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Introduction

Campylobacter est un bacille Gram négatif responsable d’'une maladie zoonotique : la
campylobactériose. Les volailles sont considérées comme étant le réservoir naturel de Campylobacter
jejuni et le porc celui de Campylobacter coli M. La transmission a ’'Homme de cette bactérie est
essentiellement indirecte et repose principalement sur la manipulation et la consommation d’aliments

contaminés (viandes de volailles notamment) 278,

Les campylobactérioses sont actuellement considérées comme la premiere étiologie de gastro-
entérites aigués infectieuses et comme la premiere cause de maladies infectieuses d'origine
alimentaire chez I'Homme dans les pays développés !”. En France, l'incidence annuelle des
campylobactérioses est presque trois fois supérieure a celle des salmonelloses ®. La morbidité
associée a ces infections se traduit par une augmentation des consultations médicales, des arréts de
travail et des frais d’hospitalisations ©°!. Les co(its engendrés pour les systémes de santé publique et en
termes de pertes de productivité sont évalués a prés de 2,4 milliards d’euros chaque année pour
I’ensemble de I'Union Européenne %, 'impact sanitaire et économique des campylobactérioses fait
de cette pathologie un probleme de santé publique majeur. La prévention de ces infections repose sur
la mise en ceuvre de mesures de lutte a tous les stades de la chaine alimentaire, de la production
agricole au niveau d’une ferme jusqu’a la transformation, la fabrication et la préparation des aliments
en milieu industriel ou domestique.

A La Réunion, les données épidémiologiques sur Campylobacter sont parcellaires. Au CHU Sud Réunion
de Saint-Pierre, on observe depuis 10 ans une augmentation quasi-continue des isolements humains
de Campylobacter provenant de laboratoires d’analyse de biologie médicale privés ou de patients
hospitalisés. Chez I'animal, des études récentes ont montré une forte prévalence du portage de
Campylobacter dans les élevages de I'ile. Ainsi, plus de la moitié des élevages de poulets et prés de 100
% des élevages porcins sont contaminés par Campylobacter **2, Par analogie avec les mécanismes
de transmission décrits dans la littérature, ces résultats suggérent que ces animaux pourraient étre
une source essentielle de contamination a l'origine des cas d’infections chez I'Homme sur I'ile.
Cependant, les modes de contamination et les voies de transmissions a I'Homme n’ont jamais été
étudiés a La Réunion. Pourtant, la compréhension de ces mécanismes est indispensable pour prioriser
les stratégies de prévention et de contréle et pour au final tenter de diminuer la morbidité et le co(t
imputable.

Dans ce contexte, la premiere partie de notre travail sera consacrée a I'étude de I'épidémiologie
moléculaire de Campylobacter a La Réunion et aura pour objectifs :

- De mettre au point des techniques de génotypage de Campylobacter adaptables aux équipements
du laboratoire de bactériologie du CHU Sud Réunion ;

- D’établir le profil génétique de Campylobacter chez 'Homme et chez les animaux d’élevage (poulet
et porc) ;

- De comparer les profils génétiques des Campylobacter isolés chez 'Homme et I'animal ;

- De comparer les performances des deux techniques mises en place.

Cela pourrait permettre de formuler des hypothéses sur les modalités de transmission de
Campylobacter entre 'Homme et I'animal a La Réunion.



Par ailleurs, la résistance aux antibiotiques de Campylobacter isolé chez I'Homme est
partiellement connue a La Réunion, notamment grace a la réalisation d’antibiogrammes de maniére
systématique des qu’une souche est isolée. En revanche, il n’existe pas a ce jour pour cette région
ultramarine de données d’antibiorésistance chez les animaux d’élevage. Leurs connaissances passent
par 'utilisation de méthodes de screening rapides et abordables financierement comme cela existe
déja par exemple pour les macrolides 3!,

La seconde partie de ce travail s’attachera donc a contribuer a approfondir nos connaissances sur les
résistances de Campylobacter a la Réunion et aura pour objectif :

- De développer et de valider une technique de détection de la résistance aux fluoroquinolones
performante, rapide, peu coliteuse et utilisable a des fins de screening notamment.
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1 - Etat de I'art

1.1 - Caractéristiques microbiologiques

Les espéces du genre Campylobacter appartiennent au groupe des Epsilonprotéobactéries, a
I'ordre des Campylobactérales et a la famille des Campylobacteraceae (qui inclut aussi les genres
Arcobacter et Sulfurospirillum). Ces bactéries sont des bacilles a Gram négatif de 0,5-5 um de long et
0,2-0,9 um d’épaisseur, incurvées, spiralées et mobiles grace a un flagelle unique, polaire et non
engainé ™. Une de leurs particularités notable est d’avoir un métabolisme micro-aérobie et
asaccharolytique.

Le genre bactérien Campylobacter comprend actuellement 28 espéces et 13 sous-espéces ¥ divisées
en 3 groupes :

- Les Campylobacter dit thermotolérants, se développant a plus de 40°C, parmi lesquels 2 sont d’intérét
majeur en pathologie humaine : Campylobacter jejuni et Campylobacter coli, tous deux responsables
d’entérites ;

- Les Campylobacter du groupe fetus, se développant préférentiellement a 25°C, parmi lesquels on
retrouve Campylobacter fetus, responsable de bactériémies chez I’'Homme ;

- Les Campylobacter dit « anaérobies », commensaux du carrefour oro-pharyngé chez ’'Homme et peu
pathogénes.

1.2 - Epidémiologie de Campylobacter

1.2.1 - Réservoirs

Campylobacter appartient a la flore digestive commensale des animaux homéothermes,
notamment des animaux de production tels que les oiseaux domestiques (poulets, dindes, canards, ...)
ou les mammiféres d’élevage (porcins, bovins). Les volailles sont considérées comme étant le réservoir
naturel de C. jejuni et le porc comme étant celui de C. coli. D’autres espéces sont commensales du
chien (C. upsaliensis), de la mouette (C. lari) ! ou d’autres animaux **.. C. fetus se retrouve quant a lui
chez les animaux d’élevage et peut étre responsable d’avortement chez les bovins.

1.2.2 - Transmission a ’Homme

La transmission a ’'Homme de cette bactérie zoonotique est principalement indirecte et repose
sur la consommation de denrées contaminées et consommeées crues ou insuffisamment cuites (Figure
1). Les viandes sont les produits les plus souvent en cause 2 et notamment celle de volaille,
préférentiellement contaminée par I'espéce C. jejuni ® et responsable de la majorité des cas
sporadiques d’infections. La viande de porc, préférentiellement contaminée par I'espece C. coli, peut
aussi étre incriminée. La transmission a ’'Homme repose davantage sur un défaut d’hygiéne en cuisine,
responsable d’'une contamination croisée, que sur une cuisson insuffisante. Les plans de travail ou
ustensiles de cuisine sont contaminés au contact de la viande crue et sont ensuite vecteurs de la
bactérie vers des aliments consommés crus ou peu cuits %71, Le lait non pasteurisé et les eaux non
traitées sont également sources de contamination, les animaux porteurs ou malades tels les oiseaux
sauvages contaminant les systémes d’adduction d’eau. (728,

Une contamination directe peut aussi avoir lieu via les animaux de compagnie . Plus rarement,
I’Homme malade ou porteur peut également étre une source de contamination.
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Les épidémies a Campylobacter sont peu fréquentes et les quelques cas décrits le sont essentiellement
en communauté (créches, ...) ou le lait et I'eau semblent étre les origines les plus fréquentes de la
contamination %71 |3 grande majorité des infections a Campylobacter est donc constituée de cas
sporadiques, bien qu’il soit envisageable qu’une méme souche issue d’'un méme animal en cause soit
responsable de plusieurs cas synchrones mais géographiquement éloignés, compte tenu des méthodes
de distribution actuelles de la viande (grossiste intermédiaire revendant a différents distributeurs).

Réservoirs environnementaux Manifestations
et voies de transmission cliniques
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Figure 1 : Réservoirs, transmissions et clinique de I'infection & Campylobacter (d’aprés Kaakoush et al.) %

1.2.3 - Impact des infections a Campylobacter

Dans les pays développés, les infections a Campylobacter ont un réel impact sur la morbidité
se traduisant par une augmentation des consultations médicales, des arréts de travail, voire des
hospitalisations °!. Ces derniéres sont estimées a plus de 5000 par an en France (!, Les co(its engendrés
pour les systemes de santé publique et en termes de perte de productivité sont évalués a pres de 2,4
milliards d’euros chaque année pour I'ensemble de I'Union Européenne 1%, Ces infections ont par
ailleurs un impact sur la mortalité avec un risque relatif de décés estimé a 1,3 dans les 6 mois a un an
suivant une infection gastro-intestinale a Campylobacter au Danemark, pays aux conditions socio-
économiques proches de la France 12,

Dans les pays en voie de développement, les infections a Campylobacter ont également un impact non
négligeable sur la mortalité, notamment infantile 2%,
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1.2.4 - Caractéristiques épidémiologiques des infections chez I’'Homme
1.2.4.1 - En France

En France, la surveillance des infections humaines a Campylobacter est supervisée par I'Institut
de Veille Sanitaire (InVS) et est basée sur un réseau de laboratoires volontaires qui envoient chaque
souche isolée au Centre National de Référence (CNR) des Campylobacters et Hélicobacters situé au
Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de Bordeaux. Les objectifs de cette surveillance sont de :

- Décrire les caractéristiques épidémiologiques des infections a Campylobacter chez 'Homme ;
- Détecter les cas groupés ;

- Décrire les especes de Campylobacter en cause dans les cas d’infections humaines ;

- Surveiller la résistance aux antibiotiques.

Une étude récente réalisée par le CNR estime I'incidence annuelle des campylobactérioses a 842 cas
pour 100 000 habitants (presque 3 fois supérieure a celle des salmonelloses) 8. Le nombre annuel de
souches regues au CNR a augmenté de 97 % entre 2003 et 2010 (¥ et est en augmentation quasi-
constante depuis 2003 22, En 2015, I'incidence des cas recensés par le CNR a atteint 85 cas pour
100 000 habitants. Cette incidence était maximale chez les enfants de moins de 10 ans (20 cas/100
000 habitants) et minimale chez les adultes de 50 a 60 ans (5 cas/100 000 habitants). Par ailleurs,
I'incidence était globalement plus élevée chez les hommes que chez les femmes (sex-ratio a 1,37) 22,
Les patients infectés par Campylobacter ont une moyenne d’age de 33 ans en France en 2015 122, |’age
des patients présentant une infection a C. coli est plus élevé que celui des patients présentant une
infection a C. jejuni (respectivement 38 ans et 30 ans en 2015 22)), Par ailleurs, la classe d’age des
enfants de moins de 10 ans est la plus touchée, représentant a elle seule 25 % des cas confirmés 22,
Ces données sont observées depuis plusieurs années maintenant 1623,

Concernant les souches recensées par le CNR en 2015, la grande majorité d’entre elles a été isolée des
selles (97 %) et seulement 2 % I'ont été dans des hémocultures. Parmi les 6154 souches recensées,
5800 ont pu étre identifiées a I'espéce. C. jejuni était alors I'espece la plus fréquente (81 %) suivie de
C. coli (15 %) 2%, Cette répartition des espéces en cause est comparable a celles observées en France
depuis I'année 2003 [*623], Le CNR retrouve par ailleurs un risque d’infection par C. coli plus élevé chez
les patients ayant voyagé a I'étranger dans les 2 semaines précédant le syndrome infectieux et un
risque d’infection par C. jejuni plus élevé en période estivale 1?2, Le CNR note d’ailleurs classiquement
une recrudescence des isolements de Campylobacter pendant la période estivale, comme cela fut
encore le cas en 2015 ou 47 % des souches ont été isolés entre juin et septembre (Figure 2).
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Figure 2 : Nombre de cas de C. jejuni et C. coli rapportés par mois en France en 2015 (CNR 2016) 2%
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1.2.4.2 - En Europe

L'Autorité européenne de sécurité des aliments (EFSA) et le Centre européen pour la
prévention et le contrdle des maladies (ECDC) publient annuellement un rapport sur les zoonoses et
les épidémies d’origine alimentaire dans I'Union Européenne en se basant sur les données de plusieurs
pays européens.

En 2014, 32 pays ont participé et le rapport de I'EFSA place les infections a Campylobacter en téte des
maladies d’origine alimentaire les plus fréquemment signalées avec 236 851 cas recensés, soit pres de
3 fois plus de cas que pour les salmonelloses (Figure 3). Par ailleurs, le nombre de campylobactérioses
signalées est en augmentation constante depuis 2008 7). Enfin, une étude de 2013 a estimé I'incidence
des campylobactérioses de 2005 a 2009 et a retrouvé 1860 cas pour 100 000 habitants 4.
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Figure 3 : Nombre de cas confirmés des 5 principales zoonoses en Europe en 2014 (d’aprés EFSA) !

Les caractéristiques épidémiologiques observées en Europe sont semblables a celles observées en
France. Gillespie et al. ont confirmé une différence d’age significative entre les patients infectés par
I'espece C. coli et ceux infectés par C. jejuni a I'échelle européenne sans toutefois pourvoir en
déterminer la cause %),

En 2015, C. jejuni reste I'espéce majoritairement isolée au niveau européen (82 %) mais la proportion
de C. coli isolés est plus élevée en 2015 en France (15 %) 2 qu’en Europe (7 % en moyenne) ),
probablement en raison d’habitudes alimentaires différentes 123!, Ces données sont observées depuis
plusieurs années maintenant 2%, Par ailleurs, Guzman-Herrador et al. ?”! en Norvége et Strachan et
al. 81 en Ecosse retrouvent un risque d’infection par C. coli majoré chez les patients ayant voyagé a
I’étranger.

Enfin, le pic saisonnier observé pendant la période estivale en France est aussi retrouvé au sein de
I'Europe 72®! et s’explique pour certains auteurs par une contamination plus importante de la
nourriture, notamment des volailles, en raison de I'augmentation de la température ambiante [,
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1.2.4.3 - A La Réunion

A ce jour, I'épidémiologie humaine de Campylobacter a La Réunion n’a pas été décrite et les
seules données dont nous disposons sont celles issues de notre laboratoire.

Sur 10 ans (de 2006 a 2015), le laboratoire a identifié et réalisé un antibiogramme pour 371
Campylobacter issus de prélevements de selles pour la majorité (99 %) provenant de services
hospitaliers ou de laboratoires d’analyses privés. L’espéce la plus souvent retrouvée est C. jejuni avec
310 isolats (83,6 %) puis vient C. coli avec 34 isolats (9,2 %). Ces fréquences d’isolement sont plus
proches de celles observées au niveau européen que de celles observées en France. A noter qu’au CHU
Sud Réunion, C. lari est la troisieme espéece la plus souvent isolée sur la période avec 19 isolats (5,1 %),
soit une fréquence plus élevée qu’en France (0,3 %) ?? et qu’en Europe (0,13 %) /.. La Figure 4 illustre
cette répartition des espéces de Campylobacter isolées au laboratoire.
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Figure 4 : Répartition des espéces de Campylobacter isolées au CHU Sud Réunion de 2006 a 2015

Sur cette période (2006 a 2015), on observe une importante augmentation de l'identification au
laboratoire de souches de Campylobacter et notamment de I'espéce C. jejuni. Ainsi, le laboratoire a
identifié en 2015 65 C. jejuni et 5 C. coli alors qu’il n’en identifiait respectivement que 7 et 3 en 2006,
soit une augmentation d’un facteur 10 en 10 ans pour I'espéece C. jejuni (Figure 5).
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Figure 5 : Nombre de C. jejuni et C. coli identifiés par année au CHU de Saint-Pierre de 2006 a 2015
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Concernant les caractéristiques épidémiologiques de I'infection a Campylobacter, on retrouve au CHU
Sud Réunion ce qui est observé en France et en Europe. On constate en effet un sex-ratio égal a 1,18,
un age plus jeune pour les patients infectés par C. jejuni (17,4 ans) que pour les patients infectés par
C. coli (22,2 ans) et une infection plus fréquente chez les enfants de moins de 10 ans par rapport aux
autres classes d’age. Etonnamment, 60 % des patients infectés a C. jejuni et 50 % des patients infectés
a C. coli a La Réunion ont moins de 10 ans alors qu’ils ne représentent que 25 % des patients infectés
en France.

Enfin, il ne semble pas exister de pic saisonnier comme cela est le cas en France et en Europe mais il
est difficile de conclure vu la taille relativement faible des échantillons annuels au laboratoire.

1.2.4.4 - Dans les pays en voie de développement

Les caractéristiques épidémiologiques observées dans les pays en voie de développement sont
différentes de celles observées dans les pays industrialisés. Dans ces pays, les nourrissons sont exposés
trées précocement a Campylobacter. Dans les premiers mois de vie, I'enfant est protégé par les
anticorps maternels et les premiers signes d’une infection a Campylobacter s’observent donc apres le
sevrage. La bactérie est alors souvent incriminée dans les cas de gastro-entérites et se retrouve en
troisieme position des causes de diarrhées la premiére année de vie et en seconde position la
deuxiéme année B% [’enfant s'immunise ensuite en raison des expositions répétées a la bactérie et
les infections a Campylobacter sont moins fréquentes a I’age adulte dans ces pays.

1.2.5 - Campylobacter dans la filiere animale

1.2.5.1 - En France chez le poulet

Campylobacter évolue principalement dans le mucus intestinal des volailles et n’entraine pas
de réaction immunitaire efficace chez les oiseaux qui restent contaminés quelle que soit la durée
d’élevage, a des taux tres élevés. Les risques de souillures digestives de la carcasse et de la peau lors
de I'abattage sont dans ces conditions élevés, en particulier lors de I'étape du bain chaud en vue du
plumage ou lors de I'étape d’éviscération. A 'abattoir, les bactéries sont capables de survivre tout au
long de la chaine de production et ce jusqu’a la cuisine du consommateur.

Dans la filiere Gallus gallus (aussi dit « poulet de chair »), Campylobacter est présent a tous les stades
de la chaine et ce avec une tres forte prévalence : 70 % a 100 % des lots de poulets a leur arrivée a
I’abattoir, 88 % des carcasses et 76 % des produits au niveau de la distribution Y. Au niveau des
élevages, 40,5 % des lots sont contaminés par C. jejuni, 29,7 % par C. coli et 1,7 % par les deux espéces.
Par ailleurs, plus les animaux sont agés, plus la prévalence de la bactérie est élevée (jusqu’a 98 % a plus
de 68 jours selon certains auteurs) Y, Les animaux seraient essentiellement contaminés par les
excréments, I’alimentation ou bien encore par aérosols 52

16



1.2.5.2 - En France chez le porc

Le porc charcutier est aujourd’hui identifié comme un réservoir naturel de Campylobacter 133,
La localisation préférentielle de la bactérie reste le contenu intestinal méme si le portage gastrique est
tres fréquent (51,5 %). En moyenne, 65,5 % des individus sont excréteurs dans leurs matiéres fécales
et 71 % sont porteurs au niveau du tube digestif Y. Chez cet animal, le portage intestinal est quasi
exclusivement lié a C. coli 3. La présence de la bactérie est démontrée dans de nombreux élevages (de
69,2 % a 100 % selon les études ®Y) mais il apparait que des pratiques de biosécurité peuvent réduire
significativement la contamination des animaux. Enfin, la prévalence moyenne de contamination des
carcasses est variable en fonction de la maitrise du processus d’abattage, mais le niveau moyen de
contamination observé est plus faible que celui des poulets (processus mieux maitrisé) 3,

1.2.5.3 - A La Réunion

La Réunion est une région treés consommatrice de poulet et celui-ci est souvent consommé
dans son entiéereté (viande, abats et peau). L’élevage de poulet est pratiqué sur I'lle depuis plus de 60
ans Y et représente I'industrie agro-alimentaire la plus importante du département. Par ailleurs, le
porc se classe en seconde position avec 26 600 tonnes consommeées chaque année a La Réunion et
dont la moitié sont produites localement. Une étude du Centre International en Recherche
Agronomique pour le Développement (CIRAD) Océan Indien montre que 54 % des élevages de poulets
de I'lle sont infectés par Campylobacter : 30 % par C. coli, 17 % par C. jejuni et 7 % par les deux espéeces
(111 D’autres travaux en cours de publication révélent que 96 % des élevages porcins sont contaminés
par C. coli ', Cependant, dans les produits finis (saucisses de porc ou de poulets trés consommées a
La Réunion), Campylobacter est peu présent (1,5 % des produits) 4. Ces chiffres laissent donc penser
gue contrairement a ce qui est observé en France, Campylobacter serait moins isolé au niveau des
élevages a La Réunion et I'espéce C. coli serait plus souvent retrouvée chez le poulet.

1.3 - Pathogénicité de Campylobacter

La pathogénicité des especes du genre Campylobacter reste a ce jour mal connue notamment
en raison de I'absence de modeéle animal fiable (la bactérie étant souvent portée de maniere

asymptomatique chez de nombreux animaux) 3%,

Il est aujourd’hui connu que C. jejuni possede la capacité d’adhérer et de pénétrer au sein des cellules
intestinales, préférentiellement au niveau de I'iléon et du colon (contrairement a ce que son nom
pourrait laisser penser). Différentes molécules d’adhésion sont impliquées ainsi que des protéines
permettant l'internalisation de la bactérie dans la cellule hote. Par ailleurs, le flagelle contribue aussi
activement a la pathogénicité de la bactérie, non seulement en lui permettant d’étre mobile mais aussi
en synthétisant des protéines d’invasion cellulaire. Enfin, C. jejuni serait en mesure d’induire
I’apoptose de la cellule héte via la sécrétion d’une toxine B,

C. fetus est quant a lui plus a méme d’étre responsable de bactériémies en raison de sa capacité a

échapper au systéme immunitaire inné. Une de ses protéines de surface lui confére en effet une
résistance a I’attaque du complément lors de I'étape de défense immune précoce chez I'Homme 3¢,
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1.4 - Prévention

1.4.1 - Prévention individuelle

La prévention individuelle de I'infection a Campylobacter passe essentiellement par le respect
des bonnes pratiques d’hygiene lors de la manipulation et de la préparation des viandes. Ainsi, des
informations diffusées régulierement et a un large public sur les risques de campylobactérioses et sur
les mesures d’hygiene préventives en cuisine ont montré leur efficacité en Nouvelle Zélande par
exemple B7), Par ailleurs, des mesures d’hygiéne générale (lavage des mains, etc.) permettent aussi de
réduire les transmissions directes de la bactérie (par les animaux infectés entre autres).

1.4.2 - Prévention collective

La prévention collective est un moyen de lutte efficace contre les infections a Campylobacter.
Cette prévention repose sur la mise en ceuvre de mesures de lutte a tous les stades de la chaine
alimentaire, de la production agricole au niveau d’une ferme jusqu’a la transformation, la fabrication
et la préparation des aliments en milieu industriel ou domestique. Le poulet étant I'animal a I'origine
du plus grand nombre de cas, les mesures de prévention et de biosécurité sont a adopter en priorité
dans cette industrie.

L’éradication de la bactérie au niveau des élevages est jugée illusoire mais il est possible de diminuer
sa prévalence notamment en nettoyant régulierement les locaux avec du détergent et en utilisant des
désinfectants au cours de I'élevage, par exemple pour traiter 'eau de boisson des poulets pouvant
étre a l'origine de la contamination. Ces mesures sont d’autant plus recommandées que la
température ambiante de I'élevage est élevée car la bactérie peut alors se répliquer aisément. D’autres
mesures, plus difficiles a mettre en ceuvre, ont prouvé leur efficacité. L'éloignement des élevages les
uns des autres ou encore la lutte contre les petits rongeurs, hotes possibles de Campylobacter et

(11 Plusieurs approches

vecteurs de la bactérie entre les élevages en sont des exemples
complémentaires sont en cours d’études: utilisation de bactériocines, peptides antimicrobiens
produits par les bactéries dont certains sont actifs contre Campylobacter; utilisation de
bactériophages ou encore de probiotiques *°!. Enfin, des essais de vaccination des animaux ont été
tentés mais aucun n’a permis d’obtenir un résultat satisfaisant. D’autres essais plus prometteurs sont

actuellement en cours 19,

Par ailleurs, des moyens de lutte existent au cours du processus de transformation. Ainsi, il est possible
de décontaminer chimiquement les abattoirs et les carcasses ¥ ou encore d’irradier ou de congeler
les viandes afin de tuer les bactéries #°. Cependant, ces méthodes sont coliteuses pour la filiére de
production et ont pour effet d’altérer la qualité gustative de la viande.
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1.5 - Manifestations cliniques de I'infection a Campylobacter

Les principales manifestations cliniques prouvées ou suspectées de linfection a
Campylobacter sont rappelées en Figure 1.

1.5.1 - Entérites

Classiquement, Campylobacter jejuni et Campylobacter coli sont reconnus comme cause
majeure d’entérites. Apres une période d’incubation de 2 a 5 jours en moyenne, les signes cliniques
observés sont généralement ceux d’une gastro-entérite aigué, le plus souvent bénigne et
spontanément résolutive. Une diarrhée, parfois sanglante, est le symptome le plus fréquemment
observé (90 % des cas) [1®, associée ou non a des douleurs abdominales ou a une fiévre en régle
modérée. Asthénie, céphalées, myalgies et nausées sont aussi fréquentes. Chez I'immunodéprimé, des
infections séveres, persistantes ou récidivantes peuvent étre observées.

1.5.2 - Infections extra-intestinales

Plus rarement, on observe des infections extra-intestinales pouvant aller jusqu’a la
bactériémie, méme si cette derniere est plus souvent décrite a C. fetus en raison de sa plus forte
résistance au pouvoir bactéricide du sérum. Cependant, les septicémies a C. jejuni ou a C. coli par
translocation intestinale existent et sont possiblement sous-estimées compte tenu de I’absence
fréquente de prélévement d’hémocultures dans un contexte de gastro-entérite 140,

1.5.3 - Complications aigués

Les complications aigués associées a ces infections a Campylobacter sont rares mais parfois
graves. Elles comprennent les adénites mésentériques, les colites pseudo-membraneuses, les
appendicites, les péritonites, les pancréatites, les hépatites, etc.

1.5.4 - Complications post-infectieuses

Les complications post-infectieuses décrites sont essentiellement le syndrome de Reiter
(arthrite réactionnelle) et le syndrome de Guillain-Barré, complication la plus sévére “+42] |’incidence
de cette derniére est d’environ 1 pour 1000 infections a C. jejuni *® et 20 % & 50 % des syndromes de
Guillain-Barré seraient précédés par une infection 8 Campylobacter 1“3\, Malgré une prise en charge
médicale en service de réanimation, des séquelles neurologiques peuvent persister dans 20 % des cas
et la mortalité reste non négligeable “. La physiopathologie de cette polyradiculonévrite post-
infectieuse réversible est a présent bien comprise. Il s’agit d’'une démyélinisation et d’une réaction
lymphocytaire localisée au niveau de la membrane nerveuse due a un mimétisme antigénique. La
structure terminale de I'oligosaccharide du LPS de certains Campylobacter (notamment du sérogroupe
0:19) est en effet identique a la structure terminale du ganglioside GM1 de la fibre nerveuse *°.. Les
anticorps produits et dirigés contre Campylobacter sont donc aussi dans ce contexte dirigés contre le
« soi ». Par ailleurs, une proportion importante de syndromes de l'intestin irritable fait suite a une
infection intestinale a C. jejuni *® et |a bactérie serait aussi responsable d’un nombre non négligeable
de cas de dyspepsie fonctionnelle 47,
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1.6 - Diagnostic microbiologique de I'infection a Campylobacter

1.6.1 - Diagnostic direct
1.6.1.1 - Culture et identification

Le diagnostic de linfection intestinale a Campylobacter repose a I'heure actuelle
essentiellement sur la pratique d’une coproculture en cas de symptomatologie évocatrice.
Campylobacter, compte tenu de sa fréquence, doit toujours étre recherché dans ce type de
prélevement. L'échantillon de selles doit étre acheminé et techniqué rapidement au laboratoire, la
bactérie étant particulierement fragile. Un examen microscopique peut étre réalisé et se révéler
contributif 48, |’état frais peut en effet montrer dans la phase aigué de I'infection une mobilité dite
« en vol de moucheron », proche de celle observée pour Vibrio cholerae. Par ailleurs, la coloration de
Gram peut mettre en évidence de petits bacilles incurvés Gram négatifs (Figure 6).
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Figure 6 : Campylobacter jejuni (cf fleches) & la coloration de Gram (Kamata et Tokuda, 2014) 481

Malgré les informations apportées par la microscopie, la culture reste indispensable et peut étre
réalisée sans étape d’enrichissement préalable. L’utilisation de milieu sélectif est en revanche
nécessaire pour faciliter la pousse et I'identification visuelle (milieu au sang Skirrow “°! ou milieu au
charbon Karmali ®® par exemple). L'incubation & 37°C pendant au moins 24 heures doit étre réalisée
en micro-aérobiose. Les colonies, petites, lisses, luisantes et souvent étalées ou en nappe sont
relativement faciles a reconnaitre sur les milieux usuels (Figure 7). Une autre technique
d’ensemencement par filtration basée sur le fait que la bactérie soit de petite taille et mobile existe et
peut aussi étre utilisée. Elle consiste a filtrer une goutte de suspension de selles au travers d’une

membrane au-dessus d’une gélose et d’incuber ensuite le milieu en atmosphere micro-aérobie.

Les hémocultures permettent de mettre en évidence une bactériémie a Campylobacter mais elles sont
peu réalisées en pratique. Si ce genre est suspecté a I'examen direct, il faut alors placer les subcultures

en atmosphére micro-aérobie. Dans ces conditions, |a sensibilité des hémocultures est bonne 7],
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Figure 7 : Culture de Campylobacter jejuni sur gélose Karmali (Photographie personnelle)

Une fois les colonies repérées sur gélose, I'identification de I'espéce peut se faire soit par étude des
caractéres phénotypiques (activités enzymatiques, température de pousse, résistance a certains
antibiotiques, etc.), a I'aide de galeries miniaturisées par exemple, soit par spectrométrie de masse
type MALDI-TOF. Cette derniere technique a depuis quelques années révolutionné [I'étape
d’identification bactérienne grace a sa simplicité et a ses excellentes performances. Elle tend a se
généraliser au sein des laboratoires d’analyses médicales méme si le co(t initial de 'automate reste
important. Les especes de Campylobacter sont identifiées via cette méthode avec une tres bonne
sensibilité et une trés bonne spécificité .

1.6.1.2 - Biologie moléculaire

La biologie moléculaire réalisée sur des prélevements de selles occupe une place de plus en
plus importante au sein de I'arsenal diagnostique de I'infection a Campylobacter. L’avenement récent
des approches syndromiques via PCR multiplex 2 permet en effet a ces techniques de s’introduire
peu a peu au sein des laboratoires de diagnostic biologique. D’autres méthodes plus classiques en PCR
temps réel sont aussi utilisables 3. De trés bonnes sensibilités et spécificités 1”2, au moins
équivalentes a la culture P%, ainsi qu’un délai de rendu trés inférieur a la culture sont les principaux
avantages de ces techniques. Cependant, le prix encore élevé ainsi que le fait de ne pas pouvoir réaliser
d’antibiogramme via la méme technique restent des aspects négatifs de la biologie moléculaire.

1.6.1.3 - Tests immuno-enzymatiques

Des tests immuno-enzymatiques permettant la recherche de Campylobacter dans les selles
sont aussi disponibles mais leur spécificité semble moyenne 4. Leur place en routine reste donc
encore floue mais ces techniques pourraient étre utilisables a des fins de dépistage.

1.6.2 - Diagnostic indirect

La sérologie est aussi de faible intérét et n’est utile qu’en cas de pathologies post-infectieuses
de type arthrite ou syndrome de Guillain-Barré. Diverses méthodes existent (ELISA %, etc.) et
permettent de mettre en évidence des séquelles sérologiques d’infection 8 Campylobacter *+*31,
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1.7 - Résistance aux antibiotiques de Campylobacter

1.7.1 - Mécanismes de résistance
1.7.1.1 - Généralités

Les mécanismes de résistance aux antibiotiques chez Campylobacter peuvent étre
chromosomiques ou plasmidiques. lls sont communs a ceux décrits chez les autres espéces
bactériennes : modification de la cible, inactivation enzymatique et efflux actif .

Notre travail ayant essentiellement porté sur la mise au point d’une technique moléculaire de
détection des résistances aux quinolones, nous nous limiterons, dans cette partie, a la description des
résistances de Campylobacter a cette famille d’antibiotiques.

1.7.1.2 - Mécanismes de résistance aux quinolones

Les quinolones forment une large classe d'antibactériens de synthéese qui comprend les dérivés
de I'acide nalidixique. L'ajout d’un atome de fluor a la structure de base des quinolones dans les années
1980 a permis d'augmenter fortement leur pénétration dans les cellules. Les fluoroquinolones alors
obtenues sont de puissants antibiotiques bactéricides largement utilisés aujourd’hui, notamment en
raison de leur excellente diffusion tissulaire et intracellulaire.

Les quinolones ciblent les topoisomérases de type Il que sont I'ADN gyrase et la topoisomérase IV 7,
Ces enzymes permettent la bonne réplication de I'ADN bactérien et sont impliquées dans le
compactage et la régulation de la conformation de I'ADN double brin dans cette étape de la
multiplication bactérienne. Elles interviennent aussi lors de la transcription et de la recombinaison de
I’ADN bactérien. Ce sont des enzymes hétérotétramériques composées de paires de 2 sous-unités :
gyrA et gyrB pour I’ADN gyrase et parC et parE pour la topoisomérase IV. L’ADN gyrase régule le niveau
de surenroulement négatif de la double hélice d’ADN et posseéde également une fonction de
relichement de 'ADN afin de permettre la progression de la polymérase le long de la fourche de
réplication. La topoisomérase IV intervient quant a elle dans le désenchevétrement de I’ADN. Chez
certaines bactéries, cette enzyme est absente et c’est alors ’ADN gyrase qui prend en charge ce travail.
Cette derniére devient dés lors la seule cible des quinolones 7!,

Les quinolones interagissent avec le complexe ADN/ADN gyrase en formant un complexe ADN/ADN
gyrase/Quinolone. L’hypothése du mode d’action est le blocage du changement conformationnel de
I’enzyme lors de son travail, empéchant alors ’ADN d’étre religaturé apres coupure. A cette action
bactériostatique s’ajoute une activation du systéme SOS en réponse a I'accumulation d’ADN coupé. In
fine, cela aboutit a I'apoptose de la bactérie (versant bactéricide de cette classe d’antibiotiques).

La résistance aux quinolones chez Campylobacter repose sur différents mécanismes
cumulables (Figure 8) : modification de la cible (gyrA), efflux actif (CmeABC) et diminution de la
perméabilité membranaire 8%, De plus, un état d’hyper-mutabilité médié par le locus mfd (Mutant
Frequency Decline) influence également I'émergence de résistance aux fluoroquinolones chez cette
espéce %, Par ailleurs et contrairement a d’autres genres, aucune résistance aux quinolones d’origine
plasmidique n’a été décrite chez Campylobacter. Ces bactéries ne présentent donc pas de résistance
via protection de la cible (génes gnr) ou via inactivation enzymatique (gene aac).
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Figure 8 : Mécanismes possibles de résistance aux quinolones (d’aprés Mérens et al.) 7

Mutation du géne gyrA

Le principal mécanisme de résistance aux quinolones chez Campylobacter est la mutation de
la cible de I'antibiotique, I’ADN gyrase, notamment au niveau des régions QRDR (Quinolone Resistance
Determining Region) du géne gyrA codant sa sous-unité A Y, Contrairement a d’autres bactéries, la
résistance acquise aux fluoroquinolones chez Campylobacter n’est pas une résistance par
accumulation de mutations successives. En effet, une mutation unique dans gyrA (apparaissant
spontanément a des fréquences allant de 103 & 10°), confére directement une résistance de haut
niveau a la ciprofloxacine (CMI > 32 mg/L) 2. La mutation la plus fréquemment rencontrée est
Thr86lle (C257T) 616364 responsable de plus de 98 % %! des phénotypes de haute résistance
(quinolones et fluoroquinolones). Plus rarement sont retrouvées d’autres mutations telle Asp90Asn,
responsables de niveaux de résistances intermédiaires (CMI de 1 a 4 mg/L) %Y ou des mutations
Thr86Ala, conférant une résistance aux quinolones mais pas aux fluoroquinolones ¢,

Enfin, il est a noter qu’aucune mutation de gyrB responsable d’une résistance aux quinolones n’a été
décrite chez Campylobacter et que les especes de ce genre ne possédent pas les genes parC et parE
codant pour la topoisomérase IV, autre cible des quinolones ¢7,

Efflux via CmeABC

Un mécanisme d’efflux actif multi-drogues via la pompe CmeABC codée par le locus cmeABC

participe également a la résistance acquise aux quinolones chez Campylobacter ¢®

. La pompe est
faiblement exprimée a I'état sauvage grace a un répresseur transcriptionnel (cmeR) mais peut étre
surexprimée en cas de pression de sélection antibiotique. Chez les souches résistantes par mutations
de gyrA, une inactivation in vitro de la pompe diminue les CMI de la ciprofloxacine pour les ramener
au niveau de celles des souches sauvages sensibles ce qui indique que les deux mécanismes

fonctionnent en coopération %979,

Etat d’hypermutabilité via le locus mfd

Des travaux ont montré que les mutations de gyrA étaient potentialisées chez C. jejuni en
présence de ciprofloxacine par I'induction du locus mfd. L’expression de ce locus favorise la sélection
de mutants résistants par un facteur 10 *%, Le fait qu’une unique mutation de gyrA suffise a conférer
une résistance de haut niveau, associé a cet état d’hypermutabilité sous pression antibiotique pourrait
expliquer I'évolution rapide de la résistance chez les patients ou les animaux traités 72,
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1.7.2 - Méthodes de détection des résistances
1.7.2.1 - Méthodes phénotypiques

L'antibiogramme de Campylobacter peut étre réalisé lorsque cette bactérie est isolée chez
I'Homme. Il permet d’un point de vue individuel d’adapter la thérapeutique aux molécules actives in
vitro et d’un point de vue communautaire de connaitre I'évolution des résistances de ce genre
bactérien. Il est réalisé en France selon les recommandations émises périodiquement par le CA-SFM
(Comité de I'Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie) et 'EUCAST (EUropean
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) ">73]. Les molécules a tester en premiére intention
selon le CA-SFM version 1.0 de février 2016 "2 sont : I'ampicilline, I'amoxicilline / acide clavulanique,
la ciprofloxacine, I'érythromycine et la tétracycline. La gentamicine et les carbapéneémes peuvent étre
testés en seconde intention.

D’autres méthodes peuvent aussi étre utilisées pour mettre en évidence les résistances de
Campylobacter et notamment la mesure des CMI, I'antibiogramme par diffusion en milieu gélosé ne
permettant d’obtenir que des mesures de diametres d’inhibition catégorisant les bactéries en
sensibles, intermédiaires ou résistantes, mais pas de valeurs de CMI.

1.7.2.2 - Méthodes moléculaires

Des méthodes moléculaires peuvent étre utilisées afin de déterminer le profil génétique
d’isolats de Campylobacter et d’en déduire la sensibilité aux antibiotiques. Une PCR (Polymerase Chain
Reaction) en temps réel a ainsi été développée par le CNR pour détecter les mutations de résistances
aux macrolides 3 et d’autres auteurs ont décrits des méthodes ayant recours a la PCR RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism) %! ou encore au séquencage ®%* pour mettre en
évidence les mutations de résistances aux quinolones par exemple. Ces techniques de séquencage a
la recherche de mutations du géne gyrA sont maintenant utilisées lors d’études épidémiologiques .
Récemment, des méthodes utilisant la PCR HRM (High Resolution Melt) sur gyrA ont été décrites pour
d’autres genres bactériens, tels Salmonella "* et Mycobacterium ..

1.7.3 - Epidémiologie des résistances en pathologie humaine

1.7.3.1 - En France

Le CNR surveille en France la résistance aux antibiotiques des différentes espéces. Les taux de
résistance observés en 2015 pour C. jejuni et C. coli sont rapportés en Tableau 1.

C. jejuni C. coli
Nb de souches | % de résistance | Nb de souches | % de résistance
Ampicilline 4407 37,8 837 33,2
Amox/Ac. Clav. 4626 0,5 861 0,6
Ciprofloxacine 4627 56,2 870 65,8
Erythromycine 4629 0,4 869 9,4
Gentamicine 4115 0,8 788 1,1
Tétracycline 4472 48,3 844 71,6

Tableau 1 : Résistance de C. jejuni et C. coli isolés chez I’Homme en France en 2015 (CNR 2016) 2%
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De maniere générale (toutes espéces confondues), des taux de résistance élevés aux fluoroquinolones
(57 %), a la tétracycline (51 %) et a I'ampicilline (35 %) sont observés en France en 2015. Les résistances
constatées pour la gentamicine (0,9 %) et pour I'amoxicilline/acide clavulanique (0,6 %) sont quasi-
nulles et celle observée pour I'érythromycine est quasi-nulle pour C. jejuni (0,4 %) mais non négligeable
pour C. coli (9,4 %). Enfin, vus par espece, les taux de résistance constatés pour C. coli sont supérieurs
a ceux observés pour C. jejuni (sauf pour 'ampicilline) (Tableau 1) 1?2\,

D’un point de vue dynamique, le CNR suit I’évolution des résistances de Campylobacter depuis 30 ans.
Il constate une baisse de la résistance a I'amoxicilline, amorcée au début des années 2000 (Figure 9A),
un maintien de la résistance aux macrolides, quasi nulle pour I'espéece C. jejuni et avoisinant les 10 %
pour C. coli (Figure 9B) et une augmentation de la résistance aux cyclines (Figure 9C) ainsi qu’aux
quinolones (Figure 9D). Cette résistance aux quinolones est en constante augmentation depuis plus de
20 ans en France %2 mais aussi en Europe 77578 et dans le monde 783,
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Figure 9 : Résistance aux antibiotiques des Campylobacter isolés en France entre 1986 et 2014 (CNR 2015) (&)

A : Amoxicilline  B_: Erythromycine C: Cyclines D _: Quinolones
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1.7.3.2 - En Europe

En Europe, les taux de résistance observés varient suivant les états. Ainsi, 30 % des C. jejuni
sont retrouvés résistants a la ciprofloxacine en Norvege alors que presque 98 % le sont au Portugal.
Les mémes écarts sont constatés pour la résistance aux cyclines et a minima pour celle aux macrolides.
Concernant C. coli, des variations similaires sont retrouvées mais il se dégage que |'espece est
globalement plus résistante. Enfin, on observe que les taux moyens de résistance au niveau européen
sont comparables aux taux de résistance relevés en France U®. Les données de résistances pour C.
jejuni et C. coli dans différents pays d’Europe en 2014 sont rapportées en Tableau 2.

Résistance en %
Pays Amox/Ac. Clav. Ciprofloxacine Erythromycine Gentamicine Tétracycline
C. jejuni | C.coli | C.jejuni | C.coli | C.jejuni | C.coli | Cjejuni | C.coli | Cjejuni| C.coli
Autriche - - 69,7 84,1 0 4,5 0,3 0 31,1 68,2
Espagne - - 87,4 97,0 3,3 44,8 2,0 13,4 81,3 92,5
Estonie - 0,9 80,6 NA 0 NA - - 64,5 NA
Italie - - 81,2 NA 13,0 NA - - 69,6 NA
Lituanie - - 87,4 87,4 1,5 4,8 - - 51,3 NA
Luxembourg 8,8 - 64,5 69,9 0,3 9,6 - - 47,9 69,9
Malte - - 69,8 86,3 27,5 42,5 - NA - NA
Norvege - - 29,7 NA 3,4 NA 2,8 NA 20,0 NA
Pays-Bas - - 59,8 65,5 1,9 17,4 - - 43,2 62,0
Portugal - - 97,9 97,0 5,2 57,6 0 3,0 77,1 87,9
Roumanie - - 50,0 NA 0 NA 0 NA 43,8 NA
Slovaquie 1,5 3,6 50,6 61,4 1,1 5,9 39,1 - 25,6 31,3
Slovénie - - 69,5 80,5 1,5 4,6 - - 36,2 46,0
Total 1,5 1,6 60,2 68,9 1,5 14,6 0,4 1,7 46,4 53,8
France 1,0 0,9 55,4 63,1 0,3 10,1 0,2 0,8 54,2 49,0

NB : « - » : Absence de donnée, « NA » : Non applicable

Tableau 2 : Résistances aux antibiotiques de C. jejuni et C. coli en Europe en 2014 (d’aprés EFSA 2016) 17

1.7.3.3 - A La Réunion

La résistance de Campylobacter isolé chez ’'Homme a La Réunion n’a pour I’heure fait I'objet
d’aucune publication. Les données du laboratoire extraites sur les 3 derniéres années (2013, 2014,
2015) portant sur 184 C. jejuni et 18 C. coli permettent d’estimer les taux de résistance de
Campylobacter chez les patients infectés dans le Sud de I'lle (Tableau 3).

Pour C. jejuni, une résistance importante et supérieure a 30 % est observée au CHU Sud Réunion pour
I’'ampicilline, la ciprofloxacine et la tétracycline. Concernant C. coli, I'échantillon faible ne permet pas
de conclure sur une réelle différence de résistance entre les deux especes mais il semblerait que cette
bactérie soit davantage résistante a la tétracycline (60 % de résistance dans notre série).
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C. jejuni C. coli
Nb de souches | % de résistance | Nb de souches | % de résistance

Ampicilline 184 30,9 18 38,9
Amox/Ac. Clav. 184 4,3 18 1,1
Ciprofloxacine 184 31,5 18 33,3
Erythromycine 184 1,1 18 5,6

Gentamicine 184 1,1 18 0

Tétracycline 139 30,2 15 60,0

Tableau 3 : Résistance de C. jejuni et C. coli identifiés au CHU Sud Réunion de 2013 a 2015

Les taux de résistance observés en France en 2015 par le CNR et au laboratoire sur les 3 dernieres
années pour C. jejuni different pour certains des antibiotiques testés. Ainsi, la résistance a
I’'amoxicilline/acide clavulanique est plus élevée au CHU Sud Réunion (4,3 %) qu’en France (0,5 %),
celle ala tétracycline plus basse (30,2 % contre 48,3 %) et celle a la ciprofloxacine nettement plus basse
(31,5 % contre 56,2 %).

Concernant C. coli et malgré la faible taille de notre échantillon, il semblerait que les résistances
observées soient comparables entre la France et le CHU Sud Réunion, sauf pour la ciprofloxacine pour
laquelle le taux de résistance est deux fois inférieur au CHU Sud Réunion qu’en France sur la méme
période (respectivement 33,3 % et 65,8 %).

Par ailleurs, nos données ne mettent pas en évidence d’augmentation continue de la résistance a la
ciprofloxacine sur ces 3 années chez ces deux especes. Cependant, ces résultats sont a interpréter avec
prudence compte tenu de la taille relativement modeste des échantillons.

1.7.3.4 - Origine de la résistance en pathologie humaine

L’hypothese principale avancée pour expliquer I'augmentation de la résistance aux quinolones
chez Campylobacter depuis 20 ans Y est |'utilisation accrue dans les filiéres de production animale
d’antibiotiques, soit a visée préventive ou thérapeutique, soit comme facteurs de croissance.
L’enrofloxacine, quinolone structurellement proche de la ciprofloxacine, est notamment incriminée
31871 Certains auteurs ont démontré que la résistance aux fluoroquinolones se développait
rapidement chez les poulets traités #3% apparaissant parfois dans les 24 heures post-traitement %,
La pression de sélection exercée est alors liée a 'émergence de souches résistantes transmissibles a
I’'Homme %, Afin de lutter contre I’émergence de résistances, I’'Union Européenne a publié en 1999
des mesures visant a limiter l'utilisation de ces traitements Y et a interdit I'utilisation des
antibiotiques comme facteurs de croissance depuis le 1°" janvier 2006.
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1.7.4 - Epidémiologie des résistances dans la filiere animale
1.7.4.1 - En France

Chez la volaille, en France et en 2010, la résistance aux macrolides était quasi nulle pour
I'espéce C. jejuni et elle était inférieure a 20 % pour C. coli. La résistance aux quinolones était
respectivement de 51 % et 70 % la méme année. Chez le porc en 2009, la résistance de C. coli aux
macrolides était de 45 % et la résistance aux quinolones était de 34 % la méme année. Dans toutes les
filieres de production, la résistance constatée a la gentamicine était quasi nulle et celle observée pour
la tétracycline était supérieure & 50 % en 2009 et en 2010 2,

1.7.4.2 - En Europe

En 2014, les résistances a la tétracycline et a la ciprofloxacine de C. jejuni et de C coli retrouvés
dans les élevages de poulets étaient tres élevées en Europe. Concernant C. jejuni, les taux de résistance
moyen observés étaient de 54,4 % pour la tétracycline et de 69,8 % pour la ciprofloxacine. Concernant
C. coli, ces taux étaient respectivement de 59,6 % et de 74,3 %. Suivant les pays concernés, I'évolution
de ces taux sur les derniéres années est différente [7°l.

1.7.4.3 - A La Réunion

La résistance de Campylobacter isolé chez I'animal a La Réunion n’a pour I'heure fait I'objet
d’aucune publication.

1.7.5 - Impact clinique de la résistance aux quinolones

Les données concernant I'impact clinique de la résistance sont contradictoires et il est difficile
de déterminer si les souches résistantes sont plus ou moins virulentes que les souches sensibles.
Certains auteurs ont en effet observé une durée moyenne de la diarrhée supérieure en cas d’isolement
de souches résistantes, passant ainsi de 10 jours pour une souche sensible a 13 jours pour une souche
résistante dans une étude danoise de 2004 % et de 7 jours a 9 jours pour une étude américaine du
CDC (Centers for Deseases Control and prevention) d’Atlanta 3. Par ailleurs, le risque de développer
une complication dans les 30 jours suivant I'infection serait pour certains majoré par 6 en cas de souche
résistante aux quinolones . A contrario, d’autres auteurs ne retrouvent pas de différence
significative dans la durée ou la présentation de la maladie selon le profil de sensibilité aux quinolones.
Une étude réalisée en Angleterre et au Pays de Galles ®! ou encore une méta-analyse de Wassenarr
et al. ®® concluent a I'absence de différence significative entre les effets des souches sensibles et des
souches résistantes. Enfin, une étude finlandaise de 2009 menée chez 192 patients " constate
étonnamment une tendance des souches sensibles a la ciprofloxacine d’étre a 'origine de diarrhées
sanglantes et d’hospitalisation plus fréquentes par rapport aux souches résistantes.
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1.8 - Traitement des campylobactérioses

1.8.1 - Traitement des entérites a Campylobacter

Le traitement des gastro-entérites aigués a Campylobacter est avant tout symptomatique. Il
repose sur la réhydratation, généralement par voie orale, et sur la correction d’éventuels troubles
hydro-électrolytiques.

Le traitement antibiotique n’est en regle pas nécessaire et I'infection est controlée par I'organisme en
7 410 jours 8, Cependant, s'il est prescrit, un tel traitement peut raccourcir la durée du portage qui
peut persister plusieurs semaines et peut réduire modestement la durée de la symptomatologie
digestive (de 1,32 jours en moyenne selon la méta-analyse de Ternhag et al.) ®°. Ainsi, en raison du
bénéfice clinique modeste et du risque d’apparition de résistance aux antibiotiques, les indications de
I’'antibiothérapie sont limitées aux patients présentant des symptomes sévéres (fievre élevée, diarrhée
sanglante, etc.), aux patients a risque de développer une infection sévere (ages extrémes de la vie,
femmes enceintes, patients immunodéprimées, etc.) et en cas d’infection persistante ou récidivante.
Les macrolides et notamment I'azithromycine en raison de sa longue demi-vie sont alors recommandés
[100101] ot constituent actuellement I'antibiothérapie de choix pour les cas confirmés par culture. Les
molécules alternatives sont les béta-lactamines telle 'amoxicilline avec ou sans association a I'acide
clavulanique, les tétracyclines telle la doxycycline ou les fluoroquinolones. Compte tenu des
résistances importantes, les quinolones ne sont plus utilisées en premiére intention et doivent étre
testées avant leur utilisation.

1.8.2 - Traitement des infections systémiques a Campylobacter

Dans les bactériémies ou dans les cas d’infections extra-intestinales, une bi-antibiothérapie est
recommandée. Les aminosides comme la gentamicine par exemple sont utilisés en association par voie
parentérale avec une aminopénicilline, un carbapéneme ou une fluoroquinolone apres détermination
du profil de sensibilité [0,

1.9 - Typage de Campylobacter

1.9.1 - Généralités sur le typage bactérien

Un systeme de typage est une technique expérimentale ayant pour but de mettre en évidence
des caractéres discriminants permettant de distinguer au sein d’'une espéce bactérienne des souches
d’origine distincte et de les classer en types clonaux %%,

Sur un plan individuel, le typage peut notamment s’avérer utile en pathologie humaine afin de
confirmer une infection, d’établir le foyer initial et I'extension d’une infection ou encore de déterminer
si une méme souche est bien en cause lors d’'une rechute chez un patient ayant précédemment été
infecté.

Sur un plan épidémiologique, le typage peut contribuer a confirmer une transmission endémique ou
épidémique, a mettre en évidence une voie de transmission si la méme souche est retrouvée chez
deux especes animales distinctes par exemple ou encore a suivre I'évolution du réservoir d’un
pathogéne.
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1.9.2 - Méthodes de typage de Campylobacter

Le typage des espéces de Campylobacter peut se réaliser avec différentes techniques plus ou

moins discriminantes, reproductibles, colteuses et faciles & mettre en ceuvre 1%, Les premiéres

méthodes utilisées, basées sur les propriétés phénotypiques, comprennent notamment les techniques

reposant sur I'expression de protéines de surface (sérotypage). Elles sont actuellement abandonnées

au profit de techniques plus discriminantes, plus reproductibles et moins lourdes a réaliser,

essentiellement basées sur I'analyse du génome et du polymorphisme de I’ADN, appelées méthodes

génotypiques (193104 | 3 Figure 10 résume I’évolution des méthodes de typage de C. jejuni au cours des

30 derniéres années. Le Tableau 4 rappelle les caractéristiques de ces principales techniques.

}< 1990’s ’<980’s |

2000’s

AV

1989 — Ribotyping

1992 — Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD)
1993 — flaA Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)
1996 — PCR Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP)

2001 — Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)

2001 — MultiLocus Sequence Typing (MLST)

2002 — Repetitive Element PCR Analysis (rep-PCR)

2002 — LOS Typing

2003 — flaA PCR Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE)
2004 — Single Nucleotide Polymorphism (SNP)

2005 - flaA Sequence Typing

2005 — Automated Ribotyping

2008 — Mass Spectrometry (MALDI-TOF)

2009 — PCR Binary Typing (BIT)

2010 — flaA High Resolution Melting Analysis (HRMA)

Figure 10 : Evolution des méthodes de typage de Campylobacter jejuni (d’aprés Ahmed et al.) 1203

Critéres de performance Jours Codt
Méthode Locus .
o | 1t | R® requis Initial | Par test
Ribotypage Moyen Elevé 100 Unique 1 Modéré Bas
RAPD Elevé Mauvais 100 Génome <1 Modéré Bas
flaA-RFLP Moyen Moyen 100 Unique 1 Modéré Bas
flaA-PCR-SSCP Elevé Elevé 100 Unique 1 Modéré Bas
PFGE Elevé Moyen <100 Génome 1-4 Modéré Modéré
MLST Elevé Elevé 100 Multiple 3+ Elevé Elevé
rep-PCR Tres élevé Elevé 100 Multiple 1 Modéré Bas
Séquengage LOS Elevé Elevé 100 Unique 1 Modéré Modéré
flaA-DGGE Elevé Elevé 100 Unique 1 Modéré Bas
SNP profiling Modéré Elevé 100 Multiple 1 Modéré Bas
Séquencage flaA-SVR Moyen Elevé 100 Unique 1 Modéré Modéré
Ribotypage automatisé Bas Elevé <100 Unique 1 Elevé Modéré
MALDI-TOF Elevé Elevé 100 Multiple 2-3 Elevé Elevé
PCR BIT Elevé Elevé 100 Multiple 1 Modéré Modéré
flaA-HRM Moyen Elevé 100 Unique 1 Modéré Bas

D : Pouvoir discriminant, T : Typabilité, R : Reproductibilité

Tableau 4 : Principales techniques de génotypage de Campylobacter jejuni (d’aprés Ahmed et al.) 11031
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Des méthodes sur locus unique ont particulierement été utilisées lors des deux dernieres décennies.
Parmi ces techniques, celles basées sur le typage du flagelle ont prouvé leur efficacité [, Le locus des
genes du flagelle de C. jejuni contient deux genes, flaA et flaB, organisés en tandem (Figure 11). flaA
apparait étre nécessaire a la mobilité, a la colonisation et a la pathogénicité alors que flaB semble étre
un large réservoir de variations génétiques permettant a flaA de se moduler génétiquement lors de
recombinaisons %!, Cette grande variabilité de flaA permet 3 la bactérie d’échapper plus facilement
a la réponse immune de I’h6te infecté et rend par ailleurs ce géne tres approprié pour le typage,
conférant a flaA un large polymorphisme [, Ainsi, flaA est utilisé dans de nombreuses méthodes de
typage moléculaire, telle la PCR-RFLP (basée sur des profils de digestion enzymatique) ou encore le
séquencage de sa région SVR (« Short Variable Region », région courte de forte variabilité). Cependant,
ces méthodes ont plusieurs inconvénients. La PCR-RFLP est une technique en plusieurs étapes qui ne
permet pas de détecter les mutations n’impactant pas les sites de restriction alors que le séquencage
de la région SVR ne concerne qu’une petite portion du géne flaA et s’avere long et colteux.

HRM

RFLP

SVR sequencing

flaAdF flaA625RU
—» -
e ] | | e
| —
flaA —— flaB ——
200 pdb

Figure 11 : Organisation des génes fla et régions étudiées suivant les techniques de typage 1%

Par ailleurs, les méthodes s’intéressant au génome complet telle la PFGE ou celles multi-loci telle la
MLST (ayant recours au séquencage de 7 génes métaboliques) sont plus discriminantes que les
techniques unilocus %!, La technique de génotypage de Campylobacter par MLST est a I'heure actuelle
la technique de référence en raison de sa grande discrimination, de sa reproductibilité et de la facilité
de comparaison des résultats entre laboratoires qu’elle permet 1%, Cette méthode se base sur I'étude
des séquences de 7 génes métaboliques normalement relativement conservés : aspA (Aspartase), ginA
(Glutamine Synthetase), gltA (Citrate Synthase), glyA (Serine HydroxyMéthylTransferase), pgm
(Phospho Glucomutase), tkt (Transketolase) et uncA (Sous-unité a de I’ATP Synthase) 18], Suite au
séquencage des genes, les séquences sont comparées sur une base de données internationale
(pubMLST :  http://pubmist.org/campylobacter) afin de leur attribuer un numéro d’allele. La

combinaison des 7 numéros d’alléle (un pour chaque géne) forme le profil allélique ou Sequence Type
(ST). Par la suite, les différents ST sont comparés entre eux et regroupés en complexes clonaux. Chaque
complexe clonal est formé d’isolats partageant au moins 4 alleles avec le profil allélique du génotype
central (ancétre commun de qui toutes les autres souches du complexe sont issues). Ainsi, cette
méthode permet une comparaison aisée entre laboratoires et une comparaison des génotypes dans
I’espace et dans le temps. La technique MLST a notamment permis de montrer que C. jejuni était
génétiquement trés diversifié et qu’il avait une population faiblement clonale %8,

Au final, diverses méthodes de génotypage de Campylobacter existent et certaines peuvent étre plus
pertinentes que d’autres en fonction du but recherché.
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1.9.3 - Génotypage par PCR HRM
1.9.3.1 - Principe de la PCR HRM

La PCR HRM est une PCR ayant I'avantage de pouvoir étre utilisée a des fins de typage. C’est
une méthode rapide, sensible, spécifique et peu coliteuse car permettant de s’affranchir de
séquenceur 1%, Cette technique, réalisable en une seule manipulation, se décompose en deux étapes :

- Dans une premiere étape est réalisée une PCR en temps réel avec un agent intercalant particulier
ayant pour spécificité d’étre saturant (EvaGreen® du Kit Type-IT HRM pour la société Qiagen par
exemple). Contrairement aux agents type SYBR Green® utilisés pour les déterminations de
températures de fusion classiques (Tm), cet intercalant va se fixer sur la totalité de la séquence des
doubles brins d’ADN 2% (mais pas sur les séquences simples brin) et ce méme lorsqu’il est utilisé & des
concentrations suffisamment faibles pour ne pas inhiber la PCR (Figure 12).

- Dans une seconde étape, des courbes de fusion haute résolution (HRM) sont réalisées apres le dernier
cycle de PCR. L’agent intercalant utilisé étant saturant, il n’y a pas de phénomeéne de relocalisation lors
de la dénaturation des brins comme cela peut étre le cas dans une PCR en temps réel classique (Figure
12). La mesure de la décroissance de la fluorescence observée lors de la dénaturation n’est donc pas
biaisée par ces phénomenes et s’avére beaucoup plus précise. Lors de cette étape, la température est
abaissée dans I'automate de maniére a n’obtenir que de I'"ADN bicaténaire puis celle-ci est tres
finement et tres lentement augmentée (de I'ordre de 0,1°C toutes les 2 secondes). Les brins d’ADN
vont alors se désapparier (Figure 13A) et ce a plus ou moins haute température en fonction de la
séquence qui les compose (répartition et position des nucléotides, pourcentage de GC). L’acquisition
de fluorescence continue au cours de ce processus permet alors la création de courbes de fusion tres
fines, permettant de mettre en évidence les SNP (Single Nucleotide Polymorphism), c’est-a-dire les
variations du génome ne touchant qu’un unique nucléotide de la séquence amplifiée (Figure 13B), ce
qui n’est pas possible avec une courbe de fusion classique (Tm). L'information apportée par la PCR
HRM se situe alors dans la forme des courbes de fusion haute résolution obtenues et non pas dans la
valeur des températures de fusion, comme cela est le cas lors de la détermination des Tm.

A B \

0 g .
N\
( ‘ \ .
NN, WW

Aucune position libre

Relocalisation possible
des molécules pendant
la mesure des Tm

- W e,

Positions inoccupées

Aucune possibilité de relocalisation

Figure 12 : Principe d’action des différents agents intercalants utilisés pour la PCR en temps réel 111

A : Agent classique B : Agent saturant
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Figure 13 : Principe de la PCR HRM (http://fr.wikipedia.org/wiki/High_Resolution_Melt)

1.9.3.2 - Génotypage par PCR HRM de flaA

La technique de génotypage de Campylobacter par PCR HRM de flaA est une des derniéres
techniques développées a ce jour pour typer ce genre bactérien et ce en s’affranchissant du
séquencage, long et colteux 1), Cette technique se base sur I’étude d’un unique locus, la région SVR
du gene flaA. Au final, 620 paires de bases sont étudiées (région SVR + 238 paires de bases en amont)
et ce grace a la réalisation de courbes de fusion trés fines permettant de détecter les SNP. La technique
permet de discriminer les isolats en fonction des mutations existantes et de les classer en groupes
différents a I'aide de logiciels informatiques. Cette méthode est relativement discriminante,
notamment pour une méthode sur locus unique %7, Elle ne nécessite en outre pas de séquenceur et
est donc peu colteuse et rapide a mettre en ceuvre.

1.9.3.3 - Génotypage par MLST via PCR HRM

La technique MLST a normalement recours au séquencage des produits d’amplification
obtenus par PCR mais I'équipe de Lévesque et al. a récemment mis au point une technique dérivée
ayant recours a la PCR HRM et permettant de s’affranchir de séquenceur 2, Ainsi, chacun des génes
d’intérét est amplifié par PCR et une analyse HRM est réalisée en fin d’amplification. Les courbes de
fusion haute résolution obtenues different selon la séquence du géne amplifié et elles permettent
donc de comparer entre elles les souches typées suivant les profils de courbes obtenues.
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2 - Matériels et méthodes
2.1 - Isolats bactériens, culture et extraction nucléique

2.1.1 - Isolats d’origine humaine

Les isolats bactériens de C. jejuni et de C. coli d’origine humaine inclus sont issus de
prélevements de selles ou d’hémocultures adressés au laboratoire de Bactériologie du CHU Sud
Réunion du 01/01/12 au 31/12/14, soit par des services cliniques, soit par des laboratoires d’analyses
privés. Conformément aux procédures en vigueur au laboratoire, ces isolats ont été conservés a -80°C
en tubes cryo-billes aprés avoir été étudiés lors des analyses de routine. Compte tenu du colt de
réalisation important des techniques de biologie moléculaire, seul un nombre restreint d’isolats
conserveés sur ces années ont été étudiés. Ces isolats ont été sélectionnés aléatoirement par tirage au
sort et ont été décongelés et repiqués sur gélose Polyvitex (PVX, BioMérieux, Marcy |'Etoile, France).
Les milieux ont ensuite été incubés 48 heures a 37°C en atmosphére micro-aérobie (GENbox microaer,
BioMérieux, Marcy I'Etoile, France). Pour chaque prélevement, une unique colonie a in fine été
repiquée sur gélose PVX et incubée 24 heures a 37°C afin d’éviter I'éventuelle présence de plusieurs
souches de Campylobacter au sein du prélevement initial. Par ailleurs, les données concernant ces
prélevements ont été extraites a I'aide du SIL (Systeme Informatique du Laboratoire). Elles ont été
anonymisées et seuls les parameétres suivants ont été conservés : date d’isolement, lieu de résidence,
age, sexe, données de I'antibiogramme si réalisé. Tous les doublons (méme patient présentant la
méme espece sur 1 an) ont été supprimés. Par ailleurs, il convient de préciser qu’aucune épidémie de
campylobactérioses n’a été détectée sur la période.

Enfin, 3 souches de C. jejuni ainsi que 3 souches de C. coli isolées en métropole et fournies par le CNR
Campylobacter ont été incluses. Elles ont été reprises et techniquées selon les mémes modalités que
les souches isolées au laboratoire du CHU Sud Réunion.

2.1.2 - Isolats d’origine animale
2.1.2.1 - Isolats d’origine aviaire

C. jejuni étant théoriquement I'espéce la plus présente chez le poulet, nous avons choisi
d’étudier et de génotyper cette espéce chez cet animal. Les isolats issus de poulets ont été obtenus en
s’appuyant sur un protocole déja publié ¥ 3 partir de prélévements d’excréments réalisés au niveau
d’élevages par le CIRAD Réunion. La premiere étape consiste a se rendre dans les élevages munis de
pédichiffonnettes, surchaussures permettant de récolter les déjections animales en marchant dans les
élevages. Les excréments de poulets ainsi récoltés sont ensuite immergés au laboratoire dans des pots
stériles remplis d’eau peptonnée (CMO0509, Oxoid, Hampshire, Royaume-Uni) et incubés a 40°C
pendant 24 heures. Sont alors prélevés 10 ul afin d’ensemencer une gélose sélective pour
Campylobacter contenant du Céfopérazome, de la Vancomycine et du Cycloheximide (Gélose Karmali,
Oxoid, Hampshire, Royaume-Uni) incubée 48 heures a 40°C en atmosphere micro-aérobie. Une unique
colonie est au final repiquée sur une gélose PVX et incubée 24 heures a 40°C avant d’étre identifiée.
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2.1.2.2 - Isolats d’origine porcine

C. coli étant quant a lui I'espece la plus présente chez le porc, nous avons choisi d’étudier et
de génotyper cette espéce chez cet animal. Les isolats issus de porcs ont été fournis congelés en tubes
cryo-billes par le réseau AnimalRISK. Ce réseau, supervisé par le CIRAD Réunion, regroupe les acteurs
de santé animale au sein de I’'Océan Indien et est composé de chercheurs et de membres d’institutions
répartis dans cinq pays (Réunion, Madagascar, Maurice, Comores, Seychelles). Il assure la surveillance
des maladies animales déja présentes et connues de ces territoires et identifie les voies d’introduction
dans des régions indemnes. Au cours de ses projets, le réseau a constitué diverses collections de
souches dont une de C. coli isolés chez le porc en 2012 et qui nous a été fournie. Ces isolats ont été
techniqués selon un protocole commun aux isolats humains.

2.1.3 - Identification bactérienne

Tous les isolats ont été identifiés par spectrométrie de masse type MALDI-TOF (MALDI
MicroFlex Biotyper, Bruker Daltonics, Bréme, Allemagne). Comme recommandé par le fabricant, seuls
les isolats dont le score d’identification rendu par I'automate est supérieur a 2 ont été conservés et
inclus pour notre étude (identification formelle). Cette méthode d’identification est a I’heure actuelle
la technique de référence dans les laboratoires de Bactériologie. Les espéces de Campylobacter sont
ainsi identifiées avec de trés bonnes performances *,

2.1.4 - Extraction d’ADN

L’ADN des isolats a été extrait a partir des cultures a 'aide d’'un automate NucliSens’ easyMAG
(BioMérieux, Marcy I’Etoile, France), conformément au manuel d’utilisation du constructeur. Les
suspensions utilisées pour I'extraction ont été ajustées a 0,5 McFarland pour chaque isolat de maniére
a normaliser la concentration de matrice dans les mix de PCR (Suspension Medium 5 ml, BioMérieux,
Marcy I'Etoile, France). Puis, 400 pl de cette suspension ont été extraits pour obtenir 100 pl d’éluat.
En cas de nécessité, 5 ml de suspension a 0,5 McFarland ont systématiquement été conservés a -80°C
de maniéere a ce qu’une éventuelle extraction supplémentaire soit réalisée a partir du méme matériel.

2.2 - Génotypage de Campylobacter

Nous avons choisi de typer les Campylobacter a I'aide de deux méthodes réalisables dans notre
laboratoire, dépourvu de séquenceur : une méthode sur locus unique via PCR HRM du gene flaA,
récemment publiée %7 et utilisable pour C. jejuni et C coli, ainsi qu’une méthode multi-loci dérivée de
la MLST classique 1% et ayant aussi recours a la PCR HRM, valable pour C. jejuni seulement en raison
des amorces spécifiques utilisées [1*2, Ces techniques aboutissent en fin de PCR & I'obtention de
courbes de fusion haute résolution. De maniére a analyser ces courbes et a mettre en évidence les
polymorphismes génétiques existants entre les différents isolats, nous avons choisi d’utiliser le logiciel
ScreenClust” HRM Software (Qiagen, Courtaboeuf, France) qui permet de grouper les isolats présentant
un méme profil génétique en clusters et ce grace a une analyse statistique '3, Ce logiciel n’a encore
jamais été exploité a des fins de génotypage de Campylobacter.
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2.2.1 - Génotypage par PCR HRM de flaA

La technique de génotypage uni-locus de Campylobacter par PCR HRM du gene flaA a été
publiée en 2010 9], Elle consiste a mettre en évidence les variations de séquence de la région SVR de
flaA, région relativement variable entre les souches de Campylobacter. Les amorces utilisées
permettent I'amplification de 620 paires de bases de flaA chez C. jejuni et C. coli et sont celles
préalablement publiées (Tableau 5) °7). Le mix final pour une réaction en 10 ul contient : 5 pl de 2X
HRM PCR Master Mix (Kit Type-IT HRM, Qiagen, Courtabceuf, France), 0,7 ul (soit 0,7 uM) de chaque
amorce (TibMolBiol, Berlin, Allemagne), 1,6 ul d’eau et 2 ul d’éluat. Le protocole d’amplification
réalisée sur RotorGene®’ Q (Qiagen, Courtaboeuf, France) est le suivant: activation de la Taq
Polymérase durant 5 minutes a 95°C puis 40 cycles comprenant une dénaturation a 95°C pendant 5
secondes, une hybridation a 55°C pendant 30 secondes et une élongation a 72°C pendant 30 secondes.
A la fin de I'amplification, une courbe de fusion haute résolution est réalisée en augmentant la
température de 65°C a 95°C par pallier de 0,1°C toutes les 2 secondes avec acquisition continue de
fluorescence. Une analyse des courbes est ensuite réalisée via le logiciel ScreenClust’.

Géne Taille (pdb) Amorce Forward : flaA4F Amorce Reverse : flaA625RU

ﬂaA 620 GGATTTCGTATTAACACAAATGGTGC CAAGACCTGTTCCAACTGAAG

Tableau 5 : Amoreces utilisées pour la techniqgue PCR HRM de flaA 197)

2.2.2 - Génotypage par MLST via PCR HRM

La technique de génotypage multi-loci de Campylobacter par MLST se base sur I'étude des
variations de séquence de 7 génes de ménage apres séquencgage : aspA (Aspartase), g/nA (Glutamine
Synthetase), gltA (Citrate Synthase), glyA (Serine HydroxyMéthylTransferase), pgm (Phospho
Glucomutase), tkt (Transketolase) et uncA (Sous-unité a de 'ATP Synthase) [, Cette méthode
permet notamment de pouvoir comparer entre laboratoires les résultats obtenus et ainsi de comparer
les populations bactériennes retrouvées en différents lieux de la planéte.

Une méthode dérivée utilisant la technologie HRM a été décrite par Lévesque et al. [**?, Elle nécessite
d’amplifier chacun des 7 génes en 2 ou 3 parties distinctes de maniére a obtenir des amplicons de 300
paires de base au maximum, taille idéale pour qu’une analyse HRM soit correctement réalisable 4],
Nous avons utilisé cette méthode qui requiert un total de 17 couples d’amorces (Tableau 6) pour
amplifier les 7 portions de génes classiquement séquencées. Pour chaque fragment amplifié, le mix
final est le méme que celui réalisé pour I'amplification de flaA. Le protocole d’amplification est aussi
identique a celui décrit pour flaA hormis le temps d’élongation qui est ici abaissé a 10 secondes, les
régions a amplifier étant plus courtes. Des courbes de fusion HRM sont ensuite réalisées en fin de PCR
pour chaque région amplifiée et seront analysées via le logiciel ScreenClust’. Les courbes obtenues
sont différentes en fonction de la composition de la séquence amplifiée et leur comparaison permet
donc de savoir quels isolats sont comparables d’un point de vue allélique. En revanche, contrairement
a la technique MLST conventionnelle, nos résultats ne seront pas comparables a ceux d’un autre
centre, les variations de séquences étant comparées entre elles sans étre connues (pas de référence a
pubMLST).
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Taille

Géne | Fragment (pdb) Amorce Forward Amorce Reverse
aspAl 199 GTGAATTTAAAACTTTTGCCGTA TCGATCAAATCCTCAGCCACAGTA
aspA aspA2 187 TAAGAGAAGTGACAGGTTTTGAAT GGAAGATTAATCTCATTAAGACCACATT
aspA3 247 GACTTAAGACTTTTAAGTAGTGGTCC GCATTACAACAGAATTAAATAAGCTATATGC
glnA1 106 AACCTGATGCTCAAAGTGC CATTTTTCATACATTTGTCCTTTG
ginA glnA2 318 CTATCATAGTATTTTGTGATGTGTATG CTAAAGAATCAATTGGCTGAACTGG
glnA3 231 CTGGACACAGGCCAAGAAACAAAGGTG GAGCTACCATTTTTACAACATATTTATAAATTTG
gltA1 225 CGCGTCTTGAAGCATTTCGTTAT CCACTATAGTAGGGATTTTAGCTAC
gltA2 272 GAATATATGGAAATGGCAGCTAG GCATGAGTTGAACCCACAGC
glyA1 288 GATAAAATTTTAGGAATGGATTTAAGTCATG CACAACAAGACCTGCAATATG
glyA2 317 GCCTATCTTTTTGCTGATATAGCA AAAACATTAGCTAAAACTTGAGC
pgm1 275 GAAGTTATAGTAATGAGTGATAAACCTAATG TTTAAAGCACCATTACTCATTATAGT
e pgm2 328 GGTAAATTACAATCAAGTGTTGTGGC CTTTTTTTTCTGCAATTTTAAG
tktl 261 CATGCAAGTGCTTTGCTTTATAGT CCCATCTCCGCAAAGACAA
tkt2 304 GCTAGGCAGTGATTTAATCGATCA GATGATAAGACAAGGTTTTGTGGA
uncA1l 176 GGTGCTATGGAATATACTATTGTTG GACATTTCGCGATAAGCTACAGC
uncA uncA2 221 GTTTATGATGATTTGAGCAAGC GTTGGAATATAAGCAGAAACATCTCC
uncA3 265 GGTGCTGGTTCTTTGACGGCATTG GTGCAAAAGCTTGAAGCTCTCTA

Tableau 6 : Amorces utilisées pour la technique MLST via HRM (Lévesque et al., 2011) 112

2.2.3 - Analyse des courbes HRM et clustering via le logiciel ScreenClust®

Les courbes HRM ont été analysées via le logiciel ScreenClust” HRM Software '3 (Qiagen,
Courtaboeeuf, France), outil capable de grouper les échantillons en clusters (groupes) en fonction des
différences observées au niveau de leurs courbes de fusion et donc en fonction des variations de
séquences présentes dans le gene. Le polymorphisme génétique peut alors étre détecté jusqu’a la
variation d’une unique paire de base (SNP) et ce quelle que soit la mutation présente. ScreenClust’,
via plusieurs étapes successives explicitées ci-dessous, compare les courbes HRM entre elles et
détermine quelles sont les courbes a considérer comme identiques et donc, quels sont les échantillons
présentant une séquence amplifiée identique.

Dans une premiere étape (Figure 14), les courbes HRM des échantillons qui peuvent avoir des
intensités de fluorescence différentes sont normalisées afin d'étre rapportées a une échelle commune.
Pour cela, une zone « pré-melt » et une zone « post-melt » sont choisies par I'utilisateur de maniére a
obtenir les meilleurs résultats. La valeur moyenne de fluorescence de la zone « pré-melt » est
rapportée a 100 et la valeur moyenne de fluorescence de la zone « post-melt » est rapportée a 0. Au
final, toutes les courbes ont une intensité comparable.
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Region 1 Region 2
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¥ min Temperature (°C) X max

Figure 14 : Normalisation des courbes HRM par ScreenClust® (Manuel ScreenClust®) 111

A : Courbes brutes B _: Courbes normalisées

Dans une seconde étape (Figure 15), les courbes normalisées sont comparées a une courbe dite
« Médiane » créée en reportant pour chaque point la fluorescence médiane obtenue a la méme
température pour toutes les courbes normalisées. La courbe obtenue par soustraction de la courbe
« Médiane » et d’une courbe normalisée est dite « résiduelle » et est utilisée pour I'analyse.
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Figure 15 : Création des courbes résiduelles par ScreenClust® (Manuel ScreenClust’®, Qiagen) 11!
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Dans une troisieme étape, une analyse statistique permettant de comparer les courbes résiduelles est
réalisée. Cette étape est basée sur une analyse en composantes principales (PC). Cette analyse
statistique est en fait réalisée en tache de fond par le logiciel libre R (R Foundation for Statistical
Computing, Vienna, Austria, http://www.R-project.org). ScreenClust’ peut réaliser via R des analyses
en 2 ou en 3 PC, soit au choix de I'utilisateur, soit de maniére automatisée en choisissant une analyse
en 2 PC par défaut puis en réalisant une analyse en 3 PC si les résultats obtenus par la premiére analyse
en 2 PC ne sont pas satisfaisants.

Enfin, dans une derniére étape dite de « clustering », les échantillons sont classés en groupes (clusters)
a partir des résultats de I'analyse statistique en composantes principales et a I'aide de deux paramétres
calculés par le logiciel : une probabilité et une typicalité.

La probabilité pour chaque échantillon d’appartenir a un cluster est calculée pour chaque cluster
déterminé. Elle est comprise entre 0 et 1 et la somme des probabilités d’'un échantillon d’appartenir
aux clusters déterminés est égale a 1. Par exemple, si trois clusters existent, un échantillon peut avoir
une probabilité de 0,9 d’appartenir au cluster 1, une probabilité de 0,05 d’appartenir au cluster 2 et
une probabilité de 0,05 d’appartenir au cluster 3. Les échantillons avec une probabilité d’attribution
inférieure 3 0,7 doivent &tre considérés avec précaution **3! et seront rendus non typables.

La typicalité évalue dans quelle mesure un échantillon peut intégrer le cluster pour lequel sa
probabilité d’attribution est la plus forte. Les échantillons avec une typicalité inférieure a 0,05 doivent
étre considérés avec précaution [1*3! et seront rendus non typables.

Par ailleurs, le nombre de clusters présents au sein de la population étudiée peut étre soit défini par
I'utilisateur, dans le cas d’une analyse dite « supervisée », soit déterminé par le logiciel lui-méme dans
le cas d’une analyse dite « non supervisée ». En cas d’analyse supervisée, au minimum 3 souches
controles connues pour chaque profil allélique recherché sont utilisées afin de créer les clusters.
ScreenClust” distribue alors les souches testées dans un des clusters définis. Si les clusters attendus ne
sont pas connus a I'avance, ScreenClust” permet via I'analyse non supervisée de déterminer le nombre
de clusters présents au sein de I’échantillon.

Dans le cadre de notre projet, nous avons utilisé ScreenClust” de maniére a comparer les courbes HRM
obtenues par les deux techniques de génotypage utilisées. Pour ces méthodes de typage sur flaA ou
MLST, ScreenClust” a été utilisé en analyse non supervisée, le nombre de variations génétiques pour
chacun des genes au sein de notre population d’étude nous étant inconnu.
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2.3 - Détection des mutations de gyrA par PCR HRM

Dans le cadre de I'étude de la résistance aux quinolones, nous avons souhaité mettre au point
une technique de biologie moléculaire en PCR HRM basée sur gyrA nous permettant de détecter
rapidement, sans séquenceur et a moindre co(t, les mutations responsables de résistance. A cette fin,
nous avons réalisé nos travaux sur I’échantillon de souches constitué aléatoirement et déja utilisé pour
le typage moléculaire de nos isolats humains de Campylobacter.

Dans un premier temps, nous avons souhaité confirmer le profil de sensibilité des isolats rendus
résistants dans I'activité de routine et utilisés pour nos travaux. Pour cela, nous avons réalisé une
détermination de la CMI a la ciprofloxacine en milieu gélosé pour chacun de ces isolats.

2.3.1 - Profils de résistance phénotypiques des isolats testés

Les CMI ont été réalisées comme suit : une suspension en milieu salé ajustée a I'aide d’un
spectrophotometre a 0,5 McFarland (Solution NaCl 0,85% Medium 2 ml, BioMérieux, Marcy I'Etoile,
France) a été réalisée a partir des colonies obtenues aprés repiquage. Conformément aux
recommandations établies par le CA-SFM 2015, les CMI ont été réalisées sur gélose MHF (BioMérieux,
Marcy I'Etoile, France) avec un ensemencement a I’écouvillon en 3 directions. Une bandelette Etest®
de Ciprofloxacine (BioMérieux, Marcy I'Etoile, France) a été déposée dans les 15 minutes suivant
I'ensemencement et les géloses ont été incubées 24 heures a 37°C en micro-aérobiose avant d’étre
lues. Chaque isolat pour lequel la CMI était strictement supérieure a 0,5 mg/L a été classé résistant.

2.3.2 - Profils de résistance génotypiques des isolats testés

Nous avons donc tenté de mettre au point une technique de biologie moléculaire en PCR HRM
a la recherche de la mutation C257T (Thr86lle) du gene gyrA, responsable dans la quasi-totalité des cas
du profil de haute résistance aux quinolones de Campylobacter ®°. Nous avons choisi des amorces
préalablement publiées ! et largement utilisées, notamment pour les techniques basées sur le
séquencage (Tableau 7). La région amplifiée fait 220 paires de bases et couvre la région QRDR du gene
gyrA ®3, Le mix final pour une réaction en 10 ul contient : 5 pl de 2X HRM PCR Master Mix (Kit Type-IT
HRM, Qiagen, Courtabceuf, France), 0,7 ul (soit 0,7 uM) de chaque amorce (TibMolBiol, Berlin,
Allemagne), 1,6 pl d’eau et 2 pl d’éluat. Le protocole d’amplification réalisée sur automate RotorGene’
Q (Qiagen, Courtabceuf, France) est le suivant : activation de la Taq polymérase 5 minutes a 95°C puis
40 cycles comprenant une étape de dénaturation a 95°C pendant 5 secondes, une étape d’hybridation
a 55°C pendant 30 secondes et une étape d’élongation a 72°C pendant 10 secondes. A la fin de
I’'amplification, une courbe de fusion haute résolution est réalisée en augmentant la température de
65°C a 95°C par pallier de 0,1°C toutes les 2 secondes avec acquisition de fluorescence continue. Une
analyse des courbes (et donc du polymorphisme génétique) est ensuite réalisée via ScreenClust’.

Géne Taille (pdb) Amorce Forward Amorce Reverse

gyr. A 220 GCTATGCAAAATGATGAGGC CAGTATAACGCATCGCAGCG

Tableau 7 : Amorces utilisées pour la technique PCR HRM de gyrA 61
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Les courbes obtenues ont été analysées de maniere supervisée, avec 2 clusters témoins: un dit
« Sauvage », composé de 5 souches sensibles a la Ciprofloxacine en CMI, et un dit « Muté », composé
de 5 souches résistantes en CMI. Les souches ont été classées dans I'un des deux clusters et les
résultats ont été comparés avec ceux obtenus par mesure de la CMI. De plus, ces résultats ont été
confirmés en analyse non supervisée (sans souches témoins) ou ScreenClust” détermine alors seul le
nombre de clusters présents au sein de I’échantillon.

2.3.3 - Validation de la détection des mutations gyrA par séquencage

Afin de vérifier les résultats obtenus avec notre technique de détection des mutations de gyrA
en PCR HRM avec analyse ScreenClust’, nous avons choisi de faire séquencer les amplicons gyrA de
certaines souches de notre population d’étude. Afin d’avoir un échantillon représentatif, nous avons
choisi de faire séquencer 3 souches classées « sauvages », 3 souches classées « mutées » ainsi que les
éventuelles souches non typables ou non attribuées a un des deux clusters prédéfinis.

Les genes gyrA des isolats soumis au séquencage ont été préalablement amplifiés au laboratoire par
PCR en point final. Le mix final pour une réaction en 25 pl contient : 2,5 pul de Tampon 10X (10X PCR
Buffer I, Applied Biosystems, Waltham, USA), 2,5 ul de MgCl, a 25 mM (Applied Biosystems Waltham,
USA), 1 pl de dNTPs a 10 mM (PCR Nucleotide Mix, Roche, Béle, Suisse), 1 ul (soit 1 uM) de chaque
amorce (TibMolBiol, Berlin, Allemagne), 0,15 pl de Taq Polymérase a 5 U/ul (AmpliTaq Gold, Applied
Biosystems Waltham, USA), 14,85 ul d’eau et 2 ul d’éluat. Le protocole d’amplification réalisée sur
GeneAmp® 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems, Waltham, USA) est le suivant : activation de la
Taq Polymérase durant 9 minutes a 94°C puis 40 cycles comprenant une dénaturation a 94°C pendant
30 secondes, une hybridation a 55°C pendant 30 secondes et une élongation a 72°C pendant 1 minute.

Le séquencage de type Sanger a ensuite été réalisé par la société Themis Biofidal (Vaulx-en-Velin,
France) qui a au préalable effectué une purification enzymatique de nos produits de PCR. Les amorces
utilisées sont celles déja employées pour notre PCR HRM gyrA (Tableau 7). La séquence amplifiée étant
relativement courte (220 pdb), nous avons choisi de faire réaliser un séquencage double brin afin de
ne pas perdre d’information en amputant les séquences des amorces. La séquence finalement obtenue
fait 220 pdb et est identique a celle amplifiée.

2.4 - Rendu des résultats finaux via le logiciel Phyloviz

De maniére a pouvoir croiser nos données et a faire apparaitre le lien de parenté existant entre
les souches typées, nous avons réalisé des arbres couvrants minimums (MST : Minimum Spanning
Trees) 1% 3 'aide du logiciel libre et gratuit Phyloviz 7! et de I'algorithme goeBURST 7], utilisation
d’un outil similaire a déja été publiée pour I'étude de Campylobacter aux Etats-Unis '8, Cela permet
notamment de faire apparaitre d’éventuels complexes clonaux au sein de la population étudiée et de
visualiser le lien entre des souches dont les caractéristiques varient (lieu, hote, ...) ¢!, Phyloviz relie
les isolats entre eux en fonction des similitudes observées au niveau des ST (Sequence Type) attribués
pour chacun des génes typés. Notre technique MLST nécessitant un « découpage » des génes en 2 ou
3 parties pour étre réalisée, nous avons d{ associer pour chaque gene les résultats obtenus pour les
parties le constituant afin d’attribuer un ST a chaque alléle. Par exemple, pour le gene tkt, une souche
dont le fragment tkt1 a été typé comme présentant un profil associé au cluster 3 et dont le fragment
tkt2 a été typé comme présentant un profil associé au cluster 1 présente le ST « 31 » pour ce géne.
Cette numérotation des ST n’est donc pas comparable a celle des bases pubMLST et nos résultats ne
seront donc pas comparables a ceux d’un autre centre.
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2.5 - Validation des méthodes de biologie moléculaire

Bien que déja publiées, nous avons choisi d’évaluer nos techniques de typage notamment en
raison de |'étape originale de « clustering » que nous avons effectuée. Pour cela, nous nous sommes
basés sur les criteres définis par 'ESCMID (European Society of Clinical Microbiology and Infectious

Diseases) 1% : Reproductibilité, typabilité et pouvoir discriminant.

- La reproductibilité (R) définit la capacité de la méthode a typer un isolat de maniéere identique lors
de manipulations répétées. Pour chaque couple d’amorces, une série de 10 runs de PCR a été effectuée
sur plusieurs semaines sur I'un ou l'autre des deux automates a notre disposition, avec pour chaque
run 3 isolats témoins déposés en triplicate. Les résultats obtenus par ScreenClust® ont été comparés
et la reproductibilité a été calculée comme suit : R = X/Xt x 100 ou X est le nombre d’isolats typés de la
méme maniére dans les 10 essais et Xt le nombre total d’isolats typés. Nous espérons une
reproductibilité > 95 % %2, Ces travaux ont été menés pour flaA, pour les 17 fragments de génes de la
méthode MLST et pour gyrA.

- La typabilité (T) correspond a la proportion d’isolats capables d’étre typés par une méthode de
typage. Elle a été calculée pour nos techniqgues comme suit : T = Y/Yt x 100 ou Y est le nombre de
souches typées par la méthode et Yt le nombre total de souches soumises au typage.

- Le pouvoir discriminant (D) est la probabilité que la méthode soit capable de distinguer deux souches
différentes choisies dans une population de I'espéce a typer. Cette probabilité, comme décrit par
Hunter [1*°), peut étre exprimée a I'aide de I'index de diversité de Simpson :

1 A ou : N =nombre de souches testées
D=1- —— 2 nj(n;i-1) S = nombre total de ST décrits
N(N-1)

=1 nj= nombre de souches présentant le profil j

Si D = 1, cela signifie que la méthode utilisée est capable de distinguer chacune des souches d’une
population. Si D = 0, cela signifie que les souches sont identiques pour la méthode. Si D > 0,95, la
méthode est considérée comme trés discriminante [0,

Pour la technique de détection de résistance aux fluoroquinolones par mutation de gyrA, nous
proposons de calculer la Typabilité, 1a Sensibilité et la Spécificité de la méthode comme suit :

- Typabilité (T) = Y/Yt x 100 ou Y est le nombre de souches typées par la méthode et Yt le nombre total
de souches soumises au typage.

- Sensibilité (Se) = Rm/(Rm+Rwr) X 100 ou Ry est le nombre de souches résistantes présentant un profil
muté et Rwr le nombre de souches résistantes présentant un profil sauvage.

- Spécificité (Sp) = Swr/(Swr+Sm) x 100 ou Swr est le nombre de souches sensibles présentant un profil
sauvage et Su le nombre de souches sensibles présentant un profil muté.
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3 - Résultats

3.1 - Génotypage de Campylobacter
3.1.1 - Isolats inclus pour les techniques de génotypage

Au total, 73 C. jejuni issus de prélévements adressés au laboratoire du CHU Sud Réunion entre
le 01/01/12 etle 31/12/14 ont été inclus. Tous les C. coli identifiés sur la méme période et pour lesquels
une remise en culture a été possible ont été inclus (11 isolats). Par ailleurs, les 3 C. jejuni ainsi que les
3 C. coli fournis par le CNR ont été inclus.

Contrairement a nos attentes, nous ne sommes pas parvenus a isoler de Campylobacter chez le poulet
et ce malgré plusieurs séries de 30 prélevements réalisées en avril 2015 et en mars 2016 au niveau de
6 élevages de poulets de chair. Nos essais se sont en effet révélés non contributifs, que ce soit avec la
méthode initialement choisie (culture trop riche) ou avec une méthode alternative proposée par
I’équipe du CNR et s’affranchissant de I'étape d’enrichissement qui nous a permis d’isoler seulement
quelques souches de C. coli.

Par ailleurs, 38 C. coli isolés chez le porc dans des élevages de I'lle en 2012 et conservés en tube cryo-
billes nous ont été fournis par le réseau AnimalRISK.

3.1.2 - Détermination des zones de pré-melt et post-melt

Pour chacun des amplicons utilisés dans nos techniques de typage, les zones de « pré-melt »
et de « post-melt » permettant la normalisation des courbes HRM en vue de leur analyse par
ScreenClust” ont été déterminés aprés plusieurs essais. Les zones permettant d’obtenir les meilleurs
résultats de clustering en termes de probabilité et de typicalité ont été appliquées a chaque nouveau
run pour un amplicon donné (Tableau 8).

A Température Température Température Température
N s de début de zone de fin de zone de début de zone de fin de zone
gene amplifié " .
« pré-melt » « pré-melt » « post-melt » « post-melt »
FlaA (C. jejuni) 76 77 82,5 83
FlaA (C. coli) 71,5 74 83 83,5
aspAl 65 75 80 95
aspA2 65 76,5 83 83,4
aspA3 65 76,5 81 81,5
glnA1 65 70,2 81,5 81,9
glnA2 76 77 80 80,5
glnA3 65 77 82 82,5
gltA1 65 76 82 82,5
gltA2 75 77 82 82,5
glyAl 76 77 80 80,5
glyA2 65 76 84 84,5
pgmil 79 80 84 84,5
pgm2 65 75,5 84 84,5
tktl 65 80 85 85,5
tkt2 70 76,5 81 81,5
uncA1 65 74 83 83,5
uncA2 65 78 86 95
uncA3 76,5 78 85 85,5

Tableau 8 : Limites des zones « pré-melt » et « post-melt » retenues pour I'analyse HRM de chaque amplicon
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Flaurescence

3.1.3 - Génotypage des isolats de Campylobacter jejuni

Dans un premier temps, nous avons typé les 76 isolats de C. jejuni a notre disposition
(exclusivement humains) via la méthode PCR HRM sur flaA. La Figure 16 illustre les étapes nécessaires
a l'obtention de clusters a I'aide de ScreenClust® pour 40 isolats de C. jejuni typés en flaA. Les résultats
finaux pour la totalité des isolats typables sont présentés en Figure 17.
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Figure 16 : Résultats rendus par ScreenClust® pour le typage de 40 C. jejuni via PCR HRM flaA

Les courbes HRM obtenues sont normalisées (1) puis une courbe résiduelle est calculée pour chaque courbe
normalisée (2). Une analyse en composantes principales des courbes résiduelles permet au final une répartition
en clusters des différents isolats (3) et ce en fonction de leurs courbes HRM.
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Figure 17 : Répartition des 74 isolats de C. jejuni typables au sein des clusters définis par ScreenClust®

Sur les 76 C. jejuni d’origine humaine, 2 isolats n’ont pas pu é&tre typés a I'aide de ScreenClust’ par cette
méthode (Probabilité < 0,7 ou Typicalité < 0,05). La typabilité est doncici de 97,3 %. Parmi les 74 isolats
typables, 6 clusters sont identifiés mais 2 semblent majoritaires au sein de la population. En effet, 60
% des isolats sont classés dans le cluster 2 ou le cluster 5 et les 3 isolats métropolitains se classent aussi
au sein de ces clusters. Pour cette technique et cette espéce, I'index de pouvoir discriminant calculé
est de 0,80.

Dans un second temps, nous avons typé les isolats via notre méthode MLST. Trois isolats se
sont avérés non typables et la typabilité pour cette technique est donc de 96,1 %. Nous retrouvons 63
ST différents parmi les 73 isolats typables et I'index de pouvoir discriminant est ici de 0,99. Un méme
ST est partagé par 3 isolats dans 2 cas et par 2 isolats dans 6 cas. Le Tableau 9 présente les
caractéristiques et les résultats de typage pour C. jejuni. L’arbre couvrant minimum des ST déterminés
est présenté en Figure 18 et les résultats de typage en fonction de I'année d’isolement (Figure 19), du
lieu d’isolement (Figure 20) ou du typage flaA (Figure 21) sont aussi disponibles sous cette forme.
Chaque « rond » sur I'arbre correspond a un ST identifié dont le numéro apparait au centre. De plus,
la taille de ce rond est proportionnelle au nombre d’isolats présentant ce ST au sein de notre
population. Par ailleurs, la « distance génétique » séparant chaque ST de ceux auxquels il est apparenté
est présentée en Figure 18. Le chiffre au-dessus des lignes reliant deux ST correspond sur cette figure
au nombre d’alléles différents entre ces 2 ST.

Il ne semble pas y avoir de lien dans notre population entre 'année d’isolement et le ST (Figure 19) ni
entre le lieu d’isolement sur I'lle de la Réunion et le ST (Figure 20). Cependant, les isolats issus de
Métropole semblent assez éloignés de ceux issus de la Réunion (Figure 20). Par ailleurs, il semble
exister un lien entre certains clusters déterminés pour flaA et certains ST (Figure 21). En effet, les
souches appartenant aux clusters flaA 1, 3 et 4 ne sont pas réparties de maniére homogene au sein de
I'arbre couvrant minimum mais se retrouvent plutét sous forme groupée et isolée (souches aux ST
proches).
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5 i MLST*
Isolat "Annee \’/:{Ie ST* flaA | gyrA
d’isolement de résidence aspA ‘ glnA | gltA | glyA | pgm | tkt | uncA
Meétro 1 2014 Métropole 112 312 35 42 14 22 122 25 2 Muté
Métro 2 2014 Métropole 112 322 11 12 14 22 122 28 5 WT
Métro 3 2014 Métropole 112 123 31 33 31 22 122 11 5 Muté
J1251 2012 Saint-Louis 112 322 32 11 41 24 112 29 6 WT
J1252 2012 Ravine des cabris 241 322 32 12 24 21 113 52 3 WT
J1253 2012 Saint-Louis 112 312 33 12 24 25 122 19 5 WT
J1254 2012 Saint-Louis 112 312 32 12 24 25 122 18 2 WT
112S5 2012 L'étang salé 112 312 33 22 24 24 122 23 2 WT
J1256 2012 Ravine des cabris 132 322 33 24 24 32 112 38 5 WT
11287 2012 Saint-Louis 112 312 13 12 14 25 122 2 5 WT
J1258 2012 Saint-Pierre 232 326 36 21 31 33 113 42 2 WT
J1259 2012 La riviere 142 113 13 33 14 55 122 40 2 WT
J12510 2012 L'étang salé 112 312 45 12 14 53 NT NT 5 WT
J12511 2012 Saint-Pierre 313 312 33 43 33 54 112 63 2 WT
112512 2012 Non connu 132 345 33 14 54 33 112 39 5 WT
J12513 2012 Saint-Pierre 132 313 36 11 34 54 113 37 4 WT
J12R1 2012 La riviere 241 NT NT 12 NT 21 112 NT 2 Muté
J12R2 2012 L'entre-deux 242 342 32 33 24 24 112 8 3 Muté
J12R3 2012 Ravine des cabris 122 113 33 33 24 25 122 33 1 Muté
J12R4 2012 Saint-Pierre 112 113 32 21 41 24 112 10 6 Muté
J12R5 2012 Saint-Pierre 112 312 13 12 14 25 122 2 5 Muté
J1351 2013 La plaine des Cafres 242 312 33 33 34 41 112 58 6 WT
J1352 2013 Le piton Saint-Leu 241 342 34 43 11 11 112 55 4 WT
J1353 2013 L'étang salé 242 312 33 22 31 24 111 7 2 WT
J1354 2013 Saint-Pierre 242 312 33 22 31 24 111 7 2 WT
J13S5 2013 Cilaos 242 322 33 33 34 45 112 60 6 WT
J13S6 2013 La riviere 233 221 23 21 41 32 212 43 2 WT
J1357 2013 Saint-Pierre 233 221 23 21 43 33 212 44 4 NT
J1358 2013 Les avirons 113 332 33 22 24 32 112 31 2 WT
J1359 2013 Saint-Pierre 233 244 55 21 43 33 312 46 4 NT
J13510 2013 Le tampon 112 312 41 12 14 55 122 26 5 WT
113511 2013 La riviere 111 352 33 21 41 54 112 9 6 WT
J13512 2013 Ravine des cabris 233 241 25 21 41 33 212 5 2 WT
J13513 2013 La riviere 233 241 25 21 41 33 212 5 2 WT
J13514 2013 Saint-Pierre 232 322 31 21 32 11 123 41 4 WT
J13515 2013 Saint-Pierre 112 312 11 12 24 55 122 12 5 WT
J13516 2013 Saint-Pierre 112 312 33 22 54 25 122 20 2 WT
J13517 2013 Saint-Louis 112 312 15 22 14 24 122 15 5 WT
113518 2013 La riviere 112 312 11 22 14 25 122 1 5 WT
J13519 2013 L'étang salé 112 312 35 22 54 55 122 24 5 WT
113520 2013 Le piton Saint-Leu 242 312 33 33 31 44 112 59 6 WT
J13521 2013 Saint-Pierre 112 312 15 22 14 55 122 16 5 WT
113522 2013 Ravine des cabris 112 322 35 22 31 25 122 30 6 WT
J13R1 2013 Les avirons 122 123 33 33 24 22 122 35 1 Muté
J13R2 2013 La riviere 112 312 21 12 24 22 122 17 6 Muté
J13R3 2013 Le tampon 242 312 31 12 14 22 212 56 2 Muté
J13R4 2013 Saint-Pierre 242 342 32 33 24 24 112 8 3 Muté
J13R5 2013 Le tampon 132 312 33 24 24 33 113 36 2 Muté
J13R6 2013 L'étang salé 241 133 32 33 22 45 112 48 5 NT
J13R7 2013 La riviere 122 113 35 33 24 25 122 34 1 Muté
J13R8 2013 L'étang salé 242 352 32 33 24 24 112 62 3 Muté
J1451 2014 La plaine des Cafres 233 221 23 21 41 33 213 45 3 WT
J1452 2014 Saint-Pierre 112 312 33 22 24 22 123 21 3 WT
J1453 2014 Saint-Pierre 241 322 32 33 12 11 116 53 6 WT
11454 2014 Saint-Louis 242 312 32 33 31 24 135 57 5 WT
114S5 2014 Saint-Joseph 112 321 33 12 31 23 126 27 6 WT
J1456 2014 Ravine des cabris 113 332 33 22 24 33 112 32 2 WT
11487 2014 La riviere 241 322 33 33 24 24 215 54 5 WT
J1458 2014 Saint-Louis 112 312 11 22 14 25 122 1 5 WT
J14S59 2014 L'entre-deux 241 342 32 22 24 54 113 6 3 WT
J14510 2014 Saint-Pierre 241 342 32 22 24 54 113 6 3 WT
J14511 2014 Les avirons 241 312 34 23 11 11 112 51 4 WT
114512 2014 L'étang salé 234 221 25 11 41 33 212 47 2 WT
J14513 2014 L'étang salé 112 312 15 22 14 23 122 14 5 WT
J14R1 2014 Saint-Louis 112 312 13 12 14 22 125 13 5 Muté
J14R2 2014 Saint-Pierre 242 342 32 33 24 24 113 61 3 Muté
J14R3 2014 La riviere 233 221 23 21 43 33 214 4 4 Muté
J14R4 2014 La riviere 241 312 32 22 32 24 116 49 6 Muté
J14R5 2014 L'étang salé 241 312 33 22 32 24 112 50 2 Muté
J14R6 2014 Saint-Louis 233 221 23 21 43 33 214 4 4 Muté
J14R7 2014 L'étang salé 233 221 23 21 43 33 214 4 4 Muté
J14R8 2014 Saint-Louis 112 312 11 22 14 25 122 1 5 Muté
J14R9 2014 Saint-Pierre 122 113 33 33 14 25 122 3 5 Muté
J14R10 2014 La riviere 122 113 33 33 14 25 122 3 1 Muté
J14R11 2014 La riviere 112 312 33 22 14 25 122 22 2 Muté
J14R12 2014 Ravine des cabris 113 312 32 22 14 24 NT NT 5 Muté

Tableau 9 : Caractéristiques des 76 C. jejuni génotypés chez ’Homme (NT : Non Typable, WT : Wild Type)

* : Les numéros attribués aux séquences MLST et aux ST finaux sont non comparables aux ST pubMLST
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Nombre d'isolats

3.1.4 - Génotypage des isolats de Campylobacter coli

La technique de typage uni-locus sur flaA est la seule technique a notre disposition permettant

de typer nos 52 isolats de C. coli (14 isolats d’origine humaine et 38 d’origine porcine). Un isolat issu
du porc a été exclu car non typable et la typabilité de cette méthode pour cette espéce est donc de
98,1 %. Les 51 isolats typables se répartissent au sein de 6 clusters et des isolats porcins se retrouvent
au sein de tous les clusters. A contrario, les 14 isolats d’origine humaine ne se répartissent que dans 2
de ces clusters seulement : les clusters 2 (12 isolats) et 5 (2 isolats) tel que l'illustre la Figure 22. Pour
cette technique et cette espéce, I'index de pouvoir discriminant calculé est donc de 0,77.
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Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 Cluster 4 Cluster 5 Cluster 6

Clusters obtenus par typage flaA

Figure 22 : Répartition des 51 isolats de C. coli typables au sein des clusters définis par ScreenClust’

3.1.5 - Validation des méthodes de typage

Les méthodes utilisées ont toutes une reproductibilité de 100 %. Les typabilités et les index de

pouvoir discriminant obtenus pour nos méthodes sont rappelés en Tableau 10.

Méthode Reproductibilité Typabilité Index de pouvoir
discriminant
Typage flaA (C. jejuni) 100 % 97,3 % 0,80
Typage flaA (C. coli) 100 % 98,1 % 0,77
Typage MLST (C. jejuni) 100 % 96,1 % 0,99

Tableau 10 : Reproductibilité, typabilité et index de pouvoir discriminant des techniques de typage
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3.2 - Détection des mutations de gyrA par PCR HRM

3.2.1 - Profils de résistance phénotypiques des isolats testés

La technique que nous avons mise en place pour mettre en évidence les mutations de gyrA

ayant recours a des amorces spécifiques de C. jejuni, seuls les 76 isolats de cette espéce retenus pour
le génotypage moléculaire flaA et MLST via HRM ont été ici utilisés. Les caractéristiques de leurs profils
de sensibilité aux quinolones sont indiquées en Tableau 11 (diametre autour du disque d’acide
nalidixique relevé lors de la lecture de I’antibiogramme et CMI de la ciprofloxacine).

Diamétre CMI (ug/L) Diamétre CMI (ug/L)
Isolat . . Isolat . .
Ac. Nal. (mm) | Ciprofloxacine Ac. Nal. (mm) | Ciprofloxacine
Métro 1 Contact >32 J13518 30 0,032
Métro 2 40 0,064 J13519 30 0,008
Métro 3 Contact >32 J13520 36 0,002
J1251 31 0,032 J13521 32 0,002
J1252 34 0,016 J13522 33 0,016
J1253 33 0,008 J13R1 Contact >32
J1254 30 0,002 J13R2 Contact >32
J1255 26 0,012 J13R3 Contact >32
J1256 32 0,064 J13R4 Contact >32
J1257 29 0,047 J13R5 Contact >32
J1258 34 0,032 J13R6 Contact >32
J1259 26 0,125 J13R7 Contact >32
J12510 33 0,004 J13R8 Contact >32
J12511 31 0,012 J14S51 37 0,012
J12512 34 0,008 J1452 30 0,016
J12513 33 0,002 J14S3 31 0,032
J12R1 Contact >32 J1454 30 0,008
J12R2 Contact >32 J14S5 30 0,016
J12R3 Contact >32 J1456 32 0,008
J12R4 Contact >32 J1457 33 0,012
J12R5 Contact >32 J1458 33 0,002
J1351 27 0,064 J1459 28 0,047
J1352 29 0,008 J14S10 36 0,032
J13S83 25 0,094 J14511 32 0,004
J1354 40 0,032 J14512 36 0,016
J13S5 28 0,064 J14513 40 0,016
J1356 32 0,002 J14R1 Contact >32
J1357 30 0,016 J14R2 Contact >32
J1358 37 0,004 J14R3 Contact >32
J1359 37 0,004 J14R4 Contact >32
J13S10 31 0,016 J14R5 Contact >32
J13S11 29 0,012 J14R6 Contact >32
J13S12 32 0,008 J14R7 Contact >32
J13S13 28 0,002 J14R8 Contact >32
J13S14 30 0,094 J14R9 Contact >32
J13S15 35 0,002 J14R10 Contact >32
J13S16 28 0,012 J14R11 Contact >32
J13517 33 0,012 J14R12 Contact >32

Tableau 11 : Sensibilité vis-a-vis des quinolones des 76 isolats de C. jejuni typés en gyrA

En vert : Souches déja connues Sensibles a I'acide nalidixique / En rouge : Souches déja connues Résistantes
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Flourescence

2A

Flourescence

3.2.2 - Profils de résistance génotypiques des isolats testés

La méthode de référence par diffusion en milieu gélosé retrouve 27 isolats de C. jejuni
résistants sur 76 (Tableau 11). Notre technique en PCR HRM permet de définir le profil de tous les
isolats (Typabilité de 100 %) et retrouve 2 clusters principaux au sein de cette population (Tableau 9

et Figure 23) : un cluster comprenant 47 des 49 isolats sensibles en CMI et un cluster comprenant 26

des 27 isolats résistants en CMI. Trois isolats sont repartis hors de ces clusters : 2 sensibles en CMI
(souches 13S7 et 1359) et 1 résistant en CMI (13R6). Pour cette population, la typabilité de notre
technique est de 96 %, sa sensibilité de 100 % et sa spécificité de 100 %. Par ailleurs, les souches

résistantes ne semblent pas liées a des ST particuliers et sont réparties de fagon homogeéne au sein de

la population (Figure 24).
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Figure 23 : Résultats rendus par ScreenClust” pour I’étude du profil de gyrA pour 33 (1) et 43 (2) C. jejuni

Principal Component 1
T T

A : Courbes HRM brutes. B : Clusters obtenus via ScreenClust’

54

—— Cluster1
—— Cluster2



«OINA N
SINA W

28ennes m

2AN0.33J JuawaJipiriofow ainwi jifosd np 1ua42ffip 21nw ifoid : 4

‘VIAB [1fosd np uoiiduof ua sadAy lunfaf *D sap 1S Sap Wnwiuiw JUpiAnod 31qly * g ainbi{

55



3.2.3 - Validation de la détection des mutations gyrA par séquencage

Afin de valider notre méthode de détection des mutations de résistance sur gyrA, nous avons
choisi de faire séquencer certains de nos amplicons. Trois isolats classés dans le cluster des souches
« sauvages » et sensibles par mesure de la CMI ainsi que 3 isolats classés dans le cluster des souches
« mutées » et résistantes par mesure de la CMI ont été séquencés. Nos isolats provenant de
prélevements réalisés entre 2012 et 2014, nous avons choisi d’envoyer 1 isolat classé dans le cluster
des « souches sauvages » et 1 isolat classé dans le cluster des « souches mutées » par année étudiée.
Ainsi, ont été soumis au séquencage les amplicons des isolats 1251, 13S2 et 14S6 pour le cluster
« souches sauvages » et les isolats 12R5, 13R2 et 14R4 pour le cluster « souches mutées ». Par ailleurs,
les amplicons gyrA des 3 isolats n’étant pas affectés a un de ces 2 clusters par ScreenClust® ont aussi
été séquencés. Il s’agit des isolats 1357, 1359 et 13R6.

Le séquencage ayant été sous-traité, nous avons regu directement les séquences de nos amplicons que
nous avons alors alignées a I'aide de BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) 129, Les 3 isolats classés
dans le cluster des « souches sauvages » ont tous une séquence gyrA identique et non mutée, comme
attendu. Par ailleurs, les 3 isolats classés dans le cluster des « souches mutées » présentent aussi une
séquence identique mais avec la mutation C257T (Thr86lle) conférant une résistance aux
fluoroquinolones. Enfin, les 3 isolats non affectés a un cluster présentent des profils gyrA mutés
expliquant I'impossibilité pour ScreenClust® de les classer dans I'un des 2 clusters prédéfinis. Ainsi, les
isolats 1357 et 13S9, sensibles par mesure de la CMI, présentent tous les deux le méme profil allélique
gyrA contenant 2 mutations silencieuses : une mutation T234C au niveau du codon 78 et une mutation
T243C au niveau du codon 81. Dans les deux cas, I'acide aminé codé est identique en I'absence ou en
présence de la mutation. Ainsi, le codon 78 GGT muté en GGC code toujours une glycine et le codon
81 CAT muté en CAC code toujours une histidine. La séquence en acides aminés ne differe pas
(mutation silencieuse) et la bactérie n’est pas résistance aux fluoroquinolones. Cependant, il est
normal compte tenu de la modification de séquence que les courbes HRM différent et que les isolats
ne puissent pas étre classés par la technique dans le cluster constitué des souches sauvages ou dans
celui constitué des souches résistantes. Par ailleurs, I'isolat 13R6 présente lui aussi 2 mutations de
gyrA : la mutation C257T conférant la résistance aux fluoroquinolones et une mutation silencieuse
C330T, au niveau du codon 110 et expliquant la aussi que cet isolat ne puisse pas étre classé par
ScreenClust®. La Figure 25 montre les mutations observées pour cet isolat au niveau de gyrA apres
alignement des séquences avec la souche sensible 1456 présentant un profil allélique sauvage.

14S6 9 TTTGTCAAATCAGCCCGTATAGTGGGTGCTGTTATAGGTCGTTATCATCCACATGGAGAT 68

LErrrerrrrerrrrrrerrrrer e r e e et e e e e ey
13R6 14 TTTGTCAAATCAGCCCGTATAGTGGGTGCTGTTATAGGTCGTTATCATCCACATGGAGAT 73

14S6 69 ACAEFCAGTTTATGATGCTTTGGTTAGAATGGCTCAAGATTTTTCTATGAGATATCCAAGT 128

g e et e rr e e e e
13R6 74 |ATABCAGTTTATGATGCTTTGGTTAGAATGGCTCAAGATTTTTCTATGAGATATCCAAGT 133

14S6 129 ATTACAGGACAAGGCRACTTTGGATCTATAGATGGTGATAGCGCCGCTGCGATGCGTTAT 188

LI rrrrrr g prrtre e et rr et
13R6 134 ATTACAGGACAAGGTRACTTTGGATCTATAGATGGTGATAGCGCCGCTGCGATGCGTTAT 193

1456 189 ACTGA 193

LI
13R6 194 ACTGA 198

Figure 25 : Alignement de la séquence gyrA de I'isolat 13R6 avec celle de I'isolat 1456
En rouge : Mutation C257T (Codon 86) En bleu : Mutation C330T (Codon 110)
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4 - Discussion

4.1 - Génotypage de Campylobacter

Dans la premiere partie de notre travail, nous avons génotypé 76 souches d’origine humaine
de C. jejuni (dont 73 ont été isolées au CHU Sud Réunion entre 2012 et 1014) ainsi que 14 souches de
C. coli d’origine humaine (dont 11 isolées au CHU Sud Réunion entre 2012 et 1014) et 38 souches de
C. coli isolées chez le porc d’élevage en 2012 a La Réunion.

4.1.1 - Méthodes de génotypage

Plusieurs facteurs entrent en jeu lors du choix d’une méthode de génotypage. L'objectif fixé,
le nombre d’isolats a génotyper, le co(it de la méthode, son pouvoir discriminant, sa reproductibilité,
sa rapidité et sa capacité a permettre une comparaison des résultats entre laboratoires sont des
parameétres importants a prendre en compte pour choisir la technique la plus appropriée. Aucune
méthode de typage n’est parfaite et chaque technique posséde ses avantages et ses inconvénients. Il
convenait donc, avant de réaliser des travaux d’épidémiologie moléculaire tels que nous souhaitons le
faire, de choisir la méthode de typage la plus appropriée dans le contexte de I'étude.

N’ayant pas de séquenceur a notre disposition et nos moyens financiers étant relativement modestes,
nous nous sommes tournés vers les techniques de génotypage abordables d’un point de vue financier,
développables au sein du laboratoire sans séquencgage et peu chronophages. Nous avons alors retenu
2 méthodes : une technique uni-locus s’intéressant au gene flaA par PCR HRM et une technique multi-
loci par MLST via PCR HRM. Ces méthodes ont recours a I’analyse de courbes de fusion haute résolution
pour « remplacer » le séquencage et sont de fait moins onéreuses et plus rapides a mettre en ceuvre
que des méthodes telles la PCR RFLP de flaA ou la MLST conventionnelle. Nous les avons de plus
perfectionnées en réalisant au laboratoire une analyse des courbes HRM a l'aide du logiciel
ScreenClust®. Ces techniques se sont révélées performantes suite a nos premiers travaux, avec une
reproductibilité de 100 % (supérieure aux 95 % nécessaires [*2!1) ainsi qu’une typabilité élevée comprise
entre 96,1 % et 98,1 % selon la technique utilisée et I'espece.

Nous avons de plus souhaité comparer les performances obtenues avec ces deux méthodes de typage
et déterminer leur applicabilité a I'étude de la diversité des populations bactériennes de
Campylobacter a La Réunion.

4.1.2 - Résultats des travaux de génotypage

Les résultats de nos travaux sur C. jejuni avec la méthode de typage MLST via PCR HRM
indiquent que cette espéce présente a la Réunion une grande variabilité génétique. Nous obtenons en
effet 66 ST différents pour 76 isolats testés. Cette importante variabilité est observée dans de
nombreuses études a travers le monde [122123] et elle est aussi constatée sur des territoires
comparables a la Réunion en termes d’insularité comme I'lslande par exemple 22, Cet important
polymorphisme pourrait refléter selon certains auteurs la diversité des réservoirs responsables des
infections chez ’'Homme 24, ’index de pouvoir discriminant calculé a 0,99 pour cette technique MLST
via PCR HRM pour I'espéce C. jejuni en fait une méthode de typage tres discriminante (Index supérieur
a 0,95) (119121 Cette technique, sous sa forme conventionnelle avec séquencage, est déja reconnue
comme trés discriminante 103104108 ot comme étant 'une des seules a pouvoir attribuer des souches
a une niche écologique et a permettre d’identifier les voies de transmissions de Campylobacter 1103104,
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Par ailleurs, les genes métaboliques choisis pour la MLST ne sont pas soumis a une pression sélective
importante et subissent une évolution relativement lente. Cela permet alors le suivi des populations
bactériennes sur de longues périodes, chez différents hotes et en différents lieux. Il s’agit
probablement d’une technique de choix a adapter pour nos travaux de génotypages de Campylobacter
chez ’'Homme et I'animal a La Réunion. Cependant, notre technique ayant recours a la PCR HRM, nous
sommes obligés de scinder les génes en plusieurs fragments pour pouvoir les étudier. Cela rend la
technique légérement chronophage mais le temps gagné par rapport au séquencage reste important.

Nos résultats obtenus pour les mémes isolats avec la méthode de typage par PCR HRM de flaA sont
moins satisfaisants. Nous n’obtenons que 6 clusters différents et la diversité mise en évidence par cette
technique est moindre que pour la MLST. L'index de pouvoir discriminant pour I'espece C. jejuni est ici
de 0,80, inférieur a celui d’une méthode de typage discriminante (> 0,95) [2921191 Nous pouvons dés
lors nous demander si cette technique est bien adaptée a I'étude d’une large population et sur une
longue période. En effet, la région étudiée est la région hypervariable de flaA, soumise a de
nombreuses variations dues au fait que les flagelles bactériens sont immunogénes et qu’ils sont donc
sujets a une grande pression de sélection. Cette variabilité est encore plus présente chez
Campylobacter qui subit des recombinaisons au sein de la bactérie (sur flaA par exemple) mais qui est
aussi capable d’intégrer du génome exogéne %%, Ce genre bactérien est alors difficile & typer de
maniere discriminante avec des techniques uni-locus. Cette méthode de PCR HRM sur flaA est rapide,
simple et peu onéreuse mais est probablement davantage réservée a une utilisation en contexte
épidémique, pour différencier des souches isolées a un méme instant, comme le suggérent certaines
études 1261271 par ailleurs, un seul géne étant ici utilisé, il n’est pas possible de déterminer d’éventuels
complexes clonaux.

En outre, nos résultats en typage MLST via PCR HRM pour C. jejuni révelent que le profil ST des souches
n’est pas lié au lieu d’isolement dans I'lle et qu’un méme ST peut étre observé en deux sites distincts
de I'lle. Cela pourrait s’expliquer par le fait que la viande soit classiquement la principale source de
contamination. Plusieurs individus pourraient alors étre contaminés par un méme clone provenant
d’un élevage fournissant plusieurs distributeurs différents. Il semble par ailleurs ne pas exister de lien
entre ST et date d’isolement et donc pas de variations génétiques franches dans le temps sur les 3
années étudiées. Ceci est aussi observé pour C. jejuni par Kittl et al. '3, Les génes choisis pour la
technique de typage MLST étant des genes métaboliques, ceux-ci sont relativement conservés au cours
du temps car leur dysfonctionnement serait trop délétére pour la bactérie. Il est alors cohérent que
ces genes soient stables dans le temps. D’autre part, nous ne constatons pas de lien entre ST et
résistance aux fluoroquinolones dans notre population, contrairement a ce que retrouvent quelques
auteurs pour qui certains clones ST pourraient étre plus ou moins résistants en fonction de leur niche
écologique 123128 Aijnsi, un clone « environnemental » plus fréquemment rencontré dans I'eau que
chez le poulet par exemple serait plus sensible aux quinolones, étant moins soumis a la pression de
sélection antibiotique que les clones ST rencontrés en élevage. Ne nous étant intéressés qu’a des
souches d’origine humaine, il est possible que nous n’observions pas de lien entre ST et résistance
faute de diversité d’hotes et d’origines de nos souches.

D’autre part, il semble exister un lien entre les résultats obtenus par typage flaA et par technique MLST.
Les isolats présentant certains profils flaA (clusters 1, 3 et 4) sont en régle générale relativement
proches en termes de ST et different seulement de quelques variations alléliques. Cependant, ces

t [1221231 || y’existerait pas selon ces

données sont contraires a ce que d’autres auteurs retrouven
équipes de relations simples entre typage fla (A ou B suivant les travaux) et MLST. Certaines études

concluent par ailleurs a I'intérét d’intégrer flaA lors du typage MLST afin d’étre plus discriminant 22,
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Concernant notre souhait de tester ces techniques de typage avec des souches d’origine animale, nous
avons été confrontés a un probléme d’isolement de C. jejuni dans les élevages de poulets. Nous ne
sommes pas parvenus a isoler de C. jejuni dans les excréments de ces volailles malgré plusieurs
tentatives. Aprés un premier échec et suivant les conseils du CNR, nous avons décidé de ne plus réaliser
d’étape d’enrichissement en eau peptonnée et d’ensemencer directement les milieux de culture. Cela
nous a bien permis de diminuer la flore en compétition avec Campylobacter et qui semblait prendre le
dessus lors de I'enrichissement mais nous n’avons alors isolé que des C. coli. Plusieurs hypotheses
peuvent se poser pour expliquer ces échecs d’isolement. Premiérement, notre procédure technique
pourrait étre inappropriée malgré nos ajustements. Par ailleurs, I'étape pré-analytique de cette
procédure pourrait étre en cause. En effet, plusieurs élevages ont été prélevés successivement et les
pédichiffonnettes étaient acheminées au laboratoire une fois le dernier élevage prélevé.
Campylobacter étant une bactérie fragile, peut-étre avons-nous minimisé nos chances d’isolement en
laissant trop de temps s’écouler entre le prélevement et I'ensemencement, comme cela a déja été
constaté dans d’autres travaux ?°!. Nous pouvons ensuite nous interroger sur la présence de C. jejuni
au sein des élevages prélevés. Une étude du CIRAD Réunion retrouvait en effet majoritairement du C.
coli dans les élevages réunionnais **! ce qui pourrait expliquer en partie nos difficultés d’isolement. |l
serait donc intéressant de nous assurer que C. jejuni est bien présent dans les élevages, via un
screening par biologie moléculaire par exemple, et de tenter a nouveau d’isoler cette espece dans les
élevages en optimisant notre technique (réduction du délai d’acheminement notamment). En effet,
jusqu’a 70 % des infections humaines a C. jejuni étant attribuées au poulet %3, il nous semble
intéressant de persévérer et d’inclure de telles souches dans un futur proche afin de pouvoir les
comparer aux isolats humains.

Concernant les souches de C. coli isolées chez le porc, notre typage de 52 souches réalisé en PCR HRM
de flaA retrouve 6 clusters différents. L'index de pouvoir discriminant pour I'espéce C. coli avec cette
technique est de 0,77 et est inférieur a ce qui doit étre obtenu pour une méthode de typage
discriminante (> 0,95) 119121 Deux des 6 clusters déterminés sont partagés avec les souches isolées
chez ’'Homme qui ne sont attribuées qu’a I'un ou I'autre de ces 2 clusters. Cela souleve I’hypothése
que plusieurs clones de C. coli seraient capables de coloniser le porc mais que seulement certains
d’entre eux seraient capables d’infecter 'Homme, laissant supposer une spécificité d’hote « clonale »
en plus de celle liée a I'espéece. Cela est déja retrouvé par certains auteurs qui constatent des profils
ST de C. coli différents chez 'Homme, le porc et le poulet 3%, Cependant, notre échantillon de souches
humaines de C. coli étant de petite taille et notre échantillon de C. coli d’origine porcine n’étant pas
représentatif de tous les élevages réunionnais, nous ne pouvons qu’émettre cette hypothese. Par
ailleurs et comme nous I'avons vu, notre technique flaA manque de discrimination et une technique
plus performante telle la MLST pourrait peut-étre nous donner des résultats contradictoires. |l
convient alors d’étoffer sur quelques années encore notre échantillon et peut-étre aussi d’utiliser une
technique plus discriminante afin de pouvoir conclure que seuls certains profils flaA sont présents chez
les deux hotes.

4.1.3 - Perspectives sur le génotypage de Campylobacter a La Réunion

Nous avons donc validé deux techniques de typage adaptées a notre laboratoire et il semble
que la technique MLST via PCR HRM soit la seule méthode a notre disposition permettant de mettre
clairement en évidence le polymorphisme génétique de Campylobacter a La Réunion. A la vue des
résultats obtenus avec cette technique, nous aimerions pouvoir poursuivre nos travaux et comparer
dans un premier temps les ST obtenus pour les souches de C. jejuni isolées chez I’'Homme a ceux de
souches isolées chez le poulet. Dans un second temps et selon nos résultats, il pourrait étre intéressant
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de pouvoir typer des souches issues d’autres niches écologiques (bovins par exemple) voire des
souches environnementales. Par ailleurs, les souches d’origine humaine utilisées dans notre étude
ayant été isolées essentiellement dans la moitié Sud de La Réunion (au CHU Sud Réunion et en
laboratoires d’analyses de biologie médicale), il nous semble important de collecter des souches dans
la partie Nord de I'lle (au CHU Nord et en laboratoires privés) afin de rendre notre échantillon plus
représentatif de la diversité génétique de Campylobacter sur I'lle. La variation génétique de C. jejuni
observée par MLST étant faible dans le temps 2%, nous pourrons typer ces souches nouvellement
incluses et les comparer aux souches humaines déja typées sans introduire de biais.

Comparer les génotypes obtenus chez plusieurs hétes ou niches différentes pourrait permettre de
formuler des hypotheéses sur les voies de transmission de la bactérie a La Réunion comme cela a déja
pu étre réalisé dans d’autres régions 12313l Ceci permettrait de mettre en place des études
permettant de confirmer ces hypotheses et, le cas échéant, de pouvoir adapter localement la
prévention afin de diminuer l'incidence de l'infection a Campylobacter a La Réunion et donc d’en
diminuer sa morbidité et le colt imputable.

Concernant la technique de typage par PCR HRM de flaA, les résultats obtenus laissent penser que
cette méthode ne nous sera pas utile pour atteindre nos objectifs. Cependant, il s’agit la de la seule
méthode a notre disposition nous permettant de typer C. coli. Il pourrait alors étre intéressant de
développer une technique de typage MLST via PCR HRM applicable a cette espéce. Enfin, cette
méthode de typage sur flaA étant validée au laboratoire, il pourrait étre intéressant de la conserver en
vue de s’en servir en cas d’épidémie d’infection a Campylobacter, situation dans laquelle elle serait
plus adaptée [105126:132],

4.2 - Détection des mutations de gyrA par PCR HRM

Dans la deuxieme partie de notre travail, nous avons souhaité déterminer par biologie
moléculaire le profil allélique du gene gyrA des 76 souches d’origine humaine de C. jejuni
précédemment typées.

4.2.1 - Méthode de détection des mutations gyrA

Nous avons tenté de développer notre propre technique de détection des résistances aux
quinolones par mutations de gyrA et, pour les raisons précédemment citées concernant le choix des
techniques de typage, nous avons choisi de nous appuyer sur la technologie HRM pour la mettre au
point. La méthode que nous proposons fonctionne pour C. jejuni et semble trés prometteuse. Nous
obtenons en effet sur notre échantillon une typabilité de 96 %, une sensibilité de 100 % et une
spécificité de 100 %. Ces valeurs sont comparables a celles obtenues par d’autres équipes ayant
développé des techniques similaires pour d’autres espéces telles Mycobacterium tuberculosis >33 ou
Salmonella enterica "#*34, Cependant, une autre équipe ayant travaillé sur Bacillus anthracis, Yersinia
pestis et Francisella tularensis retrouve des performances un peu moins bonnes, sans doute en raison
du kit HRM utilisé dans leurs travaux, considéré comme non optimal sur 'automate utilisé 3],

4.2.2 - Résultats des travaux de détection des mutations gyrA

Dans notre travail, cette méthode originale nous permet de classer nos isolats sensibles et
résistants par mesure de la CMI en 2 clusters basés sur I'analyse des courbes de fusion HRM de gyrA.
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Un des clusters obtenus est constitué des souches sauvages et I'autre des souches mutées. Les
résultats sont comparables a la méthode de référence par diffusion en milieu gélosé et seul 3 isolats
sur 76 sont classés en dehors de ces deux clusters principaux. Le séquencage de ces 3 isolats retrouve
plusieurs mutations au niveau de gyrA. Les isolats 1357 et 13S9, sensibles par mesure de la CMI,
présentent tous les deux le méme profil allélique gyrA contenant 2 mutations silencieuses : une
mutation T234C (codon 78) et une mutation T243C (codon 81). Ces mutations n’ont par définition par
d’impact sur I'acide aminé codé mais sont détectées par I'analyse HRM qui ne les classe dans aucun
des deux clusters prédéfinis. L'isolat 13R6 présente lui aussi 2 mutations de gyrA : la mutation C257T
conférant la résistance aux fluoroquinolones et une mutation silencieuse C330T (Codon 110),
expliquant que cet isolat ne puisse pas étre classé par ScreenClust®. Nos résultats sont donc
concordants avec le séquencage et les souches non typables en sauvages ou mutées via notre
technique présentent bien des mutations empéchant ScreenClust® de les distribuer dans un cluster.
Les bons résultats que nous obtenons s’expliquent en partie par la taille de 220 pdb du fragment de
gyrA étudié. Cette taille est en effet |a taille idéale (150 a 300 pdb) pour la réalisation d’une analyse
HRM la plus fiable possible 131141 pPar ailleurs, I'utilisation du logiciel ScreenClust® et de son analyse
statistique pour comparer les courbes nous permet aussi d’optimiser notre technique. Ainsi, dans les
précédents travaux similaires, les différents auteurs comparaient les profils des courbes HRM
résiduelles sans logiciel d’analyse dédié et probablement avec moins de précision. Enfin, le fait que C.
jejuni ne posséde pas les génes parC et parE 17 et que la résistance soit quasi-systématiquement liée
a la présence de mutations de gyrA % nous permet de détecter la quasi-totalité des souches
résistantes a I'aide de notre méthode et d’obtenir de trés bonnes performances.

Outre ses trés bonnes typabilité, spécificité et sensibilité, cette technique présente plusieurs avantages
intéressants. Elle est premiérement tres facile a mettre en ceuvre puisque cela revient a réaliser les
manipulations d’une PCR classique. Contrairement a certaines techniques de PCR en temps réel telles
la PCR FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) ou TagMan, il n’y a pas besoin lors de la PCR
HRM de sondes. C’'est en effet I'agent intercalant particulier qui permet de réaliser les courbes de
fusion et seul I'automate doit étre compatible avec la technique HRM. Cependant, beaucoup
d’automates d’amplification en temps réel actuels sont capables de réaliser des courbes HRM en fin
de PCR (RotorGene® Q pour Qiagen, LightCycler® 480 pour Roche, etc.). Par ailleurs, cette méthode
est rapide a réaliser puisqu’il nous faut approximativement 2 heures et 30 minutes pour accomplir 40
cycles de PCR ainsi que la réalisation des courbes de fusion haute résolution pour 72 isolats. Il est
méme envisageable de réduire nettement cette durée en diminuant le nombre de cycles et en ciblant
les températures de fusion lors de la réalisation des courbes de fusion, étape la plus longue de la
technique sila plage de températures est large. Ainsi, avec 25 cycles de PCR (qui suffisent si I'extraction
est correctement réalisée) et avec une acquisition de fluorescence entre 78°C et 80°C lors de la
création des courbes HRM, la durée de la méthode peut diminuer significativement pour se rapprocher
d’une heure. Par ailleurs, aucune étape préalable ou post-PCR n’est nécessaire. Ainsi, contrairement a
des techniques ayant recours au séquengage, il n’y a pas nécessité de purifier les produits de PCR puis
de les séquencer. Enfin, la PCR HRM est peu colteuse une fois I'extraction réalisée et nous estimons
le colit pour la recherche d’une mutation a environ 1 Euro. Ce colt est donc tres inférieur a celui du
séquencage qui offre des performances proches.

Les limites de notre technique reposent essentiellement sur I'impossibilité de détecter les résistances
causées par d’éventuelles mutations présentes en amont ou en aval de la région étudiée ou les
résistances causées par des mécanismes différents (efflux notamment). Compte tenu de I'origine de la
résistance chez Campylobacter quasi-exclusivement liée a une méme mutation de gyrA et de la région
ciblée, ces limites sont relatives lors de I'application de notre technique pour cette espéce.

61



4.2.3 - Perspectives sur la détection des mutations de gyrA par PCR HRM

Notre technique de détection du profil allélique gyrA pourrait tout particulierement s’avérer
intéressante a des fins de « screening » dans le cadre d’études épidémiologiques sur des souches
humaines, animales ou environnementales. En cas de nombres importants de souches a tester, le co(t
faible de la technique ainsi que sa rapidité d’exécution sont des atouts majeurs rendant possibles une
recherche de la résistance non réalisable a budget équivalent par séquencage. Nous espérons pouvoir
I'utiliser en pratique lors de prochains travaux en collaboration avec le CIRAD Réunion. Notre méthode
pourrait permettre de déterminer facilement et a bas co(t les taux de résistance aux quinolones chez
I’'animal a La Réunion, ce qui n’a a ce jour jamais été réalisé.

Par ailleurs, cette technique pourrait aussi trouver un intérét dans la prise en charge thérapeutique en
Médecine humaine. En effet, les patients nécessitant un traitement dans le cadre d'une
campylobactériose étant des patients avec un terrain a risque de complication, une antibiothérapie
précoce et adaptée est souhaitable. Cette antibiothérapie pourrait étre optimisée plus rapidement
avec notre technique. Celle-ci permet d’obtenir un résultat en quelques heures alors que les méthodes
de détection des résistances phénotypiques sont soumises au délai de culture de la bactérie, au moins
égal a 24 heures pour Campylobacter V2. Enfin, a plus long terme et compte tenu de la diminution du
colt des méthodes de biologie moléculaire et du taux d’équipement de plus en plus important des
laboratoires de diagnostic biologique, notre technique pourrait s’intégrer dans une démarche plus
globale de détection des résistances par biologie moléculaire. Il semble en effet aujourd’hui
concevable de pouvoir développer des méthodes alternatives a I'antibiogramme classique qui
pourront peut-étre a terme remplacer au moins partiellement les techniques de diffusion en milieu
gélosé. Notre technique, fiable et peu onéreuse, pourrait alors étre un candidat intéressant pour la
détection de la résistance aux fluoroquinolones dans ce contexte.
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Titre : Génotypage et détection des mutations de gyrA par PCR HRM de Campylobacter isolé chez
I’Homme et I’animal a La Réunion

Introduction : Campylobacter est la premiere étiologie d’entérites aigués bactériennes en France. Sa
transmission a 'Homme repose principalement sur la consommation d’aliments contaminés (viandes de
poulet, de poreg, ...). Les voies de transmission de cette zoonose n’ont jamais été étudiées a La Réunion et leurs
connaissances passent par le génotypage de la bactérie. Deux techniques de typage ont été adaptées et
testées au laboratoire du CHU Sud Réunion. En complément, une technique de détection moléculaire de la
résistance aux fluoroquinolones a été développée.

Méthodes : Une méthode de typage uni-locus en PCR HRM du gene flaA ainsi qu’'une méthode multi-loci
dérivée de la MLST ont été utilisées pour typer des souches de Campylobacter isolées a La Réunion chez
I'Homme, le poulet et le porc. Les mutations de résistance de gyrA ont été recherchées par PCR HRM.
Résultats : 76 C. jejuni d’origine humaine ont été typés. Parmiles 73 isolats typables par MLST, 63 ST différents
ont été déterminés alors que seuls 6 clusters ont été retrouvés en PCR HRM flaA (avec respectivement pour
les deux techniques une typabilité de 96,1 % et 97,3 % et un index de pouvoir discriminant de 0,99 et 0,80).
52 C. coli d’origine humaine et porcine ont été typés en PCR HRM flaA et 6 clusters ont été retrouvés (typabilité
de 98,1 % et index de pouvoir discriminant de 0,77). La technique de recherche des mutations de gyrA a permis
de déterminer la sensibilité aux fluoroquinolones de 73 C. jejuni sur 76 (typabilité de 96 %, sensibilité et
spécificité de 100 %).

Discussion : La technique de génotypage dérivée de la MLST montre une diversité génétique importante de
C. jejuni chez ’'Homme a La Réunion. Elle s’est avérée plus discriminante que la PCR HRM flaA pour typer cette
espece et semble étre une technique de choix pour comparer les génotypes retrouvés dans diverses niches
écologiques. D’autre part, la détection de la résistance aux fluoroquinolones par PCR HRM sur gyrA s’est
avérée sensible, spécifique, rapide et peu colteuse.

Mots-clés : Campylobacter, La Réunion, HRM, flaA, MLST, gyrA, résistance aux fluoroquinolones

Title: HRM PCR assay for genotyping and detection of gyrA mutations of Campylobacter isolated
from humans and animals in Reunion Island

Introduction: Campylobacter is the first etiology of acute bacterial enteritis in France. Its transmission to
humans is mainly based on the consumption of contaminated food (chickens, pigs, ...). Routes of transmission
of this zoonotic disease have not been studied yet in Reunion Island and genotyping of the bacteria is
necessary for this knowledge. Two typing techniques have been adapted and tested at the University Hospital
of Saint-Pierre (Reunion Island). Moreover, molecular detection of fluoroquinolone resistance was developed.
Methods: A single-locus typing method based on HRM PCR of flaA and a multi-loci method derived from MLST
were used for typing Campylobacter strains isolated in Reunion Island from humans, chickens and pigs. gyrA
resistance mutations were investigated by HRM PCR.

Results: 76 C. jejuniisolated from humans were typed. Among 73 MLST typeable isolates, 63 different ST were
determined but only 6 clusters were found with the HRM PCR method (respectively for both techniques a
typeability of 96.1% and 97.3% and a discriminating power index of 0.99 and 0.80). 52 C. coli isolated from
humans and pigs were typed with flaA HRM PCR and 6 clusters were found (typeability: 98.1% and
discriminating power index: 0.77). gyrA mutations detection method was able to determine fluoroquinolone
susceptibility in 73 C. jejuni of 76 (typeability: 96%, sensitivity and specificity: 100%).

Discussion: Genotyping method derived from MLST shows a significant C. jejuni genetic diversity in humans
in Reunion Island. It proved to be more discriminating than flaA HRM PCR to type this species and appears to
be an appropriate technique for comparing genotypes found in various ecological niches. Furthermore,
detection of fluoroquinolone resistance by gyrA HRM PCR was sensitive, specific, rapid and cost effective.

Keywords: Campylobacter, Reunion Island, HRM, flaA, MLST, gyrA, fluoroquinolone resistance
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