont été diluées au dixieme dans 45 mL de bouillon
Preston dans un sac stomacher (Composition des milieux en Annexe 3). Le nombre d’Unité
Formant Colonie de Campylobacter par gramme de maticres fécales (UFC/g MF) a été
déterminé sur gélose Karmali par étalement au rateau de 100 uL de la suspension mere et par
étalement au spiral (ensemenceur spiral EddyJet®) de deux dilutions décimales dans de 1’eau
peptonnée (dilutions 107 et 10™ de la solution mere). Le comptage des colonies a été réalisé
apres incubation des géloses 48h a 42°C en atmosphere microaérophile. En parallele, un
isolement apreés une phase d’enrichissement du bouillon Preston pendant 24h a 42°C est

réalisé sur gélose Karmali si le dénombrement se révele négatif.

Pour les chiffonnettes utilisées lors des prélevements environnementaux et pour les
aliments, la réalisation de la solution mere a consisté a ajouter dans leur sachet stérile 45mL
de bouillon Preston. Aprés un stomachage de 30 secondes, des dilutions décimales dans de
I’eau peptonnée ont été réalisées en vue de 1’isolement direct (identique a celui réalisé pour
les matieres fécales et les aliments) et le reste du prélevement est enrichi dans le bouillon
Preston pendant 24h a 42°C. Si le dénombrement se révele négatif, un isolement apres cette

phase d’enrichissement est réalisé sur gélose Karmali.
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Figure 2 : Représentation schématique du protocole mis en ceuvre dans I’analyse des prélevements.




Enfin, pour chacun des prélevements d’eau, un litre a été filtré a ’aide d’'une pompe a
vide au travers d’une membrane possédant des pores de 0.2 um de diametre (cellulose nitrate
filter, Sartorius®). La membrane a ensuite été découpée en trois morceaux, deux étant placés
sur des géloses Karmali (ensemencement), le troisieme étant placé dans un sac stomacher

avec 10 mL de bouillon Preston (enrichissement).

2.3.1.1. Lecture et détection

La lecture des boites a été effectuée au bout de 48h d’incubation. Cette lecture
consistait en un premier examen visuel permettant avec 1’habitude de détecter les colonies de
Campylobacter les plus caractéristiques (bombées, grises, petites), alors que les colonies

suspectes faisaient I’objet d’une coloration de Gram et d’un examen microscopique.

En I’absence de colonies de Campylobacter, 10 uL de 1’échantillon enrichi était
ensemencé sur une gélose Karmali et incubé 24h a 42°C dans une atmosphere microaérophile.
Par conséquent, le prélevement n’était pas déclaré négatif apres 1’isolement direct puisque
qu’un enrichissement était systématiquement pratiqué pour confirmer ou infirmer ce résultat.
La limite de détection par cette méthode d’ensemencement direct se situe a2 10> UFC par
gramme de prélevement, compte tenu de la dilution du prélevement réalisé et de la quantité

ensemenceée.

2.3.1.2. Dénombrement

Toutes les boites présentant des colonies suspectées d’étre des Campylobacter par
leurs caracteres morphologiques macroscopiques et/ou microscopiques ont fait 1’objet d’un
dénombrement. Lorsque le nombre de colonies était trop élevé pour €tre compté directement
une a une, une méthode de comptage par extrapolation permise par I’ensemencement spiral a
été appliquée aux dilutions 107 et 10™, alors que la solution mere était simplement notée |
pour indénombrable. Cette méthode particuliere de comptage repose sur I’utilisation d’un
abaque fourni par le constructeur de I’ensemenceur spiral, c’est-a-dire ici d’un disque de
comptage (Figure 3). Ce disque transparent, apposé sur le couvercle de la boite de Pétri,
permet de délimiter des secteurs restreints sur la surface de gélose. Le principe est alors de

compter un premier secteur, puis éventuellement un deuxieme, un troisieéme, etc., dans un
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ordre défini de la périphérie vers le centre, jusqu’a atteindre le nombre de 30 colonies. Un
calcul d’extrapolation effectué selon les instructions du fournisseur permet ensuite, a partir du
dernier secteur compté et du nombre de colonies trouvé, d’obtenir le nombre total de colonies

présentes sur toute la boite.

K% 4 3
‘cbsg %

a/b/cfa b ¢

Figure 3 : Disque de comptage utilisé pour les boites de Karmali ensemencées en spirale

2.3.1.3. Enrichissement

Tous les prélevements ont systématiquement fait 1’objet d’un enrichissement en plus
de leur ensemencement direct. Ces enrichissements sont placés a 4°C, dans I’attente de leur
éventuelle utilisation si les ensemencements directs du prélevement se révelent négatifs. Dans
ce cas, 0,1 ml de la solution d’enrichissement est ensemencé sur gélose Karmali puis incubé
pendant 24h en condition microaérophile. Au bout de 24h de cette seconde incubation la boite
de Pétri peut étre lue de la méme maniere que pour les boites sans enrichissement préalable, le
dénombrement étant bien entendu sans objet. Cette méthode permet de détecter les
prélevements qui contiennent moins de 10> UFC de Campylobacter par gramme de

prélevement.

L’analyse bactériologique est déclarée négative pour le prélevement si aucune colonie

n’est observée apres 1’enrichissement.
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2.3.1.4. Isolement et conservation

Pour chaque prélevement positif, 10 colonies ont été isolées par deux repiquages
successifs sur Karmali, les repiquages étant séparés par une période d’incubation de 24h a
42°C en atmosphere a 10% de CO,, 5% de O, et 85% de N,. Les 10 isolats ainsi obtenus ont
été mis en suspension dans un milieu de conservation constitué de BHI avec 10% de glycérol

et placés en cryotubes a -80°C.

Pour chacun des isolats, un extrait d’ADN a été réalisé afin de réaliser une PCR
permettant d’identifier le genre Campylobacter et éventuellement de déterminer 1’espece (C.
coli ou C. jejuni). Au départ, la PCR conventionnelle multiplex décrite par Denis et al. (1999)
a été utilisée puis par la suite, les PCR quantitatives mises au point et validées décrites dans le
Chapitre II ont été utilisées. Les isolats sont conservés a —80°C et les ADN extraits sont

stockés a —20°C.

2.3.2. ANALYSE MOLECULAIRE PAR PCR QUANTITATIVE EN TEMPS REEL

Pour I’analyse génétique, nous avons utilisé les deux méthodes de PCR quantitatives

en temps réel mises au point et décrites dans le chapitre II.

Pour I’élevage 1, cette analyse a ét€ menée en parallele de 1’analyse bactériologique

pour valider la méthode en conditions réelles.

Pour 1’élevage II, seule 1’analyse par PCR a été réalisée permettant de quantifier et
d’identifier les Campylobacter éventuellement présents : C. jejuni, C. coli ou d’autres especes

de Campylobacter.

Pour les matieres fécales et les aliments, I’analyse par PCR a été réalisée a partir de 5g
d’échantillon. Lorsque le prélevement était une chiffonnette, I’analyse a été effectuée sur SmL
du liquide obtenu apres addition de 45 mL de bouillon Preston et stomachage pendant 30

secondes.

L’ADN a alors été extrait avec le Nucleospin® Tissue mini-kit (Macherey Nagel)
apres une pré-étape d’ébullition (Annexe 4). Ensuite, les protocole suivis correspondent aux

protocoles décrits dans les articles 1 et 2 du Chapitre II.
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2.3.3. EXPLOITATION DES DONNEES

Pour I’élevage I, nous avons tenu compte uniquement de 1’analyse bactériologique lors
de la définition d’un prélevement positif ou négatif en Campylobacter spp. (Tableau 1). En
effet, pour cet élevage, les données obtenues par 1’analyse bactériologique, prise comme
référence (« gold standard »), ont permis de valider les données des méthodes quantitatives de
PCR en temps réel. Néanmoins, il est important de noter que nous ne pouvons pas exclure
I’existence de faux positifs dus a des bactéries morphologiquement semblables aux

Campylobacter lorsque I’on s’appuie uniquement sur I’analyse bactériologique.

Tableau 1 :  Présentation des différents résultats possibles apres 1’analyse bactériologique
des prélevements et de leurs dénominations
Résultat de . .
1 , o Dénomination du
Prélevement P’analyse Interprétation .
. . résultat
bactériologique
Présence de
. . . C lobacter, <
ECOU.V{HOH rect.afl : Positif ampytobacter P (présence)
(quantité de matieres sans 1nf9rmat10n
fécales insuffisante quantitative
lors du préléevement) o Absence de
Négatif 0
Campylobacter
Présence de Valeur chiffrée
Ensemencement Campylobacter,
. .. . . obtenue avec le
direct positif information <
o dénombrement
quantitative
Ensemencement Présence de
direct négatif, Campylobacter,
Matieres fécales en ensemencement concentration P (présence)
nature, aliment, eaU, pOSltlf apl‘éS lnférleure
chiffonnettes enrichissement a 10> UFC/g
environnementales
Ensemencement
directs et
Absence de
ensemencement 0
. L Campylobacter
apres enrichissement
négatifs
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Pour I’élevage 11, seule 1’analyse par PCR a été réalisée. Avant de lire les résultats de
chaque échantillon, les t¢émoin négatifs, les témoins positifs ainsi que les NTC' (Non template
Control) ont été controlés pour valider I’analyse par PCR et vérifier la fiabilité des résultats.
Cette analyse est essentielle car elle permet par exemple de déceler d’éventuels problemes de
contamination, une amplification de produits non spécifiques ou au contraire une absence
d’amplification. Si tout est conforme, la courbe standard obtenue a partir de la gamme étalon
autorise la quantification précise des échantillons (nombre de Campylobacter présents dans

I’échantillon en UFC/g de matieres fécales par exemple).

La validité des résultats est alors ensuite vérifiée par 1’analyse des résultats de
I’amplification du contrdle interne et I’allure des courbes de fluorescence. Une absence
d’amplification du contréle interne souligne la présence d’inhibiteurs de la PCR dans
I’échantillon. Les résultats ne sont alors pas interprétables et les échantillons sont écartés de

I’étude.

Pour certains échantillons, on observe pour le contrdle interne un Ct inférieur au Ct
attendu. La encore, ce résultat met en évidence une inhibition de la PCR. Néanmoins, si les
résultats quantitatifs ne sont pas interprétables (sous-évaluation possible) mais qu’une
amplification est observée pour la cible de la PCR (Campylobacter spp., C. coli ou C. jejuni),

on peut réaliser une analyse qualitative et conclure a la présence de Campylobacter,.

2.3.4. ANALYSE STATISTIQUE

Nous avons testé par analyse de variance ’existence d’un effet «case» et «date de
prélevement» sur les quantités de Campylobacter excrétés dans les matieres fécales des
porcelets a partir du post-sevrage (au seuil de signification de 5%). Si I’analyse de variance
globale indiquait un effet, les résultats obtenus aux différentes dates de prélevements ont été
comparés deux a deux. La corrélation entre le niveau de contamination de I’environnement et
le niveau d’excrétion des porcs a également été évaluée. Les résultats ont été analysés a I’aide

du logiciel Excel.

"' NTC : Non template Control. Il s’agit des controles contenant uniquement le mix réactionnel de PCR et de
I’eau (celle utilisée pour réaliser le mix). Ces témoins négatifs sans ADN permettent de valider I’analyse PCR en
vérifiant I’absence d’amplification « parasite » ou de contamination lors de la réaction d’amplification.
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3. RESULTATS

3.1. CONDUITE D’ELEVAGE ET SUIVI DES ANIMAUX INCLUS DANS L'ETUDE

3.1.1. DESCRIPTION DES ELEVAGES

L’étude a été menée successivement dans deux élevages naisseurs-engraisseurs, situés
en Loire Atlantique, entre avril et octobre 2007 pour 1’élevage 1 puis entre janvier et juillet

2008 pour I’élevage II.

Les deux élevages comptent environ 200 truies dont la conduite s’effectue en 7 bandes
avec un age au sevrage de 28 jours. Les femelles sont croisées Largewhite x Landrace et les
males sont des Piétrains purs ou des croisés Piétrain x Largewhite. Les données GTT et GTE

sont disponibles et ces élevages ont des performances dans la moyenne de la région.

Chacun des deux élevages renouvelle quarante a cinquante pour cent du troupeau tous
les ans par auto-renouvellement, seules quelques truies Landrace sont achetées a 1’extérieur
chaque année. Un premier batiment est réservé pour la maternité et les truies en gestation. Le
post-sevrage et I’engraissement ont lieu dans un deuxieme batiment et un troisieme sert a la

fabrication d’aliments.

L’élevage 1 comprend également un atelier de bovins allaitants. Trois personnes
interviennent dans 1’élevage porcin, avec des roles plus ou moins spécialis€s mais
interchangeables, une seule personne effectuant le travail durant les week-ends et les
vacances. L’élevage II est dirigé par une seule personne, aidée par ses parents dans des taches

prédéfinies et par un salarié présent a temps plein.

Pour ces deux élevages, hormis les aliments démarrage, tous les aliments sont
fabriqués a la ferme. Les animaux regoivent des aliments différents selon leur stade décrits
dans le Tableau 2. La nourriture des porcelets jusqu’a la période d’engraissement est seche et
I’aliment et I’eau sont distribués a volonté. En phase d’engraissement ainsi que pour les
reproducteurs, la nourriture est sous forme de soupe (farine diluée dans de 1’eau) et distribuée

a heures fixes.
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Tableau 2 :  Différents types d’aliments donnés aux animaux en fonction de leur stade de

croissance ou de leur stade physiologique

ELEVAGE I ELEVAGE 11
Aliment démarrage Porcelet 1 Aliment starter
4-8 jours 4-10 jours
Porcelets ]
Alimentation séche sous Mélange aliment starter et
forme de farine Aliment démarrage Porcelet 2 aliment 1¥ age 10-15 jours
8-28 jours
Aliment 1 4ge
Aliment 1% 4ge Aliment 1% 4ge
Porcelets post-sevrage
Alimentation seche sous Aliment 2°™ Age
forme de farine puis . sme A
. 1 P . ] , Aliment 2°™ 4ge
transition vers la soupe Aliment pré-engraissement
distribué sous forme de soupe
Porcs engraissement Aliment engraissement
Alimentation sous forme de Aliment engraissement
soupe (mélange farine/eau) Aliment finition
Période de saillie Période de saillie
Reproducteurs Soupe Soupe
Alimentation sous forme de
soupe Gestation/maternité Gestation/maternité
Soupe + complément Soupe + complément

3.1.2. PRATIQUES D’ELEVAGE ET HYGIENE

Les élevages de notre étude respectent la plupart des principes de précautions
sanitaires : les batiments d’élevage sont fermés et les animaux familiers n’y ont pas acces, les
porcs introduits dans I’élevage proviennent toujours du méme fournisseur et passent par une

quarantaine et un vide sanitaire précédé d’un nettoyage-désinfection de la salle est effectué.

Divers éléments et dérives a ces précautions existent cependant et pourraient avoir un
role épidémiologique dans I’infection des porcs de ces élevages par Campylobacter. Ainsi les
différents secteurs de 1’élevage sont séparés physiquement mais les éleveurs vont d’un

batiment a un autre sans changer de tenue ni de chaussures.
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De plus, les porcs passent tous par les mémes couloirs et par ’extérieur pour aller
d’une salle a une autre entre deux étapes de 1’élevage (par exemple du post-sevrage a
I’engraissement). Il n’existe pas de pédiluve entre les différentes salles et les lieux de passage
des hommes et des porcs entre deux salles ne sont pas nettoyés et désinfectés a chaque

passage.

Les différentes bandes de truies sont logées ensemble dans les salles « gestante » et
« saillie», ou le vide sanitaire n’est jamais réellement respecté puisque, bien que la rangée de
cases soumise a la désinfection et au vide sanitaire soit effectivement libre, les autres rangées

de la mé€me salle sont occupées par les truies d’autres bandes.

Les truies qui reviennent en chaleur alors que leurs congéneres entrent en salle
gestante sont d’ailleurs souvent décalées dans la bande suivante. Les porcs charcutiers de
bandes différentes sont également susceptibles de se croiser : les animaux les plus chétifs en
fin d’engraissement (« queue de bande ») sont regroupés en une case et poursuivent
I’engraissement durant trois semaines avec la bande suivante (méme salle mais case
différente). Ce systeéme peut parfois poser des problemes pour réaliser un nettoyage complet

de la salle avec désinfection et vide sanitaire.

Au sein d’une méme bande, les porcelets sont mélangés plusieurs fois : une premiere
fois entre 24h et 48h apres la naissance (homogénéisation de la taille des portées, adoption des
plus gros porcelets par les plus vieilles truies et des plus petits par les plus jeunes), une
deuxieme fois a I’entrée en post-sevrage (tri par taille), une troisieme fois a 1’entrée en pré-

engraissement (tri par taille) et éventuellement a I’entrée en engraissement.

Ils peuvent également €tre mélangés une nouvelle fois en cas de dépassement des
capacités de la maternité, les plus gros porcelets de chaque portée étant alors sevrés
précocement a une douzaine de jours puis regroupés dans une salle « nounou » jusqu’au début
du post-sevrage. La salle « nounou » correspond a une ou deux cases de la salle de post-
sevrage et sera utilisée par la suite pour tous les porcelets de la bande (il n’y a dans ce cas pas
de nettoyage ni de vide sanitaire entre 1’utilisation d’une partie de cette salle en tant que salle
nounou et en tant que salle de post-sevrage, seulement 1’utilisation éventuelle d’asséchant).
Enfin, pour les porcs charcutiers, les différentes salles sont fréquemment surchargées, du

post-sevrage a I’engraissement.
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3.1.3. SUIVI DES ANIMAUX INCLUS DANS L’ETUDE

3.1.3.1. Description pour I’élevage I

v Truies

Cingq truies ont été suivies dans le cadre de notre étude, de 3 semaines avant la mise-

bas jusqu’a la mise bas suivante. Le choix des truies s’est effectué en privilégiant

I’hétérogénéité des ages et donc des rangs de portée (Tableau 3).

Tableau 3 : Identité et age des truies de I’élevage I incluses dans I’étude

Dénomination dans I’étude Numéro d’identification Rang de portée
Truie A 1768 1% portée
Truie B 1662 3° portée
Truie C 1657 2° portée
Truie D 1692 2° portée
Truie E 1663 3° portée

Les truies C et E ont été réformées avant la fin de notre étude, la truie C juste avant le

9° prélevement et la truie E entre le 11° et le 12° prélevement. Leurs positions respectives dans

les salles et leurs parcours sont rapportés dans les Figures 4 et 5.
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Numéro des visites 1 2 3 4 5 6 7
Dat . mise bas j+25
ate par rapport a j . . . —i0 . . . R
(jour de la mise bas) j-13 j-10 j-3 J j+4 j+11 j+18 (se\érsaﬁe a
Emplacellnent des Salle gestante Maternité
truies
Emplacement des Maternité
porcelets
Numéro des visites 8 9 10 11 12 13 14 15
D‘ate par rapp orta) j+4+5sem | j+4+8sem | j+449sem | j+4+11sem | j+4+14sem | j+4+17sem | j+4+20sem | j+4423sem
(jour de la mise bas)
Emplacer.nent des Verraterie Salle gestante
truies
Emplacement des Post-sevrage Engraissement
porcelets

Figure 4 : Parcours des truies et des porcelets au cours de I’étude (élevage I)

Les cing truies n’ont pas présenté de troubles de santé particuliers durant la période de

I’étude et elles n'ont pas recu de traitement en dehors de la mise bas (sergotonine et

ocytocyne a la mise bas pour chacune, corticoides en plus pour la truie A et la truie C qui

avaient un cedéme mammaire).
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Position des truies en salle gestante pour les prélevements 1 et 2

Entrée —p Couloir

_________________________

1
:. - _";A'_' '_2:'_B_' '_'L_"':g;'_'z_' '_'D_' '_':i';'E_ .:

% Verraterie

Rangées de cases

Salle gestante

Les truies A, B, C, D et E sont sur la méme rangée de cases, les chiffres entre les

lettres représentent le nombre de truies qui les séparent.

Position des truies en maternité (prélevements 2,3.4,5,6 et 7)

Entrée Entrées

cases

I b I
A S L R !
Fooe B | | l
A e A !
I c o !
Ik ------------ 4 P —————— 4
! | . D |
AR e ;
Fmmms L |
v A [Tt i (taiaiitts i
[ 1 1 1
] E | 1 |
-— ot
157 galle 2° salle

Position des truies en verraterie pour les prélevements 8, 9 et 10 puis en_salle gestante

pour les prélevements suivants

Entrée —» Couloir

% Verraterie

Rangées de cases

Salle gestante

Les truies A, B, C, D et E sont sur la méme rangée de cases, les chiffres entre les lettres
représentent le nombre de truies qui les séparent. Les positions ne changent pas
lorsqu’une truie est réformée (C puis E en salle gestante), sa place est prise par une autre.

Figure 5 : Localisation des truies dans les différentes salles au cours de I’étude (élevage I)
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v Porcelets

Le parcours (Figure 4) et I’emplacement (Figures 6, 7 et 8) des différents porcelets ont
été suivis. Entre le pré-engraissement et 1’engraissement, les porcs ont changé de batiment

mais n’ont pas été re-mélangés entre eux.

En maternité : les porcelets restent dans la case ou est leur mere, qu’elle soit biologique ou
adoptive (voir Figure 5 — Position des truies en maternité). Dans le cadre de notre étude, les

porcelets sélectionnés n’ont pas fait 1’objet d’adoption.

En post-sevrage : un premier remaniement des groupes de porcelets est effectué¢ en fonction

de leur taille, seules les cases de 1 a 6 sont occupées par les porcelets suivis au cours de cette

étude. Chaque case comprend entre 30 et 35 porcelets.

Salles-de-post-sevrage

2 3 6 7
1 4 5 8
Entrées
Cases 1 2 3 4 5 6
A2, A6, B4, A3, B1,B3, A5, B2, Bé,
Porcelets B5, D3, E3, C3, C4, Ce, C2,D2,E1, Al, C5,E6 C1,D5,D6 Al
E5 D4, E4 E2

NB : le porcelet D1 a été perdu de vue durant le post sevrage

Figure 6 : Emplacement des porcelets en post-sevrage (élevage 1)

En pré-engraissement : un deuxieme remaniement des groupes de porcs a été fait par les

éleveurs afin de regrouper les animaux par taille (tri selon le poids des animaux). Toutes les
cases de la premiere salle contiennent des porcelets suivis au cours de cette étude, dans la
deuxieme salle, seules les cases 9 et 13 sont occupées (un et deux porcelets respectivement).
Les cases occupées comprennent entre 15 et 20 porcs chacune. Deux porcelets (B4 et C1) ont

été tués par les éleveurs avant I’entrée en engraissement.
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13 14 15 16 1 2 3 4
Entrées
""" A TA
12 11 10 9 8 7 0 S
2¢ zalle 1% galle
Cases 1 2 3 4 5 6 7 8 9 13
Porcelets B6,E1 | B2, C2 Al C5.E6 Eé Si A3, B3 | A6,B5 | A2,E3 D5. D6 AL
AS D2, E2 . D4 B4 C3 D3 E5 .

Figure 7 : Emplacement des porcelets en pré-engraissement (élevage I)

Emplacement des porcs en engraissement : Les animaux constituant une case n’ont pas été re-
mélangés au moment du changement de salles. Cependant la localisation des cases occupées
par les différents groupes d’animaux a été modifiée. Concernant les cases en elles-mémes, la
disposition est similaire a celle observée pour le pré-engraissement et chacune des cases

comprend entre 15 et 20 porcs a I’engrais.

13 | 14 15 16 1 2 3 4
i i i Entrées i i i

____________________________________________________ m___________________________________________________'

1z - 1 ; 10 9 s | 7 ' 6 | 5

2¢ zalle 1% galle
Cases 1 2 3 4 5 6 7 8 9 12
Porcelets A6, BS Al B2, C2 C5. F6 B6.E1 | A2, E3 | A3,B3 Eé Sﬁi Ad D5. D6
D3 : D2, E2 o AS ES C3 D4 B4 )

Figure 8 : Emplacement des porcelets en engraissement (élevage 1)
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Au cours de I’élevage, hormis en maternité ou les porcelets des truies B et D ont recu
de la colistine (antibiotique inactif sur les Campylobacter) pendant 3 jours pour lutter contre
des diarrhées, les porcs charcutiers n’ont pas présenté de troubles de santé nécessitant un

traitement.

A chaque prélevement, la consistance des matieres fécales a été appréciée de maniere
a pouvoir détecter des diarrhées mais peu d’animaux en ont présentées apres la maternité.
Néanmoins, un seul traitement préventif a été effectué : les éleveurs ont administré de la
tylosine (antibiotique actif sur les Campylobacter) aux porcelets a I’entrée en post-sevrage (5°

semaine de vie) pendant une semaine.

3.1.3.2. Description pour I’élevage II
v' Truies

Cingq truies ont été suivies dans le cadre de notre étude, de 3 semaines avant la mise-
bas jusqu’a la mise bas suivante. Le choix des truies s’est effectué en privilégiant

I’hétérogénéité des ages et donc des rangs de portée (Tableau 4).

Tableau 4 : Identité et age des truies de I’élevage Il incluses dans 1’étude

Dénomination dans I’étude Numéro d’identification Rang de portée
Truie A 149 2° portée
Truie B 127 3° portée
Truie C 116 3° portée
Truie D 90 4° portée
Truie E 79 4° portée

Aucune des truies n’a été réformée avant la fin de notre étude.
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Leur parcours est identique a celui décrit précédemment pour I’élevage 1 (Figure 4)
mais la salle verraterie et la salle gestante sont regroupées en une méme salle séparée en deux

parties.

Les truies, en cases individuelles, sont ainsi déplacées dans la salle au cours du cycle
de production en fonction du stade (attente saillie/insémination et gestation) mais leurs

localisations respectives dans la salle (les unes par rapport aux autres) sont conservées (Figure

9).

Localisations des truies avant et aprés la mise bas Positions des fruies en maternite

Rangées de cases

T C _uzll_u_ir__d
o | "Salle Gestante"
r---~-T-TTTTT ST T T s T T eI e TS 1
R

«4— Entrée

-
Ve s 2o s T T "Verraterie"

Lestruies & B, C, D et E sont sur la méme rangée
de cases individuelles, les chifftes entre les lettres
représentent le nombre de trues quiles séparent.

Figure 9 : Localisation des truies dans les différentes salles au cours de 1’étude (les
mesures indiquées pour les cases en salle maternité sont exprimées en mm)

(élevage II)

Hormis la médication habituelle de la mise-bas (sergotonine et ocytocyne), les truies
suivies dans I’élevage n’ont pas présenté de trouble de santé particulier durant la période de

I’étude et aucun traitement actif contre les Campylobacter n’a été distribué aux animaux.
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v Porcelets

En maternité : les porcelets restent dans la case ou est leur mere, qu’elle soit

biologique ou adoptive (voir Figure 9 — Position des truies en maternité)

En post-sevrage : un premier remaniement des groupes de porcelets est effectué en

fonction de leur taille, seule la moitié des cases (cases numérotées de 1 a 5) est occupée par

les porcelets suivis au cours de cette étude. Chaque case comprend entre 30 et 35 porcelets.

Case 4 Case 1 260
D2,D3,D4,D5.E1,E6 C1,C2,C3,C4,C5,C6,E4 - -
Case 5 Case 2 S m2 205
A2 B1B3,D1,D6,E3 El
Case 3 Les mesures sont exprimées en mm
A1,A3,A4,A5,A6,B2,B4,B
5,B6,E3,E5

Figure 10 : Emplacement des porcelets lors du post-sevrage (élevage II)

N 1 eme

En pré-engraissement (de la 9™ ala 1 semaine de vie des animaux): un tri selon

le poids des animaux a été effectué par I’éleveur pour regrouper ensemble les porcelets de
taille homogene. Tous les porcelets ont €té regroupés dans la méme salle et seulement six
cases sur les 10 (entre 15 et 20 porcs par case) sont occupées par les animaux suivis au cours

de cette étude (Figure 11).
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En engraissement (de la 11°™ semaine de vie jusqu’au départ a I’abattoir des porcs

charcutiers) : un réallotement est réalisé par 1’éleveur lors du transfert des animaux dans la
nouvelle salle, parmi les animaux suivis, un seul remaniement a eu lieu : le porcelet E5 est
passé de la case 9 a la case 3. La disposition des cases et des animaux suivis au cours de cette
étude est donc quasi similaire a celle observée pour le pré-engraissement. Chacune des cases

comprend entre 15 et 20 porcs a I’engrais.

Case 4 Case 4
A2 A2
Case 8 Case 3 Case 8 Case 3
Cl, C4,Cs, C6 D2, D3, D5, El, E5 Cl, C4,C5, C6 D2, D3, D5, E1
Case 9 Case 9
Al, A4 T: B2, B3 Case 2 Al, A4, A6, B2, B3, Case 2
o D1, D6, E2, E4 B4, B5, B6, C3, E3, D1, D6, E2, E4

B4, BS, B6, C3, E3

ES
Case 10 Case 10
A3, A5, B1, C2, D4, A3, A5, B1, C2, D4,
E6 E6

De la 11°™ ala 14°™ semaine de prélevements De la 15°™ semaine jusqu’au départ i I’abattoir

Figure 11 : Emplacement des porcelets en pré-engraissement et en engraissement (élevage II)

Au cours de la croissance des animaux, hormis en maternité ou les porcelets ont eu du
kaolin pendant quelques jours pour lutter contre des diarrhées, les porcs charcutiers n’ont pas

présenté de troubles de santé nécessitant un traitement.

A chaque prélevement, la consistance des matieres fécales a ét€ appréciée de maniere
a pouvoir détecter des diarrhées mais peu d’animaux en ont présenté apres la maternité. Pour

cet élevage, aucun traitement préventif a I’entrée du post-sevrage n’a été réalisé.

278



3.2. DESCRIPTION DE L’EXCRETION DE CAMPYLOBACTER CHEZ LES TRUIES

Pour I’élevage 1, tous les prélevements de maticres fécales réalisés sur les truies se
sont révélés positifs a I’analyse bactériologique et a l’analyse par PCR alors que trois

prélevements d’une truie de 1’élevage II étaient négatifs suite a I’analyse moléculaire.

Pour les deux élevages, des variations importantes du niveau d’excrétion ont été
observées allant d’une simple détection de Campylobacter dans les matieres fécales apres
enrichissement (contamination inférieure 2 100 UFC/g MF) a plus de 10’ UFC/g MF (Tableau
6). L’excrétion fécale des truies a été suivie tout au long du cycle de production (sur 13 et 17
prélevements pour 1’élevage I et II respectivement) et elle est comprise en moyenne a chaque

prélevement entre 10*et 10’ UFC/ g MF (Tableau 5).

Tableau 5:  Excrétion fécale de Campylobacter par les truies au cours du cycle de

production (13 et 17 prélevements pour 1’élevage I et Il respectivement)

Excrétion fécale de Campylobacter en log (UFC/g MF) pour les truies des élevages | et

Prélévement 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

TrieA 65 56 17 - 51 71 56 41 43 - 43 58 62

TruieB 58 - 17 59 71 7.4 72 69 69 - 65 7,6 74
E'e‘:age TruieC 68 - 43 52 50 75 7,7 43 truie réformée

TreD 60 - 67 48 59 7.4 56 54 55 - 75 51 -

Truie E 70 71 72 61 74 72 6,8 6,4 56 6,3 truieréformée

TruieA 7,2 X 58 57 62 49 58 42 53 66 64 72 69 69 51 69 56

TruieB 57 63 52 49 - 65 40 - 47 57 52 48 58 50 55 - 37
Elevage

il Truie C X 50 45 X 40 52 59 42 43 50 49 37 44 58 62 6,1 6,0

Truie D 46 38 00 37 00 41 36 37 32 00 38 43 57 73 34 44 31

Truie E 53 52 30 77 68 34 73 7,7 27 47 51 65 56 76 64 52 47

Xindique la présence d'inhibiteurs de la réaction
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3.3. DESCRIPTION DE L’EXCRETION

PORCELETS

DE CAMPYLOBACTER CHEZ LES

3.3.1. PREVALENCE DE L’ INFECTION ET EVOLUTION DE L'EXCRETION AU COURS DU TEMPS

Lors du premier prélevement des porcelets, entre 3 et 5 jours apres la mise bas selon

les individus, 84% et 86% d’entre eux étaient excréteurs de Campylobacter pour 1’élevage 1 et

II respectivement (Figure 12).

Elevage |

100 -
80 -
60 -
40 -

20 -

% de porcelets contaminés

Elevage Il

100
90 -
80 - )
70 1
60 -
50 -
40 -
30 -
20
10

% de porcelets contaminés

11

13

14

17

18

Age en semaines de vie

19 20 21

2 23

O T T T

Figure 12 :

8

11

13

14

17

Age en semaines de vie

18

19 20 21

22 23

Evolution du nombre de porcelets contaminés, excrétant Campylobacter, au

cours d’un cycle de production (résultats combinés de 1’analyse bactériologique

et de I’analyse moléculaire pour 1’élevage I)
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Dans les semaines qui ont suivi la naissance, la quantité de maticres fécales récoltée
étant souvent insuffisante (écouvillonnage), la quantification de 1’excrétion avec 1’analyse
bactériologique n’a pas été possible pour certains prélevements pour I’élevage 1. L application
de I’analyse moléculaire aux écouvillons, prélevements avec une faible quantité de matieres
fécales, a permis de compléter ces résultats. La figure 12 présente donc les résultats combinés
des données de 1’analyse bactériologique et des données de la PCR quantitative en temps réel.
La prévalence d’infection est alors comparable pour les deux élevages avec notamment une
diminution du nombre de porcelets contaminés a la troisieme semaine. Pour 1’élevage I, un

porcelet n’excrete plus Campylobacter lors du dernier prélevement.

L’excrétion fécale de Campylobacter apparait continue dés la 5° semaine de vie pour
la majorité des animaux. Néanmoins, certains porcelets présentent des prélevements négatifs
au cours du temps et la quantit¢ de Campylobacter excrétée varie dans des proportions
importantes d’un prélevement a 1’autre pour un méme animal et d’un individu a I’autre a la

méme date (Figure 13 et Tableau 6).

Pour les deux élevages, des prélevements négatifs peuvent succéder a des
prélevements positifs (et vice-versa) avec des quantités excrétées plus ou moins importantes

(Figure 13, Annexes 5 et 6).

Elevage Il

9 _

8 —
2 c 7 A A ./4(: Porcelet A1
%%fw 6- ﬁ - ><></‘7\ —— Porcelet B3
B Q0
2SC 5 / —— Porcelet C2
S8 4 4 \/ f
BED | Porcelet D4
oS¢ 3
w29 Porcelet E6

1 _

0+—

12 3 45 8 11 13141718192021 2223

Age en semaines de vie

Figure 13 : Représentation graphique de 1’excrétion fécale de quelques porcelets (élevage II)
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Tableau 6 :  Valeurs moyennes d’excrétion, valeurs maximales et minimales pour chaque

prélevement (élevage I)

A Moyenne Minimum  Maximum
ge en e , L, .
Elevage . o  d'excrétion Ecart-type  observé observé  Effectif
log (ufc/g MF) log (ufc/g MF)  log (ufc/g MF)
1 8,5 4,2 0,0 9,3 8
2 7,3 3.9 0,0 8,0 13
3B pas de valeur numérique avec I’analyse bactériologique (écouvillons)
3M 4,7 3,1 0,0 7,7 17
4 8,1 4,0 0,0 8,7 21
Elevage 5 7,4 3,9 <2 8,3 23
I 8 6.9 3.8 <2 7,5 26
11 6,7 3,7 2,8 7,4 28
14 55 3,4 3,0 6,6 26
17 6,1 3,6 0,0 7,3 26
20 59 3,2 3,3 7,1 26
23 5,1 2,6 0,0 5,8 26
1 3,6 1,9 0,0 6.9 21
2 3,6 1,9 0,0 7,2 30
2 2,9 1,7 0,0 7.9 30
4 53 2,3 0,0 8,6 30
5 4,9 2,2 0,0 8,4 27
8 3.8 2,0 0,0 7,3 30
11 4,7 2,2 0,0 6,8 26
Elevage 13 5,1 2,3 0,0 7.5 30
I 14 6,2 2,5 4,8 8,1 29
17 5,7 2,4 4,7 7,1 26
18 5,8 2,4 3,5 6,7 24
19 6,5 2,6 4.1 7,8 27
20 6,3 2,5 54 7,3 28
21 6,8 2,6 55 7,5 30
22 6,4 2,5 4,8 7,8 30
23 6,3 2,5 4,5 7,8 30

B : Analyse bactériologique sur écouvillons = analyse qualitative (absence/présence apres enrichissement)

M : Analyse moléculaire PCR en temps réel = analyse quantitative (possible sur une faible quantité de matieres fécales)

En moyenne, les animaux de I’élevage II excreétent quantitativement moins de
Campylobacter dans leurs matieres fécales pendant la maternité, le post-sevrage et le pré-
engraissement par rapport a ceux de 1’élevage I. En fin de production, pendant la période
d’engraissement, les quantités de Campylobacter excrétées par les porcs sont semblables pour
les deux élevages. Par ailleurs, on remarque que la variabilité inter-individuelle de I’élevage 11

est moindre par rapport a celle de I’élevage I, ce pour toutes les dates de prélevements.
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3.3.2. EFFET «<DATE DE PRELEVEMENT» SUR L’EXCRETION FECALE

Un effet significatif de la date de prélevement sur les quantités excrétées a été mis en
évidence par analyse de variance pour I’ensemble des visites pour les deux élevages et, outre
la baisse du nombre de porcelets excréteurs la troisieme semaine de vie, on observe une

diminution significative de 1’excrétion fécale lors de I’entrée en post-sevrage (Figure 14).

Elevage |
&
I 14 -
(&]
S 12- T
%g T
1S |
§% 10
o D 8 - 4
$5 ™
88 6-
No)
8 4- |
2
\g 27
x
w O T T T T T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Age en semaine de vie

Elevage Il
- 12 -
2
&
§ 10 B
ST T TT11T
52 ° T
QF A
85 6 T
&)v
c D
8L 4 1 L1 +-11
“— C -
c o
S
55 2 -
o
i
O T T T T T T T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Age en semaines de vie

Figure 14 :  Evolution de I’excrétion moyenne des porcelets au cours de la production et

représentation des quantités excrétées par porcelets
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Pour I’élevage I, un effet significatif de la date de prélevement sur les quantités

5°"¢ semaine de vie des

excrétées est observé a I’entrée en post-sevrage (entre la 45m ot la
porcelets) avec une diminution des quantités de Campylobacter excrétées par les animaux.
Cette diminution se poursuit jusqu’au dernier prélevement et 1’effet « date de prélevement »
est significatif entre les deux visites réalisées en pré-engraissement (entre la 11%™ et la 14°™

semaine de vie).

Pour 1’élevage II, on note une effet significatif entre la 3°™ et la 4™ semaine de vie
des porcelets avec une diminution des quantités de Campylobacter excrétées par les animaux.
Ensuite, on observe une augmentation de 1’excrétion fécale de Campylobacter chez les porcs

1 eme

a I’engrais, soit a partir de la 1 semaine de vie des animaux (ce qui correspond a I’entrée
en salle d’engraissement). L’effet « date de prélevement » sur les quantités excrétées est
significatif plusieurs fois au cours de I’engraissement : on observe une augmentation entre la
13°™ et la 14™™ ainsi que pour la 18°™ et la 19°™ semaine de vie. On remarque également
que I'on a une diminution significative des quantités de Campylobacter excrétées par les
animaux entre la 19°™ et la 20°™ semaine de vie. Néanmoins, quand on s’intéresse aux
quantités excrétées, la moyenne est comparable pour les deux élevages pendant la période
d’engraissement (entre 5,5 et 6,7 UFC/g MF pour I’élevage 1 versus 5,7 et 6,8 UFC/g MF

pour I’élevage II) (Tableau 7).

3.3.3. EFFETS «PORTEE» ET «CASE» SUR L’EXCRETION FECALE

Une éventuelle influence de la case dans laquelle se trouvent les animaux sur le niveau

d’excrétion de ces mémes animaux a €té recherchée .

Jusqu’a I’entrée des animaux en post-sevrage, la case correspond a la portée d’ou
I’évaluation d’un éventuel effet « portée ». Ensuite, les animaux des différentes portées sont

mélangés et on évaluera un éventuel « effet case » sur I’excrétion fécale des animaux.

Pour I’élevage I, en considérant uniquement 1’analyse bactériologique, il est difficile
de se prononcer sur 1’évolution de 1’excrétion fécale avant la 4™ semaine de vie de porcelets
car le nombre de prélevements n’a pas pu étre dénombré. L.’analyse de la variance n’a donc

pas été réalisée.
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Par contre, en tenant compte des résultats de 1’analyse moléculaire, un effet « portée »

est observé pendant le sevrage pour les deux élevages (exemple pour 1’élevage II, Tableau 7).

Tableau 7:  Comparaison du niveau d’excrétion des différents groupes d’animaux en
maternité a une visite donnée par analyse de variance et mise en évidence d’un

« effet portée » au cours du sevrage pour I’élevage 11

(serﬁgii es) Cases deNpc:)T:;I?a ts moyIEe);cl:eétligg Lélfg/lge ME Variance Ecart-type Probabilité

Portée A 6 5,63 1,03 1,02
Portée B 6 5,93 1,88 1,37

2 Portée C 6 1,79 1,95 1,40 < 0,001
Portée D 6 1,45 2,52 1,59
Portée E 6 2,97 2,17 1,47
Portée A 6 6,41 1,27 1,13
Portée B 6 7,51 0,60 0,77

4 Portée C 6 5,89 3,76 1,94 < 0,001
Portée D 6 5,05 1,07 1,03
Portée E 6 1,81 4,07 2,02

Par contre, aucun effet « case » statistiquement significatif n’a ét€ mis en évidence
pendant le post-sevrage et I’engraissement sur I’excrétion fécale des animaux, ce pour les

deux élevages.

3.3.4. SANTE DU PORCELET ET EXCRETION FECALE DE CAMPYLOBACTER

Bien que certains porcelets prélevés aient présenté ponctuellement une diarrhée, nous

n’avons pas observé d’association entre le niveau d’excrétion et les signes cliniques.

Pour I’élevage I, on observe une diminution statistiquement significative de la quantité
de Campylobacter excrétée par les porcelets entre la 4° et la 5° semaine. Cette observation est
peut étre liée a I’effet du traitement a base de tylosine administré aux porcelets a 1I’entrée en

post-sevrage (antibiotique actif sur Campylobacter).
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3.4. CONTAMINATION DE L’ENVIRONNEMENT, DES ALIMENTS ET DE L'EAU

3.4.1. EAUET ALIMENTS

Pour les deux élevages, les prélevements d’eau (réalisés au niveau des robinets qui
alimentent la maternité, le post-sevrage et/ou 1’engraissement et la verraterie et/ou salle de
gestation en fonction des élevages) se sont révélés négatifs a 1’analyse moléculaire (et a
I’analyse bactériologique pour le premier élevage). L’eau provient pour les deux élevages
d’un forage et subit différents traitements avant sa distribution aux animaux : chloration,

diminution des teneurs en fer et en manganese.

De méme, pour les deux élevages, les aliments pris dans les silos avant leur
distribution aux animaux se sont également révélés négatifs a 1’analyse moléculaire et
bactériologique. Quelques aliments prélevés dans 1’auge des animaux ont conduit a une
analyse positive et un parallele a généralement pu étre établi avec la présence de matieres

fécales dans 1’auge (Tableau 8).

Tableau 8 : Exemple de prélevements retrouvés positifs dans I’auge pour 1’élevage 1

Quantité de Hypothése de
Visite Aliment contaminé Campylobacter (par g contamination de
d’aliment) I’aliment
7 Aliment porcelet de la case E 55 ufe Présence de feces dans
en maternité ’ I’auge
g Aliments des truies A, B,Det E <9 ufe Passage du verrat devant les
en verraterie - auges et projection de feces
9¢ Aliment de la truie A en <9 ufe Passage du verrat devant les
verraterie - auges et projection de feces
13¢ Aliment de la tru1§ A en salle <2 ufe Projection de feces ?
de gestation
Aliment des porcs en P ‘ .
eneraissement OI:H toutes les Défécation et déambulation
13° £ p entre 2 et 6,49 ufc des porcs dans I’auge
cases (les auges sont communes <
A . (observée)
a 2 cases adjacentes)
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3.4.2. PRELEVEMENTS ENVIRONNEMENTAUX

Tous les prélevements environnementaux effectués durant le vide sanitaire se sont
révélés négatifs bien que divers contaminants (champignons, autres bactéries) se soient
développés sur les boites de Karmali et que les salles nettoyées montraient souvent encore

quelques traces de maticres fécales.

Les prélevements effectués en présence des animaux se sont révélés irrégulicrement
positifs en salle de gestation et en verraterie pour les truies de I’élevage I (Tableau 9) ainsi
qu’en maternité pour les deux élevages (Tableau 10). Les prélevements effectués de 1’entrée
en post-sevrage a la fin de I’engraissement étaient presque toujours positifs pour I’un des deux
prélevements (parois ou sol de la case) (Tableaux 11 et 12). Il s’agit de périodes ou le
chargement des cases (poids vif des animaux/m?) augmente régulidrement et ot les animaux
produisent de plus en plus de déjections. Certains préleévements, bien que réalisés sur des sols
ou des murets tres sales, ont donné des résultats négatifs. Néanmoins, il faut rappeler que lors
de la réalisation de ces prélevements environnementaux, les amas de feces fraiches ont été

évités afin de ne pas fausser les résultats.

. . . . . 2
Tableau9: Contamination de I’environnement des truies pour 1’élevage I en log UFC/ m
visites
7 10
cases 1 2(3|4|5|6 VS 8 9 VS 11 12 13
verraterie gestation
sol derriére les truies 5,76 0 5,79 3,78 5,67
couloir central 6,02 0 4,95 0 1,95
salle de A 0 0 0 0 <2,6
gestation B 0 0 0 0 0
avant de la — ,
logette C 0 0 truie réformée
D 3,3 0 0 0 0
E 0 0 0 0
sol derriére les truies 0 0 4,56
couloir central 0 0 2,43
A 0 <2,6 <2,6
verraterie B 0 2,6 0
(truies) avant de la c 0 0 truie
logette réformée
D 0 <2,6 0
E <2,6 0

Les valeurs données pour I’auge et I’avant de la case ne sont pas exprimés par metre carré (surface
difficile a définir) mais par prélevement.
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Tableau 10 : Contamination de I’environnement des porcelets et des truies en maternité en

log UFC de Campylobacter / m’

Elevage I
Visites
2
cases 1 VS 3 4 5 6 7
sauf A
parois 0 0 0 0 3,3 <2,4
case A
sol 4,9 0 0 0 0 0
parois 0 2,6 4.4 4,2 0 0
case B
sol 0 3,5 0 49 0 0
Maternité o | peros 0 35 0 0 0 0
truies et case
( sol 0 3,7 0 49 0 0
porcelets)
parois 0 0 0 4.2 2,6 0
case D
sol 0 0 6,2 4,9 0 0
parois 0 <2,4 0 0 <2,4 0
case E
sol 0 0 0 0 0 0
Elevage I1
Visites
cases 1VS 2 3 4 5 6
parois 0,0 3,0 2,9 0.0 4,5 0,0
case A
sol 0,0 3,9 0,0 2,7 4,2 4,3
parois 0,0 3,2 4,5 3,3 4,3 4,6
case B
sol 0,0 3,9 4,0 3,1 5,0 5,2
Maternité parois 0,0 3,0 4,0 0,0 0,0 3,7
i case C
p(gll:lclglsetest) sol 0,0 3,2 3,1 3,0 3,8 4,0
parois 0,0 3,3 2,6 0,0 3,9 3,9
case D
sol 0,0 3,4 2,7 3,4 3,8 4.5
parois 0,0 3,8 2,6 0,0 3,2 4,1
case E
sol 0,0 3,8 4,2 5,1 4.4 47
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Tableau 11 : Contamination de I’environnement des porcelets en post-sevrage en log UFC de

Campylobacter /m*
Elevage I
Visites
cases 6VS 7 8
parois 0,0 3.9 <2
case 1 '
sol 0,0 2,7
arois 0,0
case 2 P 15
sol 0,0 3,1
3 parois 0,0 1,9
case ’
Post-sevrage sol 0,0 3,0
(porcelets) parois 0.0 |
case 4 , 2.0
sol 0,0 3,1
parois 0,0 1,2
case 5 )
sol 0,0 0,0

i

Elevage I1
Visites
cases 7 8 9
parois 0,0 18 <1.8
case 1 > ’
sol 0,0 0,0 1,7
parois 0,0 55 15
case 2 > ’
sol 0,0 1,7 3.2
parois 0,0 3.6 <1.8
case 3 ’ ’
Post-sevrage sol 0,0 2,7 1,7
(porcelets) parois 0,0 4.0 0.0
case 4 > ’
sol 0,0 3,9 3,1
parois 0,0 40 15
case 5 ’ ’
sol 0,0 3,9 4.6
parois 0,0 0.0 18
case 6 ’ ’
sol 0,0 5,4 3.1
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Tableau 12 :

engraissement en log UFC de Campylobacter /m*

Contamination de I’environnement des porcelets en pré-engraissement et en

Elevage I
Visites
cases 10 1 12 13
case 1 parois 0,0 3,5 2,5 3,0
sol 0,0 4.2 4.4 5,2
parois 0,0 2,4 2,5 3,7
case 2 sol 0,0 25 4.1 4.9
parois 0,0 4,6 4,5 <1,7
case 3 sol 0,0 55 538 7
Pré- case 4 parois 0,0 2,5 0,0 3,5
. sol 0,0 59 <1,7 4.6
engraissement case 5 parois 0,0 4,0 0,0 <17
sol 0,0 25 <1,7 5.4
Engraissement parois 0,0 0,0 0,0 3,6
9 case 6 sol 0,0 18 4.9 4,1
parois 0,0 3,0 0,0 2,2
(porcelets) case 7 sol 0.0 28 56 3.2
case 8 parois 0,0 2,5 1,7 2,2
sol 0,0 1,8 2,4 3,8
case 9 parois 0,0 4.0 3,2 0,0
sol 0,0 5,6 44 5,0
parois 0,0 4,0 1,7 2,2
case 13/12 =] 0,0 6,0 2.0 5,1
Elevage 11
Visites
Cases 9 (10 |11 |12 |13 |14 |15 | 16 | 17 | 18
case 2 parois 0,0 00 39|36 28|23 29 X 3,3 | 0,0
sol 0,0 0,0 2,7 X 38 | 33 32 X 32| 0,0
case 3 parois 0,0 00 32|30 29| 37 34 X 1,8 | 0,0
sol 0,0 0,0 43 X 42 | 41 4,0 X 3,4 | 0,0
case 4 parois 0,0 00 38|00 23] 0,0 X X 2,0 | 0,0
sol 36 | 43 39|33 22| 4,2 X 39| 36 | 43
Pré- case 5 parois 00 |00 00|37 23|37 00| 34 X X
enaraissement sol 0,0 00 36|43 39|33 22| 4,2 X 3,9
g case 8 parois 0,0 00 37|23 37|00 34 X X 0,0
. sol 00|45 00|24 43| 44 X 32| 00| 45
Engraissement caseg | Parois |00 |37 2700 27[00 45| X |38 |37
sol 0,0 X 3,4 X 00| 35 47 |50 ]| 34 X
(porcelets) case 10 parois | 0,0 X X 2,5 X 26 4.1 X 2,0 X
sol 0,0 X 4.8 X 24 | 40 53|45 | 45 X
W v
0
7 % %ssssss
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Aucune corrélation significative n’a pu €tre mise en évidence entre les niveaux
d’excrétion des porcs et de contamination de I’environnement, que ce soit pour les parois ou

le sol des cases pour les deux élevages (Figures 15 et 16).

Elevage |
R*=0,1573
7 _
P
A9
S 6 .
& .
S N . .
~ .
Q 5 * o o . .
SC . .o
?‘u o 4 . M M * *
5P
8 2 3 - L J ' L 4
33 . ¢ « 3
Sg 2-
= * . * .
£ . .
s 1
c
o
O 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ . e 666 G006
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Excrétion moyenne en Campylobacter des porcs de la case en log (UFC/g MF)
Elevage | 2
R"=0,0004
c 8
LS 14
S 5 -
g = 4 - . t: .
g « * o .
c G 3 te
g% . » o ©
T % 5 | . . P *
€ S * o o .
g
58 1
o ]
O 0 ‘ ‘ : R N . O _—_—_
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Excrétion moyenne en Campylobacter des porcs de la case en log (UFC/g MF)
Figure 15 : Contamination des parois et des sols des cases en fonction de 1’excrétion

moyenne des porcs qui s’y trouvent pour 1’élevage I
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Concernant les autres types de prélevements, deux souris mortes ont été trouvées dans la
salle ou logeaient les animaux en engraissement. L’analyse de leur contenu digestif et

I’analyse des matieres fécales n’a donné aucun résultat positif.

De méme, dans 1’élevage I, les deux chiens de 1’exploitation, bien que n’ayant pas acces
aux batiments théoriquement, ont été testés. L’analyse de leurs matieres fécales n’a mis en

évidence aucun Campylobacter.

3.5. IDENTIFICATION DES ESPECES DE CAMPYLOBACTER EXCRETEES

Pour les deux élevages, aucun C. jejuni n’a ét€ mis en évidence. Les animaux
semblent donc excréter principalement C. coli. Néanmoins, dans 1’élevage I, sur les 10
colonies isolées pour chacun des échantillons a chaque visite, certains isolats semblent
correspondre a une autre espece de Campylobacter. L‘identification de ces souches sera
effectuée ultérieurement et permettra peut €tre de connaitre les autres especes susceptibles

d’étre excrétées par les animaux de notre étude.
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4. DISCUSSION

Dans cette enquéte, la prévalence élevée observée pour les truies tout au long du cycle
de production est proche de celle retrouvée dans la littérature (Weijtens et al., 1999 ; Young et
al., 2000 ; Magras et al., 2004a). Dernierement, en 2008, une étude de Wehebrink et al. sur 68
truies dans quatre élevages naisseurs conventionnels met en évidence une prévalence plus
faible (33,8%). Ce résultat de prévalence pour les truies de notre étude est donc a pondérer

compte tenu du faible nombre d’individus prélevés (10 truies au total).

En ce qui concerne les porcelets, environ 80% sont contaminés des le premier
prélevement, soit 3 a 5 jours apres leur naissance. Cette contamination précoce des porcelets
concorde avec les résultats décrits dans la littérature (Weijtens et al. (1997): 50% des
porcelets contaminés au bout d’une semaine et 85% apres 4 semaines ; Weijtens et al.
(1999) : 7 sur 8 contaminés dans les 10 premiers jours de vie; Young et al. (2000):
contamination des les premicres heures de vie ; Magras et al. (2004a) : 39% des porcelets
contaminés a 4 jours d’age et 76% a 25 jours ; Alter et al. (2005): 32,8% des porcelets
contaminés a 1 semaine). Par ailleurs, 1’augmentation progressive de la prévalence de
I’infection chez les porcelets jusqu’a atteindre 100% en post-sevrage est conforme a ce qui est
retrouvé dans 1’étude de Weijtens et al. (1997) ou de Magras et al. (2004a). Toutefois, le
prélevement réalisé a la 3° semaine de vie des porcelets montre une diminution ponctuelle de
la prévalence (environ 60% des animaux), ceci pour les deux élevages. Cette observation est
originale puisqu’il n’y avait jamais eu de suivi longitudinal des mémes animaux pendant toute
la phase de sevrage. Les facteurs influengant la sensibilité a 1’infection par Campylobacter
n’étant pas connus, il est difficile de formuler des hypotheses concernant I’origine de cette
diminution. De plus, il ne semble pas y avoir eu de biais lié a la manipulation lors des
analyses puisque les prélevements des truies, traités en méme temps et indifféremment de
ceux des porcelets, donnent des résultats semblables a ceux obtenus lors de 1’analyse des
prélevements de la visite précédente. Cette diminution est peut étre liée a une modification de
la flore microbienne intestinale qui aurait lieu a cette date. Les plans d’alimentation sont
différents dans les deux €élevages et aucune transition alimentaire n’a eu lieu autour des trois
semaines de vie des animaux. Dans les deux élevages, les porcelets recevaient un aliment
démarrage ou starter en plus du lait maternel deés la premiere semaine de vie. Toutefois, il est

N

difficile de savoir si les animaux mangent vraiment ce type d’aliment a disposition.
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Concernant I’hypotheése d’une modification de la flore intestinale avec la mise en place d’une
flore de barriere, il est difficile de se prononcer puisqu’a notre connaissance peu de travaux se
sont intéressés a la composition de la flore intestinale chez le porcelet non sevré (Ducluzeau et
al., 1983). La diminution de la prévalence a trois semaines ne peut pas étre mise en relation
avec un événement particulier telle qu’une transition alimentaire ou un traitement
antibiotique. Cette observation est a confirmer dans d’autres élevages: comprendre le
déterminisme d’une telle diminution si elle s’avere fréquente pourrait en effet contribuer a

identifier des méthodes de lutte.

Pour les truies comme pour les porcelets, on observe une excrétion quantitativement
irréguliere. Apres la 5° semaine de vie, tous les porcelets sont excréteurs et le restent jusqu’a
la fin de I’étude a une exception pres pour 1’élevage 1. Dans 1’élevage II, des porcelets se
négativent encore pendant le post-sevrage et le pré-engraissement. Néanmoins, une
caractéristique commune aux deux élevages est la forte variation des quantités excrétées par
un animal d’une visite A I'autre (de 0 2 10° UFC/g MF). Certains animaux peuvent méme
présenter ponctuellement une absence d’excrétion au cours de I’élevage ou du moins une
excrétion non détectable avec les méthodes utilisées, résultats comparables a ceux de Weijtens
et al. (1999) . Dans I’élevage II, une truie de geme rang de portée s’est également « négativée »
a trois reprises au cours du suivi longitudinal. Par ailleurs, en moyenne, cette truie avait
tendance a excréter des quantités inférieures de Campylobacter. Les hypotheses concernant
les causes de cette irrégularité de 1’excrétion sont diverses : élimination puis recontamination
des animaux par Campylobacter (évoquée par Weijtens et al., 1999), excrétion intermittente
(envisagée par Von Altrock et al. (2006) et observée par Lee et al. (1986) chez la souris). De
plus, un portage sans excrétion associée a été observé ponctuellement dans I’étude
expérimentale réalisée avec des porcs EOPS et décrite dans le chapitre III : lors de 1’abattage,
un porc était porteur de Campylobacter (contenu caecal positif) alors que le prélevement du

contenu rectal était négatif ce qui soulignait une absence d’excrétion fécale.

Lors de cette étude, les prélevements de matieres fécales des différents animaux ont
été analysés a I’aide de la PCR permettant une discrimination des deux principales souches de
Campylobacter observées en élevage porcin, a savoir C. coli et C. jejuni. Aucun C. jejuni n’a
été mis en évidence et C. coli semble prédominant dans ces deux élevages, ce qui est

comparable aux données décrites dans la littérature (Weijtens et al., 1993 ; Oporto et al.,
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2007 ; Varela et al., 2007 ; Whright et al., 2008). Néanmoins, lors d’identification des
différents isolats pour 1’élevage I, quelques souches ont été détectées comme étant des
Campylobacter mais 1’espece n’a pas pu étre déterminée. Il sera intéressant d’identifier ces

souches afin de connaitre I’espece isolée chez les animaux de 1’élevage 1.

Cette étude met €galement en évidence une diminution progressive, statistiquement
significative, des quantités de Campylobacter excrétées par les porcelets apres le post-
sevrage. Cette cinétique d’excrétion se rapproche de celle décrite pas Weijtens et al. (1993).
Certains auteurs émettent I’hypothése que cette diminution de I’excrétion trouve son
explication dans la conduite particuliere des animaux, dans le maintien de conditions
d’hygiene strictes et qu’une exposition constante des animaux ne s’accompagnerait pas de
cette diminution (Alter et al., 2005 ; étude expérimentale décrite dans le chapitre III). Dans
notre étude, la diminution de 1’excrétion observée en engraissement ne s’accompagne pas de
mesures d’hygiene particulieres. Cette cinétique, qui a par ailleurs été observée chez le poulet
(Achen et al., 1998), pourrait résulter d’une auto-limitation de 1’infection liée a une immunité

acquise évoquée par Newell et Fearley (2003).

Aucune corrélation significative n’a été mise en évidence dans notre étude entre la
contamination de [I’environnement et le niveau de contamination des animaux.
L’environnement apparait comme une source possible de contamination indirecte des porcs
par Campylobacter, d’autant plus que le caractere fouisseur de ces animaux les conduit a
avoir des contacts oraux fréquents avec le milieu dans lequel ils vivent. La résistance des
Campylobacter dans I’environnement des animaux dans un élevage porcin semble néanmoins
tres limitée comme en témoigne le nombre important de prélevements environnementaux
négatifs réalisés en présence des animaux et dans un milieu apparaissant pourtant souillé. De
la méme maniere, aucun prélevement environnemental réalisé durant le vide sanitaire ne s’est
révélé positif, ce qui suggere que les mesures d’hygieéne entre deux bandes (nettoyage,
désinfection puis vide sanitaire) suffisent pour éliminer Campylobacter. Au final, le rdle
épidémiologique de 1’environnement dans I’infection des porcs serait vraisemblablement
réduit si celui-ci n’était pas en permanence recontaminé par les déjections des porcs. Weijtens
et al. (2000) ont démontré que I'infection par Campylobacter en élevage porcin pouvait étre
réduite voire éliminée par la mise en place de mesures hygiéniques tres strictes associée a un
repeuplement par des porcs non porteurs. Parmi les aliments prélevés directement dans I’auge

des animaux en leur présence, quelques-uns se sont révélés positifs mais leur contamination
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par des feces a pu étre observée ou fortement suspectée. Pour 1’élevage 11, lors des visites, les
auges des porcs a I’engrais étaient systématiquement vides et les animaux présentaient un
comportement é€liminatoire particulier avec miction et défécation dans les auges et un
comportement fouisseur important dii probablement a cette restriction alimentaire. Par
ailleurs, les aliments prélevés dans les auges étaient plus souvent contaminés et présentaient
des quantités supérieures en UFC de Campylobacter par gramme. En parallele, pour I’élevage
I1, une augmentation des quantités de Campylobacter excrétées est observée en engraissement
alors que I'on note plutdét une diminution progressive des quantités de Campylobacter
excrétées par les porcelets apres le post-sevrage se poursuivant pendant 1’engraissement pour
I’élevage 1. Cette constatation est en corrélation avec le rdle de I’environnement, et en
I’occurrence ici des aliments, dans le maintien d’une exposition constante des animaux a
Campylobacter. Les aliments pourraient dans ce cas jouer un rdle de transmission indirecte
des Campylobacter entre les animaux. Néanmoins, le fait que les prélevements réalisés dans
les silos ou les sacs avant distribution aux animaux soient négatifs suggere que les aliments ou
I’eau ne constituent pas des sources majeures d’introduction de Campylobacter dans les

élevages porcins.

Weijtens et al. (1997), Alter et al. (2005), Soultos et Madden (2007) font de la mere la
premiere source de contamination des porcelets, une similitude entre les souches isolées de la
mere d’une part et de ses porcelets d’autre part ayant été observée. Harvey et al. (2000) ont
également montré que le sevrage précoce des porcelets diminue le niveau de contamination
des porcelets (les porcelets sont séparés de leur mere a 1 jour de vie dans leur expérience), la
truie apparait ainsi comme une source de contamination majeure. Dans notre étude, elle
semble également jouer ce role puisque a leur entrée en maternité les prélevements
environnementaux, les aliments et I’eau sont tous négatifs en Campylobacter. Les truies
apparaissent donc comme la source majeure de contamination pour leurs porcelets en
maternité, d’autant plus que le niveau d’excrétion de celles-ci est élevé comparé a la dose
infectante (quelques centaines de bactéries). Toutefois, des études de typage génétique
montrent que la transmission de la mere au porcelet par I’intermédiaire de maticres fécales
contaminées n’est pas le seul type de transmission existant. Ainsi Hume et al. (2002) ne
retrouvent pas de similitude entre les souches isolées sur les meres et sur leurs produits.

Soultos et Madden (2007) observent qu’apres 66 jours, seulement 33% des souches isolées
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sur les porcelets sont communes avec leurs meres. Ces auteurs concluent a I’existence
d’autres sources de contamination dans l’environnement des porcelets. L’importante
variabilité génétique des Campylobacter complique cependant I’ interprétation de ces résultats,
il est tres difficile de faire la part des choses entre souches issues des souches déja existantes
chez les meres et souches provenant d’autres sources de contamination. Les porcs peuvent de
plus se contaminer ou se re-contaminer au contact des matieres fécales de leurs congéneres
eux-mémes contaminés. Ces contaminations entre porcs de la méme case pourraient avoir un
impact sur le niveau d’excrétion moyen des animaux d’une case a un moment donné. Un
« effet portée » a été souligné pendant le sevrage pour les deux élevages alors qu’aucun «effet
case» n’a été observé pendant le post-sevrage et en engraissement. Néanmoins, les cases ne
sont pas suffisamment isolées les unes des autres pour que les seules sources de
contamination dans chaque case soient les animaux qui I’occupent : Leblanc Maridor et al.
(2008) ont montré qu’une transmission a distance, vraisemblablement par projection de
matieres fécales était possible entre porcs ; le contact nez a nez et les déplacements de
I’éleveur entre les cases pourraient également constituer des voies de transmission. D’autres
modalités de contamination par I’environnement telles que transmission a partir d’animaux
sauvages (rongeurs, oiseaux, insectes) ou par l’intermédiaire de 1’éleveur (en lien avec
d’autres productions dans I’élevage) sont donc potentiellement existantes, comme c’est le cas
en élevage de volailles. Peu d’études ont pour l'instant été réalisées sur ce sujet, mais
Meerburg et al. (2006) et Jensen et al. (2006) ont montré qu’une contamination des porcs par
Campylobacter a partir de la faune sauvage autour de 1’élevage était possible bien que

vraisemblablement peu fréquente.
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5. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Notre étude a confirmé la forte prévalence de I’infection par Campylobacter des truies
et des porcelets tout au long d’un cycle de production. La contamination des porcelets est
précoce et s’effectue au moins en partie au contact de la mere, 1I’environnement ne présentant
plus de Campylobacter apres le nettoyage, la désinfection et le vide sanitaire. Bien qu’aucune
relation quantitative n’ait été démontrée entre la contamination de I’environnement et des
animaux, l’environnement est apparu treés fréquemment contaminé, vraisemblablement en
grande partie a partir des matieres fécales des porcs. Il s’avere donc un élément possible de

transmission des Campylobacter entre animaux.

L’analyse par typage génétique permettra de répondre a certaines questions concernant
les modalités de contamination des animaux et la circulation de Campylobacter au sein d’un
élevage porcin. Le typage génétique des souches de Campylobacter isolées pour chaque
prélevement positif (matieres fécales, aliment et environnement) aidera peut-&tre a déterminer
d’autres sources de contamination autres que les truies qui pourraient jouer un rdle dans la
contamination des porcelets et de leur environnement au cours de I’élevage. D’autres enquétes
en élevage sont également nécessaires pour confirmer ou infirmer certaines observations (telle
que la diminution éventuelle de 1’excrétion fécale de Campylobacter par les porcelets a 3

semaines).
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ANNEXE 1

Planification des visites et des différents prélevements pour 1’élevage I
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ANNEXE 2

Planification des visites et des différents prélevements pour I’élevage 11

DATE Code Semaines de vie Nom du Prélévement Nb d'échantillons
16 janvier 2008 B1 -2 Avant Mise - Bas + VS Maternité 18 .
—— - Avant Mise-Bas B1-B2

22 janvier 2008 B2 -1 Avant Mise -Bas 18
30 janvier 2008 B3 1 Maternité 45

6 février 2008 B4 2 Maternité 45 .

— — Maternité B3-B4-B5-B6
12 février 2008 B5S 3 Maternité 45
19 février 2008 B6 4 Maternité + VS PS 54
26 février 2008 B7 5 PS 55
PS B7-B8

18 mars 2008 B8 8 PS 55

8 avril 2008 B9 11 Pré-engraissement 55 Bre ) ;
22 avril 2008 B10 13 Pré-engraissement + VS Engraissement 55 + 13 re;ggf?_;‘?ﬁe"
29 avril 2008 B11 14 Pré-engraissement 55

20 mai 2008 B12 17 Engraissement 50

26 mai 2008 B13 18 Engraissement 50

10 juin 2008 B15 20 Engraissement 50 B12-B13-B14-B15-B16-B17-

17 juin 2008 B16 21 Engraissement 50 B18

24 juin 2008 B17 22 Engraissement 50

1 juillet 2008 B18 23 Engraissement 50
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ANNEXE 3

Composition des principaux milieux de récupération, d'enrichissement ou de
sélection utilisés pour la détection des Campylobacter spp.

COMPOSITION DE L'EAU PEPTONNEE STERILE TAMPONNEE (ISO 6579) (PH=7)

Peptone de caséine :
Chlorure de sodium :

Potassium déhydrogénophosphate :
Disodium hydrogénophosphate dodécahydraté :

10 g/
5 gL
1.5 g/L
9 gL

COMPOSITION DU MILIEU DE STOCKAGE : BOUILLON C(EUR-CERVELLE
(BHB = BRAIN HEART BROTH)

Substrat nutritif (extrait de cerveau et de cceur, peptone)

D(+)-glucose
Chlorure de sodium

Di-Sodium hydrogénophosphate

275 g/L
2 g/L
5 gL
25 g/L

Préparation par dissolution de 37g de poudre dans 1L d'eau déminéralisée

COMPOSITION DU MILIEU D’ENRICHISSEMENT : BOUILLON PRESTON

MILIEU DE BASE SOLUTION D'ANTIBIOTIQUES MILIEU COMPLET
Peptone ............ 10 g | Polymyxine B 2500 Ul Solution d'antibiotiques
Charbon ............ 10 g | Rifampicine ...... 5mg 2 mL
Chlorure de sodium 5 g | Triméthoprime... Smg Milieu de base
Agar-agar ......... 1 g |Cycloheximide ...... 50mg 473 mL
Eau......... 1000 mL | Acétone ... I'mL Sang de cheval lysé stérile

Eau 1 mL 25mL
COMPOSITION DU MILIEU DE SELECTION : GELOSE KARMALI

MILIEU DE BASE SOLUTION D'ANTIBIOTIQUES MILIEU COMPLET
Peptone ............ 23 g | Pyruvate de sodium 2g Solution d'antibiotiques
Charbon ............ 4 g | Vancomycine ...... 04¢g 10 mL
Hématine ...... 0.032 g | Céfopérazone...... 0.64 g Milieu de base
Chlorure de sodium 5 g |Cycloheximide ...... 2g 990 mL
Agar-agar ......... 10g Ethanol 2 95% ... 50 mL
Eau......... 1000 mL

Toutes les préparations sont autoclavées a 121 °C pendant 15 minutes.

302







ANNEXE 4

Protocole d’extraction d’ADN a partir des différents prélevements

Préparation de I’échantillon

Homogénéisation du prélevement
Dilution par 2 des 5g de prélevement dans un tube Falcon 50 mL (Ajout de 5 mL d’eau stérile)
Ajout de 10pL de Yersinia ruckeri (solution 2 10" CFU/mL)
Vortexer 30 secondes, conservation sur glace

Ebullition
10 minutes a 100°C
Placer les tubes sur la glace apres ébullition

Centrifugation
5 minutes a 8000 tours par minute
Récupération de 1 a 2 mL de surnageant dans un tube Eppendorf

Protocole kit Nucleospin Tissue Macherey Nagel
Dans un tube Eppendorf contenant 25 pL de protéinase K
ajouter 250 pL du surnageant puis 180 uL de tampon T1
Vortexer puis incuber 1 heure a 56°C

Lyse dans le tampon B3

Vortexer I’échantillon
Ajouter 200 pL de tampon B3 et vortexer
Incuber 10 minutes a 70°C
Vortexer et centrifuger rapidement pour récupérer les gouttelettes accumulées dans le capuchon

Ajouter 210 pL d’éthanol a 96-100%
Vortexer 15 secondes
Centrifuger rapidement pour récupérer les gouttelettes accumulées dans le capuchon

Adsorption de PADN sur la membrane de silice

Déposer la totalité du lysat dans la colonne d’extraction
Centrifuger 2 min a 11000 x g
(éventuellement une deuxieme fois si tout I’effluent n’est pas passé a travers la colonne)
Transférer la colonne sur laquelle est maintenant fixer I’ ADN dans un nouveau tube collecteur

Purification de ’ADN

Ajoutes 500 nL de tampon BW
Centrifuger 1 minute 2 11000 x g
Transférer la colonne dans un nouveau tube collecteur

Ajouter 600 uL de tampon B5
Centrifuger 1 minute a 11000 x g
Transférer la colonne dans un nouveau tube collecteur

Centrifuger 1 minute 2 11000 x g
Transférer la colonne dans un tube Eppendorf

Elution de ’ADN

Déposer 100 pL de tampon BE préchauffé a 70°C directement au centre de la colonne
Incuber 1 minute a température ambiante
Centrifuger 1 minute 2 11000 x g
Récupération de 1’éluat contenant I’ADN des bactéries initialement présentes dans le prélevement
Réalisation de 2 aliquots de 50 uL avec I’éluat
Conserver un aliquot a 4°C pour une utilisation directe et 1’autre & -20°C pour une utilisation future
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ANNEXE 5

Excrétion fécale de Campylobacter en log (UFC/g MF)

par les porcelets pour I’élevage I

Age en semaines des porcelets

Porcelets 1 2 3 4 5 8 11 14 17
A1 7,3 P 0 6,8 6,0 6,0 5,6 38
A2 P 0 P P 7,4 4,5 4,0 4,9
A3 pas de 7,5 0 P 6,9 P 7,0 4,7 6,3

données
A4 (x) 4,9 0 8,3 7,7 X 3,9 3,7 4,0
A5 P P 7,2 6,3 5,4 7,2 4,6 5,7
A6 P 0 P 7,2 6,8 5,8 3,7 3,4
B1 9,3 P P 7,0 5,8 7,6 6.8 P 6.7
B2 P P P 8,3 4,7 52 6,9 5,5 5.8
B3 0 P P 7,5 P 7,2 5,2 4,3 4,6
B4 P P P P P 6,3 porcelet mo
B5 P P 0 8,5 4,9 7,5 2,8 3,2 0
B6 P 0 0 8,5 5,3 5,6 5.8 3,0 4,2
C1 P P 0 P 8,4 porcelet mort
C2 P 0 0 7,5 7,5 6,3 4,2 57 4,5
C3 8,3 0 6,7 6,5 7.3 4,2 4,3
C4 P P 0 8,6 P 7.1 7,2 5,0 55
C5 P P 0 P 7,2 6,5 5,8 6,0 5,7
C6 P P 0 P 8,4 7,5 6,3 6,6 <2
D1 P 3,5 0 8,6 pas de données 7,2 5,2 7,3
D2 0 P 0 6,8 4,4 6,6 5,0 5,3 4,6
D3 P 8,0 P 7,6 3,9 7,0 5.8 5,9 5,9
D4 X 7.8 0 8,2 7.6 6,2 5,3 5,6 5,9
D5 0 P 0 7,2 6,3 6,1 1 54 5.8
D6 0 3,9 0 6,4 5.4 53 4,9 X 6,6
E1 P P P 8,7 P 6,9 7.4 4,2 54
E2 X 5,6 0 4,8 7,1 5,1 4,8 3,9 4,8
E3 5 7,7 X X 41 4,3 4,8 3,8 X
E4 P 2,3 P 7,4 59 6,0 7,1 4,3 55
E5 P P P P 52 6,0 5,82 3,7 35
E6 0 4,5 X 7.9 3,6 3,8 6.8 5,0 4,0
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ANNEXE 6

Excrétion fécale de Campylobacter en log (UFC/g MF)
par les porcelets pour I’élevage 11

Age en semaines des porcelets

Por:elet 1 2|3 |4 |5 |8 |11 1314|1718 |19 |20 |21 |22 | 23
A1l 3,6 4,9 7,4 8,1 3,3 4,8 55 6,7 6,9 6,9 59 X 7,3 7,5 7,8 7,8
A2 3,5 6,0 4,6 71 7,5 5,1 4,9 4,5 6,8 7,0 6,3 X 6,5 7,0 71 6,7
A3 5,6 71 41 5,7 6,6 4,4 0,0 71 5,8 6,4 6,7 7,2 6,4 6,8 6,9 7,0
A4 3,5 6,5 7,8 6,4 8,4 3,7 4,7 5,8 7,3 X 5,5 6,9 6,8 6,4 6,8 7,2
A5 X 4,7 3,9 4,8 5,7 41 3,5 7,5 6,3 X 5,8 7,2 7,0 5,8 6,6 6,8
A6 3,3 4,7 0,0 6,4 4,9 6,1 59 5,4 6,0 X 5,3 6,6 7,0 6,5 7,4 7,5
B1 6,2 7,2 3,5 7,3 51 7,3 3,4 4,6 6,2 X X 7,0 6,6 71 7,2 7.1
B2 | 54|69 |00 |73|00|38|31|43|66|50|56]|64|58]|61]62] 6/
B3 | 46 | 65|00 |73 |00 |43 |44 |66 |58 |54 |62 |60|62|72]|62]67
B4 x | 35|43 |64 |61 |54 |55)|68|64|49| x |64 |59 70|69 |56
B5 |36 |62 |73 |86|00|32|47 61|59 |50|61/|61| x |62]|61]862
B6 |69 |53 |79 |82 |59 |48 |45 |54 |49 |48 |59 |58 |61 |61 |67 62
C1 4,3 2,6 0,0 6,8 5,4 6,1 4,5 6,9 5,8 6,6 6,6 6,9 6,2 7,5 6,6 6,4
C2 X 0,0 4,3 4,9 6,5 4,8 0,0 4,2 5,4 57 6,2 6,5 6,0 6,4 7,7 7,2
C3 0,0 3,0 57 8,1 4,8 5,8 55 5,0 6,4 59 6,4 6,4 5,8 71 6,9 6,9
C4 4,3 0,0 0,0 5,3 6,2 7,0 6,0 71 6,8 7.1 X 7,2 6,7 7,2 6,0 6,6
C5 X 2,6 0,0 7,5 4,3 4,4 4,9 4,8 5,6 6,0 5,7 6,2 5,4 6,5 59 4,5
C6 4,6 2,5 3,2 2,9 X 3,7 4,8 6,8 6,6 6,6 3,5 6,9 6,2 71 6,6 6,9
DI | 00| 00|00 |61|50|00|57]|55/|59)|57| x |68]|58]|55]57] 55
D2 |30 |28 |00 |41 |48 |28 |51 |35 |56 |48 |53 |66 |68 |65 |51 | 45
D3 x |29 | 28|63 |73 |29 |59 |34 |56|56|66|61]|61]|71|59]60
D4 x |00 |38 |55| x |00 |68 |36 |73 |66 | x |78]62]|74]|68]|55
D5 x |31 |34 |43 |27 31|55 00|48 |63 |59 |67|70]|63]|55] 64
D6 | 00| 00|00 |41 | 72|00 |57 |51 |61 53| x |75]|61|75]57] 70
E1 3,7 3,2 0,0 0,0 5,4 3,2 4,8 3,8 5,6 4,9 6,1 6,4 6,7 71 4,8 53
E2 4,3 3,7 0,0 0,0 X 3,7 5,8 4,2 X 57 5,8 6,5 5,6 6,9 6,6 6,3
E3 3,1 0,0 3,4 3,7 8,2 0,0 X 3,4 8,1 5,8 4,4 6,9 X 6,5 5,6 5,1
E4 X 3,3 41 4,2 0,0 3,3 X 5,5 6,4 5,2 5,0 5,0 5,6 7,2 5,8 6,4
E5 X 3,7 2,9 3,0 4,4 3,7 X 4,8 7,0 4,7 6,7 4.1 5,6 6,8 6,3 57
E6 29 3,9 3,4 0,0 6,5 3,9 X 4,6 6,1 4,9 6,1 X 6,8 71 6,7 6,9
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CHAPITRE VI :

CONCLUSION

PERSPECTIVES







L’ objectif principal de ces travaux de thése était de produire des méthodes et des
connaissances permettant d’étudier le portage et la dynamique d’infection de Campylobacter
en élevage porcin. La maitrise de la circulation chez le porc des agents pathogénes pour le
porc et I’Homme constitue un enjeu primordial pour la filiére porcine. Récemment, le cadre
réglementaire européen a pris en compte ces dangers en imposant la surveillance de la
contamination des denrées d’origine animale et des principaux agents responsables de

zoonose d’origine alimentaire, notamment Campylobacter (Directive 2003/99/CE).

La détermination quantitative du niveau d’excrétion des différentes especes de
Campylobacter chez le porc et la description des éventuelles variations de cette excrétion au
cours du cycle de production constituait un premier objectif. Le second objectif était de
pouvoir décrire précisément les souches excrétées et/ou rencontrées dans I’environnement et
d’évaluer leur variabilité afin de comprendre les modalités de transmission de Campyloabcter
au sein d’un élevage porcin. En parallele, la quantification et I’identification des souches de
Campylobacter dans I’environnement des animaux (eau, aliments, cases) avaient au préalable
«étaient peu explorées ». Or I’analyse de la contamination de I’environnement d’élevage des
animaux et la précision éventuelle de son implication dans la transmission de Campylobacter
au sein d’un élevage porcin constituent un aspect essentiel en vue de I’éventuelle maitrise de

I’infection.

Dans un premier temps, un aspect méthodologie nous semblait essentiel a la fois pour
disposer d’une méthode d’identification quantitative applicable rapidement et aisément sur le
terrain en élevage porcin mais également pour valider et calibrer les méthodes de typage

actuelles afin de pouvoir les appliquer a grande échelle lors d’enquétes en élevage.

Une premiere étape a consisté a la mise au point et la validation de méthodes rapides
d’identification quantitative de Campylobacter spp. et des especes majeures, a savoir C. coli
et C. jejuni retrouvées chez le porc et chez I’Homme. Les tests de PCR quantitative en temps

réel développes lors de cette these permettent ainsi :

- de quantifier Campylobacter spp. directement a partir de matrices
complexes telles que les matieres fécales et les préléevements

environnementaux
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- de quantifier et de discriminer C. coli et C. jejuni dans un essai
duplex a partir de cultures pures ou lors de deux essais simplex a

partir de substrats complexes.

Ces méthodes rapides permettent de quantifier I’excrétion de Campylobacter par les
animaux (durée, intermittence éventuelle et especes excrétees) et d’estimer la contamination
de I’environnement. Afin de garantir la fiabilité des résultats, la présence d’un témoin interne
d’extraction et d’amplification était essentielle a I’application de ces techniques a des
prélevements polycontaminés tels que les matieres fécales susceptibles de contenir des
inhibiteurs de la PCR. Ces méthodes serviront a I’étude du portage de Campylobacter chez le
porc en élevage lors d’enquétes futures du fait de leur simplicité d’application et de leur
rapidité. Une utilisation a grande échelle semble donc possible, néanmoins, dans nos travaux,
dans un contexte d’évaluation de la contamination des animaux et de la dynamique
d’infection de Campylobacter au sein d’un élevage porcin, I’analyse bactériologique est

nécessaire pour pouvoir isoler et caractériser les différentes souches de Campylobacter.

Un deuxieme aspect de notre étude est en effet de déecrire la variabilité génétique des
souches excrétées. Etant donné la plasticité génomique de Campylobacter, il est important
d’évaluer la valeur informative des méthodes de typage moléculaires pour décrire cette

variabilite en élevage puisque les méthodes choisies conditionnent les résultats.

Une premiére approche in vitro par repiquages successifs de plusieurs souches de
Campylobacter nous a permis de mettre en évidence la stabilité génomique de trois souches
de Campylobacter d’origines différentes : C. coli d’origine porcine, C. coli et C. jejuni
d’origine aviaire isolés en conditions de terrain. Il s’agissait ensuite d’analyser et de
renseigner les différentes composantes de I’hétérogenéité des profils observés sur le terrain :
tester les hypothéses (i) d’un effet animal, (ii) d’un effet espéce/souche, (iii) d’une évolution
différente de I’infection selon que les animaux étaient infectés par une ou plusieurs souches

de Campylobacter.

Lors d’enquétes en élevage, de nombreux parameétres ne peuvent pas étre controlés tels
que I’eau et I’alimentation, les flux d’air, de personnes ou d’animaux (déplacements de
I’éleveur, rongeurs, oiseaux, entrée éventuelle de contaminants extérieurs), la propreté des

animaux, des auges, des parcs et des batiments en général. Tous ces facteurs peuvent
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influencer la dynamique d’infection de Campylobacter chez le porc. Afin de générer des
données plus fondamentales, il nous semblait important de réaliser une étude de la cinétique
d’excrétion de Campylobacter chez le porc dans des conditions contrélées avec des souches
choisies inoculées a des animaux EOPS suivis au cours du temps. La deuxieme étape de nos
travaux a donc été la mise en place d’une infection expérimentale. Cette approche originale
nous permettait ainsi de tester I’installation et les modalités d’excrétion de plusieurs souches
de Campylobacter d’origines différentes (porcine ou aviaire), correspondant aux principales
especes retrouvées chez le porc et chez I’Homme, dans des conditions ou tous les facteurs

exogenes entrants sont contrélés.

D’une part, I’infection expérimentale nous a permis de valider les méthodes de PCR
en temps réel et de réaliser la calibration des méthodes de typage moléculaire choisies, en
I’occurrence la macrorestriction genomique en champ pulsé et la PCR-RFLP sur le gene flaA,
en vue de leur application en élevage porcin. Outre la mise en évidence du portage
asymptomatique et des niveaux d’excrétion elevés de Campylobacter par le porc, cette étude a
souligné I’existence d’un éventuel effet souche et/ou espece. C. coli semble en effet
prédominer en France et en Europe dans les élevages porcins, néanmoins différentes études
soulignent la présence d’autres espéces de Campylobacter, notamment de C. jejuni. Lors de
I’infection expérimentale, la capacité de colonisation et d’implantation des souches de C.
jejuni et de C. coli d’origine aviaire semble plus difficile chez le porc et les quantités de
Campylobacter excrétées dans les matieres fécales des porcs sont inférieures avec ces mémes
souches. Boes et al. (2005) soulignent qu’un porc, infecté par C. jejuni lors d’un prélévement,
n’excrete pas forcément la bactérie au prélevement suivant. Cette observation concorde avec
I’arrét progressif de I’excrétion des trois animaux inoculés avec C. jejuni et I’absence
d’implantation de C. jejuni lorsqu’elle est inoculée simultanément avec C. coli. La description
de I’évolution qualitative et quantitative de I’excrétion, I’existence d’une différence éventuelle
dans I’installation et la survie d’une souche par rapport a une autre constituent une premiéere
approche de la notion éventuelle d’interaction spécifique hote-bactérie décrite par Dingle et
al. (2005) et par Miller et al. (2006).

Dans notre étude, tous les animaux « contacts », logés dans des cases attenantes a
celles des animaux inoculés, sont devenus excréteurs avec un niveau d’excrétion similaire a
celui des animaux infectés expérimentalement. Ces résultats mettent en évidence la possibilité

d’une transmission a distance de Campylobacter dans des locaux d’élevage. La réalisation
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d’une macrorestriction génomique en champ pulsé sur ces mémes isolats a permis de
distinguer C. coli d’origine porcine de C. coli d’origine aviaire et de souligner la transmission

de ces deux souches aux porcs des cases adjacentes.

A I’inverse, aucun passage n’a été mis en évidence entre les parcs d’animaux inoculés
avec C. coli d’origine aviaire et ceux inoculés avec C. jejuni. En plus d’une premiére
hypothése concernant I’existence d’une interaction spécifique hote-bactérie, il est possible que
I’inoculation avec C. jejuni ait empéché la colonisation secondaire de C. coli. Le dispositif
expérimental permettait en effet de tester I’effet de compétition ou I’effet de transmission
d’une souche lorsqu’un animal est déja porteur. Ainsi, dans cette salle, nous pouvions tester
I’infection d’animaux loges dans des cases adjacentes, deja inoculés avec une souche pour C.
jejuni et C. coli d’origine aviaire (éventualité qui pourrait se produire en élevage plein air ou

via I’environnement).

Ces résultats sont a confirmer puisque dans cette étude le nombre d’animaux est
relativement faible pour chaque lot en raison des conditions contraignantes de sa réalisation
(conditions expérimentales). La mise en place d’un autre essai est une perspective intéressante
pour étudier la capacité de transmission de ces souches a des animaux contacts non inoculés.
Des infections répétées au cours du temps pour un méme animal avec une ou plusieurs
souches (effet des inoculations successives) permettront d’étudier un éventuel effet de
compétition entre deux souches. De la méme facon, il serait intéressant d’étudier
I’implantation de souches de C. jejuni retrouvées chez le porc, notamment celles retrouvées
aux Etats Unis par Harvey et Young, prédominantes dans deux élevages de porcs (Harvey et
al., 1999 ; Young et al., 2000). Enfin cet effet de compétition ou effet barriére s’il existe est
une voie d’exploration intéressante notamment dans la mise en place de mesures de lutte (type

flore de barriére).

En paralléle lors de cette étude, I’application des méthodes de typage moléculaire a
souligné la variabilité de Campylobacter « in vivo » dans I’animal. Un effet souche a été
remarqué puisque seul C. coli d’origine porcine a varié. Les résultats concernant les deux
méthodes de typage employées sont similaires et permettent d’établir un seuil au dela duquel
il est difficile de faire la part entre la variabilité génomique intrinseque de la souche et la
variabilité observée due a la présence de souches d’origines différentes. La validation et la
calibration des méthodes dans une perspective d’utilisation en contexte épidémiologique sont

des données essentielles pour pouvoir « tracer » les souches et établir un lien en élevage. De
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plus, nous avons observé que la capacité de la méthode a détecter des variations était sans
doute dépendante du nombre d’isolats. Hanninnen et al. (1999) émettent I’hypothése que la
détection d’une variabilité dépendrait non seulement de la méthode utilisée mais également du
nombre d’échantillons prélevés. Notre étude corrobore cette hypothése puisqu’au maximum 3
isolats sur 20 varient. De ce fait, comme le souligne Weijtens et al. (1999), une analyse
génotypique réalisée sur un nombre restreint de colonies diminue les chances de mettre en
évidence des profils variés. De fait, en testant 1 a 3 isolats par prélevement, comme il est

habituellement réalisé, la probabilité de voir une différence est plus faible.

Enfin, la derniére partie de cette thése correspondait a I’étude en conditions réelles (i)
de I’infection des porcs par Campylobacter et (ii) de la contamination de leur environnement
en élevage naisseur engraisseur. Notre étude a confirmé la forte prévalence de I’infection par
Campylobacter des truies et des porcelets tout au long d’un cycle de production. La
contamination des porcelets est précoce et s’effectue au moins en partie au contact de la mére,
I’environnement ne présentant plus de Campylobacter apres le nettoyage, la désinfection et le
vide sanitaire. Bien qu’aucune relation quantitative n’ait été démontrée entre la contamination
de I’environnement et des animaux, I’environnement est apparu tres fréquemment contaminé
et il joue probablement un rdle dans la transmission des Campylobacter entre animaux.
L’ analyse par typage génétique permettra de répondre a certaines questions concernant les
modalités de contamination des animaux et la circulation de Campylobacter au sein d’un
élevage porcin. Le typage génétique des souches de Campylobacter isolées pour chaque
prélévement positif (matieres fécales, aliment et environnement) aidera peut étre a déterminer
d’autres sources de contamination autres que les truies qui pourraient jouer un role dans la

contamination des porcelets et de leur environnement au cours de I’élevage.

Outre I’efficacité des mesures classiques de nettoyage / désinfection / vide sanitaire
pour éliminer Campylobacter, ces deux enquétes en élevages ont permis de mettre en
évidence, dans les deux élevages eétudiés, une diminution de I’excrétion fécale de
Campylobacter par les porcelets a 3 semaines. La poursuite du travail avec I’obtention de
données similaires dans d’autres élevages sont nécessaires pour confirmer ou infirmer ces
observations. Peu de données sont disponibles concernant I’établissement de la flore digestive
chez le porcelet au cours des premieres semaines de vie. Les facteurs de variation de la
composition de cette flore seraient toutefois des éléments intéressants pour comprendre ce

phénoméne de diminution apparent de la prévalence d’infection, ce qui pourrait ouvrir des
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perspectives quant a d’éventuelles méthodes de maitrise.

Les procédés de nettoyage / désinfection / vide sanitaire et la conduite en bandes sont
efficaces pour éviter le contact des animaux avec la bactérie dans une exploitation. Ces
pratiques de biosécurité semblent a I’issue des études préliminaires en élevage relativement
efficaces. Ces pratiques ont probablement un effet sur I’amélioration d’un troupeau vis a vis
de Campylobacter comme cela avait été souligné par Weijtens et al. (2000) et Hume et al.
(2002). Néanmoins, globalement la mise en place de mesures de lutte au niveau de I’élevage
parait difficile étant donné I’exposition permanente des animaux via I’environnement
notamment. 1l faut donc intégrer une lutte a I’échelle de I’ensemble de la filiere porcine, plus

particulierement au niveau du process d’abattage et aux étapes de ressuyage par exemple.

Le role majeur des truies dans I’infection précoce des animaux avec la transmission
indirecte de Campylobacter via les matieres fécales et le maintien de I’infection dans
I’ensemble du troupeau a été souligné. En effet, Weijtens et al., en 2000, ont souligné que
I’introduction de porcs EOPS permet de diminuer le pourcentage d’adultes porteurs de
Campylobacter par rapport a des élevages conventionnels. Les auteurs suggerent qu’il serait
ainsi possible de diminuer notablement le taux de contamination en élevage porcin en

associant mesures d’hygienes strictes et introduction de reproducteurs indemnes.

Ces travaux de recherche ont permis I’acquisition de méthodes d’études calibrées et de
données concernant I’infection des porcs et la contamination de I’environnement par
Campylobacter en élevage naisseur-engraisseur. Ces methodes sont adaptables a d’autres
substrats tels que les aliments et peuvent étre utilisés a grande échelle. L’analyse des souches
isolées au sein de I’élevage | permettra sans doute de formuler des hypothéses concernant les
mécanismes de transmission et la dynamique d’infection de Campylobacter en élevage

porcin.
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RESUME
Campylobacter chez le porc, méthodes d’identification quantitative et dynamique d’infection

Les bactéries appartenant au genre Campylobacter sont actuellement considérées comme la premiére
cause de maladies infectieuses d'origine alimentaire chez I'Homme dans les pays développés. Les animaux
d’élevage, notamment les porcs, constituent des réservoirs de ces bactéries dont ils sont fréquemment porteurs
sains. L’objectif de ces travaux est de produire des méthodes et des connaissances permettant d’étudier le
portage de Campylobacter en élevage porcin. Des techniques de PCR quantitative en temps réel rapides et
fiables ont été mises au point pour la détection et la quantification de Campylobacter spp., C. coli et C. jejuni.
Ces méthodes d’identification quantitative présentent I’avantage d’étre simples d’utilisation, rapides et
applicables directement a des substrats complexes tels que les matiéres fécales ou les prélévements
environnementaux. La validation de ces techniques était un préalable a I’étude de la cinétique d’excrétion de
Campylobacter dans les matiéres fécales de porcs et a I’évaluation de la contamination de I’environnement. Afin
de générer des données fondamentales pour pouvoir interpréter les données relevées sur le terrain, des porcs
EOPS 4geés de sept semaines ont été inoculés expérimentalement avec plusieurs souches de Campylobacter
d’origine différente, seules ou en association. Cette infection expérimentale a permis de souligner les grandes
tendances décrites dans la littérature, a savoir un portage asymptomatique, des niveaux d’excrétion €élevés et une
légere baisse des quantités excrétées en fin d’engraissement. Elle a également permis de mettre en évidence une
intermittence de I’excrétion, une contagiosité de Campylobacter avec une transmission rapide a distance aux
animaux des cases adjacentes et I’existence d’une interaction spécifique hote/espece de Campylobacter (effet
souche/espéce marqué). Outre ces résultats sur I’étude de la cinétique d’excrétion, elle a permis de calibrer deux
méthodes de typage, a savoir la macrorestriction génomique en champ pulsé et la PCR-RFLP sur le gene flaA.
Une variabilité génomique « in vivo » dans I’animal a été mise en évidence avec un effet souche marqué puisque
seul C. coli d’origine porcine a varié. Les résultats concernant les deux méthodes permettent ainsi d’établir un
seuil de similarité entre souches. La derniére étape était I’application de ces méthodes lors d’enquétes en élevage
naisseur-engraisseur pour décrire la contamination de I’environnement et la dynamique d’infection des
Campylobacter en élevage porcin. Notre étude souligne le role de la truie comme source de contamination mais
I’environnement est un élément possible de transmission des Campylobacter entre les animaux a considérer.

Mots-clés : Campylobacter, Porcs, Réaction en chaine de la polymérase, Variabilité génétique, Epidémiologie moléculaire

SUMMARY
Campylobacter in pig, quantitative identification methods and dynamic of infection.

Campylobacter is a major cause of food-borne infection in developed countries. Pigs are frequently
contaminated with Campylobacter coli. This work aimed at providing new methods and knowledge to study the
carriage of Campylobacter in conventional pig herds. Campylobacter specific real-time PCR assays developed in
this study allow (i) to perform a direct detection of Campylobacter spp, C. coli and C. jejuni in complex
substrates like faeces or environmental samples, (ii) to perform a direct quantification of each target in pig faecal
or environmental samples without the need of enrichment, isolation or biochemical tests, and (iii) to obtain a
reliable result due to the presence of an internal bacterial control of DNA extraction and PCR amplification. To
study excretion in controlled condition, we inoculated per os 5.10’CFU of Campylobacter to specific pathogen-
free pigs of 7 weeks old. Three different strains (two C.coli strains, one isolated from pigs, the other one from
chickens and one C. jejuni strain isolated from chickens) were used alone or together for inoculation. Pigs were
monitored during 80 days for clinical signs and growth performances. Bacteriological analyses of faeces were
also performed. This study underlines the possible experimental infection of young pigs with Campylobacter.
Moreover, an asymptomatic carriage and a high excretion were observed during the whole trial for pigs
contaminated with C. coli. There is a transmission between inoculated and «contact» pigs, which are
Campylobacter-free at the beginning of the study and which live in the same experimental unit. Our results on
both contaminated and «contact» pigs are similar to excretion levels observed in the field. The results suggest a
specific interaction between the Campylobacter species and the host. Moreover, this experimental infection
allowed to calibrate two molecular typing methods, namely RFLP-PFGE and flaA PCR-RFLP. Variability was
evidenced only in pigs inoculated with C. coli of porcine origin, either alone or in the mix, or in sham inoculated
pigs neighbouring the latter. A discrimination threshold was established with the two methods. Finally, to
describe Campylobacter infection in commercial pig herds, faecal shedding as well as contamination of pens
(either empty or with animals), feed and water were monitored from birth to finishing for pigs, and during one
production cycle for sows. Our study underlines the role of the sows as a Campylobacter contamination source
for their piglets. Nevertheless, the role of the environment in the transmission of Campylobacter between
animals is important to consider.

Key-Words : Campylobacter, Pigs, Polymerase Chain Reaction, Genetic Variability, Molecular Epidemiology




	couvertureMILY.doc
	DEVANT L’UNIVERSITÉ DE RENNES 1
	PAR
	COMPOSITION DU JURY


	presentation.doc
	SOMMAIRES.doc
	 FAO : Food and Agriculture Organization 
	Tableau 6: Tests biochimiques utilisés pour l’identification des 4 espèces de Campylobacter thermotolérants (norme NF ISO 10272)  27
	Tableau 7: Schéma de biotypage pour C. jejuni, C. coli et C. lari selon Lior (1984)  29
	Tableau 8 : Méthodes de typage moléculaire de C. jejuni et C.coli. Source : AFSSA, 2004   37
	Tableau 9 : Cas rapportés de campylobactérioses chez l’Homme en Europe entre 2002 et 2006 ; nombre de cas rapportés, nombre de cas confirmés et incidence pour les cas confirmés en 2006, en Europe. Source : EFSA, 2007  43
	Tableau 12 : Quelques méthodes rapides de détection de Campylobacter                         Source : Seafood Network Information Center, 2006  60
	Tableau 16 : Description de la contamination des porcs par Campylobacter en élevage  80
	Tableau 17 : Description de la contamination des porcs par Campylobacter à l’abattoir  84
	Tableau 18 : Données concernant le nombre d’échantillons positifs pour Campylobacter dans la viande fraîche de porc lors de la vente au détail. Source : EFSA, 2007  89
	Tableau 6: Valeurs moyennes d’excrétion, valeurs maximales et minimales pour chaque prélèvement (élevage I) 282
	Tableau 7: Comparaison du niveau d’excrétion des différents groupes d’animaux en maternité à une visite donnée par analyse de variance et mise en évidence d’un « effet portée » au cours du sevrage pour l’élevage II 285
	Tableau 8 : Exemple de prélèvements retrouvés positifs dans l’auge pour l’élevage I 286
	Tableau 9 : Contamination de l’environnement des truies pour l’élevage I en log UFC de Campylobacter / m2 287
	Tableau 12 : Contamination de l’environnement des porcelets en pré-engraissement et en engraissement en log UFC de Campylobacter / m2 290

	chapI-biblio.doc
	PHYLUM DES PROTEOBACTERIA
	29 Espèces, 
	parmi lesquelles:
	ESPECES
	ANTIBIOTIQUES auxquels les Campylobacter sont naturellement résistants
	Culture à 42°C
	Sensible
	Sensible
	Sensible

	Des séquences d’ADN répétitives présentes sur le génome en position intergénique (le nombre de répétition étant plus ou moins caractéristique d’une souche) sont amplifiées par PCR. Une électrophorèse des fragments obtenus permet de visualiser les différentes portions d’ADN et les profils peuvent alors être comparés (Weijtens et al., 1997).

	Tableau 10 :  Importance des campylobactérioses dans le monde occidental : estimation du total des cas de campylobactérioses par an dans 3 pays occidentaux
	Friedman et al., 2000
	Adak et al.,
	2005
	Incidence annuelle
	Cas estimés
	880
	Friedman et al., 2000
	690
	Adak et al.,
	2002
	1660 à 2730 cas estimés                      31 confirmés microbiologiquement

	FACTEURS DE RISQUE
	REFERENCE
	Tableau 16 : Description de la contamination des porcs par Campylobacter en élevage



	Les données chiffrées sur le statut des carcasses à l’abattoir sont limitées et les prévalences obtenues sont extrêmement variables selon les pays, les auteurs et le type d’étude. Les protocoles ne sont pas toujours comparables du fait des différences dans la méthode de prélèvement et d’analyse et du fait de l’hétérogénéité des pratiques d’abattage et du type d’échantillon (Tableau 17).
	Tableau 17 : Description de la contamination des porcs par Campylobacter à l’abattoir
	Nature des prélèvements
	Nombre de prélèvements testés
	Pourcentage de prélèvements positifs
	Espèces identifiées
	Référence
	Contenu intestin
	210
	79%
	C. jejuni
	Oosterom et al., 1985
	Matières fécales
	58
	53,4%
	C. jejuni
	Colin, 1985
	Carcasses avant réfrigération 
	120
	12,5%
	Bracewell et al., 1985
	Muscles du cou
	- 
	19,6%
	Finlay et al., 1986
	Muscles du cou et Vésicule biliaire
	463
	16,9%
	Lammerding et al., 1988
	Matières fécales
	200
	100%
	C. coli 97%    C. jejuni 2%
	Mafu et al., 1989
	Carcasses 
	-avant ressuyage
	600
	66,2%
	Sorensen et Christensen, 1997
	Contenu Caecal                 (3 lots de 50 porcs issus de 4 élevages)
	595
	De 70 à 100%
	C. coli 60%      de 20 à 100%
	C. jejuni 31% de 0 à 76%          
	Harvey et al., 1999
	Estomac(12 lots de 10)
	120
	54% (de 30 à 90%)
	C. coli 100%  107 souches
	Rossero et al., 1999
	Contenu intestin
	24
	100%
	C. coli 89%    C. jejuni 3%
	Nesbakken et al., 2003
	Matières fécales Pool de 10 
	104
	63,5%
	Pezzotti et al., 2003
	Carcasses 
	-après saignée
	-après polissage
	-avant refroidissement
	Pearce et al., 2003
	Carcasses après ressuyage (8sites)
	300
	9,7%
	Mircovich et al., 2004
	Contenu caecal
	800
	77,6%%
	C. coli 95,7%    2 C. lari
	Guévremont et al., 2004
	Estomac
	240
	50,4%
	Payot et al., 2004
	Matières fécales avant transport  après transport
	330             
	330
	79,1%
	78,2%
	Alter et al., 2005
	Matières fécales Gorge fin process tuerie Bavette
	250
	250
	250
	100%
	19,2%
	9,6%
	Magras et al., 2006
	Carcasses réfrigérées
	122
	0%
	Wehebrink et al., 2008

	ChapII-PCRcorrigé1.doc
	Campylobacter coli  (2)
	Arcobacter butzleri 
	CIP 103575, ATCC 895807, ATCC 19115


	ChapII-PCRcorrigé2.doc
	1. Introduction
	For all the faecal samples, conventional bacteriological methods with direct streaking for the Campylobacter enumeration and indirect streaking with an enrichment step were applied as described by Leblanc Maridor et al. [36]. Finally, from each positive field sample corresponding to one pig, 10 colonies taken at random were purified and then suspended in 100 µL TE buffer (10 mmol Tris–HCl, 1 mmol EDTA, pH 7.6). DNA extraction was performed by heating the bacteria at 95°C for 10 min. After a low-speed centrifugation (5000 x g, 2 min), 3 µl of the supernatant was used for species identification by PCR. PCR and electrophoresis were performed as described by Denis et al. [21] to distinguish C. coli to C. jejuni strains. 


	figures-article-PCR2.doc
	Campylobacter coli  (2)
	Campylobacter jejuni 
	Arcobacter butzleri 
	CIP 103575, ATCC 895807, ATCC 19115


	ChapIII.doc
	Leblanc Maridor Mily*a, Denis Martineb, Lalande Françoiseb, Beaurepaire Bernardc, Cariolet Rolandc, Fravalo Philippeb, Federighi Micheld, Seegers Henria, Belloc Catherinea

	ChapIV-variabilité-1.doc
	Strains 
	DNA preparation, restriction endonuclease digestion and PFGE conditions Deoxyribonucleic acid preparation, restriction endonuclease digestions, and PFGE were performed as described above. Two profiles corresponding to KpnI and SmaI restriction endonucleases were obtained for each isolate.

	Bacteria were suspended by adding 2.5 ml of a Tris-NaCl solution (10mmol Tris-HCl, 1mol NaCl, pH 7.6) as described by Rivoal et al. (2005). Cells were centrifugated at 8000g for 3min and washed twice with 1ml of the Tris-NaCl solution. Bacteria were then suspended in 1ml of the Tris-NaCl solution and 20µL of the bacteria suspension was diluted in 980µL of the same solution and adjusted to an optical density at 600 nM of 1.5. Agarose plugs were prepared as described by Ragimbeau et al. (1998).
	One-quarter of a plug was used for restriction endonuclease digestion in each separate reaction using 40 U of either SmaI or KpnI (New England Biolabs, Ozyme, France) under the conditions recommended by the manufacturer in a 100µL (final volume) mixture with incubation for 5 h at the appropriate temperature (25°C and 37°C, respectively). Electrophoresis was performed on a Bio-Rad CHEF-DRIII system (Bio-Rad Laboratories, Mundolsheim, France), at 14°C by using 1% pulse-field-certified agarose with 2 liters of 0.5X TBE (45 mM Tris-HCl, 45 mM boric acid, and 1 mM EDTA). Electrophoresis conditions used for KpnI were as follows: ramped pulse times from 2 to 25 s for 23 h at 220 V. Fragments generated by SmaI digestion were separated by electrophoresis for 24 h at 200 V and 14°C with ramped pulse times from 15 to 45 s for the first 22 h and from 2 to 8 s for the last 2 h. 
	DNA extraction from isolates for flaA PCR-RFLP analysis 
	PFGE analysis 

	The detectability of the method is influenced by the number of isolates investigated. Although the number of isolates tested had been increased only one to three on 20 varied. That means that when we select only one to three isolates the variability is underestimated. These observations are in accordance with the study of Hänninen et al. (1998), which underlined the influence of the number of tested isolates. In fact, detection of genomic instability depends on the number of samples taken and the methods used.
	Table 1 

	ChapV-elevage.doc
	Porcelets
	Alimentation sèche sous forme de farine

	Porcelets post-sevrage
	Aliment 1er âge

	Porcs engraissement
	Reproducteurs
	Case 4
	Case 1
	     Les mesures sont exprimées en mm
	Case 5
	Case 2
	Case 3
	Case 9
	Elevage
	Ecart-type


	Visites
	Visites
	Protocole d’extraction d’ADN à partir des différents prélèvements



	ChapVI-CCL.doc
	biblio.doc
	Résumés.doc
	RESUME
	SUMMARY

	couvertureMILY.pdf
	DEVANT L’UNIVERSITÉ DE RENNES 1
	PAR
	COMPOSITION DU JURY


	SOMMAIRES.pdf
	 FAO : Food and Agriculture Organization 
	Tableau 6: Tests biochimiques utilisés pour l’identification des 4 espèces de Campylobacter thermotolérants (norme NF ISO 10272)  27
	Tableau 7: Schéma de biotypage pour C. jejuni, C. coli et C. lari selon Lior (1984)  29
	Tableau 8 : Méthodes de typage moléculaire de C. jejuni et C.coli. Source : AFSSA, 2004   37
	Tableau 9 : Cas rapportés de campylobactérioses chez l’Homme en Europe entre 2002 et 2006 ; nombre de cas rapportés, nombre de cas confirmés et incidence pour les cas confirmés en 2006, en Europe. Source : EFSA, 2007  43
	Tableau 12 : Quelques méthodes rapides de détection de Campylobacter                         Source : Seafood Network Information Center, 2006  60
	Tableau 16 : Description de la contamination des porcs par Campylobacter en élevage  80
	Tableau 17 : Description de la contamination des porcs par Campylobacter à l’abattoir  84
	Tableau 18 : Données concernant le nombre d’échantillons positifs pour Campylobacter dans la viande fraîche de porc lors de la vente au détail. Source : EFSA, 2007  89
	Tableau 6: Valeurs moyennes d’excrétion, valeurs maximales et minimales pour chaque prélèvement (élevage I) 282
	Tableau 7: Comparaison du niveau d’excrétion des différents groupes d’animaux en maternité à une visite donnée par analyse de variance et mise en évidence d’un « effet portée » au cours du sevrage pour l’élevage II 285
	Tableau 8 : Exemple de prélèvements retrouvés positifs dans l’auge pour l’élevage I 286
	Tableau 9 : Contamination de l’environnement des truies pour l’élevage I en log UFC de Campylobacter / m2 287
	Tableau 12 : Contamination de l’environnement des porcelets en pré-engraissement et en engraissement en log UFC de Campylobacter / m2 290




