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Caractérisation génétique d'isolats
de Campylobacter récoltés en Bretagne
et issus de différentes sources

INTRODUCTION

Campylobacter sp. est 'une des causes les plus
fréquentes de gastro-entérites humaines. Le
nombre déclaré de campylobactérioses est
en augmentation dans de nombreux pays
européens, illustrant l'émergence de l'intérét
pour ces infections en santé publique. Les
campylobactérioses sont principalement dues
a deux espéces C. jejuni et C. coli [4].

Les symptomes sont généralement une diarrhée
dans 90 % des cas, des douleurs abdominales,
de la fiévre et des vomissements. Trés
rarement mortelles (létalité inférieure a 0,1 %)
mais pouvant engendrer de graves séquelles
(syndrome de Guillain-Barré (neuropathie)
[19]), les entérites dues a Campylobacter sont
a prendre en considération pour le probléme
de santé publique, et essentiellement par les
codts importants qu'elles engendrent [24].

Le syndrome de Guillain-Barré (SGB) est
généralement précédé dans 17 a 50 % des cas
par une infection a Campylobacter. Pour 1000
cas d'infections a Campylobacter 1 a 3 patients
peuvent développer un SGB. Les symptomes
du SGB sont la paralysie flasque des muscles
qui peut évoluer vers la mort (2 & 3 % des cas)
ou des séquelles neurologiques sévéres (15
a 20 % des cas). La récupération partielle ou
totale peut avoir lieu aprés quelques semaines
ou mois [14].

En France, le nombre estimé par an de cas
d’infections a Campylobacter est d'environ
500000. Lespéce C. jejuni représente 76 %
des souches collectées chez les patients
contre 17 % pour C. coli [6]. Ces souches sont
collectées par le centre national de référence
Campylobacter-Helicobacter (CNR-CH),
localisé a Bordeaux.
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La source principale des infections humaines a Campylobacter
mise en évidence par de nombreuses études épidémiologiques
est la nourriture contaminée, et plus particuliérement la viande
de volaille crue ou mal cuite [13, 17]. La viande de porc a été aussi
décrite comme jouant un réle dans les infections humaines a
Campylobacter [5, 7].

Les deux especes principalement retrouvées dans les cas humains
sont les mémes que celles trouvées dans la filiére volaille (66 %
C. jejuni et 34 % C. coli) [1, 22] et dans la filiére porcine (100 %
C. coli) [20].

Lobjectif principal du projet Campylobacter Bretagne est d'évaluer
les impacts respectifs des différents réservoirs animaux sur la
diffusion des Campylobacters dans les denrées alimentaires
d'origine animale et d'établir les relations éventuelles entre
les isolats d'origine animale et ceux retrouvés dans les cas de
campylobactérioses humaines. Ce projet fonctionne sur la base du
volontariat des laboratoires départementaux, de la collaboration
du CNR et de nos sollicitations auprés de chercheurs s'intéressant
a ce germe. Plusieurs techniques de typage existent pour étudier
l'épidémiologie des infections humaines a Campylobacter [26].
Le typage par macro-restriction et électrophorése en champ
pulsé (RFLP/PFGE) est une technique adéquate pour atteindre
cet objectif [5, 18]. Cet outil est utilisé en routine a I'Afssa de
Ploufragan et a prouvé dans plusieurs études son efficacité pour
tracer les bactéries.

MATERIELS ET METHODES

Isolats

Tous les isolats de Campylobacter analysés dans le travail présenté
ici ont été récoltés en Bretagne durant les années 2003 et 2004.
Au total, 582 isolats de Campylobacter ont été génotypés. Ils
proviennent de la filiére volaille (137 C. coli; 182 C. jejuni), de la
filiere porc (86 C. coli) et de prélévements humains (26 C. coli;
151 C. jejuni).
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Les isolats d'origine humaine ont été recus au CNR-CH de
Bordeaux. Chaque isolat provient d’'une analyse réalisée sur un
patient présentant une gastro-entérite ou une autre pathologie
dans un laboratoire de Bretagne participant au réseau. Ces
souches sont envoyées au CNR par les laboratoires sur la base du
volontariat. Ces 177 souches sont toutes les souches bretonnes
de 2003 et 2004 que le CNR a regu des laboratoires qui participent
a l'envoi.

Les 405 isolats d'origine animale proviennent, pour les isolats de
volailles, de caeca prélevés en élevage (68 C. coli; 52 C. jejuni), en
abattoir (47 C. coli; 42 C. jejuni), et de cuisses de poulet provenant
de supermarchés (22 C. coli; 88 C. jejuni), et, pour les isolats de
porcs, de prélévements rectaux collectés en abattoir (86 C. coli).
De chaque prélevement, un seul isolat a été génotypé.

Identification de l'espéce
Lidentification des espéces C. jejuni et C. coli a été réalisée par

une PCR en temps réel pour les souches humaines [15] et par une
m-PCR classique [2] pour les isolats d'origine animale.

Typage des isolats et analyse des profils génétiques

Le typage des isolats a été réalisé par la méthode RFLP/PFGE
et l'analyse des profils en utilisant le logiciel BioNumerics [22].
Deux profils enzymatiques ont été obtenus par isolat: un profil
apres restriction par l'enzyme Kpnl et un profil aprés restriction
par l'enzyme Smal. Le profil combiné a été codé KS. Les groupes
génétiques ou clusters ont été définis pour une similarité génétique
a80% [3].

RESULTATS

Caractéristiques des infections humaines observées

en Bretagne

De janvier 2003 a décembre 2004, le CNR a recu 151 C. jejuni et
26 C. coliisolés en Bretagne. Une augmentation du nombre de cas
d'infections a Campylobacter rapportés a été observée pendant
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nombre de cas selon les mois en 2003 et 2004

les mois d'été et était plus prononcée pour C. jejuni (Figure 1).
En ao(t 2003, le pic était trés prononcé (18 cas humains).

L'age moyen des patients était de 28 ans; 25 % des cas humains
concernent des enfants de moins de 5 ans et le nombre de cas dus
a C. jejuni diminue avec l'age (Figure 2). Pour les classes d'age
5-14 ans et 35-54 ans, les infections a Campylobacter concernent
plus particuliérement les hommes (Chi2, P=0.003). Le ratio C. jejuni/
C. coli ne varie pas significativement selon les saisons, l'age et
le sexe (Chi2, p> 0.05).

Le typage a généré 123 et 25 profils génétiques KS pour C. jejuni et
C. colirespectivement (Tableau 1). Lindice de Simpson est élevé pour
les 2 especes (0,997 et 0,996, respectivement), ce qui indique une
grande diversité génétique pour les souches humaines. Des isolats
humains de 2003 et 2004 ont présenté le méme profil KS dans 10 et
5 cas respectivement, et pour 3 de ces cas il s'agissait de cas
familiaux.

diversité génétique des isolats de Campylobacter

Nombre d'isolats 151 182 _
C.jejuni | Nombre de profils KS 123 165 _
Indice de Simpson 0,997 0,998 _
Nombre d'isolats 26 137 86
C.coli | Nombre de profils KS 25 126 84
Indice de Simpson 0,996 0,998 0,999

L'analyse de la similarité génétique a 80 % a permis la construction
de 24 clusters pour C. jejuni et de 3 clusters pour C. coli qui
contiennent 52,8 % et 38,6 % des isolats humains de 2003
et 2004, respectivement. Les clusters ne sont pas caractérisés par
un age spécifique des patients, un mois spécifique de l'année ou un
endroit précis en Bretagne (données non montrées).

Douze clusters contiennent des isolats collectés sur les deux années.
Ces clusters regroupent 21,3 % et 17 % des isolats collectés en 2003
et 2004, respectivement. Pour quatre cas, des isolats 2003 et 2004
ont le méme profil génétique KS.
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Relation génétique entre les isolats d'origine humaine
et les isolats d'origine animale

Le typage par RFLP/PFGE a généré 165, 126, et 84 profils génétiques
pour les 182 C. jejuni de volaille, les 137 C.coli de volaille et les
86 C.coli de porc, respectivement (Tableau 1). L'indice de Simpson
est élevé (0,998, 0,998 et 0,999 respectivement) indiquant une
grande diversité génétique dans chaque population animale de
Campylobacter. Les isolats d’origine animale ont été comparés
génétiquement aux isolats d'origine humaine. Six profils KS
identiques ont été trouvés entre les isolats de volailles et les
isolats humains.

L'analyse de la similarité génétique des C. jejuni humains et de
volaille a permis la construction de 69 clusters (sur la base de 80 %
de similarité) qui contiennent 66,3 % des C. jejuni. Dans 37 cas,
des isolats de volailles sont regroupés avec des isolats d’humains.
Ces isolats ont été collectés en élevage (24,2 %), en abattoir
(42,3 %) et en supermarché (33,5 %).

Pour les C. coli, aucun pulsotype identique n'a été retrouvé entre
les 3 origines, humaine, aviaire et porcine. Lanalyse de la similarité
génétique des C. coli humains, de volailles et de porcs a permis la
construction de 37 clusters qui contiennent 62,3 % des C. coli.
Dans 10 cas, des isolats de volailles sont regroupés avec des isolats
d’humains. Ces isolats ont été collectés en élevage (17,6 %), en
abattoir (55,2 %) et en supermarché (27,2 %). Les isolats de porc
sont toujours dans des clusters différents des isolats de volailles
et des isolats humains.

65 des 151 C. jejuni humains et 14 des 26 C. coli humains ont
des profils identiques ou similaires a ceux des isolats de volailles.
Ceci indique que 44,6 % d'isolats de Campylobacter humains
partagent les caractéristiques génétiques d'isolats de volaille. Sur
les 106 clusters (69 clusters de C. jejuni, 37 clusters de C. coli),
les isolats d'élevage et d'abattoir partagent seulement 15 clusters
avec les isolats de supermarché.

DISCUSSION

Dans notre étude, les données concernant les souches humaines
isolées en Bretagne sont en accord avec celles concernant
l'ensemble des souches francaises [6]. Le ratio entre C. jejuni et
C. coli est similaire. Une augmentation du nombre de cas pendant
la période chaude est observée et est également plus prononcée
pour C. jejuni. Le taux d'isolement est plus élevé chez les enfants
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en dessous de 5 ans. Ceci indique que notre échantillonnage
breton est conforme a ce qui est décrit pour toute la France.

Entre 2003 et 2004, peu d'isolats humains ont montré de profils
identiques et seulement 21,3 % et 17 % des isolats collectés
en 2003 et 2004 se retrouvent dans les mémes clusters. Ces
données indiquent qu'il est difficile de lier les infections humaines
a Campylobacter a des groupes d'isolats possédant des profils
particuliers.

La comparaison génétique par RFLP/PFGE d'isolats de volailles
et de porcs avec des isolats issus de cas humains met en évidence
la présence de profils identiques entre les isolats de la filiere
avicole et ceux d'origine humaine. De plus, 47 clusters regroupent
des isolats de volailles avec des isolats humains.

Ces résultats confirment ceux d’autres études utilisant la méme
méthode et qui montrent des caractéristiques génétiques
communes entre les isolats de volailles et ceux issus de
campylobactérioses humaines [12, 16]. Un lien génétique entre
les isolats d'origine avicole et les isolats d'origine humaine a été
aussi présenté dans des études utilisant d'autres techniques de
typage [11, 23, 27].

Notre étude suggére que 44,6 % des campylobactérioses de
Bretagne en 2003 et 2004 auraient pour origine la volaille. Ce
pourcentage est identique a celui indiqué pour la Belgique (40 %)
en 2002 aprés intervention suite & un probléme de dioxine [25].

Une augmentation du nombre de cas humains est notée pendant
la saison chaude. Cette augmentation pourrait étre associée a
la saisonnalité de la contamination par Campylobacter des
élevages de volailles [10, 21] ou au tourisme.

Nos résultats montrent que les C. coli de porc sont toujours dans
des clusters différents des isolats de volailles et/ou humains. Cette
séparation génétique est décrite dans plusieurs études [8, 9].
Nos résultats indiquent donc qu’en France les deux productions
animales ont majoritairement leurs propres génotypes, et que les
Campylobacters de porcs seraient génétiquement distants de ceux
isolés d’humains. Ceci a peut-&tre un lien avec le flambage des
carcasses de porc a l'abattoir qui assainit de ce fait les carcasses
en surface et au mode de préparation et de consommation des
produits issus du porc.

4 - Bulletin épidémiologique N° 30

Deux tiers des isolats de volailles trouvés dans les clusters avec des
isolats humains sont des isolats obtenus a partir de contenu caecal
pris en élevage et en abattoir, et un tiers de cuisses de poulets
achetées en supermarché. Cette disproportion suggére qu'une part
des campylobactérioses humaines pourrait étre liée a un contact
non alimentaire & la volaille. Ethelberg et al. [4] ont identifié la
vie en zone rurale et le contact avec des animaux comme un
facteur de risque d'infection a Campylobacter. Notre résultat est
cohérent pour la Bretagne, une région de France caractérisée par
de nombreux élevages et abattoirs. Il conviendrait cependant de
mener une étude dédiée pour confirmer cette hypothése.

Dans peu de cas, les isolats issus d'élevages et d'abattoirs partagent
les mémes clusters avec les isolats issus de supermarchés. La
multiplicité des sources dapprovisionnement sur tout le territoire
national pour la distribution des produits de volailles pourrait étre
une explication de cette observation.

Comparée a d'autres techniques de typage, le typage par
RFLP/PFGE s'est révélé tres informatif dans notre étude pour
évaluer l'implication des filiéres avicoles et porcines dans les
campylobactérioses humaines.

PERSPECTIVES

A ce jour, le projet Campylobacter Bretagne a permis d'analyser en
trois ans un total de 1460 isolats de Campylobacter de diverses
origines (humain: 408; volaille: 867; porc: 94; bovin: 9; eau de
riviére: 73; et terre: 9).

Chaque isolat est identifié par un code de référence auquel lui
correspond un commémoratif. Ce code et ce commémoratif
sont intégrés dans une base de données ACCESS. En paralléle,
les profils génétiques de chaque isolat sont conservés dans la
base BioNumerics. Lanalyse annuelle de l'ensemble des données
de ce projet contribue ainsi a la surveillance des infections a
Campylobacter.
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