CHAPITRE 2.10.8.

CAMPYLOBACTER JEJUNI ET
CAMPYLOBACTER COLI

RESUME

Campylobacter jejuni et C. coli sont les espéces de Campylobacter les plus fréquemment isolées
chez 'homme infecté ou malade et peuvent étre transmis de I'animal & 'hnomme directement par
contact avec les animaux ou par le biais de consommation ou de manipulation de produits
alimentaires d’origine animale.

C. jejuni comme C. coli colonisent fréquemment le tractus intestinal de la plupart des mammiféres
et oiseaux (en particulier les poulets, dindons et canards). La colonisation est en générale
persistante, parfois avec excrétion intermittente et d’ordinaire sans signe clinique. La contamination
fécale de la viande (particulierement la viande de volaille) pendant les opérations d’'abattage est
considérée comme une source majeure d'intoxications alimentaires humaines. La colonisation par
Campylobacter des jeunes animaux de compagnie ou de rente (chatons, chiots, porcelets, agneaux
et veaux), de certains petits mammiféres utilisés pour I'expérimentation animale (furets et rats) et
de quelques especes aviaires peut étre associée avec une maladie intestinale mais savoir si
Campylobacter constitue I'agent étiologique n'est pas facile. Chez 'homme les infections extra-
intestinales incluant la bactériémie, sont observées et certaines séquelles de l'infection comme les
polyneuropathies bien que rares peuvent étre graves. La prévalence de telles complications chez
I'animal n’est pas connue. C. jejuni et C. coli, de méme que C. fetus, peuvent également étre isolés
d’'avortons de bovins ou ovins, sans doute du fait de translocations a travers la muqueuse
intestinale ou lors d'infections ascendantes.

Isolement de I'agent pathogéne : chez les mammiféres et chez les oiseaux, le dépistage de la
colonisation intestinale repose sur l'isolement du micro-organisme a partir des féces, d’écouvillons
rectaux et/ou des contenus caecaux. Dans le cas d'avortons, Campylobacter peut étre isolé de
'estomac du feetus ou d'organes placentaires ou internes. La contamination des produits
alimentaires d’origine animale est détectée par l'isolement de Campylobacter directement ou aprés
enrichissement sélectif. Les méthodes basées sur I'amplification en chaine par la polymérase sont
décrites pour la détection de Campylobacter dans des échantillons fécaux ou intestinaux ou des
échantillons de viande aprés enrichissement.

Identification de I'agent pathogéne : Campylobacter jejuni et C. coli sont des bactéries
thermotolérantes, a coloration de Gram négative, trés mobiles, qui nécessitent pour une croissance
optimale des conditions micro-aérophiles a 37-42°C. Des milieux gélosés contenant des
antibiotiques sélectifs sont nécessaires pour isoler ces bactéries a partir d'échantillons fécaux ou
intestinaux et d’échantillons de viande aprés enrichissement. Sinon leur grande mobilité peut étre
mise & profit pour lisolement par des techniques de filtration. Des méthodes d’enrichissement
peuvent étre nécessaires pour des micro-organismes qui ont subi des stress environnementaux,
tels que des variations de température, une déshydratation, le contact avec I'oxygéne de I'air, une
carence en nutriments et un choc osmotique, par exemple lors du transport des échantillons. Des
techniques d’enrichissement peuvent également étre utilisées pour détecter des campylobacters
présents en faible nombre (par exemple sur des échantillons de viande).

Une confirmation préliminaire des isolats peut étre faite par microscopie optique. Les
micro-organismes caractéristiqgues en phase exponentielle de croissance sont de courts bacilles a
coloration de Gram négative, en forme de S. Dans des cultures plus agées, les formes coccoides
prédominent. En microscopie a contraste de phase, les micro-organismes ont une mobilité rapide
caractéristique en vrille. L'identification phénotypique est basée sur des réactions sous différentes
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conditions de croissance. Des tests biochimiques et moléculaires peuvent étre utilisés pour
identifier différentes espéces de Campylobacter. En général, C. jejuni peut étre distingué de tous
les autres campylobacters par I'hydrolyse de I'hippurate.

Il existe différentes méthodes phénotypiques de typage de C. jejuni et C. coli dont la sérotypie et la
phage-typie, mais la disponibilit¢ des réactifs nécessaires pour ces techniques est limitée.
Récemment des méthodes de typage moléculaire ont été développées et sont maintenant
largement utilisées pour des études épidémiologiques. Il n'y a pas de relation évidente entre
sous-types et pathogénicité.

Epreuves sérologiques : les oiseaux et les mammiféres colonisés de méme que les humains
infectés développent une réponse en anticorps circulants vis-a-vis de C. jejuni/coli. Il n'existe pas

d'épreuves sérologiques validées pour la détection des infections a Campylobacter, mais de
simples préparations d’antigenes complexes incluant des protéines de surfaces extraites en
conditions acides peuvent étre employées dans une épreuve immuno-enzymatique (ELISA).

Spécifications applicables aux vaccins et aux produits biologiques a usage diagnostique : il
n'existe pas de vaccin efficace disponible pour la prévention des infections entériques a
Campylobacter des oiseaux ou des mammiféres.

A. INTRODUCTION

Le genre Campylobacter comprend nombre d’espéeces (34). Les micro-organismes de ce genre sont typiquement
des bactéries a coloration de Gram négative, asporulées, en forme de S ou de spirale (0,2 a 0,8 um de large et
0,5 a 5um de long) avec un seul flagelle polaire & l'une ou aux 2 extrémités, leur conférant une mobilité
caractéristique en vrille. Ces bactéries sont micro-aérophiles mais certaines peuvent également pousser en
aérobiose ou en anaérobiose. Elles ne fermentent ni n'oxydent les hydrates de carbone. Quelques especes, en
particulier C. jejuni, C. coli et C. lari, sont thermotolérantes avec un optimum de croissance a 42°C. Elles peuvent
coloniser les muqueuses, d'ordinaire le tractus intestinal de la plupart des especes testées de mammiféres et
d'oiseaux. L'espece C. jejuni comprend 2 sous-espéces (C. jejuni subsp jejuni et C. jejuni subsp. doylei) qui
peuvent étre différenciées en fonction de la réduction du nitrate (la sous-espece doylei ne réduit pas le nitrate). La
sous-espece jejuni et bien plus fréquemment isolée que la sous-espece doylei. Campylobacter jejuni et C. coli
sont les 2 espéeces pathogéniques d'intérét majeur car ce sont des agents zoonotiques. Ce chapitre traitera donc
essentiellement de ces 2 especes, sauf mention particuliere. Campylobacter fetus, I'agent étiologique de la
campylobactériose génitale bovine est décrit dans le Chapitre 2.3.2.

Chez I'homme sensible, I'infection a C. jejuni/coli est associée a une entérite aigué et des douleurs abdominales
durant 7 jours ou plus. Bien que la plupart des infections rétrocédent spontanément, des complications peuvent
survenir et peuvent comprendre une bactériémie, le syndrome de Guillain-Barré, une arthrite réactive ou un
avortement (29).

Les campylobacters sont la cause principale de maladies intestinales humaines d'origine bactérienne dans
beaucoup de pays industrialisés (32). Plus de 80 % des cas sont causés par C. jejuni et 10 % des cas sont
causés par C. coli. D'autres especes de Campylobacter telles que C. concisus, C. upsaliensi, C. lari et C. fetus
peuvent également étre associées a des diarrhées chez I'homme. La détection de tels campylobacters est peu
commune dans les pays industrialisés, mais plus commune dans les pays en voie de développement (17). Alors
que l'incidence annuelle de l'infection chez I'homme dans les pays industrialisés est évaluée a environ 1 % de la
population, le co(t social et économique de la maladie est significatif (12). La source primaire des infections a
C. jejuni ou C. coli chez 'homme est supposée étre la manipulation ou la consommation de viandes contaminées,
en particulier la viande de volaille. Cependant les contacts avec les animaux de compagnie et le bétail, la
consommation d’eau contaminée ou de lait cru et les voyages dans les zones a forte prévalence sont aussi
considérés comme des facteurs de risque de la maladie humaine (12). Le contrdle de Campylobacter dans la
chaine alimentaire est maintenant devenu une cible majeure des agences en charge de la sécurité alimentaire
dans le monde.

Campylobacter jejuni et C. coli sont généralement considérés comme des commensaux du bétail, des animaux de
compagnie et des oiseaux. Cependant ils ont aussi été associés a certaines maladies chez diverses espéces. Le
fait que Campylobacter puisse étre I'agent causal de maladie ou qu'il puisse mieux coloniser dans certaines
circonstances (par exemple, dans un contenu intestinal aqueux) reste flou. Chez les chats et les chiens, en
particulier les animaux jeunes soumis a un stress, C. jejuni est associé a une diarrhée (11, 33) et ceci représente
une source bien documentée d'infections humaines (32). Les chiens et les chats sont également fréquemment
colonisés par C. upsaliensis (chiens) et C. helveticus (chats) (3). Des cas groupés d'entérites associées a
Campylobacter ont été rapportés chez certains animaux dont des groupes de primates non humains et méme de
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petits mammiféres élevés en laboratoires. De grands nombres de Campylobacter ont été isolés d’animaux
d’élevage, incluant des porcelets, des agneaux et des veaux, avec entérite, mais les bactéries sont aussi
rencontrées chez les animaux sains. Chez les oiseaux, en particulier les volailles, la maladie est rare, sinon
inexistante, en dépit de hauts niveaux de colonisation par C. jejuni ou C. coli. Des cas groupés d’hépatite aviaire
ont été rapportés, mais le réle pathogéne de Campylobacter n'y est pas clair. Une exception possible est
constituée par les autruches pour lesquelles des morts s et des entérites liées a Campylobacter sont rencontrées
chez les jeunes oiseaux. Campylobacter spp. est fréeqguemment rencontré chez les oiseaux sauvages (7, 36).

Campylobacter jejuni, C. coli, C. hyointestinalis et C. sputorum, de méme que C. fetus (Chapitre 2.3.2.) peuvent
également étre associés a des infections de I'appareil reproducteur (21). Chez les bovins, toutes ces especes
peuvent étre associées a des avortements. Chez les ovins, jusqu’a 20 % des avortements dus a Campylobacter
sont liés a C. jejuni ou C. coli. De telles infections sont présumées étre la conséquence d’'une translocation a
partir du tractus intestinal ou surviennent par voie ascendante.

B. TECHNIQUES DE DIAGNOSTIC

1. Identification de I’agent

La procédure actuelle ISO (International Organization for Standardization) de méthode horizontale pour la
recherche de Campylobacter thermotolérants dans les produits destinés a la consommation humaine ou a
I'alimentation animale (13) est en cours de révision (14). Une procédure ISO supplémentaire pour la recherche de
Campylobacter a partir de I'eau est en cours de rédaction (ISO/CD 17995:2002). Cependant aucune de ces
méthodes classiques n’est optimale pour l'isolement de Campylobacter & partir d’'animaux vivants.

Les échantillons a prélever sont des échantillons fécaux ou intestinaux (caecaux) de volailles (poulets, dindons,
poules pondeuses, etc.) ou d’autres mammiféres de rente (bovins, moutons et porcs) et d’'animaux domestiques
(chiens et chats). A I'abattoir, des échantillons de peau ou de viande peuvent étre collectés. Dans les cas
sporadiques, par exemple chez de jeunes autruches, les campylobacters peuvent étre associés a une entérite ou
méme de la mortalité. Dans de tels cas et pour des avortons, les campylobacters peuvent étre isolés a partir des
échantillons d'intestins, de foie et de rate prélevés lors des autopsies.

La culture de Campylobacter est réputée difficile. L'isolement a partir de matériel fécal ou des intestins peut étre
réalisé :

. en exploitant la mobilité rapide et la petite taille des campylobacters par rapport aux autres bactéries de la
flore intestinale, en permettant leur translocation au travers de membranes filtrantes vers une gélose
nutritive, ou

. par l'utilisation de géloses contenant des antibiotiques sélectifs, incluant d’ordinaire diverses combinaisons
de céfoperazone, amphotéricine B, triméthoprime, vancomycine, etc., et

. 'isolement des campylobacters thermotolérants C. jejuni et C. coli par les méthodes citées ci-dessus,
combinées a une culture sélective a la température optimale de croissance de 42°C, qui permet d’inhiber la
croissance de bactéries contaminantes.

a) Prélevement des échantillons
i) Volailles

Les volailles sont trouvées porteuses majoritairement de C. jejuni (65 a 95 %), moins souvent de C. coli
et rarement d'autres espéces (23). Les niveaux de colonisation des poulets de chair sont liés a leur
age. La plupart des lots sont négatifs jusqu’'a I'age de 2 a 3 semaines. Dés que la colonisation par
Campylobacter a eu lieu dans un lot de poulets, la transmission est extrémement rapide du fait de la
coprophagie et jusqu'a 100 % des oiseaux d'un lot deviennent infectés en 72 h. Les échantillons
d'oiseaux vivants, destinés a la chaine alimentaire, doivent donc étre collectés aussi prés que
possible de I'abattage (23). La plupart des oiseaux excrétent un grand nombre de micro-organismes
> 10° unités formant colonie par g de féces). Les campylobacters peuvent étre isolés de fientes
caecales ou intestinales fraiches ou d'écouvillons cloacaux. Pour une détection fiable de
Campylobacter par culture, des fientes fraiches (sans trace d'urine de préférence) doivent étre
collectées. Ces échantillons doivent étre protégés de la dessiccation. Quand des écouvillons sont
utilisés, un milieu de transport (tel que Amies, Cary Blair ou Stuart) doit étre utilisé.

ii)  Bovins, moutons et porcs

Les campylobacters colonisent fréquemment l'intestin du bétail, tels que bovins, moutons et porcs
(2,37, 38). Les bovins et les moutons sont colonisés principalement par C. jejuni, C. coli,
C. hyointestinalis, et C. fetus, alors que les porcs sont contaminés de fagon prédominante par C. coli.
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i)

iv)

Chez les jeunes animaux, les nombres sont plus grands que chez les animaux plus agés. Chez les
animaux plus agés, les microorganismes peuvent étre détectés de maniére intermittente dans les
feces, probablement en raison de faibles nombres ou du fait d'une excrétion intermittente. Des
échantillons frais doivent étre collectés (échantillons rectaux si possible) et doivent étre protégés du
dessechement. Quand des écouvillons sont utilisés, un milieu de transport (tel que Amies, Cary Blair
ou Stuart) doit étre utilisé.

Chats et chiens

De maniére occasionnelle, chez les jeunes animaux de compagnie, C. jejuni est associé a un trouble
de la santé, en particulier une entérite. Dans ce cas, le nombre de microorganismes excrétés peut étre
élevé. Les chiens et les chats sont aussi fréquemment colonisés par C. upsaliensis (chiens) et
C. helveticus (chats) (3). Des prélevements fécaux devraient étre collectés frais et protégés de la
dessiccation. Quand des écouvillons sont utilisés, un milieu de transport (tel que Amies, Cary Blair ou
Stuart) doit étre utilisé.

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

Lors de l'autopsie, les organes sont prélevés dans des conditions aseptiques et envoyés au laboratoire
le jour méme.

Préléevements d’abattoir

Chez les volailles, les caecums sont généralement utilisés pour la détection de Campylobacter. lls
peuvent étre séparés du reste de l'intestin avec des ciseaux stériles, et adressés intacts au laboratoire
dans un sac plastic ou une boite de Petri. Pour déterminer le statut d’'un lot en bout de chaine
d’'abattage, des échantillons de peau (peau du cou ou du bréchet) peuvent étre prélevés ou les eaux
de rincage de carcasse entiere peuvent étre collectées.

Pour les bovins, moutons ou porcs, des échantillons peuvent étre collectés a partir des intestins en
ouvrant aseptiguement la paroi intestinale ou en réalisant des écouvillonnages rectaux. Des
échantillons de viande peuvent étre prélevés et transportés au laboratoire dans des sacs stériles.

Jacobs-Reitsma a publié une étude sur la présence de Campylobacter dans les aliments (15).

b) Transport et traitement des échantillons

i)

Transport

Les campylobacters sont particulierement sensibles aux conditions environnementales, en particulier la
déshydratation, I'oxygéne atmosphérique, la lumiére du soleil et les températures élevées. Le transport
au laboratoire et les étapes suivantes doivent donc étre aussi rapides que possible (de préférence le
jour méme, sinon dans les 2 jours). Les préléevements ne doivent pas étre transportés sur des
écouvillons secs, sinon les campylobacters risquent de sécher et mourir rapidement. Un milieu de
transport approprié augmente la probabilité de maintenir les campylobacters présents sur I'écouvillon
dans un état cultivable. Les échantillons doivent étre protégés de la lumiére.

Il n'est pas possible de recommander une température idéale de transport, mais il est clair que la
congélation ou les fortes températures peuvent réduire la viabilité. Les fortes températures (> 20°C),
les faibles températures (< 0°C) et les fluctuations de température doivent étre évitées. Au laboratoire,
les échantillons peuvent étre maintenus a température ambiante pendant de courtes périodes (pour
éviter des chocs thermiques non nécessaires). Quand le délai entre le prélevement et son traitement
est plus long, un stockage a 4°C (z 2°C) est conseillé. Les procédures d’expédition, décrites dans le
Chapitre I.1.1., « Méthodes de prélévement », doivent étre suivies.

Milieux de transport

Ecouvillons : I'utilisation de tubes de transport contenant milieux et écouvillons est recommandée.
Ceux-ci sont disponibles dans le commerce. Le milieu dans le tube peut étre le milieu d’Amies, un agar
clair ou un milieu au charbon. Le réle du milieu n’est pas de permettre la croissance de Campylobacter,
mais sa protection contre le dessechement et les effets toxiques de I'oxygene.

Quand seulement de petites quantités de matieres fécales ou caecales peuvent étre prélevées et que
les tubes de transport ne sont pas disponibles, I'envoi des échantillons en milieu de transport est
recommandé. Plusieurs milieux de transport ont été décrits : milieux de Cary-Blair, milieu de Stuart
modifié, milieu camp-thioglycolate, eau peptonée alcaline et milieu semi-solide pour test de la mobilité.
De bons résultats de ré-isolement ont été obtenus en utilisant le milieu de Cary-Blair (18, 28).
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<)

i)

Traitement des échantillons

A Tlarrivée au laboratoire, les échantillons doivent étre traités le plus rapidement possible, de
préférence le jour d'arrivée, sinon au moins dans les 3 jours. Pour éviter les variations de température
les échantillons ne doivent étre réfrigérés que s'ils ne peuvent étre traités le jour méme, sinon ils
doivent étre conservés a température ambiante. Quand les échantillons soumis ou conservés au
laboratoire sont & 4°C, ils doivent étre amenés a température ambiante avant traitement pour éviter les
chocs thermiques.

. Pour les prélevements fécaux/caecaux ou intestinaux, un pré-traitement n'est pas nécessaire et ils
peuvent étre ensemencés directement sur milieux sélectifs. Quand la méthode de filtration est
utilisée, une suspension (généralement au 1/10°%) des féces est faite en solution physiologique
tamponnée au phosphate (PBS) et diluée de facon a ce que des gouttes de la suspension
puissent étre déposées sur la membrane filtrante.

. Les caecums sont ouverts de maniére aseptique en coupant le bout avec des ciseaux stériles et
le contenu est extrait pour étre traité.

. Les contenus stomacaux de fcetus sont inoculés directement sur un milieu de culture adéquat.
Les organes internes ou les fragments d’organes sont flambés aprés application d’alcool (70 %)
pour stériliser la surface, puis homogénéisés avant d’étre ensemencés sur le milieu de culture.

. Les échantillons de peau sont rassemblés (en régle générale jusqu’a une quantité totale de 25 g)
puis transférés dans un milieu d’enrichissement. Les échantillons de viande peuvent étre incubés
dans un milieu d’enrichissement ou ils peuvent étre lavés et le liquide de lavage est ensuite ajouté
au milieu d’'enrichissement. Si de grands volumes sont utilisés, par exemple pour rincer les
carcasses, une solution saline stérile peut étre utilisée et ajoutée a un volume égal de milieu
d’enrichissement concentré 2 fois.

Isolement de Campylobacter

L’isolement de Campylobacter a partir d’échantillons fécaux/caecaux ou intestinaux est en régle générale
réalisé par ensemencement direct sur milieux sélectifs ou par la méthode de filtration sur milieux gélosés
non sélectifs. L'enrichissement est recommandé pour améliorer la sensibilité de culture de micro-organismes
potentiellement stressés par I'environnement ou dans le cas de faibles nombres de micro-organismes dans
les feces, par exemple de bovins, moutons ou porcs. Cependant I'enrichissement a partir de ces derniers

n'‘est pas réalisé en routine. La peau et les produits a base de viande nécessitent en général un
enrichissement pour la culture d’'un nombre généralement faible de campylobacters (stressés). Apres
enrichissement sélectif, une subculture des échantillons est réalisée sur milieux sélectifs solides.

i)

Milieux sélectifs pour isolement

De nombreux milieux sont d’'usage courant pour la culture de Campylobacter spp. Une description
détaillée des procédures pour la détection de Campylobacter et de la variété des milieux existants est
donnée par Corry et al. (9, 10). Les milieux sélectifs peuvent étre divisés en 2 grandes catégories : les
milieux contenant du sang et les milieux contenant du charbon. Les composants du sang et le charbon
permettent d’éliminer les dérivés oxygénés. La plupart des milieux sont disponibles dans le commerce.
La sélectivité des milieux dépend des antibiotiques utilisés. Les céphalosporines (en régle générale la
céfoperazone) sont utilisées parfois en combinaison avec d'autres antibiotiques (par exemple
vancomycine, triméthoprime). La cycloheximide (actidione) et récemment, plus souvent 'amphotéricine
B, sont utilisées pour inhiber les levures et les moisissures (20). La principale différence entre les
milieux est leur capacité a inhiber la flore contaminante. Tous les agents sélectifs permettent la
croissance de C. jejuni et C. coli. Il n’existe pas de milieu disponible qui permette de cultiver C. jejuni et
inhibe C. coli ou inversement. En regle générale, les autres especes de Campylobacter (par exemple
C. lari, C. upsaliensis, C. helveticus, C. fetus et C. hyointestinalis) sont aussi capables de croitre sur la
plupart des milieux, en particulier a la température moins sélective de 37°C. Si nécessaire,
I'identification de la souche de Campylobacter isolée doit étre poursuivie jusqu’au niveau de I'espéce.

Exemples de bouillons d’enrichissement sélectifs :

Bouillon de Bolton

Bouillon de Preston

Bouillon d’Exeter

Bouillon de Park et Sanders

CCDB (bouillon au charbon, a la céfoperazone et au désoxycholate)

Exemples de milieux solides sélectifs contenant du sang :

Gélose de Preston
Gélose de Skirrow
Gélose de Butzler
Campy-cefex

Manuel terrestre de I’OIE 2005 1181



Chapitre 2.10.8. — Campylobacter jejuni et Campylobacter coli

i)

i)

iv)

Exemples de milieux solides contenant du charbon :

. mMCCDA (milieu gélosé modifié au charbon, a la céfoperazone et au désoxycholate), version
Iégerement modifiée du milieu initialement décrit CCDA) (5, 6)

. Gélose Karmali ou CSM (milieu sélectif au charbon) (17)

. Gélose CAT agar (céfoperazone, amphotéricine et teicoplanine), favorisant la croissance de
C. upsaliensis (1).

Inoculation du milieu

Pour les échantillons qui ne nécessitent pas d’enrichissement, une petite quantité (approximativement
0,1 g) est étalée directement (a I'aide d'une anse) sur un milieu sélectif solide pour faciliter I'obtention
de colonies isolées.

Pour les échantillons nécessitant un enrichissement (par exemple des échantillons de peau ou de
viande), 25 g de prélévement sont dilués au 1/10° dans le milieu d’enrichissement. Les échantillons de
viande ou les carcasses entieres de poulet peuvent étre rincés avec une solution saline ou du PBS,
puis un volume de ce liquide de lavage est ajouté a 9 volumes de milieu d’enrichissement. De plus
grands volumes de liquides de lavage peuvent étre ajoutés a un volume égal de bouillon
d’enrichissement concentré 2 fois. Quand de plus petits échantillons de viande sont utilisés pour
I'analyse, ils peuvent étre lavés avec le liquide d'enrichissement, qui est ensuite mis en incubation.

Dans un but de recherche, des écouvillons fécaux/ceecaux peuvent étre enrichis. lls sont placés dans
10 ml de bouillon d’enrichissement, soit individuellement soit par pool, puis incubés.

Filtration passive

La filtration passive évite I'utilisation de milieux sélectifs et est de ce fait trés utile pour l'isolement des
espéces de Campylobacter plus sensibles aux antibiotiques. Cette méthode a été développée par
Steele & McDermott (30). Pour la filtration passive, les feces sont mélangées avec le PBS (dilution au
1/10° environ) pour préparer une suspension. Environ 100 pl de cette suspension sont ensuite déposés
délicatement sur une membrane avec des pores de 0,45 ou 0,65 um, qui a été au préalable placée a la
surface d’'une gélose au sang non sélective. Il faut prendre soin de ne pas laisser I'inoculum déborder
des bords du filtre. Une incubation de 30 a 45 min a 37°C ou a température ambiante permet de laisser
les bactéries migrer a travers les pores du filtre. Le filtre est ensuite retiré, le fluide qui a traversé le
filtre est étalé a I'aide d’un étaleur stérile en verre ou en plastic et la boite est incubée en atmosphére
microaérophile & 42°C (ou a 37°C pour isoler également les espéces autres que C. jejuni et C. coli).

Incubation
o Atmosphere

Des atmospheéres microaérophiles avec 5 a 10 % d'oxygene, 5 a 10 % de dioxyde de carbone, (et si
possible 5 a 9 % d’hydrogéne) sont nécessaires pour une croissance optimale (10, 34). Des conditions
adéquates d’'atmosphére microaérophiles peuvent étre produites par diverses méthodes. Dans certains
laboratoires, des évacuations (répétées) du gaz présent dans la jarre suivies d’'un remplacement de
'atmosphére par des gaz en bouteille sont utilisées. Des trousses de production de gaz sont
disponibles dans le commerce. Des incubateurs a atmosphére variable sont plus adaptés si de grands
nombres de cultures doivent étre réalisés.

Pour I'enrichissement, une atmosphere particuliére n’est pas nécessaire si un petit espace supérieur
(< 2 cm) est laissé dans le flacon d’enrichissement, dans la mesure ou le bouchon est hermétiquement
serré.

. Température d’'incubation

Les milieux peuvent étre incubés a 37°C ou a 42°C, mais il est courant d'incuber & 42°C pour
minimiser la croissance des contaminants et favoriser sélectivement la croissance de C. jejuni/C. coli.
Les agents antifongiques cycloheximide ou amphotéricine sont ajoutés pour empécher la croissance
des levures et moisissures a 37°C (6). Dans certains laboratoires, I'incubation est réalisée a 41,5°C en
vue d’harmoniser avec les protocoles d'isolement de Salmonella et d’E. coli 0157 (13, 14). Pour
I'enrichissement, des protocoles spécifiques sont parfois utilisés, dans lesquels la température est
augmentée au cours de l'incubation afin de permettre la récupération de cellules Iésées dans un état
subléthal.

. Durée d’incubation

Le bouillon d’enrichissement est incubé pendant 24 a 48 h puis est étalé sur un milieu solide sélectif.

La croissance de Campylobacter jejuni et C. coli est d’ordinaire visible sur milieu solide en 24 a 48 h a
42°C. Le nombre d'échantillons supplémentaires positifs aprés incubation prolongée étant trés bas,
une durée d'incubation de 48 h est recommandée pour le diagnostic de routine (6).
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v)

Identification sur milieu solide

Sur le milieu de Skirrow ou d’autres géloses contenant du sang, les colonies caractéristiques de
Campylobacter sont légerement roses, rondes, convexes, lisses et brillantes, avec un bord régulier.
Sur les milieux contenant du charbon comme le mMCCDA, les colonies caractéristiques sont grisatres,
plates et humides avec une tendance a I'étalement, elles peuvent avoir un reflet métallique.

d) Confirmation

Une culture pure est nécessaire pour les tests de confirmation, mais une confirmation préliminaire peut étre
obtenue par examen direct au microscope d’une fraction de la colonie.

Les tests de confirmation de la présence de campylobacters thermotolérants et leur interprétation (14) sont
donnés dans le tableau 1. Des témoins positifs et négatifs doivent valider les résultats des tests de
confirmation.

i)

i)

Tableau 1. Tests de confirmation pour les Campylobacters thermotolérants

Test de confirmation Résultat pour les Campylobacters thermotolérants
Morphologie Petits bacilles incurvés
Mobilité Caractéristique (forte mobilité en vrille)
Oxydase +

Glucose (TSI) -
Lactose (TSI) -
Saccharose (TSI) -
Gaz (TSI) -
Production d'H,S (TSI) — (traces de noircissement possibles en présence de C. coli)

Culture a 25°C -

TSI = Gélose au citrate de fer (Ill) et aux 3 sucres.

Examen microscopique de la morphologie et de la mobilité : une colonie suspecte est mise en
suspension en solution saline et examinée, de préférence a I'aide d’'un microscope a contraste de
phase, pour rechercher des petits bacilles minces, spiralés ou incurvés, avec une mobilité en vrille. Des

cultures plus agées montrent des formes coccoides moins mobiles.

Détection de I'oxydase : prendre une fraction de colonie suspecte et la déposer sur un papier filtre
humecté de réactif pour la recherche de I'oxydase. L'apparition d’'une couleur violette ou bleu intense
dans les dix secondes indique une réaction positive. Si une trousse commerciale pour la recherche de
I'oxydase est utilisée, suivre les instructions du fabriquant.

Fermentation des sucres et production de sulfure d’hydrogéne : une gélose TSI = Gélose au citrate de
fer (Ill) et aux 3 sucres est inoculée par des stries longitudinales sur la pente et par piglre profonde
jusqu’au fond de la gélose (culot). Incuber en atmosphére microaérophile a 42°C pendant 24 a 48 h.
Interpréter les résultats comme indiqués dans le tableau 2.

Tableau 2. Interprétation des résultats de gélose TSI = Gélose au citrate de fer (lll) et aux 3 sucres

Apparence Interprétation
Culot :
Jaune Glucose-positif (fermentation du glucose)
Rouge ou inchangé Glucose-négatif (pas de fermentation du glucose)
Noir Formation de sulfure d’hydrogene (H,S)
Bulles ou fissures Production de gaz a partir du glucose
Pente :
Jaune Lactose et/ou saccharose positifs (1 ou les 2 sucres
utilisé(s))
Rouge ou inchangée Lactose et saccharose négatifs (aucun sucre utilisé)
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e)

iv)  Croissance a 25°C : inoculer la culture pure sur un milieu non sélectif au sang et incuber a 25°C en
atmosphere microaérophile pendant 48 h.

v) Tests dagglutination au latex : des tests d'agglutination au latex pour la confirmation des cultures
pures de C. jejuni/C. coli (et souvent également C. lari) sont disponibles dans le commerce.

Identification de Campylobacter au niveau de I'espéce

Parmi les Campylobacter spp. poussant a 42°C, les especes les plus fréquemment rencontrées a partir
d’échantillons d’'origine animale sont C. jejuni et C. coli. Cependant d’autres espéces sont plus rarement
signalées. D’ordinaire, C. jejuni peut étre différencié des autres especes sur la base de I'hydrolyse de
I'hippurate car c’est la seule espece positive pour I'hippurate. L'existence de souches de C. jejuni négatives
pour le test de I'hippurate a été décrite (31). Le tableau 3 indique quelques caractéristiques phénotypiques
des espeéces les plus importantes de campylobacters thermotolérants (14). La sensibilité a I'acide nalidixique
était une des caractéristiques les plus utilisées, mais elle risque de poser des difficultés d'interprétation du
fait de 'augmentation des souches de C. jejuni et C. coli résistantes a I'acide nalidixique et de I'isolement de
génogroupes de C. lari sensibles a I'acide nalidixique. Des protocoles d’identification plus détaillés ont été
décrits dans la littérature (25, 34). Les résultats du diagnostic d’espéce devraient étre confirmés a 'aide de
témoins positifs et négatifs définis.

L’identification biochimique peut étre complétée ou méme remplacée par des méthodes moléculaires. Divers
tests basés sur des sondes ADN ou sur I'amplification en chaine par polymérase (PCR) on été décrits pour
les espéces de Campylobacter (25, 34). On et al. (26) ont évalué la spécificité de 11 tests basés sur la PCR
pour l'identification de C. jejuni et C. coli.

Tableau 3. Caractéristiques phénotypiques de base des principaux Campylobacter thermotolérants

Caractéristique C. jejuni C. coli C. lari C. upsaliensis

Hydrolyse de I'hippurate + - - -

Catalase + + + — ou faible

Acétate d’indoxyl + + - +

Céphalothine R R R S
Légende : + = positif; — = négatif; S = sensible; R = résistant

i) Détection de I'hydrolyse de I'hippurate : suspendre le matériel prélevé a I'aide d’'une anse a partir d’'une
colonie suspecte dans 400 pl d'une solution d’hippurate de sodium a 1% (attention de ne pas
incorporer d’'agar). Incuber a 37°C pendant 2 h, puis ajouter lentement 200 ul d’'une solution a 3,5 % de
ninhydrine sur le c6té du tube de maniére a former une couche supérieure. Incuber de nouveau a 37°C
pendant 10 min et lire la réaction. Réaction positive : violet sombre/bleu. Réaction négative : absence
de changement de couleur ou gris. Si des disques commerciaux d’hydrolyse de I'hippurate sont utilisés,
suivre les instructions du fabricant.

i)  Détection de I'activité catalase : placer une colonie suspecte sur une lame de verre. Ajouter une goutte
d'H,O, a 3 % sur le matériel bactérien. Rechercher immédiatement la production de gaz qui indique
une activité catalase. Le test est positif si le dégagement gazeux apparait dans les 30 s.

iii) Détection de I'hydrolyse de l'acétate d'indoxyl : placer une colonie suspecte sur un disque d'acétate
d’'indoxyl et ajouter une goutte d’eau distillée stérile. Si I'acétate d’indoxyl est lysé la couleur vire au
bleu sombre dans les 5 a 10 min. L’absence de changement de couleur indique I'absence d’hydrolyse.
Si des disques commerciaux d’hydrolyse de I'acétate d'indoxyl sont utilisés, suivre les instructions du
fabricant.

iv) Test de sensibilité a la céphalotine : la sensibilité a la céphalotine est testée par la méthode de
diffusion a partir des disques comme précédemment décrit (14, 27).

Détection moléculaire de Campylobacter

Les méthodes basées sur la PCR pour la détection de Campylobacter dans les échantillons de féces
d’animaux et de viande aprés enrichissement ont déja été décrites dans la littérature (24, 25). L'un de ces
essais est utilisé en routine au Danemark pour le dépistage a partir d’écouvillons cloacaux de poulets de
chair a I'abattoir (4, 19). Il existe au moins un test PCR commercial pour tester les échantillons de viande
apres enrichissement.
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g) Epreuves basées sur une capture antigénique

Plusieurs épreuves immuno-enzymatiques sont disponibles pour la détection de Campylobacter dans les
échantillons de selles humaines. Une de ces épreuves a été utilisée pour des échantillons de caecum de
volailles (n = 142) avec une sensibilité de 91 % et une spécificité de 64 % (35). Pour la détection de
Campylobacter dans les prélévements d’aliment aprés enrichissement, 2 tests au moins existent sur le
marché.

2. Epreuves sérologiques

Bien que la colonisation intestinale, symptomatique ou non, soit associée a une réponse en anticorps circulants et
au niveau des muqueuses, il n'existe pas d'épreuve sérologique validée développée pour le dépistage des
mammiferes ou des oiseaux infectés. Cependant de simples préparations d’antigeénes complexes peuvent étre
utilisées dans des essais immuno-enzymatiques (ELISA). Les antigénes les plus communément utilisés pour
détecter les réponses en anticorps sont les protéines de surface obtenues par extraction acide (8). Elles
comprennent en majorité la flagelline et une série de protéines périphériques de surface appelées protéines PEB.
Il faut souligner que les flagelles de Campylobacter contiennent des épitopes qui croisent antigéniquement avec
d’autres micro-organismes proches tels que les helicobacters.

C. SPECIFICATIONS APPLICABLES AUX VACCINS ET AUX PRODUITS
BIOLOGIQUES A USAGE DIAGNOSTIQUE

Il n'existe pas de vaccin développé spécifiquement pour C. jejuni ou C. coli pour les animaux ou les oiseaux.
Cependant un vaccin oral monovalent composé de cellules entiéres tuées (souche 81176), combiné avec un
adjuvant constitué par une toxine modifiée thermolabile de E. coli, est en cours de développement pour étre utilisé
chez I'nomme et une approche similaire pourrait étre applicable aux oiseaux et aux mammiféres
(www.armymedicine.army.mil/usammda/info196.pdf).

Des antisérums dirigés contre Campylobacter peuvent étre produits par hyperimmunisation de lapins, chévres
etc. (22). Les lapins peuvent étre immunisés par voie intramusculaire avec une suspension bactérienne traitée par
le formol (0,3 % de formol pendant 30 min puis lavage en PBS) dans un adjuvant adéquat. Les lapins sont soumis
a des rappels a 14 jours d’intervalle avec une série d'injections sous-cutanée du méme antigéne. Pour obtenir des
sérums réagissant avec de multiples séroypes de C. jejuni/coli, les animaux doivent étre immunisés
successivement avec différentes souches, de préférence de différents sérotypes. Il faut souligner que les
antisérums produits de cette maniere donneront des réactions croisées avec la plupart des especes de
Campylobacter, dont C. hyointestinalis et C. fetus de méme que Helicobacter spp.
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