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AVANT PROPOS

Avant propos

Laboratoire d’accuell

Les travaux de recherche présentés dans cette these ont été effectués dans I'équipe 11
« Pathogénie moléculaire et cellulaire des infectioescherichia col» (USC INRA 1360 —
INP-ENVT) de TUMR INSERM 1043, Centre de Physiopathologie Toulouse Purpan (CPTP).
Cette équipe sous la responsabilité du professeur Eric Oswald travaille sur la pathogénicité
des souches de. coli représentant un risque majeur pour la santé publique telles gle les

coli entérohémorragiques (EHEC), entéropathogenes (EPEC) ou responsables d’infections

extra-intestinales (EXPEC).

Mon travail de thése s’integre dans I'axe « Epidémiologie environnementale des souches de
E. coli pathogénes et/ou résistantes aux antibiotiques » et s’'intéresse plus particulierement a la
dissémination des souches EHEC et EXPEC dans I'environnement et a la contamination de
’homme. Ce travail financé par la région Midi-Pyrénées a été réalisé a I'INP-ENVT sous la
direction d’Hubert BRUGERE (enseignant chercheur) et Delphine BIBBAL (enseignant
chercheur) et en collaboration avec Monique KEROUREDAN (assistant ingénieur).

Thématique de recherche

Les souches d&scherichia colise trouvent dans le tractus gastro-intestinal de nombreux
animaux a sang chaud, y compris les humains, ou elles jouent généralement le role des
bactéries commensales. Cependant, par acquisition et combinaison de facteurs de virulence et
de résistance aux antibiotiques, ces souches commensales normalement inoffensives peuvent
devenir des agents pathogénes trés adaptés capables de causer une variété de maladies, de la
gastro-entérite a des infections extra-intestinales (atteinte de I'appareil urinaire, du sang et du
systeme nerveux central). Ainsi, on peut distinguer deux grands groupesicles dé.

coli pathogénes: des souchesklecoli pathogénes « intestinales » (EHEC, EPEC, EAEC...)

et des souches d& coli pathogénes « extraintestinales » (EXPEC). Les EXPEC sont ensuite
classées en pathovars selon le type de troubles qu’elles provoquent et leur mode d’interaction
avec I'h6éte. On retrouve alors lesroPathogenicEscherichia coli(UPEC) qui sont les
principales responsables des infections du tractus urinaire (ITU), les NME®BOrn
Meningitis E. col) sont associées aux cas de méningites et les SEFIePsi$

Extrapathogenic E. cqdliassociées aux septicémies (220).
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Les souches des différents pathotypesEdecoli décrites chez 'homme sont également
présentes dans différentes especes animales ou ils font souvent l'objet de portage
asymptomatique. L'excrétion fécale humaine et animale pourrait expliquer la contamination

de I'environnement incriminée dans différentes épidémies.

Il apparait important d’approfondir les connaissances scientifiques sur ces bactéries et établir
leur prévalence et leur disémination dans I'environnement qui sont des préalables
indispensables a I'estimation et finalement a I'appréciation du risque pour la santé publique lié
a l'existence de souches pathogénes dans les effluents des abattoirs d’animaux de boucherie et

des effluents urbains.

Le projet de these présenté ici s’inscrit dans le programme de recherche visant a étudier
I'épidémiologie environnementale des EHEC, des EXPEC et des sdtckes résistantes

aux antibiotiques.
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Chapitre 1 : GENERALITES SUR LEESCHERICHIA COLI

L1. Taxonomie et définition

Escherichia coliappartient a la famille deEnterobacteriaceaeCe sont des bacilles a
coloration de Gram négative, non sporulés, anaérobies facultatifs et qui ne possédent pas
d’'oxydase. Le genr&scherichiacompte 5 especesE. coli, E. fergusonjiE. hermanij E.

vulneris et E. blattae L’especeE. coli est considérée comme un hoéte normal, c'est-a-dire
commensal, de la microflore digestive de 'homme et de la plupart des animaux a sang chaud.
La niche écologique de cette bactérie se trouve dans la couche de mucus secrétée par
I'épithélium du cblon. Etant donné gu’elle est hautement compétitive dans cet environnement,
E. coli reste la bactérie anaérobie facultative la plus abondante dans le célon humain, dans
celui d'autres mammiféres et des oiseaux (142, 227, 388). Les souches commenBales de

coli sont donc tres bien adaptées a une « coexistence pacifique » avec I'hote.

Cependant, E. cola été mise en cause pour la premiere fois dans I'étiologie de l'entérite
infantile lorsque Théodore Escherich isola ces micro-organismes lors de cas de diarrhée de
nourrissons en 1885. Durant les années 1920 et 1930, plusieurs chercheurs essayéerent
d'identifier les types spécifiques He coli responsables des entéropathies, mais aucun progres
significatif ne fut réalisé jusqu'a la mise au point par Kauffmann, dans les années 1940, d'un
schéma de sérotypes précis (4A&ihsi, a partir des années 1950, de nombreusesissule

E. coli appartenant a des sérotypes particuliers ont été répertoriées, chez ’lhomme comme
chez I'animal, comme étant des souches pathogénes responsables d’affections variées allant
d’'une simple diarrhée a des infections systémiques sévéres voire mortelles (227, 267, 326). Le
premier systeme permettant la reconnaissance et une classification des souches d&l'espéce
coli fut la détermination des serotypes, c’est-a-dire une combinaison de certains antigenes de
surface (229).

L.2. Antigeénes et sérotypage

L’antigéne somatique O, définissant le sérogroupe, est contenu dans les lipopolysaccharides
présents sur la paroi bactérienne des souches a coloration de gram négative. L’antigene
flagellaire H est de nature protéique entrant dans la structure du flagelle permettant la mobilité
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de la bactérie. L'antigene de surface K est présent de facon inconstante mais bloque

I'agglutinabilité de I'antigene O et donc le sérogroupage lorsqu’il est présent.

L’identification des antigénes et sérogroupes a permis de différencier des souches pathogénes
des souches commensales. En effet, certains sérotypes ne sont jamais, ou rarement, associées a

des maladies tandis que d’autres le sont tres frequemment (35, 343, 417).

1.2.1. Les antigénes somatiques O

Les antigénes O sont des composés lipopolysaccharidigues complexes qui contiennent une
fraction protéique qui rend I'ensemble antigénique. Plus de 176 antigenes somatiques
différents ont été identifiés, la fraction polyosidique contient un grand nombre d’unités
répétées d'oligosaccharides de 10 a 25 sucres dont la combinaison est responsable de la
diversité et de la spécificité des antigenes O (424). Ces antigenes sont agglutinants en
présence d’'un immun sérum complémentaire et permettent le sérogroupage définissant un
sérogroupe. La synthese de I'antigéne peut étre interrompue en culture avec le passage des
colonies du type S (smooth, lisse) au type R (rough, rugueux) n’exprimant plus I'antigene O.
L’absence de cet antigene empéche donc le sérotypage par les méthodes classiques mais un
typage génétique reste cependant possible ; les genes codant pour les enzymes impliquées
dans la synthése de I'antigene O sont regroupés dans le « cluster did g&f®S, 425, 429).
L’amplification puis la restriction par I'endonucléase Mboll permet I'obtention de profils
permettant I'identification du sérogroupe de ces souches RL@3grogroupe ainsi identifié

sera noté par exemple R157 par analogie au seérogroupe identigue O157 obtenu par
agglutination. Ce type d’identification permet en outre une caractérisation plus fine des

souches que le sérogroupage classique.

1.2.2. Les antigeénes flagellaires H

Le flagelle bactérien permet la mobilité. Cette fonction est clairement définie dans la
pathogénie deg&. coli uropathogenes (UPEC), il a été récemment montré que les flagelles
facilitent I'ascension des souches UPEC de la vessie aux reins (257, 258, 477) (cf infra). La
diversité des antigénes H tient a la variabilité des sous-unités de flagellines constituant le
flagelle par polymérisation. Ces antigénes sont variables entre especes mais aussi parfois au
sein d'une méme espece et contribuent a définir le sérovar. Le typage s’effectue par séro-

agglutination mais n’est réalisé que par de rares laboratoires spécialisés. L’antigene H est
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utilisé pour lidentification de&.coli pathogenes, pour la caractérisation précise des souches
d’'un méme sérogroupe. Certaines souches peuvent perdre leur mobilité par perte d’expression
du flagelle ; elles sont alors classées comme non mobiles (NM ou H-). De fagcon comparable
au sérogroupage par amplification restriction, un sérotypage moléculaire est possible pour les
souches H-. Le traitement par amplification et restriction du gefleC«> codant pour
'antigene H permet le typage de la souche et sera noté par exemple F7 correspondant au type

H7 obtenu par agglutination (285).

L’espéce E. coli peut étre subdivisée en sérotypes par la combinaison des depx
antigénes somatique O et flagellaire H (ex : O157:H7 ou O111:H8), ou sérogroupes
si 'antigéne somatique O seul a été déterminé (ex : 0157, O111).

1.2.3. Les antigenes de surface K
Les antigenes de surface aussi appelés antigenes de capsule ou d’enveloppe ou encore

antigéne Vi chefSalmonellasont des polyosides acides qui ont été initialement divisés en
trois types A, B et L. lls masquent les antigénes somatiques O et empéchent le sérotypage

lorsqu’ils sont présents.

L'antigéne L, thermolabile, est le plus fréquent. Le chauffage a 100°C pendant une demi-
heure le détruit et démasque l'antigéne O le rendant accessible aux techniques de

sérogroupage.

L’'antigéne A est plus rare et correspond véritablement a un antigene capsulaire. Le chauffage
a 100°C ne suffit pas a le détruire. Seul un autoclavage a 121°C durant une heure permet de

démasquer I'antigéne somatique.

L’'antigéne B posséde une thermolabilité intermédiaire entre les Ag L et A. Un chauffage a
100°C permet le sérogroupage mais ne supprime pas totalement I'antigéne B. Un chauffage

plus prolongé peut permettre de le détruire totalement.

L.3. Plasticité génotypique et clonalité de I'espéce E. coli
Escherichia coliest I'une des especes bactériennes présentant une tres forte plasticité
génomique. Elle s’adapte entre son habitat primaire, l'intestin des vertébrés, ou elle vit
comme commensale (439), et son habitat secondaire, I'eau et les sédiments (401). Cette
espece bactérienne peut également se comporter comme un microbe pathogéne a localisation
15
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intestinale et extraintestinale chez 'homme et beaucoup d'autres especes animales (227). Cette
diversité de style de vie est possible grace a l'instabilité génomique, avec des échanges de

génes par transfert horizontal (376, 447).

Le répertoire total de génes de I'espéce est supérieur a 10 000 (376, 447). La majorité des
souches, porte environ 4 721 génes, et seulement 1 976 génes appartiennent au fond commun.
Ainsi, la diversité phénotypique observée est le résultat d'un grand nombre de combinaisons
de genes. Outre le flux de génes important, des études basées sur I'analyse du polymorphisme
électrophorétique d’enzymes métaboliques (multilocus enzyme electrophoresis ou MLEE) ont
montré queE. coli était une espece clonale. Cette espéce appartient a netujreopss
phylogénétiques avec la délinéation claire au moins de six principaux groupes
phylogénétiques (A, B1, B2, D, E et F) (206, 439) (Figure 1.1).

Figure 1.1. Diversité phylogénétique des souches Hecherichia coli

Les cercles représentent I'analyse de 161 souches isolées d’'une bactériémie ; les carrés représentent 67
souches ECOR ; et les triangles représentent 7 génomes de référence. En rouge le groupe B2, en vert le B1,
en jaune le D, et en bleu le groupe A (206). Dans les années 1990s la classification EEDBo(i Collection
Reference) est apparue. En utilisant la méthode MLST (multilocus sequence typing)» Ochman H. et
Sealander RK. ont pu référencer 72 souches d&. coli qui représentaient I'espéce totale. Cette
classification se fondait sur la séquence nucléotidique de plusieurs genes de ménage (189, 336).

16



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

Chapitre 2 :LES SOUCHES DEE. COLIPATHOGENES

IL1. Commensalité et pathogénicité
Les souchegscherichia colisont retrouvées dans le tractus gastrointestinal de nombreux
animaux a sang chaud, dont 'homme, ou elles jouent communément le réle de bactérie
commensale. Cependant, I'acquisition et la combinaison de facteurs de virulence chez les
souchesE. coli peuvent entrainer des modifications de leur comportement pouvant
occasionner diverses infections telles des infections intestinales (268) ou extra-intestinales

(365). Les souches de E. cpBuvent étre regroupées en huit pathovars (Figure 2.1)

LesE. colia l'origine de maladies intestinales ont en commun de se multiplier dans l'intestin

de leurs hoétes. Elles se retrouveront donc dans les feces et par la suite dans les effluents
animaux (élevages et abattoirs) et les effluents d’origine humaine. Ce premier groupe de
pathogenes est suddivisé en 6 pathovars majeurs (99) selon le type de maladie engendrée et
les facteurs de virulence associés : les ETECcli Entérotoxinogenes), les EHEE.(coli
Entérohémorragiques), les EPEE. ¢oli entéropathogenes), les DAEE. (coli & adhérence

diffuse), les EAECE. coli entéroagrégatives) et les EIHE ¢oli entéroinvasives).

Le deuxieme groupe d&. colia l'origine de maladies extra- intestinales (EXPEC) a acquis la
capacité de déjouer les défenses immunitaires de I'hGte, et & se propager dans I'organisme
(219). Elles peuvent induire chez leurs hotes des infections du tractus urinaire (ITU) : UPEC,

« Urinary PathogeniE. coli » ; des méningites néonatales : NMEC, « Neonatal Meniggitis

coli » ; ou des septicémies (314). Elles posent probleme autant en médecine humaine,
(notamment a cause des multiples résistances acquises portées le plus souvent par des

plasmides), qu’en médecine animale.

Cependant, il est important de noter que différentes classifications coexistent. Diverses revues
font état de I'existence de groupes distincts ; nous pourrions citer entre-autres le groupe des
APEC (« Avian PathogeniE. coli ») rassemblant |ds. coli qui engendre des maladies chez

la volaille (118, 252) ainsi que les groupe des AIEC (Adherent Invdsiveol) qui est
associé avec la maladie de Crohn (102, 297) et des STEAEC (« Shiga-toxin-producing
enteroaggregativ&. coli») dont la souché&. coli O104:H4 responsable de I'épidémie de
SHU en 2011 en Allemagne (317).
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Figure 2.1. Sites de colonisation deEscherichia colipathogénes

E. coli entéropathogéne (EPEC)E. coli entérotoxinogéne (ETEC) etE. coli a adhésion diffuse (DAEC)
colonisent l'intestin et sont a 'origine de diarrhée, alors qué. coli entérohémorragique (EHEC) etE. coli
entéroinvasive (EIEC) colonisent plutét le célonE. coli entéroaggrégative (EAEC) peut coloniser les deux.

E. coli uropathogéne (UPEC) colonise le tractus urinaire jusqu’a la vessie et est a I'origine de cystites. En
fonction des facteurs de virulence hébergés par les souches, les UPEC peuvent remonter jusqu’aux reins et
entrainer une pyélonéphrite. De plus, les UPEC comme |&s coli a l'origine de méningites néonatales
(NMEC) peuvent entrainer une septicémie (adapté de (99)).

IL.2. Les pathogeénes intestinaux

Les pathogenes intestinaux de.coli appartiennent pour la plupart aux groupes
phylogénétiques A/B1/E (88) et sont reconnus comme des agents responsables de syndrome
diarrhéique d'origine alimentaire ou hydrique. Six principaux pathovars classifiés en fonction

des signes cliniques et des facteurs de pathogénicité exprimés sont inclus dans ce groupe.

I11.2.1.Les Escherichia coli entérotoxinogenes (ETEC)

Les ETEC sont a l'origine d’épisodes de diarrhée aqueuse, modérée a severe, peu fébriles,
associés a des nausées et a des crampes abdominales. Dans les pays dits en voie de
développement, les ETEC sont la cause majeure de cas de diarrhée aqueuse aigué chez les

enfants de moins de 5 ans et de « diarrhée du voyageur » ou
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« turista » (227, 326). Des souches ETEC sont également importantes dans les fermes, les
porcelets en post-sevrage sont fortement susceptibles a linfection (326). Les ETEC
appartiennent aux sérogroupes : 06, 08, 011, 015, 020, 025, 027, 078, 0128, 0148, 0149,

0159 et 0173 (424).

I11.2.2.Les Escherichia coli entéroinvasives (EIEC)

Les EIEC et les shigelles sont souvent classés dans le méme groupe de pathovar avec des
caractéres biochimiques, antigéniques, génétiques et fonctionnels trés proches, et possedent
une stratégie d’infection similaire. Les EIEC sont responsables de syndrome dysentérique
caractérisé par une forte fievre, des crampes abdominales et des nausées, accompagnés d’'une
diarrhée aqueuse évoluant rapidement vers une dysenterie (diarrhée contenant du sang et du
mucus). Cependanghigella est une bactérie a localisation intra-cellulaire qui n’a ni flagelles

ni des facteurs d’adhésion. Elle est fortement infectieuse et est responsable de la dysenterie
bacillaire avec diarrhée sanglante (227). Les souches d’EIEC appartiennent aux sérogroupes :
028ac, 029, Ol112ac, 0124, 0136, 0143, 0144, 0152, 0159, 0164 et 0167 (424).

11.2.3.Les Escherichia coli a adhésion diffuse (DAEC)

Les DAEC sont un groupe hétérogene qui produit une adhérence diffuse sur cellules Hela et
HEp-2. Cette adhérence est favorisé par des protéines codées par une famille d’'opérons, qui
incluent a la fois les adhésines fimbriales (Dr. et F1845) et les adhésines afimbriales réunies
sous le nom de Afa-Dr (411). Les isolats de DAEC qui expriment Afa-Dr en colonisant
l'intestin gréle, engendrent des cas de diarrhée chez les enfants entre 5 et 18 mois d’age. Par
ailleurs, ils peuvent coloniser le tractus urinaire et étre a l'origine d’infection urinaire

récurrente chez I'adulte (411).

11.2.4.Les Escherichia coli entéro-agrégatives (EaggEC, ou EAEC)

Considérés comme des pathogenes émergents, les EAEC sont la deuxieme cause de diarrhée
des voyageurs apres ETEC dans les pays développés et en voie de développement. Les EAEC
sont également reconnues comme une cause de diarrhée endémique et épidémique dans le
monde entier. La diarrhée provoquée par les EAEC est souvent acqueuse, mais elle peut étre

accompagnée de mucus ou de sang. Les sérogroupes qui ont été identifiés dans le groupe des
EAEC sont : O3, 07, 015, 044, 077, 086, 0104, 0111, 0126 et 0127 (317, 424).
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La colonisation des EAEC peuvent se produire dans la muqueuse de l'intestin gréle et du gros
intestin et évoluer vers une inflammation progressive dans le célon (326). Les souches EAEC
se caractérisent par un type d'adhésion agrégative en " briques empilées " a l'origine de
nécrose au pole apical des villosités avec cedeme inflammatoire et hémorragique de la sous
muqueuse. Ce modéle d'adhésion est codé par des genes localisés sur une famille de
plasmides de virulence appelés les plasmides de pAA. Ces plasmides de 100 kb codent les
génes nécessaires pour la biogénése des fimbriae d'adhérence agrégative (AAFs) notamment
les adhésines de la famille Dr et favorisent I'adhérence d’EAEC a la muqueuse intestinale.
Quatre variants d'AAFs (AAF/I, AAF/Il, AAF/Ill et Hda) ont été identifiés (49, 184). Les
récepteurs pour AAFs sont inconnus, mais les données récentes prouvent qu'AAF/Il peut lier
la fibronectine (132). Deux autres toxines, ShET1 (« Shigwitarotoxin 1 ») et EAST1

(« E. coli ST1 »), peuvent étre trouvées dans d'autres isolats EAEC, mais leur réle dans la
pathogénie n'est pas complétement compris. L'expression de la plupart de ces facteurs de
virulence semble étre sous la dépendance de I'activateur de transcription AggR. De plus, les
enquétes épidémiologiques relatives aux souches EAEC montrent que la présence du régulon
AggR chez les souches incriminées est associée a I'apparition de cas de diarrhée. Aussi, le
terme d’'EAEC « typique » a été proposé récemment pour désigner les EAEC possédant le
geneaggR et quelques génes régulés par celui-ci par opposition aux souches d’EAEC «

atypiques » (218).

I11.2.5.Les Escherichia coli entéro-pathogenes (EPEC)

Les EPEC sont responsables de cas de diarrhée sévere chez les enfants dans les pays en voie
de développement (99). Par contre, dans les pays industrialisés, l'incidence des infections
dues aux EPEC a fortement diminué. Mais des cas sporadiques sont encore recensés dans les
communautés d’enfants. Les sérogroupes des souches EPEC les plus frequemment associes a
la diarrhée chez 'homme sont 0111, 0128, 086, 055, 0125, 0127 (72) et chez les bovins, le
sérogroupe 026 (290). En plus de 'homme et des bovins, les souches EPEC sont retrouvées
chez d’autres animaux comme le chien, le chat, le lapin, le porcelet, ou bien encore chez la
chévre et le mouton (245). Les EPEC font parties du groupe des pathogénes entrainant des
lésions de type attachement/effacement (A/E) des cellules de I'épithélium intestinal. Dans ce
groupe on retrouve aussi les EHEC, les RDEC (« rabbit diarrhoedfjeroti ») Citrobacter
redentiumpathogene chez la souris EE$cherichia albertiiidentifié récemment et autrefois

connu comme Hafnia alvéd9).
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Les lésions d’A/E des microvillosités sont caractérisées par une adhésion intime des bactéries
résultant en une désorganisation du cytosquelette de la cellule hbéte et en particulier
'accumulation de I'actine polymérisée pour former des piédestaux en regard de la zone
d’adhésion de la bactér{&igure 2.2). Ce phénotype caractéristique des EPEC est codé par
des genes regroupés sur un ilot de pathogénicité de 35 Kb, le LEE pour « locus of enterocyte
effacement » (307). Le LEE code et régule fortement un systeme de sécrétion de type 3
(T3SS) qui transfére les protéines effectrices bactériennes dans le cytoplasme de la cellule
hote. Sept effecteurs codés par LEE et plusieurs effecteurs non-LEE (NLe) interviennent dans
cette régulation et le role de plusieurs de ces effecteurs reste inconnu (107).

L'adhésion initiale des EPEC aux entérocytes de l'intestin gréle est associée a la présence
d'un plasmide EAF (pour « EPEC adhesion factor ») qui code les pili BFP (« boundle
forming pili »). Ces pilis permettent a la bactérie de se fixer et former des microcolonies sur
leur site d’adhésion a partir des réceptewacetyl-lactosamine de la surface de la cellule

hote (196). L'attachement intime est favorisé par I'interaction entre l'intimine bactérienne, une
protéine extramembranaire et du récepteur d'intimine (le TIR). Les EPEC utilisent le T3SS
pour transférer rapidement le TIR dans le cytoplasme des cellules hétes dans un processus qui
est probablement initié par les ions Ca2+ (43%) TIR est alors déposé a la surface de la
cellule héte (230) et agit en tant que récepteur pour l'intimine et sera, apres interaction,
phosphorylé par la tyrosine kinase (51, 360, 433¢s expériences in vitro ont montré que la
phosphorylation de TIR recrute la protéine Nck21l a I'emplacement de l'attachement, qui
active la protéine N-WASP (« neural wiskott—Aldrich syndrome protein ») et 'ARP2/3

(« actin-related protein 2/3 ») complexe qui entraine le réarrangement de l'actine et la
formation du piédestal (226) (Figure 2.8ps EPEC ont un grand répertoire d’effecteurs qui

sont transférés dans les cellules hotes par le T3SS et modifient les processus normaux de la
cellule héte. Par exemple, elles causent des réarrangements cytosquelettiques et la modulation
de I'mmunité et en contribuant ainsi a la diarrhée. Les effecteurs transférés ont des fonctions
multiples. Parmi ces effecteurs, l'effecteur multifonctionnel EspF est dirigé contre les
mitochondries et déclenche leur voie de mortalité (329). L'effecteur EspF est égallement
impliqué dans l'inhibition de la phagocytose (372) et de la rupture des jonctions serrées (169).
L’effecteur EspB (également connu sous le nom d'EaeB) joue un réle double comme protéine
de translocation de T3SS et comme effecteur qui empéche la phagocytose LED7)

protéines de Nle ont également des réles dans la virulence d'EPEC. Par exemple, NleA
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(également connu sous le nom d'Espl) réduit les protéines qui interviennent dans la
modification des voies de signalisation (232) et modifie la structure des jonctions serrées
(443). L'effecteur EspJ empéche I'opsonisation et la phagocytose des globules rouges du sang
(295), et Cif (« cycle inhibiting factor ») est un cyclomodulin qui est capable de déclencher
l'arrét du cycle cellulaire en induisant la stabilisation des protéines (p21 et p27) inhibitrices
des machineries qui contrélent la progression dans le cycle (395) et, plus tard, induit
I'apoptose (396)Plusieurs autres protéines de type Nle ont été identifiées (104) ; cependant,

leur caractérisation demeure cursive.

I11.2.6.Les Escherichia. coli enterohémorragiques (EHEC)

Les Escherichia coli enterohémorragiques (EHEC) sont des bactéries pathogénes et
zoonotiques qui se retrouvent dans I'eau et parfois dans les aliments. Elles sont responsables
de diarrhée, de colite hémorragique et de syndrome urémique hémolytique chez 'homme mais
peu ou pas de maladie perceptible chez les animaux considérés comme des réservoirs. Le
serotype O157:H7 est le plus fréquent pour les souches EHEC chez 'homme, mais d’autres
sérotypes comme les 026:H11, O26:H-, O111:H-, O103:H2, O145:H- sont de plus en plus
fréquents. A ce jour plusieurs dizaines de sérotypes ont été reconnus et publiés (326, 448). lIs
sont regroupés sous le nom générique des souches EHEC non-O157 : O4, O5, 016, 026,
046, 048, 055, 091, 098, 0103, Oll1ab, 0113, 0117, 0118, 0119, 0125, 0126, 0128,
0145, 0172 0177, 0178, 0179, 0180 et O181. En outre, plusieurs des sérogroupes d'EHEC
sont également identifiess comme EPEC. Les sérogroupes 05, 026, 0111 et 0118 associés
aux souches EHEC ont été isolés chez les veaux, (289-291FE326richia coliO157:H7,

le sérotype le plus souvent incriminé des EHEC a été isolé en 1982 lors d’une épidémie de
colites hémorragiques a la suite de consommation de viande pas assez cuite dans des
restaurants « fast food » (384). EHEC 0157 a été également isolé dans des cas sporadiques de
colite hémorragique (384). L'identification de la production de Shigatoxines (Stxs) a partir
des souches EHEC 0157 a mené a la découverte de leur réle dans le développement de
syndrome hémolytique et urémique (SHU) et une triade pathologique se composant d’une
anémie microangiopathique hémolytique, d’'une thrombocytopénie et d’'une insuffisance
rénale aigué (224, 228, 334).

Bien quUEHEC 0157 soit le sérotype le plus connu et isolé chez des humains aux Etats-Unis,

plus de 100 autres sérotypes, caractéerisés collectivement comme EHEC non O157, sont
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reconnus par ['Organisation mondiale de la santé en tant que microbes pathogenes
zoonotiques émergents. Les EHEC non O157 sont responsables d’épidémies associées a des
cas de diarrhée, des colites hémorragiques et aux SHU chez I'homme (63, 187). La
comparaison du génome d’EHEC 0157 avec celui de trois autres sérotypes d’EHEC non
0157 cliniguement importants (026, 0111, et O103) a indiqué que tous ont des genes de

virulence tres semblables d’ou I'évolution paralléle de ces différents EHEC (339).

Figure 2.2. Mécanisme de pathogénicité dés coli entéropathogenes (EPEC) et entérohémorragiques
D’apres (99)

11.2.6.1. Les facteurs de virulence associées aux EHEC

La presque totalité des EHEC O157:H7 portent un plasmide de virulence pO157 de 92 kb, qui
a approximativement 100 ORFs (« Open Reading Frames ») et code pour plusieurs facteurs
de virulence.Cependant, le facteur principal de virulence d’'EHEST la Shigatoxine (Stx)

(Stx ; également connue comme vérocytotoxine (Vtx), qui est une caractéristighe aidis

du groupe des « Shigatoxin producing E. coli » (STEC) auquel EHEC O157:H7 appartient).
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Figure 2.3. Représentation schématique des souches AEEC, EHEC et STEC

Toutes les souches possedant le LEE, incluant le gaeequels que soient les signes cliniques associés,
appartiennent au groupe des AEEC. Les souches possédant le géne codant les toxines Stx, quels que soient les
signes cliniques associés, sont des STEC. Les EHEC sont associées chez 'Homme a une colite hémorragique
et/ou un syndrome hémolytique et urémique et produisent des toxines Stx. Ainsi, toutes les EHEC sont des
STEC mais toutes les souches STEC, mémes celles qui possédent le LEE, ne sont pas systématiquement
associées a la maladie chez I'Homme. La grande majorité des souches EHEC Possédent le LEE et les souches
EHEC LEE+ sont dénommées EHEC typique. Les souches EHEC typiques appartenant aux sérotypes O157:H7,
026:H11, 0103:H2, 0111:H8, et 0145:H28 (et leurs dérivés non mobiles) sont les souches les plus souvent
associées a des signes cliniques graves (SHU) et aux épidémies et sont dites souches « EHEC typiques
majeures » . Adaptée de (6)

11.2.6.1.1. Shiga-toxines (Stx) ou vérotoxines (Vitx) des EHEC

Les shigatoxines (Stx1 et Stx2) sont des toxines particulieres codées par lestgétes s
sécrétées par certaines souche&deoli : les STEC (« Shiga-toxin-Producirigscherichia

coli » ouE. coli produisant des shiga-toxines), anciennement connues sous le nom de VTEC
(Verotoxin-Producingescherichia Coliou E. Coli produisant des vérotoxines). La shiga-
toxine tient son nom du fait de sa grande similitude avec une toxine produiBhigatia
dysenteriae Elle est également connue sous le nom de vérotoxine, en raison de sa toxicité
pour les cellules Vero, des cellules de reins du singe vert d'Afrique utilisées en culture

cellulaire.

a) Structure de la shigatoxine (Stx)

Les shigatoxines sont des hétéropolyméres de 70 kDa formés d’une sous-unité A de 33 kDa et
de 5 sous-unités B de 7 kDa (141). La sous-unité A est responsable de l'activité enzymatique

tandis que la sous-unité B intervient dans la liaison aux récepteurs. Les deux sous unités A et
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B sont codées par un opéron d’environ 1230 pb généralement porté par un bactériophage de
type I-like qui est retrouvé dans toutes les souches STEC pathogenes. Cet opéron est constitué
d’un cistron proximal codant la sous-unité A et d’un cistron distal, séparé du précédent par 12
a 15 nucléotides, codant la sous unité B. La toxine Stx comporte deux sous-groupes Stx1 et
Stx2, le sous groupe Stx2 est le plus répandu dans les cas de colite hémorragique et de SHU
(326). A co6té, quelques isolats produisant en méme temps Stx1 et Stx2, ou plus rarement
seulement Stx1 (198, 318, 427) ont été identifiés.

b) Classification des shiga-toxines

Deux grandes classes de shigatoxine sont aujourd’hui identifiées : les toxines Stx1, qui sont
neutralisables par des anticorps anti-Shiga-toxin&liigella dysenteriad, et les toxines

Stx2 qui ne le sont pas (69, 428). En dépit de 'hnomologie des séquences d'acides aminés
primaires, Stx1 et Stx2 sont immunologiquement distincts (333). En outre, Stx1 et Stx2 ne
visent pas exactement les mémes tissus et organes bien que les deux liés au récepteur Gh3,
sont capables de causer une colite hémorragique et un SHU (84, 389, 437). Ces propriétés ont
été montrées chez le modéle animal ou Stx2 est beaucoup plus efficace que Stx1l chez les
souris mais linverse est observé chez les lapins (441). Cependant, les données
épidémiologiques montrent que les souches produisant la toxine Stx2 sont responsables des

troubles les plus séveres chez I’'homme (48).

Par ailleurs, tous les variants ont les mémes particularités génétiques que les genes de
référence,stxl et st2. Il n'est pas rare, suite a linsertion de plusieurs phages dans le

chromosome bactérien, d’'observer des souches possédant plusieurs variants.

- Le variant stx;4 correspond a la séquence nucléotidique du géxieporté par le
phage 933J (428) et représente le variant de référence ou variant « sauvage » de la souche
0157-EDL933.

- Le variant stx, tout d’abord mis en évidence chez des souches d’'origine ovine et
nommé stxtOX3 (350), a été retrouvé plus tardivement, chez des souches humaines et
rebaptisé stx. (483). Chez I'homme, il n'‘est associé qu'a des cas de diarrhée sans
complication, ou bien n’entraine aucun symptdéme. Ses pourcentages d’homologie avec le

genestxl sont respectivement de 97 et 95% pour les séquences des sous-unités A et B. Les
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protéines, quant a elles, ne difféerent que de 9 et 3 acides aminés correspondant a 97,1 et

96,6% d’homologie entre les sous-unités A et B respectivement.

- Le variant stxg a été mis en évidence chez une souche d'origine bovine (65). Un
séquencage du gene a montré que les régions codant les sous-unités A et B possédait 93 et
92% d’homologie respectivement avec la séquence de réfé&phc€e résultat correspond a
une différence de 20 acides aminés pour la sous-unité A et de 7 acides aminés pour la sous-

unité B.

Les variantstX sont quant a eux beaucoup plus nombreux. Sept variants ont été identifiés a

Ce jour: Stya Stéen, Stc, Sthd, Stee Ster €t Sty

- Le variant stx, « sauvage » correspond au gene de la souche de référence EDL 933
qui porte le phage 933W (428).

- Le variant stxy, est rarement associé a la maladie chez 'lhomme (146)

- Le groupe de variantstx; comporte deux sous-variantst2vh-a etstX2vh-b. Ils ont
été mis en évidence dans une méme soucleodd O91:H21 isolée d’'un patient atteint d’'un
SHU. Le clonage et le séquencage des genes de la souche ont ainsi mis en évidence deux
genes distincts capables de produire une shigatoxine similaire a Stx2 (200). lstx@eémna
présente respectivement 98,6 et 95,5% d’homologie avec les régiet dedant les sous-
unités A et BstX2vh-b présente 99% d’homologie awdgvh-a sur la totalité de la séquence
d’ADN. La soucheE.coli 0O91:H21 constitue donc aujourd’hui, la souche de référence lors

d’études sur les varianssxX2c.

- Le groupe de variantstxg est constitué des sous-grougefd-Ount,stx2d-OX3a et
st2d-0111. lls ont été mis en évidence chez des souches humaines ou animales (362). Les
toxines Stxq semblent moins pathogénes chez 'homme puisqu’elles sont le plus souvent
associeées a des souches isolées d’humains n’ayant pas développé de maladies graves (143).
La partie codant la sous-unité A chez ces variants présente environ 95% d’homologie avec
st2 contre 88% seulement pour la sous-unité B. Les sous-gret@dsOunt,stx2d-OX3aet
st2d-0111 présentent entre 96,6 et 99,9% d’homologie entre eux (362).

26



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

- La protéine codée par le variantstx. posséde globalement la méme structure que
toutes les autres shigatoxines, mais elle differe de celles-ci par sa fixation préférentielle au
récepteur Gb4 au lieu de Gb3 (200). Les souches possédant ce variant sont donc peu
pathogenes pour 'homme (puisque possédant le récepteur Gb3 sur ses cellules) et sont
impliquées dans la maladie de 'oedéme du porc (espece possédant a la surface de ses cellules
le récepteur Gb4). Le gene gt&st relativement éloigné de 3tguisqu’il ne possede que 94%
et 78% d’identité respectivement avec les parties codant les sous-unités A et B (148). La

différence de spécificité vis-a-vis du récepteur est attribuée a ces variations.

- Le variant stx présente 70,6% et 98% d’homologie respectivement avec les parties
codant les sous-unités A et B du gate. Cependant, de récentes études ont montré que les
souches possédamty: ne sont retrouvées que dans des féces de pigeons (320, 404). Ces
animaux représenteraient donc le réservoir naturel de ces souches mais il est encore difficile

d’évaluer le danger lié & celles-ci pour ’'homme.

- Le variant stxg mis en évidence chez une souche d'origine bovine, présente des
pourcentages d’homologie compris entre 63 et 94,9% avec les genes précédemment décrits.
La comparaison des séquencesstley et st montre que la région la plus conservée
correspond a celle codant la partie centrale de la sous-unité A (266). La faible prévalence des
souches possédant ce variant suggere qu’il sagit certainement de souches émergentes encore
peu présentes dans les élevages. Cependant, une forte homologie de séquence en acides
aminés avec les toxines produites de souches associées a des maladies humaines et une
conservation des sites actifs de la protéine conferent aux souches produisant le tgxumre Stx

caractére potentiellement pathogéne pour ’lhomme (266).

Enfin la séquence nucléotidique du variab2NV206, mis en évidence chez une souche
d’origine bovine, a été comparée a celles connues et montre 94,5 a 99% d’homologie avec la
sous-unité A et 81,5 a 96% d’homologie pour la sous-unité B. Les séquences protéiques
présentent, quant a elles, respectivement 94 a 99% et 87 a 98% d’homologie pour les sous-
unités A et B (30).

c) Les récepteurs Gb3s

Les récepteurs de Stx sont les globotriosyl céramides Gb3 (galactbs®)-galactose- (1-

4)-glucosyl-céramide) trouvés sur les cellules endothéliales vasculaires humaines, les cellules
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de Paneth dans la muqueuse intestinale humaine (409), a la surface des cellules épithéliales
rénales (326), et au niveau du systeme nerveux central, expliquant les manifestations cliniques
observées (diarrhée, insuffisance rénale, troubles neurologiques) (351). Le récepteur Gb3 est
synthétisé dans I'appareil de Golgi des cellules eucaryotes cibles et transporté jusqu’a la
membrane plastique ou il se localise dans le feuillet externe avec sa partie trisaccharidique
faisant face a l'extérieur et la partie céramide de I'hydrocarbure (C-16 a C-24) dans la

membrane plasmique.

La sous-unité StxB de la shigatoxine identifie spécifiguement la liaiseh du di-galactose
terminal du trisaccharide. Une molécule de Stx contient 5 sous-unités B, chacune capable de
lier une ou plusieurs molécules de Gb3 (278, 358). L'importance de Gb3 dans l'action des Stx
est évidente, dans des études sur des animaux et en cultures cellulaires, I'absence de Gb3

élimine la réponse a Stx (3, 340).

Par ailleurs, les cytokines induiraient la production de récepteurs Gb3 a la surface des
cellules, les rendant plus sensibles a I'action de Stx (137). L’absence de ces récepteurs Gb3s
dans l'appareil gastro-intestinal chez les animaux peut expliquer pourquoi la colonisation
d'EHEC chez les animaux est asymptomatique (370). La toxine Stx peut étre retrouvée dans
les cellules intestinales humaines Gb3-negative, probablement aprés avoir été transportée dans

la cellule par macropinocytose (292).

d) Mécanisme d’action des shigatoxines

Procédé d'internalisation de la shigatoxine

La sous-unité StxB interagit avec le récepteur Gb3 et induit des invaginations de la membrane
de la cellule eucaryote cible. Le complexe Stx-récepteur est internalisé et placé dans les
endosomes. Au lieu d’étre dirigé vers les lysosomes pour la dégradation, le complexe est
transporté d'une facon rétrograde a travers l'appareil de Golgi jusquau réticulum

endoplasmique (400).

Activation enzymatique et réponses cellulaires,

Aprées clivage de StxA par une protéase, l'activateur enzymatique Al est libéré dans le
cytoplasme ou il exerce son effet sur les ribosomes (249) en entrainant la nécrose et la mort

cellulaire (326). Les dommages des cellules endothéliales entrainent une activation de la
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coagulation, l'inhibition de la fibrinolyse, I'accumulation de la fibrine et a la formation de
thrombose (438). Par ailleurs, La combinaison de Stx et des lipopolysaccharides (LPS) induit
I'agrégation plaquettaires et leucocytaires et une altération du tissu contribuant ainsi a un état
prothrombotique (421). Les shigatoxines seraient également impliquées dans I'apoptose des
cellules endothéliales par inhibition de I'expression cellulaire du facteur anti-apoptotique
Mcl-1 (125). A l'intérieur des cellules intestinales humaines Gb3-negative, Stx n‘'empéche pas
la synthése de protéine ou n'induit pas d’apoptose (408) mais plutdt, réduit I'expression de
chemokines pour supprimer les réponses inflammatoires (161).

11.2.6.5. Les facteurs d’adhésion des EHEC

a) Les fimbriae ou adhésines des EHEC

L'adhésion aux cellules épithéliales est un préalable au développement de nombreuses
maladies. Cette adhésion se fait par l'intermédiaire d'un ligand bactérien appelé adhésine qui
interagit avec un récepteur sur la cellule eucaryote. L'attachement initial des souches EHEC
aux colonocytes reste encore mal défini. Les EHEC possedent 16 fimbriae potentiels (281) ;
cependant, ceux-ci n'ont pas été largement étudiés. Les travaux récents ont identifié un pili de
type IV, «the haemorrhagic coli pilus » (478), qui est impligué dans l'adhérence et la
formation de biofilm ; certains flagelles et le « E. amimmon pilus » pourraient également

étre impliqués dans 'adhésion aux cellules hétes (123, 378).
b) L’intimine

L'intimine est une protéine d’adhésion de la membrane externe associée aux lésions
d’attachement-effacement, qui est codée par le géne chromosoesgqué.’analyse de la

partie variable C-terminale que code le geaedéfinit au moins 29 types distincts d'intimine
(01,02, B1,p2,B3,v1,01,«, o, €l,€2,€3,¢e4, €5, (1, (3,11,12,11-A, 1-B,11-C,12, A, y, v, o,

T, p, 0) (45, 152, 315). Comme avec les EPEC, l'attachenenisouches EHEC aux cellules
hotes se produit par interaction entre l'intimine et le TIR (Figure 2.2). L'attachement peut
eégalement étre augmenté par linteraction de lintimine avec la nucleoline, un récepteur a
I'intimine localisé a la surface des cellules hétes dont l'expression est augmentée par Stx2
(385). L'expression de la nucleoline augmente avec la libération de la toxine Stx favorisant

I'attachement des souches EHEC sur la cellule héte (99).
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c) Le mécanisme d’attachement et d’effacement

Ce mécanisme, qui a lieu en 2 temps, l'attachement aux entérocytes puis I'effacement des
microvillosités, repose sur des modifications du cytosquelette des entérocytes qui consistent
essentiellement en une accumulation de microfilaments d’actine, constitutifs des
microvillosités (199), microfilaments, plus ou moins dépolymérisée dans la zone apicale du
cytoplasme cellulaire en contact étroit avec la bactérie. Cette accumulation de microfilaments
d’actine est induite par la phosphorylation d’'une protéine cellulaire Hp 90 et sa localisation
est déterminée par la fixation d’'une protéine bactérienne de 97 kDa (intimine) sur un
récepteur cellulaire. L’attachement entre la cellule et la bactérie est alors tres fort. Peu de

temps apres, il est observé une disparition des microvillosités : c’est I'effacement.

d) Mécanisme de formation du piédestal :

Le mécanisme de formation du piédestal par les EHEC est Iégerement différent de celui des
EPEC. Bien que les piédestaux eux-mémes soient fortement semblables, la subversion de
I'actine du cytosquelette de la cellule héte est due a une protéine homologue d'EspF appelée
« Tir cytoskeleton-coupling protein » (TccP ; également connu comme ESHFE 151), lié a

TIR par une protéine, « insulin receptor tyrosine kinase substrate » (IRTKS ; également connu
comme BAIAP2L1) (461, 468). TccP interagit avec N-WASP pour activer efficacement le
complexe ARP2/3 qui intervient dans I'assemblage de l'actine. Il est important de noter que
les mécanismes décrits ci-dessus pour la formation de piédestal chez les EPEC et EHEC sont
classiques des souches prototypiques ; par contre les souches de la lignée 2 des EPEC et les
souches non-O157 EHEC emploient une combinaison des mécanismes Nck-dépendants et
Nck-indépendants (140).

1.2.6.2. Manifestations cliniques des infections a EHEC

L’infection par une souche EHEC chez 'homme peut revétir plusieurs aspects allant du
portage asymptomatique a l'infection mortelle. La manifestation clinique la plus fréquente est
la colite hémorragique, évoluant parfois, en particulier chez I'enfant et le sujet ageé, vers un
syndrome hémolytique et urémique (SHU) ou un purpura thrombotique thrombocytopénique
(PTT) (57, 337).
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11.2.6.2.1. La colite hémorragique

Au-dela d'une diarrhée banale, Elle constitue la forme la plus fréquente des affections
humaines dues aux EHEC (57). Elle survient généralement aprés une période d’incubation
variant de 3 & 7 jours (438). Les cas de diarrhée hémorragique sont associés a des douleurs
abdominales particulierement séveres qui précédent le plus souvent de quelques jours la
survenue de la diarrhée elle méme dont le caractere hémorragique n’est pas strictement
obligatoire. Ces entérocolites hémorragiques nécessitent le plus souvent une hospitalisation en
raison de la sévérité des douleurs abdominales et de la grande quantité de sang émise dans les
selles. Les formes non hémorragiques de gravité moindre ne sont classiquement pas dépistées.
Il n’existe pas de traitement spécifique en dehors de la suppression des apports alimentaires et
de la mise en route d’'une nutrition parentérale jusqu’a I'évolution positive de I'état de santé

du patient. A noter que I'utilisation d’antibiotiques reste a ce jour controversée.

Il peut survenir a la suite de cette infection, dans 5 a 10 % des cas, un syndrome hémolytique

et urémique ou SHU qui constitue la deuxieme grande manifestation due aux EHEC.

11.2.6.2.2. Le syndrome hémolytique et urémique (SHU)

Bien que longtemps considéré comme idiopathique, le SHU est actuellement reconnu comme
« une complication d’entérocolite liee aux EHEC chez I'enfant de moins de cing ans et chez
les individus agés ». Deux types de SHU ont été décrits. Le SHU dit typique apparait
classiqguement aprés un épisode de diarrhée aigué prodromique, souvent sanglante. Les
symptomes associés au SHU débutent brutalement. Le SHU typique survient surtout en été,
guelque fois par épidémies. Le tableau clinique est caractéristigue et ne pose généralement
pas de probleme de diagnostic. Le SHU atypique, quant a lui, survient sans prodrome
diarrhéique et sans prédominance saisonniére. Il apparait aprés des symptdomes respiratoires,
de la fievre ou des vomissements et son diagnostic n’est pas aussi aisé que pour la forme

typique (12). Il n’est pas associé a une infection par une souche EHEC.

La manifestation clinique consiste en une atteinte rénale avec oligurie ou méme anurie
accompagnée d'une anémie hémolytiqgue micro angiopathique et d’'une thrombopénie. La
gravité de l'affection entraine presque toujours une hospitalisation et une dialyse dans un cas

sur deux.
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Une atteinte d’autres organes (pancréas, foie et systeme nerveux central) est également
possible (277). L’atteinte du systéme nerveux central est d’'ailleurs actuellement la principale
cause du déces, comme le montre une enquéte Francaise dans laquelle 4 parmi 286 enfants
atteints de SHU entre 1993 et 1996 sont décédés suite a une atteinte du systeme nerveux
central (105).

11.2.6.2.3. Purpura thrombotique thrombocytopénique (PTT)

Le PTT est une entité clinique décrite pour la premiere fois par Moschcowitz en 1925 (59).
Cette affection touche essentiellement l'adulte et se caractérise par des symptomes
comparables au SHU avec des lésions rénales de moindre importance, une anémie
hémolytique micro-angiopathique, une thrombocytopénie, une fiévre, une atteinte
neurologique prédominante mais des signes neurologiques beaucoup plus prononcés avec des
tremblements généralisés, des myoclonies ou des troubles du comportement. La découverte
du lien entre l'infection par une souche EHEC et I'apparition de ce syndrome est relativement
récente (244) et il semble que les EHEC ne soient pas la cause la plus fréquente des PTT
(366).

La durée du PTT est habituellement de quelques jours a quelgues semaines, mais il peut
parfois se prolonger pendant des mois. Quand la maladie progresse, elle peut toucher le
systeme nerveux central et les reins, et leur atteinte est, dans la plupart des cas, la cause
principale de la mort. Des signes neurologiques sont observés dans 90 % des cas d'évolution

fatale.

11.2.6.3. Sources et mode de transmissiondes des EHEC.

Ces vingt derniéres années, les connaissances sur la complexité de I'épidémiologie et de
I'écologie des EHEC ont évolué. Les infections a EHEC peuvent étre sporadiques, se
manifester en nombre réduit ou en une grande épidémie. Les études d’épidémiologie
analytique et les investigations d’épidémies ont permis d’améliorer les connaissances sur les
modes de transmission et les sources d’infections a EHEC. Ainsi, il parait évidéntanlie
0157:H7, et plus généralement les STEC, peuvent se transmettre par voie féco-orale et que la
contamination se produit fréquemment par lingestion d’aliment ou d'eau souillée, par
lecontact direct avec les animaux, les humains porteurs, ou des objets contaminés, ou plus
rarement par inhalation (100, 163, 433, 4%1gyre 2.3).
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Figure 2.4. Mode de transmission des EHEC a partir du réservoir animal

La principale voie de transmission est indirecte parconsommation d’aliments d’origine animale ou
végétale et d'eau de boisson contaminés par un environnement souillé le plus souvent par les matieres
fécales d’animaux infectés. Aux Etats-Unis, les études épidémiologiques montrent que, quand la source de
contamination peut étre identifiée, la consommation d’aliments contaminés, la transmission de personne a
personne, I'ingestion d’eau contaminée et le contact avec les animaux (notamment les bovins) représentent
respectivement 66 %, 20 %, 12 % et 2 % des modes de contamination.
(http://www.dangersalimentaires.com/2011/06/steaksvbstlidI-ecoli-enfants-contamings/

11.2.6.3.1. Produits d’origine animale

De nombreux véhicules alimentaires de STEC on été mis en cause au cours des différentes
épidémies rapportées. Les plus fréquents sont d’origine bovine : viande de boeuf hachée ou
préparation a base de viande de boeuf, r6ti de boeuf. Les carcasses sont contaminées a
I'abattoir lors de I'habillage, la manipulation par le personnel. Des regles d’hygiéne doivent
étre appliguées de maniére stricte a I'abattoir pour éviter la contamination des cakasses.
coli O157:H7 a aussi été isolée a partir de viande de porc, de mouton, de dinde, de caribou.
Certains produits laitiers ont aussi été incriminés dans la transmission de STEC : lait cru,
beurre, yaourts, fromages frais ou a base de lait non pasteurisé... Une mauvaise hygiéne de

traite peut expliquer la contamination du lait.

11.2.6.3.2. Produits d’origine non animale
D’autres sources non animales ont été identifiees comme étant a 'origine de cas d’infection a
STEC chez I'homme tel que le cidre et les jus de fruits (jus de pomme non pasteurisé), ainsi
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gue les légumes consommeés crus ou peu cuits: laitue, jeunes pousses (radis) et graines

germées (luzerne, fenugrec, ...).

L’application d’engrais et de fumier sur les productions végétales est souvent a I'origine de la
contamination. Le respect de régles d’hygiéne simples est primordial dans la lutte contre ces

infections. D’autres sources non alimentaires peuvent également étre incriminées.
11.2.6.3.3. Absorption d’eau contaminée

La contamination des réseaux de distribution d'eau potable a été évoquée lors de plusieurs
investigations d’épidémie ou de cas isolés. Suite a une épidémie de diarrhée hémorragique a
E. coli O157 survenue au Swaziland en 1982, Effler et ses collaborateurs (121), se sont
penchés sur les facteurs de risque et les circonstances d’apparition de I'épidémie. Il apparait,
dans cette étude rétrospective, que le pic de cas de diarrhée hémorragique est survenu
concomitamment a une période de fortes pluies. Ces pluies faisaient suite a une sécheresse
prolongée pendant laquelle les zones de patures des troupeaux de bovins pd&ttetob d’
s’étaient rapprochées des points d’eau. Ainsi, La sécheresse, le portage dnirnali dt la
contamination de la ressource en eau par des féces de bovins aprés de fortes pluies ont selon

toute vraisemblance provoqué I'épidémie.

Licenceet al. (270) rapportent une épidémieEa coli O157:H7 ou la méme souche a été
isolée chez les personnes infectées, dans I'eau d’'une source privée et chez des d’animaux
présents a proximité da la source. Etant donné la faible dose infectiedseaieO0157:H7,

le risque lié a la consommation d’'une eau de source privée qui ne répond gu'aux normes
concernant les germes d’indication de contamination fécale peut étre significatif. La présence
de E. coli 0157:H7 peut étre sous-estimée si des tests spécifiques ne sont pas pratiqués.

En effet, rappelons ici g&. coliO157:H7 ne cultive pas a 44°C et n’est donc pas dénombré
avec les coliformes. Vernozy-Rozared al. (458) rappellent que la premiere épidémie
rapportée dé&. coli O157:H7 impliquant deux cas humains était certainement liée a I'eau. La
consommation d’eau de puits, d’eau de sources privées et d’eau de distribution non traitées a
été a l'origine de cas isolés et d’épidémies. L'ingestion accidentelle d’eau lors de baignade ou
dans une piscine a aussi été mise en cause. La contamination par des matieres fécales bovines,

humaines ou des boues de stations d’épuration est toujours en cause.
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[1.2.6.3.4. Contact avec des animaux de ferme et leur environnement

Le contact direct avec des animaux de ferme ou avec leurs déjections peut étre a 'origine de
cas isolés, sporadiques ou d’épidémies. En Suéde, en 1997, une exploitation laitiere a été
impliquée dans un cas d'infection & STEC. La méme souche a été isolée sur un échantillon
fécal de la personne malade et des bovins. La visite occasionnelle de fermes a été associée a
de nombreux cas d’infections sporadiques a O157 en Angleterre (335). Le risque est notable
chez les personnes qui sont en contact non régulier avec une ferme ou son environnement, que

ce soit pour une visite occasionnelle, des vacances, des visites professionnelles.
11.2.6.3.5.  Transmission inter-humaine

Ce mode de transmission peut intervenir en milieu familial ou en collectivités (créches,
maisons de retraite ou institutions médico-sociales), par contact avec des personnes malades.
Les individus infectés sont fortement contagieux et peuvent étre considérés comme un risque
pour la santé publique (7). Lors d’épidémie, environ 20% des cas d’infectiestharichia

coli O157:H7 diagnostiqués sont le résultat de la transmission secondaire ; les taux d'une telle
transmission sont particulierement élevées dans les épidémies qui affectent des enfants avec un

age médian de moins de 6 ans (414).

La dose infectante d EHEC O157 chez 'hnomme a été estimée de 4 a 24 bactéries, ce qui est

similaire a Shigella sp.(426).

11.2.6.4. Réservoir animal

Les ruminants ont été identifiés comme le principal réservoir des STEC O157:H7 et non-
0157. Des souches STEC ont été isolées chez les bovins, les moutons, les chévres, et
occasionnellement chez d'autres animaux domestiques et sauvages, cependant, il semble que
la présence des STEC chez ces animaux soit transitoire, acquis par la nourriture ou l'eau
souillée par les feces des ruminants. Dans tous les cas, ces animaux peuvent étre des vecteurs

de l'infection pour les humains.

11.2.6.4.1. Les ruminants domestiques

Le principal réservoir animal est représenté parlmsinants domestiques particulierement

les bovins (172) et, a un moindre degré, les moutons et probablement les chévres (250). Les
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bovins sont la principale source des infections humaines (viande de bceuf hachée, produits
laitiers, contamination fécale des végétaux et de I'eau) par les souches STEC O157 ou non-
0157. Ces souches STEC ne sont pas pathogénes chez les ruminants, exceptés quand les
infections se produisent chez de jeunes animaux avant le sevrage pouvant entrainer des cas de

diarrhée néonatale (42, 172).

Une étude portant sur la prévalence des STEC O157 et non-O157 dans des cheptels bovins a
montré que la prévalence de STEC O157 était de 0.3-19.7% dans les parcs d'engraissement et
de 0.7-27.3% sur le paturage, tandis que la prévalence de non-O157 était 4.6-55.9% et 4.7-
44.8%, respectivement (194). Une autre étude évaluant la prévalence des STEC dans les feces
des bovins laitiers a également montré des éventails de taux de prévalence qui sont de 0.2-
48.8% pour 0157 et de 0.4-74% pour les non-O157 (195). Les données sur la prévalence des
STEC 0157 et non-O157 varient considérablement en fonction des cheptels laitiers (0.4-74%)
et des bovins a viande (2.1-70.1%) suivant différents pays (317). Environ plus de 435
sérotypes de STEC ont été retrouvés chez les bovins. Sur les 470 sérotypes rapportés chez les

humains (34, 36, 43), la plupart provenait du bétail et plus particulierement des bovins.

En Amérique du Nord, les bovins restent le principal réservoir de STEC. Par contre dans les
pays tels que I'Australie, les moutons sont le réservoir principal de STEC.

Une étude réalisée en Allemagne montre une corrélation positive entre les infections
provoquees par différents sérotypes de STEC et la densité des bovins par secteur. Ainsi, a
partir des données issues de plus de 3000 cas d'infections a STEC, les analyses ont montré
que le risque pour la survenue de linfection augmente de 68% par 100 bovins
additionnels/krh (144).

11.2.6.4.2. Les non ruminants

Un portage de STEC ou de souches 0157 a été ohdmerdes porcs, les chiens, les chats,

les chevaux et les oiseaux. Les porcs sont connus comme étant des réservoirs de STEC et
peuvent étre colonisés par des souches coli O157. Des porcs inoculés sont capables
d’héberger les souché&s coli 0157 pour une durée allant jusqu'a 2 mois (54). Cependant,
EHEC O157:H7 est rarement trouvé chez ces animaux. Une enquéte de deux ans menée dans
plusieurs fermes aux Etats-Unis n'a rapporté aucun isolat (382). Aucune souche O157:H7 n'a

éte détectée parmi 106 souches de E.@bH7 isolées de porcs sains (133).
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En France, 48 souches STEC isolées de porcs étaient non O1&FxH@aé et stx2 (56).

En Italie sur 5 souches de coli O157 isolées chez les porcs 4 étagret eaenégatives

(56). En Suede, la prévalence Eecoli O157:H7 dans cing abattoirs porcins était inférieur a
0,01% (2/2446) (124). Contrairement aux résultats précédents, une étude menée aux Etats-
Unis sur quatre fermes de porcs montre la présence. amli O157:H7 dans 8,9% des
ecouvillons rectaux (109), mais l'étude n'a indiqué aucune morbidité, et les bactéries
pourraient étre non virulentes. Une forte présenck.dmli O157 a été notée dans les féces

de porc en Afriqgue du Sud (26,3%, 20/76), mais aucun des 20 isolatstétat seuls les

5/20 étaienkea€ (21).E. coli 0157:H7 typique a été trouvé dans 1.5% des échantillons de
porc au Canada (113), 1% de carcasses de porcs en Nouvelle Zélande (473), et dans 1/50
d’échantillons de viande de porcs en Grece (112). En ltaly, pour une premiere fois, une
épidémie d'EHEC 0157 a été identifiée a la suite d’'une consommation de viande et du salami
de porc en ltalie (94). Contrairement au bétail, les porcs peuvent étre une source peu probable
d'infection humaine, ceci peut étre di a leur sensibilité aux souches d’EHEC virulent, dont le
traitement ou la mise en quarantaine des animaux morbides, limiterait la transmission du

microbe pathogene.

Par ailleurs, une étude montre la présenci.dmli 0157 sorbitol-négative dans 1 sur 90 des
echantillons de chevaux et dans 2 sur 65 échantillons de chiens (181). Dans des circonstances
facilitant la transmission d’EHEC (promiscuité et mouvements intenses) les bactéries peuvent

étre hébergées par les porteurs non habituels.

La souche EHEC O157:H7 est rare chez les poulets, mais fréquemment isolé chez les dindes.
Au Royaume-Uni, chez des poulets (n=1000) audureoli O157 n'a été isolé (83) de méme

gu’en Hollande (n=501, pool d'échantillons fécaux), cependant 1/6 des isoatsaleO157

des dindes (n=459) étaient virulents (190). Schoeni et Doyle montre que des poulets inoculés
avecE. coli 0157:H7 peuvent étre colonisés et devenir des excréteurs pour une durée allant

jusqu'a 11 mois (406), indiquant que la faible possibilité de transmission, plutdét que

I'incompatibilité avec la cellule hote, crée une barriere a l'infection.

11.2.6.4.3. Animaux sauvages

La faune sauvage ne constitue pas une source saié d'EHEC 0O157; en revanche,

I'isolement sporadique des bactéries chez ces animaux reflete probablement la transmission
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environnementale via des réservoirs d’humain et animaux. Les EHEC O157 ont été trouvés
dans la faune autre que les cerfs (381). une analyse de feces d'un grand nombre de ruminants
et d'oiseaux sauvages (n= 2228 ) a montré la présence de 5 isdiateai€D157:H7 dans

0.8% d'échantillons provenant des cerfs et un isoldE.deoli 0157 : H7 dans 0.3% des féces
d'oiseau poolés (381). En Espagne, des souches EHEC O157:H7 ont été retrouvées dans
1.5% (3/206) des cerfs rouges (elaphus de Cervus) (150). Au Missouri une contamination
humaine a O157:H7 via de la saucisse de cerfs fermentée a été identifiée (8). Une prévalence
de 3.3% (7/212) de souches EHEC O157:H7 a été trouvé chez les sangliers en Espagne (398).

1.2.6.5. Présence des souches EHEC dans I’environnement
La matiere fécale est la principale source de contamination de I'environnement et I'apport
régulier de STEC par le biais des feces explique la persistance de ces pathogenes dans
'environnement. Les hommes et les animaux peuvent ensuite se recontaminer via le sol, les

cultures, les eaux et les sédiments.

Ce risque potentiel nécessite de prendre en compte le comportement des STEC dans
'environnement. En effet, étant donné la faible dose infectieuse, toute survie ou toute
croissance dans I'environnement peut avoir des conséguences majeures en termes de santé

publique.
[1.2.6.5.1. Dans les feces

Le temps de survie des STEC dans les féces varie en fonction du niveau de contamination
initial, de la température de stockage, de l'activité en eau (Aw). Fukustimlg145) ont

étudié la survie de STEC dans des féces de bovins artificiellement contaminés stockés a
différentes températures. LEs coliont été retrouvés pendant 126 jours dans les échantillons
apres stockage a +15°C. La survie est plus longue pour des stockages a 5°C et 15°C qu'a
25°C.

11.2.6.5.2. Dans les fumiers et les lisiers

Les fumiers et les lisiers sont largement valorisés par épandage, ce qui est un bon moyen de
recycler l'azote et le phosphore. Cependant, ces matieres peuvent contenir des STEC. Ainsi,
plusieurs cas d’infection ont été rapportés suite a I'ingestion de légumes fertilisés avec du

fumier de bovin ou a des sources d’eau proches de champs fraichement épandus.
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Il semble que le fumier de bovins constitue un milieu favorable a la survie de ces organismes.
D’aprés Bolton (50), le&. coli0157:H7 y résistent pendant plus de 20 jours a des pH < 4.

Leur survie est de plusieurs mois dans le fumier et sur des prairies contaminées par du fumier.

Dans les conditions naturelles, I'élévation de température suite a la dégradation aérobie de la
matiere organique par les microorganismes joue un réle important dans l'inactivation des
bactéries pathogenes. L'intérét du compostage est donc évident. Quand une température de
45°C est atteinte, les bactéries ne sont plus isolées dans le compost au bout de 3 a 4 mois
(283).

Kudvaet al. (247) montrent que leB. coli O157:H7 survivent plus d’'un an dans du fumier
d’ovins. Des actions menées au niveau de I'élevage et des pratiques d’utilisation du fumier en
valorisation agricole peuvent permettre de réduire I'exposition des personnes au risque
présenté par le. coli0157:H7. De méme, I'application de regles d’hygiene strictes dans la
production de légumes consommeés crus et 'utilisation d’engrais animaux est nécessaire pour

réduire la contamination des légumes.
[1.2.6.5.3. Sur ou dans le sol

Plusieurs facteurs entrent en jeu dans la survie et la multiplicatiBna#i O157:H7 dans le

sol. C’est le cas de la température, de l'activité en eau, de la flore de compétition... Plusieurs
études ont été menées sur la capacité de sunke cdi O157:H7 sur le sol. Dans I'étude de
Bolton (50), des féces de bovins contaminés (108 ufc/g) ont été déposés a la surface d’un pré.
Le nombre deE. coliO157:H7 a diminué de 4 a 5 RD au bout de 50 jours mais les bactéries
étaient encore détectables dans le sol aprés 99 jours. La persisthaoli®©157:H7 dans

le sol et dans les féces est un facteur important dans I'infection ou la ré-infection des bovins.
Jianget al. (208) ont montré que des souchek.doli O157 pouvaient survivre pendant des
durées de 77, 226 et 231 jours dans des échantillons de sol auxquels a été rajouté du fumier
contaminé, stockés a 5, 15 et 21°C. Les facteurs contribuant a cette survie sont le ratio
sol/fumier, la température du sol et la présence d’autres organismes. Dans leur étude, Natvig
et al. (327)isolentE. coli 0157 dans des sols 21 semaines apres application de fumier soit,
apres la récolte des légumes. lls recommandent de fertiliser les sols avec du fumier par temps

frais en début de printemps.
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La survie et la multiplication d'EHEC O157 dans un protozoaire du/Asmnthamoeba

polyphaga) semble étre un réservoir environnemental potentiel pour la transmission (25).
[1.2.6.5.4. Les eaux usées

Des souches STEC potentiellement pathogénes pourraient également étre présentes dans les
eaux usées des élevages ou des agglomérations urbaines. Une étude francaise portant sur des
eaux useées urbaines naturellement contaminées a réveélé la présence de soHcluedi de
0157:H7 potentiellement pathogénes (458). Bien que les eaux usées urbaines ayant subi des
traitements soient significativement moins contaminées (458), certaines soudiBesdlie

0157 semblent pourvoir survivre a certains traitements comme I'exposition aux rayons ultra-
violets (418), la dessiccation (22), ou la chloration (273). Une étude réalisée sur 12 abattoirs
en France montre sur une collection de 5.B0toli, 25% des échantillons étaiestipositifs

et eaepositifs ; ils ont été trouvés dans 13% et 3% des échantillons d’effluents traités et des
boues respectivement ; et aucune souche SOER7:H7 n'a été détectée parmi ces isolats
(279). Ce pendant, dans cette méme étude, des échantillons enrichis et analysés par IMS ont
permis de détecter 3. coli 0157 dont 2 STEC O157:H7 potentiellement pathogenes a
’homme. Par ailleurs, une étude montre que la probabilité de présefcecdeO157:H7

des eaux usées des installations laitieres était trés basse apres traitement (101).

[1.2.7. Les « Shiga-toxin producing enteroaggregative E. coli » (STEAEC)

Les STEAEC sont deBscherichia coliproducteur de shigatoxine qui ont des facteurs de
virulence caractéristiques des STEC et des EAEC. Ce pathovar appartenant au sérotype 0104
H4, au groupe phylogénétique B1 et a la séquence type ST678, a été identifié récemment lors
de I'épidémie d’infections a EHEC en 2011 en Allemagne et en France (318). La souche
épidémique avait la particularité d’avoir plusieurs facteurs de virulence et d'étre résistante a
un large éventail d'antibiotiques. De tres rares rapports font état du sérotype O104:H4 chez les
humains. Ce sérotype n'a jamais été détecté chez des animaux ou dans des aliments. Plusieurs
groupes de recherche ont obtenu la séquence complete du génome a partir des isolats de la
souche épidémique allemande ainsi que les séquences du génome du sérotype O104:H4
souches EAEC d'Afriqgue. Ces résultats suggerent que le transfert génétique horizontal a

permis I'émergence de la souche STEAEC 0104:H4.
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Tableau 2.1. Epidémies & EHEC survenues depuis 2006 et publiées dans la littérature internationale
(adapté de (6))

Sérogroupe/sérotype

Pays (année)

Nombre

Mode de transmission

de cas

Référence

0104:H4 stx2 France (2011) Alimentaire (graines germées de fenugrec) (153)
0104:H4 stx2 Allemagne Alimentaire (graines germées de fenugreg) 381 (138)
(2011)
0145:H28stx1 eae Norvege (2009) Personne a personne (créche) 1 (46R)
0157 Angleterre (2009)| Contact avec des animaux de ferme (fefme 36 (6)
pédagogique)
0157: H- stx1 stx2 eae Pays-Bas (2008- | Alimentaire (viande de boeuf crue) 20 (6)
2009)
0157 Etats-Unis (2008)| Alimentaire (viande de boeuf) 99 (80)
o111 Etats-Unis (2008)| Alimentaire (aliment non précisé) 341 (68)
0157:H- Etats-Unis (2008)| Alimentaire (lait cru) 14 (166)
0157:H- Etats-Unis (2007)| Contact avec des animaux de ferme (fefme 7 (6)
pédagogique)
0157:H- stx1 stx2 eae Pays-Bas ; Alimentaire (salade verte) 50 (6)
Islande (2007)
026:H11stx1 stx2 eae Danemark (2007)| Alimentaire (saucisse de viande bovine 20 (6)
biologique)
026 stx2 eae / 0145tx1 Belgique (2007) Alimentaire (glace au lait pasteurisé) 12 (6)
eae
0157stx1 stx2 Angleterre (2007)| Alimentaire (sandwich au poulet et herbes) 1 (6
O157:H7 stx2 Etats-Unis (2006)| Alimentaire (salade verte) 77 (416)
0157:H7 stx1 stx2 Japon (2006) Contact avec des animaux de ferme (fefme 4 (6)
laitiere)
0157:H7 stx2 Etats-Unis (2006)| Alimentaire (épinards) 205 (6)
0103stx1 Japon (2006) Personne a personne (creche) 8 (6)
0103:H25stx2 Norvege (2006) Alimentaire (saucisse de viande ovine) 17 (6
026:H11stx1 Japon (2006) Personne a personne (creche) 6 (6)

I1.3.

Les souches EXPEC se caractérisent par leur pouvoir de coloniser d’autres systemes en dehors

Les E. coli pathogeénes extraintestinaux (ExPEC)

du systéme gastiiotestinal (388) et elles représentent un risquéaiea plus élevé que celui

desE. coli pathogénes intestinales. Ce groupe comprenét.leoli uropathogenes (UPEC)

responsables d’infections urinaires (cystites, pyélonéphrites)E.lesoli associées a des

méningites et des septicémies (neonatal meningitisoli ou NMEC) ainsi que le pathovar

aviaire «Avian Pathogenic E. cok (APEC).
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Les UPEC sont les bactéries les plus impliquées dans les infections du tractus urinaire (ITU)
(70% des cas). Les infections urinaires sont tres fréquentes, environ 150 millions de cas par an
dans le monde (422) dont prés de 2 millions en France, représentant ainsi une préoccupation
de Sante Publique (446).

A c6té des UPEC, les NMEC sont la premiere cause de meéningites (465). Le processus
infectieux se fait en plusieurs étapes, de la colonisation et I'invasion des muqueuses jusqu'a la
traversée de la barriere hémato-meéningée. Les NMEC sont protégées du systéme immunitaire
de I'hdte par une capsule de type K1. L'invasion des macrophages conduit & une niche de
réplication pour les bactéries qui pourront par la suite traverser la barriere hémato-méningée

afin d’atteindre le systeme nerveux central.

Ainsi, le pouvoir pathogene des EXPEC est caractérisé par de nombreux facteurs de virulence
principalement codés par des genes se trouvant dans des « pathogenicity islands » (PAIs). Ces
facteurs de virulence codent des systémes de captation du fer, des adhésines, les antigénes de

capsules et des toxines (Figure 2.5)

Figure 2.5. Principaux facteurs de virulence impliqués dans le développement des processus infectieux
chez les EXPEC
D’aprés (205)

I1.3.1.Les facteurs de virulence des ExPEC

Les EXPEC s’opposent aux bactéries pathogénes intestinales par la possession de facteurs de

virulence qui leur sont propres (210). Les EXPEC sont distribués principalement dans le
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groupe phylogénétique B2, et dans une moindre mesure dans le groupe D. La virulence des
souches EXPEC est un processus basé sur de multiples facteurs génétiques, c'est la
combinaison de plusieurs de ces facteurs de virulence qui confere le niveau de virulence a
chaque souche. La définition des facteurs de virulence et la compréhension des mécanismes
impliqués dans le pouvoir pathogene des EXPEC sont des préalables indispensables pour
'évaluation du risque pour la santé publique liés a l'existence de ces pathogenes, en

particulier dans I'environnement.

1.3.1.1. Les facteurs de colonisation des muqueuses

La premiére étape des infections par les EXPEC est la colonisation des surfaces de I'héte,
c’est-a-dire les muqueuses et la peau. L'adhésion de ces bactéries aux muqueuses est médiée
par des structures présentes a la surface de la cellule bactérienne, appelées adhésines, qui
interagissent avec des composants présents a la surface de la cellule eucaryote ou a hauteur de
la matrice extra-cellulaire, appelés récepteurs. Aujourd’hui des dizaines d’adhésines
bactériennes sont connues (291).

1.3.1.1.1. Les fimbriae de type 1

Lesfimbriaede type 1 sont constituées d’environ 100 sous unités protéiques (238). Elles sont
codées par un cluster de 9 génes ; FimA est la sous unité principale alors que FimH est située
a la partie terminaléFigure 2.6). Il a été démontré que I'adhésine FimH (codée par le gene
fimH) présente a la partie terminale de la fimbriae est responsable de la spécificité pour les

récepteurs de type mannose portés par les cellules hotes (246).

Les preuves de son implication dans I'étape d’adhésion lors d’'une ITU sont nombreuses. Tout
d’abord, il a été démontré lors d’'une manipulatiowvitro que la capacité &. coliisolées a

partir de patients atteints d’'ITU a adhérer a des cellules épithéliales humaine du tractus
urinaire était due a la présence de pili de type 1 (120). Dans un modele imuiuo,
I'injection d’'un vaccin anti-FimH empéchait a 99% la colonisation de la vessie p&t deb

; preuve de I'implication démH dans I'étape d’adhésion (259). Enfin plus récemment, deux
études brésiliennes ont mis en évidence respectivement que 95% et 97,5% des sBuches d’
coli isolées de patients septicémiques et atteints de cystite détenaient fen&(E3, 444).
Cependant il est estimé que 50 a 70% Eewli sont porteuses du cluster de génes pour la
production du pili de type 1 et qu’elles serviraient également a I'adhésion au mucus intestinal

43



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

(238). Il semblerait que les fimbriae de type 1 soient indispensables au processus d’adhérence
lors des ITU mais compte tenu du fait que de nombreuses bactéries commensales le portent

fimH ne constitue pas un margueur spécifiqgue des souches uropathogénes.

1.3.1.1.2. Les fimbriae de type P

Les Pfimbriae sont morphologiqguement trés proches filmbriae de type 1 (193). Elles sont
codées par I'opéropap et ce sont des hétéropolymeres composés notamment d'une sous
unité principale papA (codée ppapA dont il existe de nombreux variar(tsigure 2.6). En
revanchepapG code pour la sous unité placée en extrémité du pili et impliquée dans la
reconnaissance spécifique des récepteurs de type galabiose de I'hdte (272). Il existe des
preuves de I'implication dpap dans le développement d’'ITU. Une étude a mis en évidence
gue 80% des souches responsables de pyélonéphrites expripapén{442). Dans cette

méme étude, il a été démontré que fiesbriae P permettaient d’échapper a l'action des
neutrophiles mobilisés lors des infections et que cette action était due a papG (442). Enfin, il
existe trois alléles (variants) pour le g@aGet il a été démontré que I'allele 11l prédomine

chez les patients atteints de cystite (il s’agit du variant qui a le plus d'affinité pour les
récepteurs portés par les cellules de la vessie) alors que I'allele Il se retrouve majoritairement
chez ceux atteints de pyélonéphrite (affinité pour les récepteurs portés par les cellules
épithéliales du rein) (128). Dans les deux études brésiliennes citées précédemment 81%
(alleles 11+11l) des souches isolées chez les patients septicémiques et 33% (alléles II+111) des

souches isolées chez les patients atteints de cystite exprimaient le gene papG (13, 444).
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Figure 2.6. Structure des fimbriae de type 1 et des fimbriae de type P
Modifiée de (394) et (162)
1.3.1.1.3. Les fimbriae de types S et F1C

Les Sfimbriae ont été observées parmi des souches responsables de pyélonéphrites et
reconnaissent les récepteurs a acide neuraminique (347). Tout comme les autres types de
fimbriae, elles sont composées de différentes sous unités codées par un cluster si@a.génes
sfaA est la sous unité principale, sfaG et H sont les sous unité mineures et sfaS est la sous
unité distale impliqguée dans la reconnaissance des récepteurs hétes (174). Dans une étude de
prévalence, il a été démontré que 50% de souches uropathogénes humaines et animales
exprimaientsfa (129). Dans I'étude brésilienne, environ 30% des souches isolées de patients
atteints de cystite exprimaient ce méme géne (444). Il est estimé qu’environ 20% des souches
uropathogénes expriment disbriae de type S et que cdisnbriae sont plus associées aux
souches bactériémiques (288). lfesbriae F1C sont de structure analogue dimbriae de
type 1 ; ce sont des polymeéres d’enviromlge long (237). C’est le cluster de gefasqui
code pour ces dernieres. Six géenes différents codent pour sa formation ; focA est la sous-unité
principale focC et D sont impliquées dans le transport et focG est la sous-unité distale
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impliquée dans la reconnaissance des récepteurs lactosyl-céramide (237, 383). Il est important
de préciser quinc partage un haut degré d’homologie aséxau niveau génétique. Ces deux
clusters de genes sont d’ailleurs souvent associés. Dans la méme étude de prévalence que
citée précédemment, 50% de souches uropathogenes humaines et animales exfwtnaient
(129). Par ailleurs, une étude realisée par Picard (361) a montré que les souches
uropathogenes exprimant les génsfa et foc appartiennent strictement au groupe

phylogénétique B2.

1.3.1.1.4. Les adhésines afimbriales et Dr

Les adhésines afimbriales AFAI pesent 16 kDa et sont codées par un cluster de 5 génes afa (A
a E) (253). De plus il existe au moins quatre autres opéfarisa 4 codant pour AFA1a 4 ;

AFA 1 et 3 appartenant a la famille des adhésinesfardr). Nowicki (332) avait proposé 13
adhésines de la famille des adhésines afa/Dr dont les adhésines trouvées chez les humains :
AfaE-Il, Afak-ll, Afak-lll, AfaE-V, Dr, Dr-1l, F1845, Nfa-lI, AAF-I, AAF-Il, et AAF-III,

celles trouvées chez les bovins : AfaE-VIl et les adhésines retrouvées aussi bien chez les

humains que chez les animaux : AfaE-VIII.

Un opéron de cing genedr@A a E) code pour les adhésines Dr et draE est impliqué dans la
reconnaissance des récepteurs DAF (Decay accelerating factor) qui sont des glycoprotéines
membranaires dont le rble est de réguler la cascade du complément (236). Dans I'étude
d’Ewers 6% des souches uropathogenes exprimaient ce gene ce qui est peu par rapport aux
autres fimbriae. Cependant, seules 3% des souches responsables de méningite I'exprimaient
(129).

Les adhésines sont principalement codées par des opérons de plusieurs genes et possedent une
structure similaire. Ces opérons se trouvent pour la plupart sur le chromosome bactérien au
niveau d'ilots de pathogénicité qui sont des éléments génétiques mobiles. lls peuvent donc

étre transmis d’'une souche a une autre par transfert horizontal de génes (390).
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Tableau.2.2. Les adhésines des ExPEC

Adhésines genes Récepteurs spécifiques des genes Adhérence cellulaire: modeles d'infections Réferences
in vitro et in vivo
Type 1 fim Mannose oligosaccharides (Mono- and Human bladder epithelium, Chicken tracheal (5, 86, 120, 251,
fimbriae Tri-mannose) and gut explants, colonic and ileal enterocytes 476)
P-blood group antigen-specific
P fimbriae pap glycosphingolipids ¢-D-Galp-(1-4)8- Human kidney, colonic and ileal enterocytep (5, 241, 24B)
D-Galp)
Matrix and Plasma Proteins
Curli csg | (Fibronectin, Laminin, Plasminogen, H- Chicken tracheal and gut explants (5, 251, 341)
Kininogen)

L - . . . Human bladder and kidney epithelium, Brain (5, 347, 392,

S fimbriae sfa Neuraminic acid (Sialyl galactosides) endothelium, colonic and ileal enterocytes 476)
N ) . .. | Buccal epithelium, Collecting ducts and distal (24, 237, 383,
F1C fimbriae foc Lactosylceramide containing glycolipids tubules of human kidney, renal tubulus cells 476)
Dr blood group antigen, Decay Basement membranes of human and canine
Dr fimbriae dra accelerating factor (DAF) k_|dne_ys, Bowmgn S capsule, Bladder (5, 236, 331)
epithelium, colonic and ileal enterocytes

Aflmbr'lal afa DAF Uroepithelial cells (254, 476)
adhesins
Temperature
sensitive tsh Haemoglobin, Fibronectin, Collagen | Chicken erythrocytes (243, 423)
haemagglutinin

Modifié de (18)
11.3.1.2. Survie des EXPEC dans les tissus hotes

Une fois I'étape d’adhésion effectuée, les EXPEC doivent étre capables de survivre dans les
tissus hétes afin d’enclencher l'infection. Pour cela des facteurs de nutrition et de protection

interviennent.

1.3.1.2.1. Les sidérophores, complexes d’acquisition du fer

Les ressources nutritives sont limitées dans la plupart des milieux biologiques et les bactéries
qui s’y développent doivent donc posséder des moyens de les utiliser. L'un des éléments
fondamentaux pour la croissance bactérienne est le fer et pour la croissance, les bactéries

exigent une concentration cytoplasmique en fer de®~WD (16). En conséquence, les

47



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

bactéries pathogénes, y compris EXPEC et plus spécifiquement UPEC, ont développé des
stratégies multiples pour s’approvisionner en fer a partir de la cellule héte. Parmi ces
stratégies, I'expression des systemes d'acquisition de fer qui utilisent des siderdply@es (
lucC, IroN) qui chélatent le fer de I'environnement de la bactérie pour le transporter a
l'intérieure de la bactérie. Les siderophores sont des molécules de faible poids moléculaire
sécrétées par la bactérie et qui ont une affinité élevée aux ions ferriques (Fe+3). Pour effectuer
cette tache, la bactérie synthétise un récepteur spécifigue sur sa membrane externe. Le
complexe sidérophore-fer reconnait spécifiquement ce récepteur dans I'espace périplasmique,
créant un pore permettant le passage du complexe dans le périplasme et la libération des ions
ferriqgues (209). La limitation de la disponibilité de fer est une réaction de défense mise en
place par I'héte contre les bactéries pathogenes. De la méme maniere, les bactéries utilisent
des siderophores pour lier et transporter le fer, les cellules eucaryotes utilisent les protéines de
chélation de fer pour séquestrer le fer et le transporter hors des cellules hotes. La transferrine,
protéine de transport qui est conservée parmi des mammiféres, des oiseaux, des poissons, et

des amphibies, a une affinité forte pour le feg=K10°%) (135).

Cependant, la lipocaline 2 sécrétée par les polynucléaires neutrophiles activés est capable de
se lier aux sidérophores pour les rendre inaccessibles aux bactéries qui les ont sécrétés (472).
C’est ainsi, lorsque des bactéries possédant I'entérobactine comme seul sidérophore sont
injectées dans le péritoine de souris, elles sont rapidement éliminées. En revanche, les souris
dont on a détruit le gene de la lipocaline 2 (souris « knock out ») sont incapables d'éliminer
les bactéries injectées dans leur péritoine. Il a été montré que les UPEC possédent le plus
souvent plusieurs sidérophores leur permettant de contourner la lipocaline. Le géne bactérien
iroA code pour une glucosyltransférase qui peut glycosyler I'entérobactine (alors appelée

salmochéline) qui ne peut plus étre captée par la lipocaline 2 (Figure 2.7)

Le génome de la souche CFT073Klecoli responsable de pyélonéphrite code 14 récepteurs

extra-membranaires fixant le complexe sidérophore-fer, 3 systémes de biosynthése de
siderophore, et un certain nombre de récepteurs putatifs TonB-dépendant qui peuvent
également étre impliqués dans l'acquisition de fer (51). Les genes codant ces derniers sont
fortement régulés chez la souche CFT073 pendant linfection expérimentale de l'appareil

urinaire murin (46).
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Figure 2.7. Mécanisme de compétition pour le fer entre I'entérobactine, la lipocaline 2 et la salmochéline
Lorsque I'entérobactine est liée au fer, elle est séquestrée par la lipocaline et n'est alors plus disponible
pour les bactéries qui I'ont secrétée. En revanche, la forme glycolsylée de I'entérobactine, la salmochéline,
ne peut étre captée par la lipocaline 2 et reste donc un sidérophore efficace pour les bactéries. Adaptée de
(472)

1.3.1.2.2. Les capsules, outil de protection des ExPEC

Certaines bactéries afin d’échapper a la réponse immunitaire sont capables de synthétiser les
polysaccharides capsulaires K1, 2 et 3 (codées respectivemdapisparl ou neuC, Il et Il

De nombreuses études montrent que ce sont de bons marqueurs de l'uropathogénicité. Les
souches EXPEC et tout particulierement les souches « Newborn Mertihgit » ( MNEC

sont fréqguemment encapsulées. Il a été montré que I'expression de la capsule K1 chez les
NMEC permet a ces microbes pathogenes, d’interférer avec I'action du complément et
également des bactériophages, de faciliter I'évasion bactérienne de la phagocytose et par
conséquence d’augmenter la survie bactérienne dans les cellules endothéliales des vaisseaux
du cerveau (10, 233, 364, 407, 455). Malgré la présence forte des antigénes somatiques
spécifiques parmi certains EXPEC comme les UPEC, I'antigene O45 est pareillement exprimé
en pathotypes d'UPEC et de NMEC et fournit un avantage de survie chez les deux types de
souches (39, 129).

Lors des phases de septicémie 82% des souches expkpsiTIl contre 53% pour les
souches issues des patients atteints de cystite (13, 444). Les travaux de Johnson, montrent que
80% des souches ITU exprimeksMTII contre seulement 45% des souches commensales
humaines (222).
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11.3.1.3. Implication des toxines dans la pathogénicité des EXPEC

De nombreuses UPEC ont la propriété de synthétiser des protéines qui une fois captées ou
injectées dans le cytoplasme de la cellule héte entraineront sa mort (apoptose, lyse ou
nécrose). Parmi les mieux étudiées, il y a le facteur cytotoxique nécrosant 1 (cod& par

un facteur de vacuolisatiosdt/va) et 'hnémolysine a (codée par hiyA

11.3.1.3.1. Facteur cytotoxique nécrosant 1 (CNF1)

CNF est une toxine découverte en 1983 par le groupe de Caprioli en Italie (75). Les toxines de
type CNF comprennent une chaine polypeptidique unique d’environ 115 kDa organisée en
trois domaines (265). La région N-terminale de la protéine contient un domaine de liaison aux
récepteurs cellulaires (131, 264). La partie médiane formerait un domaine central constitué
par deux hélices hydrophobes pouvant initier la translocation du domaine enzymatique dans le
cytosol des cellules (352). La partie carboxy-terminale contient le domaine enzymatique qui
porte la triade catalytique Val833, Cys866 et His881 (64, 264, 403). Le domaine carboxy-
terminal de CNF1, véritable composant enzymatique de la toxine, catalyse alors la
désamidation de la glutamine 63 de Rho (ou 61 de Rac et CDC42) en acide glutamique (136).
Les protéines Rho appartiennent a la super-famille des petites protéines GTPasiques Ras,
régulatrices de 'homéostasie cellulaire (175). La glutamine est essentielle a I'hydrolyse du
GTP et sa modification par CNF1 produit donc I'activation permanente des GTPases Rho
(282) (Figure 4.5). Les protéines Rho semblent étre en amont de cascades moléculaires
commandant les remaniements du cytosquelette d’actine nécessaires a la phagocytose, a la

migration et a la différenciation cellulaire (175).

L'activation de Rac et de CDC42 produit la formation de projections membranaires
notamment impliquées dans la phagocytose de typealets que le contrble de I'état de

contraction de I'actine par Rho participe a la phagocytose de type complément (79).

Par ailleurs, CNF1 facilite la survie d'UPEC pendant la réponse inflammatoire aigué par la
modulation de la fonction des polynucléaires et par conséquence la baisse de l'activité
phagocytaire. CNF peut également entrainer la mort des cellules uroépithelialales humaines
par apoptose. Trois variants de CNF1 ont été caractérisés : CNF2 et CNFB. atwdy
CNFY chez Yersinia pseudotuberculosi¢103, 342). Les genexnfl et cnfy sont
chromosomiques, alors quaf2 est plasmidique (plasmide Vir) (46, 223, 276). L'essentiel
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des études a porté sur le gasdl. CNF1 active la protéine de transport p21 Rho-GTP,
induisant une réorganisation profonde de I'actine au niveau du cytosquelette de la cellule hote
(95). Comme son nom l'indique, I'injection intradermique de la toxine, partiellement purifiée,
induit une nécrose des tissus, elle fait a ce titre partie de la famille des toxines
dermonécrotiques. Les souchesHlecoli cnfl+ (« Necrotoxi€&. colil » ou NTEC-1) sont

issues de I'homme et de nombreuses especes de mammiferes domestiques. Ces souches
NTEC-1 appartiennent majoritairement au phylogroupe B2 (52, 222). Les socrdi2es
(NTEC-2) ont été isolées le plus souvent d’animaux (103, 225, 453). Récemment décrit,
CNF3 n’a été mise en évidence que dans des souches d’origine animale (115). La présence du
gene codant pour le CNF1 a pu étre détectée chez environ un tiers des sodthesli d’
uropathogenes et dans certalas coli de sérotype K1 impliqués dans les méningites du
nouveau-né (44, 231, 256). Dans les souches uropathognénes, tafdérst localisé dans le

PAI-Il (47) et est systématiquement associé a l'opéhnbyn comprenant une région

intergénique entre hlybt cnfl trés conserveas).

1.3.1.3.2. Hémolysine a.

L’Hémolysinea, d’origine chromosomique est fréquente pour destsesiuro-pathogenes ou
responsables d’autres infections extraintestinales humaines. Elle est produite tres tét lors de la
croissance bactérienne et forme des pores dans la membrane de la cellule infectée provoquant
la fuite ionique puis I'éclatement de la cellule. L’hémolysinest codée par le clusthly.

Les trois genes qui codent pour le systeme de sécrétion de type | et la toxine sont
principalement réunis dans des PAI. Elle fait partie de la famille des toxines RTX qui forment
des pores au niveau de la membrane cellulaire. La toxine HIyA sécrétée par le systéeme de
sécrétion de type |, s'insere dans la membrane cellulaire et y forme un pore. Outre la
destruction cellulaire, 'une des fonctions plausibles de 'hémolysine alpha est I'obtention des
nutriments, libérés soit par la destruction cellulaire soit via les pores membranaires. HIyA
peut aussi inhiber I'activation d’Akt (protéine kinase B) et provoquer des oscillations de la
concentration de calcium intracellulaire, ce qui module la survie de la cellule héte, la réponse
inflammatoire, la prolifération et le métabolisme (173, 179, 471, 472). Des études
précédentes rapportent que HIyA a été souvent associé au PAP, au Sfa, et/ou au CNF1, mais
pas a Afal (440, 479). En effet 25% des souches isolées des patients atteints de cystite

expriment hlyA et 19% d’entrdles expriment cnf 1 (444).
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11.3.1.3.3. Les toxines Sat et Vat.

Récemment, Sat (« secreted autotransporter toxin »), un facteur de virulence potentiel
d'UPEC, a été identifite comme l'est aussi Vat (« vacuolating autotransporter toxin ») qui

entrainent une altération de I'épithélium rénal lors d’'infections ascendantes du tractus urinaire
(171). Sat, comme d'autres toxines, a été associée plus fréguemment aux isolats de

pyélonéphrite qu’aux isolats fécaux (170).

11.3.1.3.4. La Colibactine.

La colibactine est une toxine codée par un flot génomicules wpour polyketide synthase,
initialement décrit en 2006 par Nougayreee al (330). Ce composé (ou mélange de
CoOmposés) n'a pas été purifié a ce jour, mais sa structure a été modeélskeo. La
Colibactine induit des cassures double brins de 'ADN dans plusieurs lignées cellimlaires
vitro. Le dommage a ’ADN déclenche la « Cellular DNA-damage Response » (DDR), puis le
cycle cellulaire s’arréte dans la transition G2/M et la cellule développe une mégalocytose. Les
genes marqueurs de Ilpks clbA, clbB, clbNt clbQ étaient significativement associés a une
bactériémie, et principalement identifiés chez des bactérigeodpe phylogénétique B2 avec

une virulence élevée.

D’autres toxines comme IbeA codée plaeA (invasion of the brain epitheliunsont plutdt

associées aux cas de méningites.

I1.3.2.Un réservoir animal d’ExPEC

Ces derniéres anneées, beaucoup d'efforts de recherches ont été orientés sur la possible
transmission de l'animal vers 'homme des souches ExPEC. La volaille est considérée
comme la principale source animale de contamination des humains par les souches ExXPEC
(202, 345). Les APEC (« Avian Pathogenic E. coli ») possédent le plus souvent des genes de
virulence semblables a ceux d'EXPEC humain pouvant occasionner des infections chez
’homme. La contamination du porc par les souches EXPEC a été également rapportée ;
cependant, peu d'études ont été entreprises jusqu'ici (201, 204, 294, 460).
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11.3.2.1. Une source aviaire

Plusieurs travaux de recherche portant sur la comparaison génétiqgue de souches humaines
UPEC et NMEC avec des souches APEC ont été décrits. Ces études sont basées sur le
classement dans des arbres phylogénétiques de différentes souches EXPEC isolées de cas
clinigues humains et animaux par screening des principaux genes de virulence. Des souches
de Escherichia colsequence type 131 (ST131. coliO25:H4-B2-ST131 ont été identifiees

chez un cas humain d'infection du tractus urinaire (ITU) et un échantillon de viande de poulet
au Canada (460). Mora et ses collaborateurs ont également démontré la similitude par
« pulsed-field gel electrophoresis » (PFGE) entre une sobcheoli O25:H4-B2-ST131
d’origine humaine et une souche E. coli 025:H4-B2-ST131 isolée chez le poulet (316).

Les souches EXPEC du groupe 0O11/017/077:K52:H18-D-ST69 dont les principaux
réservoirs sont la volaille, le porc (201, 460), et plus rarement les bovins (375) ont été
identifiés pour une premiéere fois chez des patients lors d’'une épidémie d’ITU aux Etats-Unis
(293). Plus tard, ce groupe d’'EXPEC a été isolé partout dans le monde et était fréquemment
associé a des maladies humaines sporadiques (216). Plusieurs études ont confirmé que ce
groupe est responsable d’environ 10% a 20% des infections huméeihesokh (108, 214,

216).

La lignée deEscherichia colde sequence type 117 (ST117) identifiee chez les APEC plus
particulierement O111 H4-D-ST117 a été isolée chez un humain septicémique (319). Par
ailleurs, 0114 H4-ST117 a également été identifié dans un cas humain d'ITU et de la viande

de poulet au Canada (460).

Escherichia coliO1/02/018:K1:H7-B2-ST95 est un groupe clonal identifié chez les APEC
(17). Une étude montre que ce groupe est responsable de maladies humaines et que 6%

d'infections extraintestinales sont dues a ce groupe de pathogénes (156).

Dans le modele animal, les isolats He coli O18-B2-ST95 de méningite du nouveau-né
pourraient causer une septicémi&.&coli chez la volaille (321) ; réciproquement, les isolats
018-B2-ST95 des cas de colibacillose aviaire (APEC) pourraient entrainer la méningite
néonatale dans un modeéle de rat (445). Ainsi, les APEC et le groupe STRSdegassocies

a la méningite néonatale sont de potentiels agents de zoonoses.
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A patrtir de 102 isolats cliniques dont 51 souches EXPEC isolées de cas cliniques humain et 39
souches APEC et quelques souches commensales, I'équipe Moulin-Schouler a bati un arbre
phylogénétique a partir de six génes de ménage. Vingt huit souches aviaires et 25 souches
humaines de groupe B2 ont été retrouvées dans une méme branche témoignant d’'une forte
homologie génétique (321). En criblant divers facteurs de virulence ils ont démontré que les 5
genesutA, hlyF, ibeA, fimAet neuC(codant pour la capsule de protection de type K1) étaient
plus fréquemment exprimés dans ce groupe que dans les autres branches ; ces facteurs de
virulence se sont respectivement exprimés dans 94%, 94%, 70% ,83% et 100% de ces
souches. Méme si dans cette étude les souches EXPEC humaine situées dans ce cluster sont
issues de patients atteint de meéningite ou septicémiques, il a été démontré que les souches
EXPEC pathogenes pour I’'homme et les APEC portent des facteurs de virulence communs, ce
qui pose la question de la transmission vers 'lhomme (321). Par ailleurs, dans cette méme
étude, l'inoculation de souches humaines appartenant a cette branche s’est avérée létale pour
des poulets. Méme si la transmission de I'animal vers 'homme ne peut étre mise en évidence,
cela montre que des souches hautement virulentes responsables d’'ITU, méningites, septicémie
chez ’lhomme ne sont pas spécifiques d’'un seul héte (a savoir 'hnomme) puisgu’elles ont pu
étre transmises a I'animal. Dans une autre étude 436 APEC, 65 UPEC et 25 NMEC toutes
isolées de cas cliniques ont été sérotypés pour I'antigene O et criblées pour 33 génes de
virulence. 54% des APEC partageaient le méme sérotype que les UPEC (a savoir les groupes
02, 013, 021, O78) alors que 73% d’entre eux partageaient des sérogroupes communs avec
les NMEC (01, 018).

Certaines souches APEC possédent des genes de virulence associés aux ITU (80% possedent
iucD ,83%iroN,) souvent portés par un plasmide chez les APEC. L’étude n’a cependant pas

pu mettre en évidence de grandes similitudes entre ces trois pathovars si ce n’est que les
souches APEC seraient plus proches des souches NMEC par la possession de facteurs de
virulence commun : commeeuG ibeA(129). Dans d’autres études, parmi les souches APEC
criblées, 51% arboraiepsMTIl, 40% papGll (128) la comparaison de souches UPEC et
APEC arévélé gu’elles partageaient 20 des 37 facteurs de virulence recherchés avec une forte
expression de facteurs de virulence associés a l'uropathogénicité chez les souches APEC
(484). De maniere générale, il semblerait que les souches APEC et UPEC partagent des
sérogroupes impliqués dans les pathologies humaines (01, 02, 08, 018) ainsi que de

nombreux facteurs de virulence. Parmi ces facteurs de virulence, on retrouve les genes codant
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pour les sidérophores et 'aérobactind et son récepteuroN dont on sait qu’ils sont portés

par un plasmide chez les APEC (386) ; ces genes seraient donc facilement transmissibles
d'une souche a lautre. Les volailles semblent donc étre un réservoir de souches

potentiellement uropathogénes pour I'homme car elles arborent des facteurs de virulence
commun parmi lesquels les fimbriaes de type P, les sidérophores, la capsule de protection K2

et dans une moindre mesure les fimbriae S et F1C.

11.3.2.2. Les autres réservoirs animaux

De la méme sorte, il a été mis en évidence de grandes similitudes entre souches EXPEC
humaines et canines par la possession de facteurs de virulence communs comme par exemple
papGlll (211, 213). Les preuves du potentiel zoonotique des souches EXPEC portées par les
volailles, oiseaux et animaux de compagnie (chien, chat) sont relativement nombreuses. En
revanche peu d’études se sont intéressées aux autres animaux d’élevage (ruminants, porcs). |l
a été tout de méme démontré la présence d’'adhésines afimbriales de type afa7 et afa8 codées
par les opéronsafa7 et afa8 chez des bovins septicémiques. Par ailleurs des études
éepidémiologiques ont relevées des souchi8 positives chez des patients atteints de
pyélonéphrite ; c’est ainsi qu’a été touché du doigt pour la premiere fois le possible potentiel
zoonotique des souches EXPEC bovines (261). Dans cette méme étude il a été mis en
évidence que 75% des isolats responsables de septicémie et 56% de ceux responsables de
pyélonéphrite possédaient le sous tyiaE8 Codant pour la sous unité distale AFAES8)

(261). L’'opéronafa8 est situé sur un filot de pathogénicité ; il est homologaéai mais
contrairement & AFA1, AFA8 ne reconnait pas les récepteurs de type DAF (il est Dr négatif)
(158). En comparant des souches porteusesafd8 isolées de patients atteints de
pyélonéphrite et d’animaux (bovins, veaux, porcs) atteints de bactériemie cette méme équipe
a mis en évidence d’autres facteurs de virulence communs. En effet 78% des premiéres contre
61% des secondes exprimaient les fimbriae de type P (op@pn70% des premiéres contre

78% des secondes produisaient I'aérobactium\) et enfin 31% des premieres contre 28%

des secondes exprimaient les deux toxines hlyA et cnfl. En revanche les souches animales
n'ont pas de capsule de type K2 alors que 38% des souches responsables de pyélonéphrite
'expriment. Enfin il a été mis en évidence que 55% des souches humaines expriment une
fimbriae de type F17/gaf (158). Les fimbriae de type F17 sont codées par un cluster de quatre
géenes : la sous unité A étant la sous unité principale alors que G est impliquée dans la
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reconnaissance des récepteurs a N acétyl glucosamine. En outre il existe plusieurs sous types
de F17 : F17a et b sont associées aux maladies extraintestinales chez les bovins et les porcs
alors que F17/gaf (ou encore fimbriae G) peut se trouver aussi bien chez les bovins que chez
les patients atteints d’'ITU. Les souches humaines et bovines ont donc certains facteurs de
virulence en commun parmi lesquels AFA8, F17 qui sont souvent associés aux toxines cnfl et
hiyA.

Les souches isolées de cas cliniqgues humain et animal de maladies extraintestinales partagent
de nombreux facteurs de virulence. De maniére générale les souches humaines et aviaires
possédent des adhésines, des complexes d'acquisition du fer et des protectines communes.
Les souches bovines peuvent exprimer (cas sporadiques) les toxines hlyA et cnfl présentes
chez les souches UPEC ; de plus les adhésines AFAS8 et F17 d’abord trouvées chez les bovins
(forte prévalence) peuvent intervenir dans les ITU humaines. L’animal pourrait donc étre un

réservoir de genes de virulence de type uropathogénes et les souches EXPEC qu’ils portent

pourraient avoir un potentiel zoonotique.

Les souches isolées de cas cliniqgues humain et animal de maladies extraintestinales partagent
de nombreux facteurs de virulence. De maniére générale les souches humaines et aviaires
possédent des adhésines, des complexes d'acquisition du fer et des protectines communes.
Les souches bovines peuvent exprimer (cas sporadiques) les toxines hlyA et cnfl présentes
chez les souches UPEC ; de plus les adhésines AFA8 et F17 d’abord trouvées chez les bovins
(forte prévalence) peuvent intervenir dans les ITU humaines. L’animal pourrait donc étre un

réservoir de genes de virulence de type uropathogénes et les souches ExXPEC qu'ils portent

pourraient avoir un potentiel zoonotique.
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Tableau 2.3. Réservoirs humain et animal des génes associés aux EXPEC

Famille Principaux génes de Homme Volaille Ruminants
virulence (UPEC) (APEC) Porcs
Adhésines fim + + +
afa/dra + + -
Pap + + +
Sfalfoc + + +
afa8 + - +
f17/gaf + - +
Complexe d’acquisition du fer | iucD, iutA, fyuA, iroN + + +
Toxines cnf + - +
hlyA + - +
sat + - ?
Protectines kpsMTII + + -
ompT + + -

(+) Présence (-) absence du gene d’'apres (158, 303)

I1.3.3.Les voies de transmission possibles des EXPEC vers ’homme

I.3.3.1 Lavoie alimentaire
Comme nous l'avons vu, I'apparition d’épidémies d’ITU a fait jaillir I'hypothése d’'un vecteur
de souches uropathogenes. Ainsi, de nombreuses études se sont intéressées a la recherche de
souches EXPEC dans les aliments et plus particulierement la viande. Parmi celles I1a, une étude
a été effectuée aux Etats-Unis ou 1648 échantillons de nourriture pris au hasard dans divers
supermarchés, marchés, superettes bio (de différente nature : viande, légumes...) ont été
analysées. En considérant qu’une souche EXPEC posséde au moins 2 des 5 genes suivants :
sfa/fog afa/dr, iutA, kpsMTII et papA/papOnt été dénombreés I&scoli totaux ainsi que les
EXPEC dans ces aliments. 24% de tous les échantillons étaient contaminéstpen|dasec
de grandes différences par classe d’aliments : 9% pour les produits non carnés, 69% pour la
viande de porc et boeuf et 92% des volailles. En outre, respectivement 4%, 19% et 46% des
échantillons de produits non carnés de viande de porc et boeuf et de volaille étaient
contaminés par des EXPEC. De plus 5% des souches isolées des volailles appartenaient a des
sérogroupes souvent associes aux ITU (219). Cette étude fait suite a une autre similaire ou
38% des échantillons de poulet recueillis dans un marché aux Etats-Unis étaient contaminés
par des EXPEC (215). Il semble donc y avoir une forte prévalence d’EXPEC potentiellement
pathogénes (car exhibant des antigénes O associés aux ITU et des facteurs de virulence) dans
les produits carnés et plus particulierement chez la volaille.
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Enfin, en phylotypant des souches Elecoli de différente source au Canada (cas cliniques
ITU, viande, restauration rapide) il a été montré que les isolats de poulet et ceux de
restaurants étaient tres proches génétiquement des isolats de cas cliniques ITU (profil
génétique presque identique pour certaines souches). Il semblerait que les EXPEC retrouvés

dans la viande puissent provoquer des pathologies chez ’'homme (460).

1.3.3.2. Lavoie environnementale
Nous avons vu que l'aliment et plus particulierement la viande semble étre un vecteur
potentiel de souches EXPEC pathogénes pour ’'homme. Il serait donc tout a fait possible d’en
retrouver dans différentes matrices environnementales. En effet une dissémination dans
'environnement via les effluents d’élevage, d’abattoir, urbains est tout a fait envisageable

compte tenu du fait que ces souches sont excrétées via les féces.

Une étude a analysé 308 souchBeli recueillies dans une riviére et un lac dans la région de
Detroit. Ainsi ils ont pu démontrer la prévalenceHleoli pathogénes dont les EXPEC dans

des eaux urbaines, agricoles et des eaux éloignés de toute activité humaine. £286ldes
récoltées dans les eaux urbaines étaient des EXPEC (6% d’UPEC) et un nombre important a
été trouvé dans un lieu relativement éloigné de zones urbaines (embouchure d'une riviére)
(178). A noter que les EXPEC ont été trouvés en plus grand nombre que les autres pathovars
recherchés (EHEC, EPEC, EAEC). La présence d’ExPEC dans différents écosystéemes montre
gue la dissémination de ces pathogénes dans I'environnement est possible méme dans des

zones relativement isolées (178).

Une autre étude semblable a été effectuée sur 11 échantillons issus d’effluents d’élevages de
poulets, porcs, bovins et sur un effluent urbain et a montré que des marqueurs de

pathogénicité EXPEC étaient présents dans environ 30% des souches isolées (390).
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Chapitre 3 : LA RESISTANCE BACTERIENNE

La résistance bactérienne se définit comme la capacité de continuer a croitre ou a survivre en
présence de l'antibiotique. Les conditions d’activité d’'un antibiotique sont de posséder une
cible spécifigue, de demeurer sous forme active, d'accéder a la cible et dinteragir

efficacement avec elle en la désactivant.

Il existe de nombreux mécanismes aboutissant a I'expression de la résistance et suivant son

caractére inné ou acquis : la résistance naturelle et la résistance acquise.

La résistance naturelle est programmeée sur le génome et constante a l'intérieur du taxon ; elle
constitue un critere d'identification stable d’'une espéce. Les résistances acquises sont quant a

elles consécutives a des modifications de I'équipement génétique.

III.1. Résistance naturelle

La résistance naturelle ou intrinseque a un antibiotique est essentiellement due a la présence
de génes chromosomiques ; elle est donc commune a toutes les bactéries d’'une méme espece.
Elle peut étre due a des particularités structurales s’opposant a I'action de I'antibiotique sur sa
cible comme la présence d’'une membrane externe chez les bactéries a Gram négatif les
rendant naturellement résistantes aux antibiotiques de poids moléculaire élevé comme les
glycopeptides. Elle peut étre aussi due a des particularités métaboliques spécifiques : le
bacille de la tuberculose par exemple n’est sensible qu’a un nombre restreint d’antibiotiques
en raison de son métabolisme original. La résistance naturelle peut enfin étre médiée par
'expression constitutive ou induite d’'une enzyme d’inactivation ou par la mise en oeuvre

d’un processus d’échappement vis a vis de I'antibiotique.

Dans tous les cas, la résistance naturelle fait partie des caracteres normaux de I'espece ; elle
détermine le niveau de sensibilité « basal » des bactéries et définit le phénotype sauvage d’'une
espece. C’est la résistance de classe. Elle est constitutive et touche toute une famille

d’antibiotiques.

IIL.2. Résistance acquise
Ce terme est utilisé pour désigner le résultat d’'un processus permettant a des bactéries d’'une

espece originellement sensible de devenir résistante a un ou plusieurs antibiotiques.

59



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

L’acquisition de ces résistances est déterminée par des modifications génétiques consécutives

a des mutations ponctuelles ou a I'acquisition « de novo » de genes de résistance exogenes.

La capacité de multiplication tres rapide des bactéries favorise la sélection d’événements
géneétiques favorables et la possibilité d’échange d’information méme entre especes lointaines
leur conférant un tres grand pouvoir d’adaptation aux contraintes du milieu. L'évolution des
mécanismes de résistance aux antibiotiques, et notammentflaatamines illustre

parfaitement ce phénomeéne.

IIL.3. Supports génétiques de la résistance (149)

L’intérét suscité par les enjeux liés a la résistance aux antibiotigues a mené de plus en plus de
chercheurs a travailler sur le sujet, aboutissant a la découverte de nombreux mécanismes
d’adaptation bactérienne. Parmi les modalités d’acquisition de la résistance aux antibiotiques,

le transfert horizontal de genes est un élément-clé. Ce type de transfert a probablement lieu
dans tous les écosystemes terrestres colonisés par les bactéries. Ainsi ces transferts ont été mis
en évidence dans de nombreux écosystémes, tels les sols, les rivieres, les environnements
marins, mais aussi les tubes digestifs d’'insectes ou de mammiféere (419). Différents éléments

géneétiques sont impliqués dans ce transfert de génes.

11.3.1. Le chromosome

111.3.1.1. Résistance naturelle
Le chromosome bactérien est porteur des informations génétiques nécessaires a I'existence
méme de la bactérie et contient aussi les génes responsables de sa résistance naturelle
intrinseque (liée a sa structure ou a son métabolisme). Les genes de résistance codant pour des
enzymes d’inactivation ou des systémes d’échappement s’expriment de fagon constitutive
lorsqu’ils sont portés par le chromosome conférant les caracteres de résistance naturelle de la

bactérie.

111.3.1.2. Résistance acquise
La résistance chromosomique acquise résulte d’'une mutation. La fréquence de ces mutations
est faible et variable (104 10°% mais la mutation est stable et transmissible a la descendance.
La résistance apparait dans ce cas au hasard et n’est donc pas influencée par I'antibiotique qui

ne fait que la révéler.
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La mutation du gene peut entrainer I'apparition d’'une protéine particuliéere ou d’'une
variabilité structurelle responsable de la résistance ; elle peut aussi entrainer la disparition ou
la modification d'une protéine structurale ou enzymatigue normale. En absence
d’antibiotiques dans le milieu exercant une pression de séléction, la plupart des mutants

naturels vont disparaitre.

1.3.2. Les éléments génétiques mobiles

La résistance aux antibiotiques acquise par les bactéries est principalement due a la présence
de trois types d'éléments extra-chromosomiques portant des genes de résistance : les
plasmides, les transposons et des cassettes de résistances inserées sur un intégrons (28, 298,
464). Ce type de résistance est transmissible d'une souche ou d'une espéce a une autre selon
trois modes de transmission, a savoir la conjugaison (transfert direct entre deux bactéries
ayant établi temporairement un contact physique), la transformation (transfert d'ADN nu) et la

transduction (transport d’ADN bactérien par des bacteriophages) (Figure 3.1)

Figure 3.1. Les trois modes de transmission du matériel génétique : la conjugaison, la transformation et la
transduction chez les bactéries.
Modifiée de (15)
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111.3.2.1. Les plasmides
Les plasmides bactériens revétent une importance toute particuliéere dans l'étude des
phénomeénes de résistance car ils constituent a la fois un vecteur de premier plan pour la
dissémination des résistances et un immense réservoir génétique. Comme les chromosomes,
les plasmides codent pour des protéines et des molécules d’/ARN et se répliquent durant la
croissance bactérienne (415). Les plasmides partagent certaines fonctions de partition et
guelques recombinases spécifiques de site avec le chromosome de I'héte (415). Contrairement
aux chromosomes, les plasmides ne portent toutefois pas de génes essentiels a la croissance
bactérienne. lls codent plutot pour des protéines dont la fonction est de conférer un avantage

sélectif comme la résistance aux antibiotiques ou encore des facteurs de virulence.

111.3.2.2. Séquences d'insertion et transposons
Les séquences d'insertion, aussi appelées éléments IS, sont de courtes séquences d'’ADN (0,2 a 6
kpb) qui portent uniquement le géne codant pour la protéine responsable de la transposition, la
transposase, et les sites reconnus par cette enzyme. Ces sites sont des séquences inversées répétées
situées a chaque extrémité de la séquence d'insertion. Généralement d'une taille de 15 a 25 pb,
elles varient de maniere a ce que chaque type d'IS ait des séquences inversées répétées
caractéristiquesContrairement a d'autres mécanismes qui réorganisent 'ADN, la transposition
de ces éléments génétiques ne requiert pas de régions d'homologie étendues pour que la
recombinaison puisse s'effectuer. Ces éléments transposables jouent un réle trées important
dans I'évolution des bactéries puisqu'ils sont a l'origine de multiples réarrangements de leur

génome.

Les transposons (2-20 kpb) sont composés de séquences d'’ADN qui fonctionnent comme des
sites de recombinaison et de génes codants pour des protéines qui participent a la réaction de
recombinaison. Les sites de recombinaison sont situés aux deux extrémités du transposon et
organisés en sequences inversees répétees. La taille de ces répétitions inversées terminales
varie entre ~25 et quelques centaines de paires de bases. Les sites de recombinaison ne sont

pas des répétitions exactes et portent les séquences de reconnaissance des transposases.

111.3.2.3. Les intégrons
Les intégrons, plus récemment décrits vers la fin des années 80, jouent un réle majeur dans
'acquisition et I'expression de genes de résistance aux antibiotiques, notamment chez les

bactéries a coloration de Gram négative. Aujourd’hui, alors que l'implication des intégrons
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dans l'adaptation bactérienne au-dela de la résistance aux antibiotiques est avérée, le role
d’'une partie de ces intégrons, parfois nommes intégrons de résistance (IR), est majeur dans la
dissémination de la résistance aux antibiotigues et notamment chez des souches d’intérét

clinique.

Les intégrons ont une organisation commune et sont composeés par trois éléments clés : un
géneintl, un site primaire de recombinaisoatt() et un promoteur (Pc) permettant la
transcription des génes capturés ou cassettes. Les intégrons, supports majeurs de la multi-
résistance aux antibiotiques, peuvent contenir jusqu’'a 8 cassettes (70, 323). Toutefois, des
intégrons sans cassette ont également été retrouves (419). Pour les intégrons de classe 1, 2 et
3, il a été montré que les cassettes étaient majoritairement composées de génes de résistances

aux Blactamines, aminosides (geneslnet au triméthoprime (genes)df848, 456).

Plusieurs intégrases d'intégrons (Intl) ont été décrites chez des souches bactériennes cliniques
et environnementales. Les intégrases des souches cliniques sont généralement codées par des
genes portés par des plasmides alors que celles des souches environnementales sont codées

par des genes situés sur des chromosomes.

Les intégrases appartenant aux intégrons de classe 1, 2 et 3 (19, 176, 183) de méme que les
intégrases VchintlA (306) et Intl9 (191) sont les seules a étre associees a des genes de

résistance aux antibiotiques.

IIL.4. Mécanismes de la résistance (149)
Le phénomene de résistance bactérienne aux antibiotiques est apparu rapidement apres leur
introduction en thérapeutique avec comme conséquence une diminution d’activité voire une

inefficacité totale des molécules habituellement actives.

Aujourd’hui le risque d’échec thérapeutique, la variété des résistances, la vitesse de leur
évolution ainsi que leur capacité de dissémination sont des paramétres majeurs a prendre en
compte dans la lutte contre ce phénomene. Trois mécanismes essentiels président aux «
stratégies de la résistance bactérienne ». Tous permettent a la bactérie de se soustraire a
'action de l'antibiotique présent dans le milieu et peuvent s’observer séparément ou de
maniére concomitante. Ce sont les stratégies de « désarmement, de blindage ou

d’échappement », terminologie imagée parfois retrouvé dans la littérature.

Les deux premiers mécanismes tendent a diminuer l'efficacité de la molécule en minimisant

sa concentration aux abords directs de la bactérie ou dans l'espace péri plasmique. Cet
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objectif est rempli aussi bien par la destruction de la molécule que par la modification de
structures particulieres (porines) aboutissant a minimiser la pénétration de I'antibiotique ou

méme a le rejeter (pompes d’efflux actif).

L’échappement est obtenu par modification de la cible de I'antibiotique le rendant inopérant

par défaut de substrat.

Ces principes de résistances sont communs a toutes les classes d’antibiotiques bien que les

enzymes ou les structures mises en oeuvre soient spécifiques pour chaque famille de molécule
l11.4.1. Désarmement

Le désarmement consiste en la destruction de la molécule ou en son inactivation supprimant
ainsi l'interaction avec sa cible. C'est I'expression d’enzymes spécifiques d’'un antibiotique
ou d’'une famille d’antibiotiques qui permet leur destruction ou leur modification. Ce mode de
résistance est tres répandu dans le monde bactérien et touche essentiellement deux familles
d’antibiotiques majeures gue sont les lactamines (lactamases) et les aminosides (aminoside-O-
phosphotransférases (APH), aminoside-O-nucléotidyltransférases (ANT), aminoside-N-

acétyltransférases (AAC)).

l11.4.2. Blindage

hY

Le blindage permet de soustraire la cible de l'antibiotique & son action sans détruire la

molécule mais en diminuant sa concentration aux abords direct de la cible.
Deux mécanismes principaux permettent d’atteindre ce but :
[11.4.2.1. La diminution de perméabilité

L'imperméabilisation est un phénoméne observé chez les bactéries a coloration de Gram

négative. La structure méme de leur paroi et plus particulierement la présence d’éléments

dédiés a la pénétration de molécules exogenes est a l'origine de ce type de résistance. La
perméabilité membranaire intervient dans le contrdle de la concentration de différentes classes
d’antibiotiques comme lg&-lactamines ou les quinolones I'expression des porines ou des

transporteurs-pompes (182, 328).

Les structures en cause sont les porines (Omp ou Quirsontsont des canaux aqueux ou

hydrophiles constitués de trois molécules de protéines qui laissent diffuser diverses molécules
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de faible masse moléculaire comme des substrats ou encore des antibi{btgures3.2) Le
dysfonctionnement ou la perte de l'une d'entre elles peut entrainer une augmentation de CMI
d'un facteur 4 & 8 de divers antibiotiques comme R-lactamines, acide nalidixique (NA),
triméthoprime (TMP), fosfomycine, tétracycline (TE) ou encore chloramphénicol (C).

La régulation rapide de I'expression de la porirte. dlerogenea été montrée chez un patient

traité par l'imipénéme. La prise de cet antibiotique s’accompagne de la disparition de la
porine associée a la résistance de la souch@-tactamines, alors que l'arrét du traitement
entraine sa réapparition chez la bactérie, redevenue sensible (55). Dans plusieurs bactéries, la
disparition des porines fait intervenir I'opéraomar, qui, via le petit ARN antisengnicF,
déstabilise 'TARNm de la porine et ce, conjointement a I'expression des pompes d’efflux (9,
106). Le systeme d’osmorégulation a deux composanfsR-envZqui regle I'expression de

OmpC-OmpF chez E. coli (36)ourrait également jouer un rdle dans des isolats résistants.

Figure 3.2. Enveloppe déd=scherichia coli

L’enveloppe des bactéries a coloration de Gram
négative comprend deux membranes: la
membrane interne (M) et la membrane externe
(ME) séparées par le périplasme (PE). La
membrane interne est un double feuillet
phospholipidique contenant diverses protéines
(transporteurs, enzymes...). La membrane
externe est une hicouche asymétrique constituée
du lipopolysaccharide (LPS) et de
phospholipides (PL) ou s'insérent de
nombreuses protéines. Cette représentation
simplifie la barriére que constitue la membrane
externe pour les molécules hydrophiles (icip-
lactamine ou fluoroquinolone) qui utilisent la

porine OmpF.

P: protéines; PG: peptidoglycane; PLP: protéine de liaison aux pénicillines (d’aprés (346))
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La diffusion est fonction de la charge, de la masse moléculaire et de la polarité des molécules.
Toute modification du nombre ou de la structure de ces porines affecte la pénétration des
antibiotiques et donc leur efficacité en modifiant leur concentration au site d’action. Les

antibiotiques touchés different selon la porine absente ou modifiée ; une mutation modifiant la
structure des porine affecte le type d’élément pouvant la traverser tandis que la diminution du

nombre de porines incluses dans la paroi limite I'importance du flux les traversant.
111.4.2.2. Efflux actif

Les systemes d’efflux actifs sont constitués de protéines transmembranaires capables de
transporter activement du milieu intracellulaire vers le milieu extérieur une variété de
substrats suivant le type de pompe impliguée. Ces systémes sont plus ou moins spécifiques et
sont classés en cinq grandes familles en fonction de leur structure en acides aminés et de
I'énergie utilisée pour le transport. Cette énergie peut provenir de I'hydrolyse de I'ATP ou

d’un gradient électrochimique membranaire couplé a un systéme d’antiport.

On note que si la membrane externe des bactéries a coloration de Gram négative s’'oppose a la
pénétration de grosses molécules ou de molécules hydrophobes nocives, elle constitue

€galement un obstacle pour les systemes d’efflux de ces bactéries.

Les systemes de type RDS dont la spécificité est variable suivant le type jouent un role
particulier chez les bactéries a coloration de Gram négative. Ces systémes complexes a trois
composants permettent le rejet des molécules depuis I'espace péri plasmique ou
cytoplasmique vers le milieu extérieur. lls sont composés d'une protéine d'efflux

cytoplasmique, d’une protéine de fusion membranaire et d’une protéine de membrane externe.

La protéine d’efflux enchassée dans la membrane interne est responsable de la prise en charge
du substrat et constitue I'élément de pompage actif du systéme en couplant I'entrée de proton
a l'évacuation du toxique. Les autres parties jouent essentiellement le rbéle de canaux

permettant d’évacuer les substrats vers le milieu extérieur.

Ces complexes protéiques sont plus ou moins spécifiques d’'un substrat ou d’'un groupe de
molécules de structure similaire. Le complexe AcrAB-TolC retrouvée Eheali est capable
de prendre en charge une grande variété d’antibiotigeactamines, quinolones,
tétracyclines entre autres), MexAB-OprM est plus spécifiquement impliqué dans la résistance

aux carbapénemes de certaines souch&sdedomonas aeruginogd71). Dans tous les cas
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le résultat est une diminution de la concentration de I'antibiotique au contact de sa cible et la

perte de I'effet toxique sur le germe.
l11.4.3. Camouflage

Le mécanisme de la résistance par « camouflage » se manifeste par une diminution de
I'affinité entre la cible et son antibiotique consécutive a la modification de ladite cible (255,
299). Ce mode de reésistance touche plusieurs classes d’antibiotiques et notamrfent les
lactamines, les quinolones et les macrolides respectivement par modification des protéines

liant les pénicillines ou PLPs, des gyrases ou des ribosomes bactériens.

Il s’agit la d’une résistance par échappement puisque I'antibiotique n’est ni soustrait ni détruit
mais simplement rendu inefficace. Ce type de résistance est a I'origine de problemes majeurs
en bactériologie clinique en particulier pour certains germes a coloration de Gram positive

(pneumocoque, entérocoque).
[11.4.4. L’induction de résistance

La résistance est dite « résistance inductible » lorsque la présence de l'antibiotique est
nécessaire a l'expression de cette résistance. Bien gu’inductible, la résistance peut étre
considérée comme naturelle si son expression est constante ; il est a noter que certaines

résistances acquises peuvent également nécessiter une induction pour s’exprimer.

Figure 3.3. Présentation des mécanismes de résistance aux antibiotiques par les bactéries
D’apres (405)
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IIL.5. Le cas des Blactamines
Les différents mécanismes de résistance [&lactamines peuvent s’exprimer seuls ou de
facon concomitante agissant alors de facon synergique. Il peut s’agir d’une diminution
d’affinité de la cible, d’'une diminution de la perméabilité de la membrane, de I'expression
d’'une pompe d’efflux actif ou de la production d’enzyme de type lactamase (Figure 3.3).

II1.5.1. Modification des protéines de liaison a la pénicilline (PLP)

Ces PLP modifiees présentent une affinité plus faible poupdestamines. Elles sont
relativement résistantes a l'inactivation par les pénicillines et sont capables de remplir les
fonctions des PLP lorsque ces derniéres sont inactivées. Ce mécanisme de résistance est
majeur pour les bactéries pathogenes telles §tahylococcus aureusStreptococcus

pneumoniaet les entérocoques (482).

I11.5.2. Systemes d’efflux actif

Les systemes d'efflux éliminent activement lgdactamines dans le milieu extérieur en
utilisant la force proton-motrice. Ainsi, ils diminuent la concentration d’antibiotique au
contact de sa cible et donc son efficacité. Ce type de mécanisme de résistance a été mis en

evidence chez Pseudomonanas aeruginosa (269, 367).

I11.5.3. Production de -lactamases

C’est le mécanisme qui nous intéresse le plus dans notre étud&ldatamasessont des
enzymes bactériennes qui hydrolysent la fonction amine du pyleldamine et qui rendent
I'antibiotique inactif avant qu’il n'atteigne sa cible : les « protéines de liaison a la pénicilline

» (PLP). La parenté structurale que felctamases partagent avec les PLP leur permet de
lier, acétyler et hydrolyser donc inactiver Ipdactamines (300). Le$-lactamases sont
exportées dans le milieu extracellulaire (bactéries a coloration de Gram positive telles que
Staphylococcus aureusu périplasmiques (bactéries a coloration de Gram négative). Plus de
500 B-lactamases ont été répertoriées (23). La destrudlies p-lactamines par le$-
lactamases est le mécanisme de résistance majeur des bactéries a coloration de Gram
négative. Afin d’augmenter son taux d’hydrolyse, une cellule peut exprimer le gén@-de la
lactamase sous le contréle d’'un promoteur fort, ce qui entraine une augmentation de la

synthese de I'enzyme (420). La dissémination de ces caractéres de résistance représente un
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risque accru pour la population. Les genes de résistance sont souvent localisés sur des
eléments génétiques mobilesg. des plasmides et des transposons, et le transfert de ce

matériel chez les bactéries n’est pas limité a une espece en particulier (27).

Finalement, afin dacquérir un large spectre de résistance contre une multitude
d’antibiotiques, certaines souches expriment différeffitémctamases, chacune avec une
gpécificité qui leur est caractéristique. Ainsi, il n'est pas rare que l'identification d’isolats
cliniques révele non seulement la présence dfilaetamase chromosomique spécifique a la
souche, mais aussi de plusieurs enzymes plasmidiques, dont parfois a large spectre d’action
(extended-spectrumgctamases, BLSE) (11, 466).

II1.5.4. Les béta-lactamases a spectre étendu (BLSE)

Les B-lactamases a spectre étendu (BLSE) sont des enzyméydrolysent 'ensemble des
pénicillines et les céphalosporines a I'exception des céphamycines (céfoxitine, céfotétan) du
moxalactam et des carbapénémes. La capacité d’inactivation des céphalosporines de troisieme
génération et notamment des oximino-céphalosporines (ceftriaxone, céfotegdtagidime)

est surtout associée a une inhibition par les inhibiteurs de béta-lactamases et est a la base de

leur détection en laboratoire.

Les premieres BLSE dérivaient des pénicillinases de type TEM ou SHV-1 par mutation
ponctuelle. Plus récemment, de nouvelles BLSE non dérivées des pénicillinases ont émergeé :
les céfotaximases de type CTX-M et les ceftazidimases de type PER, GES et VEB. Elles sont
inhibées partiellement par les inhibiteurs de béta-lactamase (acide clavulanique, tazobactam,
sulbactam), et portées par des plasmides conjugatifs, donc transférables. Les premiéres BLSE
ont été mises en évidence en Allemagne et en France en 1984 (359). La présence de béta-
lactamase a spectre étendu a été signalée ensuite dans le monde entier, chez des patients
hospitalisés et chez des animaux, en corrélation avec une importante utilisation des
céphalosporines de troisieme génération (C3G) en médecines humaine et animale et avec la
nature plasmidique des BLSE (239, 399 distribution des espéces bactériennes au sein de
ces souches a également évolde pneumoniagui représentait environ 60 % de ces souches

en 1995, n'en représente plus que 20 %. C’est Eleherichia colique la progression est la

plus nette, passant de moins de 10 % en 1995 a 55 % en 2008 (111).
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Figure 3.4. Schéma réactionnel de I'ouverture du cycle béta-lactame

III.5.5. Classification des 3-lactamases

La classification de$-lactamases est de deux types : une classificabontibnnelle (67)

reposant sur I'activité hydrolytique et la sensibilité fldactamases aux inhibiteurs comme le

clavulanate et 'EDTA et une classification moléculaire basée sur la structure primajre des

lactamases (11) (Tableau 3.1).

La classification de Bush rend compte de la diversité fonctionnelle des béta-lactamases au
sein des quatre classes structurales (A, B, C et D) de la classification d’Ambler. Les béta-
lactamases de la classe A sont ainsi subdivisées en 8 groupes fonctionnels 2a, 2b, 2be, 2br,
2ber, 2c, 2e et 2f (66). Dans la suite de la these, nous nous sommes focalisés sur cette classe et

plus particulierement sur les BLSE de type TEM, SHV et CTX-M du groupe 2be qui sont les

plus diversifiés et les plus répandus.
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Tableau 3.1. Classification fonctionnelle et moléculaire dgslactamases majeures

Groupe fonctionnel
(Bush-Jacoby-
Medeiros)

Classe
structurale
(Ambler)

Caractéristiques

Enzymes

hydrolyse Céphalosporines et Céphamycines AmpC (E. coli etP. aeruginosa),
— - CMY-2, FOX-1, MIR-1, P99
1 c Valeurs ka:plus élevées que les pénicillines
Pas d'inhibition par TLA et TZB
Forte affinité Aztréonam
Hydrolyse Pénicillines, Céphamycines, BLSE, GC1, CMY-37
le Cc Monobactames
Pas d'inhibition par TLA et TZB
2a A Forte hydrolyse Pénicillines PC1 et autres penicillinases des
Inhibée par CLA et TZB staphylocoques
Forte hydrolyse Pénicillines et moins pour les SHV-1, TEM-1, TEM-2, TLE-1
2b A Céphalosporines (céphaloridine, céfazoline, céphalotineY TEM-90)
Inhibée par CLA et TZB
Hydrolyse Pénicillines, BLSE, Monobactames BLSE: CTX-M-15, CTX-M44
- - - =
Zbe A Inhibée par CLA et TZB gI'TIEOI\r/]I(-)l:I(.)),’TPEF?\AR-Z:Ié,?/FEOB-]i’ SHV-3,
Forte hydrolyse Pénicillines et moins pour les IRTs: TEM-30, TEM-76, TEM-
2br A Céphalosporines; 103, SHV-10, SHV-26
pas d'inhibition nette par TLA
2ber A Hydrolyse Pénicillines, BLSE, Monobactames CMTs: TEM-50, TEM-68, TEM-
Faiblement inhibée par CLA et TZB 89
Forte hydrolyse des Carbénicillines PSE-1, CARB-3
2c A =
Inhibée par CLA
- - OXA-1, OXA-10
2d D Forte hydrolyse pour Cloxacilline ou Oxacilline
Pas toujours inhibé par CLA
2de D Hydrolyse Pénicillines et BLSE BLSEs: OXA-1, OXA-15
Pas toujours inhibé par CLA
odf D hydrolyse Carbapénémes et Cloxacillines ou Oxacilling sOXA-23, OXA-48
Pas toujours inhibé par CLA
Forte hydrolyse des céphalosporines CepA
2e A Inhibée par CLA et TZB mais pas avec Aztréoname
Hydrolyse Carbapénémes, Céphalosporines, Pénicillings idfl-1, KPC-2, KPC-3, SME-1,
2f A Céphamycines GES-2
Faiblement inhibée par CLA et TZB
Hydrolyse tous les béta-lactames sauf les Monobactant eg\’/lP-l, L1, NDM-1, VIM-1
3a B Inhibé par EDTA et chélateurs d'ions en métal. Pas inh(bé
par CLAet TZB
Hdrolyse préférentiellement les Carbapénémes | CphA, Sth-1
3b B Inhibé par EDTA et Chélateurs d'ions en métal. Pas inhjbé
par CLAet TZB

CLA : acide clavulanique, CMT : complexe mutant TEM, BLSE : g- Lactamase & Spectre Etendu, IRT :
inhibitor-resistant TEM et TZB : tazobactame. (adapté (66, 67)).

II.5.6. Classification phylogénétique des BLSE

A ce jour, plus de 600 variantes de BLSE ont été décrites a travers le Monde représentant un
probléme majeur de santé publique (154). En fonction de leur séquence en acides aminés, ces
enzymes ont été classées dans 11 familles difféerentes: TEM, SHV, CTX-M, PER, VEB, GES,
TLA, BES, SFO, FEC et OXAFigure 3.5) Les BLSE les plus anciennes dérivent de TEM-

1,2 et de SHV-1.
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Figure 3.5. Classiffication phylogénétique des BLSE
D’aprés (147)

Dans la suite de I'étude bibliographique, nous allons nous focaliser sur les trois grandes

familles de BLSE de type TEM, SHV et CTX-M illustrées en couleur dans le schéma de la

classification phylogénétique des BLSE.

111.5.6.1. Béta-lactamases de type TEM

Les BLSE de type TEM dérivaient de TEM-1, qui a été détecté pour la premiere fois sur une
souche deE. coli isolée chez un patient a Athénes en Gréce en 1965 et de TEM-2. Elles
comptent actuellement plus de 150 dérivés dont plus de 100 avec un phénotype BLSE. A
noter que certains dérives de TEM (environ 30) ne sont pas des BLSE mais présentent une
diminution de sensibilité auxgl, ce sont les TRI (pour TEM Résistantes aux Inbilnis)

(58). TEM-1, TEM-2 et TEM-13 qui ont une capacité d’hydrolyse limitée aux dérivés de
pénicilline, ne sont pas considérés ainsi comme des BLSEs (274).
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Bien que frequemment retrouvées cBkezoli et K. pneumoniagles BLSE de type TEM ont
aussi été rapportées parmi les autres membres de la famille des Entérobactéries Binsi que
aeruginosa(58, 349). En Europe, les BLSE de type TEM les plus fréquentes sont TEM-24
chez Enterobacteraerogenes TEM-3 et TEM-4 chezK. pneumoniaget TEM-52 chez

Salmonella enterica et E. coli (74).

111.5.6.2. Béta-lactamases de type SHV

Tout comme les enzymes de type TEM, la majorité des enzymes SHV identifiées
actuellement sont des BLSEs et dérivent toutes de SHV-1 et de SHV-2. La majorité des
dérivés de SHV-1, plus de 60 dérivés, ont un phénotype BLSE, avec SHV-5 et SHV-12 étant
les mutants les plus fréquents en Europe (74). La résistance induite par SHV-1 est limitée aux
pénicillines. Par contre, SHV-2, qui a été deécrite pour la premiere fois en 1983 chez
Klebsiella ozaenaen Allemagne, est capable d’hydrolyser le céfotaxime (168). Les BLSE de
type SHV ont été détectées parmi de nombreuses Entérobactéries (notakment
pneumoniagmais aussi chez P. aeruginosa et Acinetobacter spp. (58, 349).

111.5.6.3. Les BLSE de type CTX-M

Ces enzymes représentent actuellement les BLSE les plus fréquentes au sein des
Entérobactéries au niveau mondial apres une diffusion rapide depuis le milieu des années 90
(53, 58, 275, 349). Au niveau de leur spectre d’activité, elles hydrolysent préférentiellement le
céfotaxime parmi les C3G, d'ou leur nom de céfotaximases (53). En effet, les bactéries
productrices de CTX-M sont résistantes au céfotaxime (CMI rgddL) et plus ou moins
sensibles a la ceftazidime (CMI de 2 qug§/mL), tandis que les CMI de l'aztréonam sont
variables (349). La provenance du gene des CTX-M serait sur le chromoséiog\aza

spp. qui est une entérobactérie environnementale trés rarement rapportée comme responsable
d'infections humaines. En effet, la provenance des génes codant pour les CTX-M des groupes
1 et 2 et pour celles des groupes 8 et 9 sont respectivénastorbataet K. georgiana

tandis que les sources des CTX-M des groupes 25 et 45 restent inconnuéBi(B8&)5.3)

Les enzymes de type CTX-M comportent actuellement de plus de 70 enzymes différentes
divisées en cing groupes selon leurs séquences d'acide aminé (CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-
8, CTX-M-9, and CTX-M-25) (186, 325, 363). Les enzymes Toho-1/2, décrites au Japon, sont

tres proches structuralement des CTX-M et sont donc classées parmi celles-ci (53).
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Figure 3.6. Schéma de I'arbre phylogénétique des CTX-M : Origine des genes codant le groupe CTX-M
D’aprés (147)

II1.5.7. Les animaux réservoirs de BLSE

La présence constante #e coli dans la flore digestive des mammiféres implique une tres
large distribution de ce germe et donc une répartition étendue des souches résistantes. Les
animaux d’élevage en particulier sont soumis a une forte exposition aux antibiotiques pour le
traitement des maladies bactériennes. En conséquence, la flore intestinale des animaux est
devenue un réservoir de bactéries résistantes. Une majeure partie des BLSE isolées chez les

patients a I'hopital ont été retrouvées dans des isolats d’origine animale.

I11.5.7.1. Les enzymes CTX-M

Des isolats d&. coli CTX-M-1" ont été rapportés pour la premiére fois chez un chien sain au

Portugal (98). Mais récemment une apparition significativeede®li producteurs CTX-M-1
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en Italie a été observée dans une collection de 298 isol&tsaidi, isolées des animaux de
compagnie sains et malades (204 chiens et 61 chats). Dans cette collection, 7% des isolats
étaient résistantes au céfotaxime dont 76% étaient CTX-M-1 positives et 23% exprimaient le
géneblaspy-12 (76). CTX-M-1 a été également identifié dans des produits d’origine animale

au Danemark, en Espagne et en France (1, 60, 159).

En 1999 au Japon, la présence de CTX-M-2 a été détectée dans des produits d’origine
animale. Sur une collection de 2 747 souchels.dmliisolées de 1999 a 2002 (bétail, porc et
volaille), 18 souches étaient céfazoline-résistantes dont 4 produisaient CTX-M-2 (412). Une
autre étude menée au Japon sur 396 échantillons fécaux de bétail et 270 écouvillons de
surface de carcasses de bétail collectés entre 2000 et 2001, a confirmé la préEermodi de
productrices de CTX-M-2 (240). En Eurofalmonella enterica €. Virchow productrices

de CTX-M-2 ont été isolées chez la volaille aux Pays Bas, en Irlande et en Belgique ces
derniéres années (33, 185).

L’enzyme CTX-M-14 a été détectée chez un poulet sain en Espagne en 2000 (380). Plus tard
dans une autre étude espagnole réalisée en 2003 sur une collection de 619 igolatdi,de

huit portaient le variant CTX-M-14 et deux le variant CTX-M-9 (60). Deux souché&s. de
Virchow productrices de CTX-M-9 ont été isolées chez la volaille (380). Une étude réalisée
en France sur des isolats de volaille et d’humains, durant la période 2002-2003, réeveéle la
présence dans les fermes de souch&s. dechow productrices de CTX- M-9. Ces derniéres
étaient responsables de gastroentérite chez un enfant de 4 ans (467). Récemment en
Danemark des souch8&s Virchow productrices de lI'enzyme CTX-M-9 ont été isolées sur des
cailles importées de France (2). En novembre 2004Edesli productrices de CTX-M-14

ont été isolées chez des veaux dans une ferme au Royaume-Uni. Une étude longitudinale
exécutée entre décembre 2004 et juillet 2005 a démontré la diffusion rapide des BLSE a la
ferme (271). Ainsi, la proportion d'échantillons positifs de veau a augmenté de 64,6% a la
premiere visite a 92,7% a la troisieme visite (2). Les isolats étaient génétiquement
indépendants, et la diffusion du genechian-14 €tait liée a la fois a la promiscuité des
plasmides dans la flore intestinale et a la contamination de I'environnement de la ferme par
les déjections des animaux (2). En France, une étude récente a rapporté la présence de

souches d&. colienterohémorragiques productrices de I'enzyme CTX-M-15 chez des vaches
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malades (286) Par ailleurs, chez les especes animales, les BliSgGroupe CTX-M-1

étaient le plus souvent des enzymes de type CTX-M-15 (235, 452).

I11.5.7.2. SHV-12

En 2000 au Sénégal, des souchesSdbnonella d'un sérotype peu commun [35: ¢ : 1.2]
productrices de I'enzyme SHV-12 ont été détectées chez des patients a I'hopital et chez la
volaille, suggérant une épidémie liée a la consommation d’aliments souillés (77). En Europe,
une souche dE. coli productrices de I'enzyme SHV-12 a été rapportée en 2001 en Espagne
chez un chien souffrant d’infections urinaires récurrentes (61). Des souches aidi
productrices de I'enzyme SHV-12, ont été retrouvées dans des échantillons fécaux de poulets
sains collectés entre 2000-2001 dans les abattoirs en Espagne (62), et dans des échantillons
clinigues d’animaux de compagnie collectés entre 2000-2003 en Italie mais a des fréquences
faibles (76).

I11.5.7.3. TEM-52

Généralement trés peu de souches productrices de TEM-52 sont rapportés chez les animaux :
trois souches productrices de TEM-52 chez des chiens sains au Portugal, trois souches dont
une chez le lapin et deux chez la volaille en Espagne, et une souche productrice de TEM-52

sur une collection de 732 isolats de E. dalivolaille, de bovins et de porcs au Danemark (41,

89, 98). Une étude réalisée aux Pays-Bas durant la période 2001-2002 sur les salmonelles
amoxicilline résistantes isolées chez la volaille, des viandes de volaille et chez des patients

humains a révélé que I'enzyme TEM-52 était la plus répandue (185).

En 1988 au Japon, un isolat Becoli producteur de BLSE de type FEC-1 a été isolé pour la
premiere fois chez un chien de laboratoire (302). En Europe (Espagne, Allemagne et
Royaume-Uni) et aux Etats-Unis, des souckescoli et Salmonella spp. productrices de
BLSE de type SHV-1-, TEM-1- et OXA- ont été frequemment isolées chez les animaux ou
des produits d’origine animale. TEM-1 était la variante la plus fréquente parmi ces isolats (26,
313).

I11.5.8. Distribution géographique des BLSE

La plupart des antibiotiques actuellement en service sont produits a partir de processus
naturels par des bactéries du sol comme les streptomycetes. La présence de bactéries
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résistantes et des genes de résistance dans l'environnement est un phénomene antique qui est
la conséquence de l'origine des antibiotiques. Depuis leurs origines, les genes ont été capturés
grace a des éléments génétigues mobiles comme des séquences d'insertiokcfEk. 1S
ISCR1) ou gace a des phages, et transférés sur des plasmides conjugatifs qui ont ensuite
diffusé parmi les entérobactéries pathogénes pour I'nomme (74, 387). Les souches
productrices de CTX-M ont été initialement rapportées de facon sporadique a la fin des
années 80 au Japon (FEC-1), en Europe (MEN-1, CTX-M-1) et en Argentine (CTX-M-2)
(53). Dans le début des années 90, une diffusion massive des souches productrices de CTX-M
(S. enterica,Proteus mirabilis E. coli, Shigella sonneiMorganella morganii Citrobacter

freundii, Serratia marcescens€. aerogenesa été décrite en Argentine et dans les pays

voisins, impliquant pour la plupart les CTX-M du groupe 2 (53, 387).

En 15 ans, la diffusion mondiale des BLSE de type CTX-M chez les entérobactéries a explosé
de facon extrémement rapide, d'ou le terme de «pandémie CTX38®). Les études
epidémiologiques récentes rapportent que la situation est endémique dans la plupart des pays
d’Europe, d’Asie et d’Amérique du Sud avec de forts taux de prévalence de CTX-M parmi les
souches productrices de BLSIE.: coli (de 30 a 90%) et d€. pneumoniadéde 10 a 60 %)

(275, 387). A noter que quelques CTX-M sont retrouvées spécifiquement dans certains pays
(comme CTX-M-9 et CTX-M-14 en Espagne, CTX-M-1 en Italie ou CTX-M-2 en Amérique

du Sud, au Japon et en Israél) tandis que CTX-M-15 est mondialement distribuée et est

responsable chez les humains des cas d’infections nosocomiales et communautaires (387).

En Espagne, la prévalence des CTX-M parmi les souché&s deli et deK. pneumoniae
productrices de BLSE était respectivement de 52,3 % et 12,5 % tandis qu’en ltalie, les taux
respectifs étaient de 54,8 % et 12,3 % (387). En France, dans I'étude BAghines BLSE

sont des CTX-M chez seulement 2,9 % des entérobactéries en 1999, contre 24,5 % en 2004
(20). Cette évolution est confirmée par d’autres études francaises, avec des niveaux encore
plus élevés quelquefois comme dans I'étude de Naas et al. qui démontre que 92 % des BLSE
isolées cheZ. coli sont des CTX-M en 2004 parmi lesquelles 84 % sont des CTX-M-15
(324).
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Figure 3.7. Répartion géographique dep-lactamase CTX-M
D’apres (73)

La large diffusion des CTX-M a changé considérablement I'épidémiologie des BLSE chez
’lhomme avec I'émergence de souches productrices de BLSE, principalement des souches de
E. coliproductrices de CTX-M (notamment CTX-M-15) non seulement a I'’hopital mais aussi
dans toute la population. De plus, le portage digestif de souches productrices de BLSE est
devenu non négligeable avec un réservoir de BLSE animal important (387). Dans une étude
récente espagnole, les taux de portage de souchescoé productrices de BLSE étaient de

11,8 % chez les patients hospitalisés et de 5,5 % chez les patients de ville, avec 42 % et 69 %
de CTX-M, respectivement (387).

Par ailleurs, les plasmides CTX-M portent souvent d’autres genes de résistance et par
conséqguence, la résistance provoquée par les BLSE est souvent associée a la résistance a
d'autres classes d'antibiotiques comme des fluoroquinolones, des aminoglycosides et le
triméthoprime-sulfaméthoxazole (96, 160). Enfin, a noter que les BLSE de type CTX-M
peuvent étre associées a d’auffdactamases, comme CTX-M-15 avec I'oxacillinase OXA-

ou des céphalosporinases plasmidiques et souvent des pénicillinases TEM (275).
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Chapitre 4 :LES EAUX USEES ET LEUR EPURATION

Engendrée majoritairement par les eaux usées et les épandages, I'essentiel de la contamination
des eaux superficielles est causé par 'hnomme et les animaux d’élevage. Les eaux usées sont
constituées d’eaux vannes (matieres fécales, urine etc....), d’eaux de lavage (linge, vaisselle,
véhicule, etc..) et d’eaux utilisées pour I'hygiéne dans les industries agroalimentaires en
particulier les abattoirs.

L’ensemble des effluents urbains (domestiques et hospitaliers) et des effluents industriels sont
traités dans une station d’épuration. Le rbéle de cette usine consiste a rendre ces effluents

propres a étre rejetés dans le milieu naturel (riviere par exemple).

IV.1. Eaux usées et contamination microbiologique

IV.1.1. Les effluents d’abattoirs

Les effluents d’abattoirs correspondent a I'ensemble des rejets liquides produits sur le site de
I'abattoir, c'est-a-dire les eaux résultant de I'activité d’abattage (procédé, lavage) et les eaux

vannes (sanitaires) (308).

BN

Les activités d’abattage sont a lorigine d'effluents bruts, liquides d’aspect rougeéatre
comprenant de nombreux débris organiques. La fraction liquide de ces effluents bruts est
principalement constituée de I'eau issue du réseau urbain et utilisée a de nombreux postes de
lavage tout au long de I'activité d’abattage (lavage des véhicules, des aires de stabulations, du
hall d’abattage, des locaux et du matériel, des cuves a sang, des bacs d'échaudage, des
visceres...). Mais les effluents d’abattoirs contiennent également du sang, du jus de pressage
ou d'essorage des matiéres stercoraires, ainsi que de l'eau des sanitaires et des fosses
septigues destinés au personnel. En général, afin de limiter le volume des effluents d’abattoir,
'eau utilisée dans les systemes frigorifiques est recyclée et les eaux de pluie sont rejetées
directement dans le milieu extérieur. D'autres liquides entrent également dans la composition
de l'effluent, comme le lisier lorsque les cuves sont lavées ou lorsque les quantités stockées
dépassent la capacité de stockage de la fosse (trop plein). La fraction solide macroscopique
des effluents bruts issus des abattoirs est généralement constituée de poils, de soies, de

morceaux de cornes ou d'onglons, de déchets de parage (graisse), de débris végétaux
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entrainés au cours des lavages, d’excréments humains (sanitaires pour le personnel) et

animaux et parfois d’autres éléments comme des chiffons ou des débris métalliques.

Contamination microbiologigue des effluents d’abattoirs (188, 263) : La flore digestive des

animaux de rente représente la source la plus importante quantitativement et qualitativement
de micro-organismes banals ou pathogenes retrouvés dans les effluents bruts des abattoirs
(protozoaires, champignons, bactéries anaérobies strictes et anaérobies facultatives). Les
flores de la peau, du tractus uro-génital et du tractus respiratoire peuvent également, mais

dans une moindre mesure, participer a la contamination des effluents.

La flore environnementale présente dans I'eau, le sol ou l'air constitue également une source
de contamination. L'eau du réseau urbain utilisée au cours des activités d’abattage des

animaux de boucherie est dite potable et ne contient donc pas (sauf en cas de contamination
accidentelle du réseau) de bactéries en quantité suffisante pour influer sur la composition

microbiologique de l'effluent brut. Enfin, I'air peut contenir des bactéries mais I'impact de

cette flore dans la composition microbiologique des effluents semble limité.
IV.1.2. Les effluents domestiques

lls sont constitués des eaux grises et des eaux « vannes ». Les eaux grises sont les eaux des
baignoires, douches, lavabos, éviers, machines a laver. Les eaux-vannes ou eaux ménageres
font références aux sous-produits de la digestion tels que les matiéres fécales et I'urine. Elles
peuvent étre un danger pour la santé car elles peuvent véhiculer des agents microbiens

pouvant étre responsables de maladies virales ou bactériennes.

IV.1.3. Les effluents hospitaliers

L'hépital est un lieu ou sont concentrées des personnes potentiellement porteuses de germes
pathogenes et ou peuvent se développer des infections nosocomiales. Il se pose alors la

problématique de savoir si I'hdpital peut-étre générateur d'une pollution bactériologique.

En effet, il peut exister plusieurs sources de rejet d'éléments pathogenes a I'hépital. Des
bactéries, des virus ou des parasites peuvent étre évacués avec les eaux vannes et avec les
produits d'analyses des laboratoires s'il n'existe pas de systemes de récupération ou de

traitement spécifiques.
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De plus, du fait de l'utilisation quelquefois intensive d'antibiotiques a I'hopital certaines
souches bactériennes peuvent développer des facultés de polyrésistance aux antibiotiques. Le
danger de pollution peut donc étre accentué par la présence de ces germes dans le réseau

d'assainissement public.

IV.1.4. Les eaux pluviales

Aussi appelées eaux de ruissellement, elles sont constituées des eaux d’écoulement de
surfaces imperméables. Ce sont les eaux de lavages de voieries, les eaux de pluies des toits,
voieries et parkings, les eaux de drainage qui ne se sont pas infiltrées dans la partie
superficielles du sol. Elles lessivent le sol et entrainent avec elles des pollutions liées a la

qualité des sols et a leur usage.

IV.2. Propriétés physico-chimiques des effluents
Les eaux usées forment en général un milieu tres complexe. La charge en agents polluants
dans un effluent peut étre évaluée a partir de certains parametres (373). La demande
biochimique en oxygene ou DBO correspond a la quantité d’'oxygéene nécessaire a I'oxydation
des matieres organiques fermentescibles présentes dans I'effluent par des bactéries aérobies.
Elle correspond a une mesure de la pollution des eaux par la matiére organique dégradable par
des voies biologiques naturelles (microflore présente dans le milieu récepteur) ou
anthropiques (installations de traitement biologique des eaux usées). La durée de la mesure de
la DBO est en général de cinqg jours (D@t le résultat obtenu est le volume d’oxygéne
dissous consommeé par les bactéries aérobies durant ces cing jours. La demande chimique en
oxygene ou DCO désigne la quantité globale d’oxygéne nécessaire a l'oxydation des
polluants organiques et inorganiques qui ne peuvent étre dégradés par les micro-organismes
des biotopes aquatiques. Le rapport BBXCO permet d'évaluer I'efficacité épuratoire d’'un
éventuel traitement biologique des effluents.

Les matiéres en suspension ou MES sont représentées par I'ensemble des particules minérales
ou organiques non dissoutes dans les effluents. La mesure des MES permet d’évaluer la
turbidité des effluents. Les MES se déclinent en deux types : les matiéres décantables qui se
déposent au repos en une durée communément fixée a 2 heures et les matieres colloidales

(particules de 16a& 10°mm) qu'il n’est pas possible de décanter.
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Le taux de substances extractibles au chloroforme ou SEC permet d’évaluer la charge

lipidique de I'effluent. L'azote Kjeldahl, exprimé en gramme d’azote ammoniacal, correspond

a la somme de l'azote contenu dans la matiére organigue et de l'azote présent sous forme
ammoniacale. L'azote global correspond a la somme de I'azote Kjeldahl, des nitrates et des
nitrites. Le phosphore total permet également d’estimer la charge polluante des effluents

puisque les teneurs en phosphore et en azote jouent un réle dans I'eutrophisation du milieu

récepteur.

Particularité des effluents bruts issus des abattoirs : ils sont relativement peu dilués et
possédent une charge organique, lipidique et azotée élevée : une étude menée en France a
ainsi montré que les valeurs moyennes de BBXO, MES, SEC, azote global et phosphore

total d’'un effluent brut non dégrillé issu d’un abattoir de bovins s’élevaient respectivement a
13,2;31;11,1;5,2; 1,6 et 0,13 grammes par kilogramme de carcasse produite (353). Les
effluents des abattoirs constituent donc un milieu riche en eau, carbone, azote et minéraux.
Ainsi, bien que plus pauvres - du fait notamment de la dilution - que I'habitat d'origine des
bactéries du tube digestif des animaux de boucherie, les effluents d'abattoirs conservent des
teneurs non négligeables en éléments nutritifs pouvant servir de substrat pour un
développement ou un maintien de populations bactériennes. Aucune mesure de la quantité
d'oxygene dissous dans les effluents bruts d’abattoir n'est disponible dans la littérature, mais
sa teneur autorise probablement la multiplication de toutes les bactéries en particulier des
bactéries aéro anaérobies facultatives (telles qué&.leli), a I'exception des anaérobies
strictes. Les matieres organiques peuvent étre utilisées par les micro-organismes soit comme
support de fixation, soit comme nutriments, et influent donc sur la survie et la multiplication
des bactéries. L'adsorption des bactéries sur les particules de matiére organique peut expliquer
la survie des bactéries aux différents traitements des effluents et donc le recyclage de
microorganismes pathogénes (188). Par ailleurs, la température moyenne de I'effluent brut
varie entre 15 et 25°C (109) ce qui autorise une survie, voire une multiplication des bactéries
présentes, majoritairement mésophiles. Enfin, les effluents d'abattoirs ont des valeurs de pH
proches de la neutralité¢ (entre 6,9 et 8,2 selon (116)) qui autorisent une survie des

microorganismes présents tels que les E. coli
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IV.3. Epuration des eaux usées
Par un systeme de canalisation, les effluents sont drainés jusqu’a la station d’épuration. lls
sont soumis a un prétraitement (dégrillage, tamisage, dessablage, dégraissage-déshuilage,
bassin tamponglont le but est de retirer mécaniqguement les éléments solides et les graisses
favorisant ainsi la protection des ouvrages en aval (canalisations, pompes, bassins). Le

traitement proprement dit fait appel a des procédés physico-chimiques et biologiques (188).

IV.3.1. Les prétraitements :

Les effluents doivent subir avant le traitement proprement dit, un prétraitement comportant un
certain nombre d'opérations a caractére physique ou mécanique. Le but est dans ce cas
d'extraire et d'éliminer de l'eau les éléments solides en suspension ou en flottation et qui
pourraient constituer une géne pour les traitements ultérieurs. Les traitements successifs sont

le relevage, le dégrillage et le dessablage — déshuilage.

IV.3.1.1. Le relevage
Cette étape est nécessaire avant tout prétraitement pour assurer un passage gravitaire de l'eau
dans les différents ouvrages de traitement, le niveau d'entrée des eaux a épurer étant en
général plus bas que le niveau de sortie du clarificateur des eaux épurées avant rejet dans le
milieu naturel. En utilisant un systeme de relevage assuré par des pompes ou par vis
d'Archimede.

IV.3.1.2. Le dégrillage
Il consiste a retenir les gros déchets solides au moyen de grilles a barreaux verticaux dont
I'écartement varie de 100 mm a 3 mm en fonction de l'efficacité voulue. Sont ainsi éliminés
les bois, plastiques, papiers, bouteilles, feuilles qui sont susceptibles de provoquer des dégats
aux conduites et machines des différentes unités de l'installation. Dans une STEP pour eaux
résiduelles, I'écartement est de I'ordre de 10 a 30 mm

IV.3.1.3. Le dessablage
De plus en plus associé dans le méme ouvrage au déshuilage, il a pour but d'extraire des eaux
brutes les sables, les graisses et particules minérales plus ou moins fines en suspension, de
maniére a éviter I'abrasion des pompes et conduites en aval. Le sable se dépose dans le fond

de l'ouvrage, est raclé ou sucé par pompes montées sur pont roulant. Le volume extrait par
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habitant et par an est de I'ordre de 5 a 12 dm3. Les huiles et les graisses en principe flottent car
leurs densités sont inférieures a celle de I'eau. Une aération est souvent utilisée sous forme de
bulles d'air qui augmentent la vitesse de montée des particules grasses dont la récupération
s'effectue dans une zone de tranquilisation. Le temps de séjour dans ce type d'ouvrage est de 5

a 12 minutes et le débit d'air insufflé est de I'ordre de 0,2 métre cube et par heure.

IV.3.2. Traitement primaire

Le traitement primaire élimine plus de la moitié des matiéres en suspension et constitue une
pré-épuration non négligeable quoique’insuffisante pour garantir la qualité du rejet en milieu
naturel. Il fait appel a différents procédés physiques ou chimiques. Les matieres en suspension
se déposent au fond par différence en raison d’'une densité supérieure a celle de l'eau .La
décantation classique est possible lorsque les eaux prétraitées séjournent en eaux calmes dans
le bassin de décantation primaire. Les matieres en suspension, organiques ou non, se déposent
dans le fond du bassin simplement par gravité. Elles y sont raclées et évacuées formant ainsi

les boues primaires.

Mais la simple décantation ne suffit malheureusement pas. En effet si le temps de décantation
d'un gravier dans un métre d'eau est de 1 seconde par la seule influence de son poids, celui du
sable fin passe a 2 minutes, l'argile a 2 heures, les bactéries a 8 jours et enfin de 2 a 200 ans
pour un colloide. Les matiéres sont donc particulierement stables en suspension et impossibles
a décanter naturellement aux débits généralement admis dans une station d’épuration. Pour
déstabiliser la suspension, il faut favoriser I'agglomération des colloides en diminuant leurs
forces de répulsion électrostatique. Lorsque ces particules s'agglomeérent, il y a floculation ou
coagulation. La coagulation s'obtient par addition dans l'eau d'un réactif chimique, le sel
d'aluminium ou de fer, qui neutralise les charges électriques superficielles répulsives, et
permet ainsi leur agglomération. Celle-ci est accélérée par l'ajout d'un polymere, sorte de
macromolécule a longue chaine qui emprisonne les matieres colloidales agglomérées en
flocons volumineux qui se déposent par gravité. C'est le floc. Le grossissement du floc peut
étre encore augmenté s'il est mis en contact avec des précipités déja formés lors d'un
traitement antérieur par une re-circulation des boues et si un brassage lent de I'ensemble
augmente les chances de rencontre des particules colloidales avec le floc formé. Ce type de
traitement primaire n'est pas généralisé a toutes les STEP mais la coagulation - floculation,

suivie d'une décantation permet d'éliminer jusqu'a 90% de MES et de 40 a 65% de la DBO5
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des effluents résiduels urbains. Les résidus ainsi collectés sont particulierement chargés en

matieres fermentescibles et doivent subir un traitement spécifique afin d'étre stabilisés.

Dans certains cas si les éléments a éliminer ont une densité Iégérement inférieure a celle de
'eau, on les élimine par flottation avec ou sans adjonction de polymeére. De fine bulles sont
injectées a la base du bassin pour favoriser la remontée des boues et ces derniéres sont

éliminées par un raclage de surface.

IV.3.3. Les traitements secondaires (353, 374)
Le traitement secondaire fait appel a des procédés biologiques : les effluents sont mis en
contact avec une biomasse épuratrice composée de micro-organismes sélectionnés qui, lors de
leur croissance et de leur multiplication, éliminent I'essentiel des composés organiques

oxydables et de I'azote ammoniacal présents dans I'effluent.

Le systéme le plus frequemment utilisé, consiste a développer des boues activées sous forme
de flocs dans un bassin brassé et aéré. Le temps de contact effluent - biomasse est en général
de l'ordre de 6 a 10 heures. Les boues activées sont constituées essentiellement de bactéries et
parfois de protozoaires, de champignons, de rotiferes et de nématodes. Cependant, la
composition de ces boues peut varier en fonction de la nature des composés organiques
présents dans les effluents mais aussi du pH, de la température et de I'oxygénation des
effluents. Les réactions d’oxydation du carbone présent dans les effluents seront d’autant plus

importantes que les systemes d’aération du bassin a boues activées seront efficaces.

L’'aération du bassin est en général assurée en surface et en profondeur par des aérateurs de
surface et des accélérateurs de courant dont le fonctionnement est guidé par des mesures de
'oxygéne dissous dans l'eau. L’élimination de l'azote ammoniacal par la biomasse
bactérienne s’effectue par nitrification dans un bassin aéré et par dénitrification dans un bassin

ou une zone d’anoxie.

Les effluents sont ensuite déversés dans un clarificateur qui permet essentiellement de séparer
les flocs de l'eau par gravitation. Les flocs se déposent au fond du clarificateur et sont
récupérés et éliminés par des bras racleurs. Les eaux clarifiees sont, quant a elles, acheminées

vers un chenal de sortie et rejetées dans I'environnement (rivieres).
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IV.3.4. Traitement et valorisation des boues (353, 374)
Les boues sont constituées de I'ensemble des éléments figurés accumulés au cours du
processus d’épuration des effluents et comprennent des matiéres en suspension minérales, des
matieres organiques non dégradables par les procédés de traitement utilisés et des
microorganismes (morts ou vivants). Ces boues contiennent également de I'eau en grande
guantité. Afin de réduire leur volume, elles sont déshydratées par décantation, par pressage ou

par centrifugation, puis éventuellement séchées a l'air ambiant ou en vapeur deau

surchauffée.

Ces procédés permettent également de réduire I'évolution biologique des matiéres organiques
fermentescibles résiduelles et stabilisent les boues. Leur élimination est presque toujours une
charge d’exploitation. Les boues peuvent étre incinérées ou enfouies mais elles sont parfois
valorisées et utilisées pour amender les sols. L'épandage de boues d’épuration constitue en
effet un apport en eau et en matieres organiques non négligeable et permet d’augmenter le

pouvoir de rétention d’eau du sol.

N

L’épandage des effluents participe a I'entretien dans I'environnement de colibacilles
pathogenes et/ou antibiorésistants. Les eaux superficielles sont alors une source de
contamination de I'homme. Le développement d'outils de PCR pour la détection dans les
effluents de génes de virulence et d'antibiorésistance, et la validation des résultats obtenus par
I'étude de bactéries isolées permettront de proposer des outils efficaces pour I'évaluation et la

maitrise des risques pour la Santé publique.
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Chapitre 5 : OBJECTIFS DU PROJET DE THESE

L’espéceEscherichia coliest hétérogene, contenant des souches pathogénes et des souches
inoffensives. La classification des différentes souches pathogénes est basée sur leurs
propriétés spécifiques de virulence. Les souches pathogé&hesoti'sont en effet associées a

des maladies variées.

Certaines souches ne franchisent pas la barriére intestinale produisant des lésions d’entérite,
associées a de la diarrhée et d’autres souches pathogéneslifdeuvent franchir la barriere
intestinale, pouvant produire une septicémie, avec des complications variables selon les

organes infectés.

Les Escherichia colipathogenessont considérés a I'heure actuelle comme des souches
émergentes en santé publique. Les différents sérogroupes impligués chez 'homme sont
egalement présents dans les différentes especes animales ou ils font souvent I'objet d’'un
portage asymptomatique dans le tube digestif. En outre, l'utilisation des antibiotiques chez les
animaux, parallelement a leur usage en médecine humaine, participe a la pression de sélection
favorisant 'émergence de bactéries de la flore digestive porteuses de genes de résistance.
L’excrétion animale et humaine participe a la contamination de I'environnement via les

effluents.

Dans ce contexte, la caractérisation sur le plan de la pathogénicité et de la résistance aux
antibiotiques des souches He coli présentes dans les effluents d’abattoir et urbain devrait
permettre d’évaluer leur contamination respective. L'estimation de la prévalence dans les
effluents de souches potentiellement pathogénes et/ou antibiorésistantes nous permettra
d’évaluer la part des effluents dans l'entretien de leur cycle épidémiologique dans
'environnement. De plus, la comparaison de ces populatidascdli d’origine humaine et

animale nous permettra d’évaluer si des souches identiques sont présentes dans les réservoirs
humains et animaux et/ou si des flux de bactéries et/ou de génes existent entre ces deux

populations.
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Ce projet a quatre objectifs majeurs :

() Etudier I'évolution au cours du temps de la fréquence de contamination par des souches
d’E. coli pathogénes et/ou résistantes aux antibiotiques des effluents d'un couple

abattoir/station d’épuration urbaine,

(i) apprécier la pression exercée par les souchEs cbli d’'origine animale sur celles

d’origine humaine retrouvées dans les effluents de la station d’épuration urbaine,

(iii) étudier la potentielle émergence de flux de génes de virulence ou de résistance entre les
populations dE. coli d’origine animale présentes dans les effluents de I'abattoir et celles

d’origine humaine présentes dans les effluents de la communauté urbaine.

(iv) Comparer la situation épidémiologique au Sénégal (région de Dakar) et dans le sud-ouest
de la France en termes de présence et dissémination dans I'environnemgéntatie
potentiellement a risque pour la Santé publique grace au transfert des méthodes et différentes

technologies nécessaires a ce type d’études.

En conclusion, notre travail devrait permettre d'aider a développer des méthodes
originales de prédiction du risque lié a I'existenc.ctoli potentiellement pathogénes et/ou
résistants aux antibiotiques dans les effluents des stations d’épuration et des abattoirs. Il
devrait également permettre d’aider a formuler des recommandations en matiere de

surveillance et de qualité microbiologique des effluents des stations d'épuration.
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Chapitre 6 . MATERIEL ET METHODES

VI.1.  Réalisation des prélevements d’effluent
Les prélevements d'effluents ont été réalisés en France et au Sénégal afin de comparer les

situations épidémiologiques des deux pays en termes de prévalence des Eounbles

pathogenes et/ou résistantes aux antibiotiques.

VI.1.1. En France

VI.1.1.1.Sites de prélevement

Un couple abattoir/station d’épuration urbaine d’une ville de Midi-Pyrénnées d’environ
60 000 habitants a été choisi. Précisons qu’en amont de la station d’épuration se trouve un
hopital de capacité de 900 lits et qu’en aval se trouve un cours d’eau relativement important.

L’abattoir est de moyenne capacité et se caractérise par un tonnage annuel de 9 600 tonnes
(avec une capacité de 13000 tonnes). Il s’agit d'un abattoir polyvalent; il traite
majoritairement des porcs (environ 70% du tonnage annuel) et en quantité moindre des gros
bovins (20% du tonnage), des veaux (8%) et des ovins/caprins (2%). La consommation
moyenne en eau du site s’éléve a 23prh’abattoir ne dispose pas d’une station d’épuration
compléte mais I'effluent a sa sortie subit un prétraitement avant de rejoindre le réseau urbain.
Il s’agit d’'un dégrillage/tamisage suivi d’'un traitement a base de chlorure ferrique qui permet

la floculation des matiéres organiques et au terme duquel sont récupérées des boues.

La station d’épuration municipale traite de maniere classique les eaux usées de la ville. Il
s’agit en effet d'une station biologique a boues activées. Apres traitement, I'eau est déversée
dans une riviére ; les boues quant a elles sont prises en charge dans I'unité de compostage.

VI.1.1.2.Choix stratégique des points de prélévement

Les prélevements ont été réalisés sur trois points stratégiques : (P1) effluents urbains a
l'entrée de la STEP (représentatifs descoli portés par la communauté humaine), (P2)
effluents d’abattoir rejetés dans la STEP (représentatifEdesli portés par les animaux
d’élevage et ayant persisté au cours des premieres phases d'épuration a I'abattoir) et (P3)
effluents traités avant leur rejet dans le cours d’eau (représentatif§. dasi d’origine

humaine et animale ayant persisté au cours des traitements épuréftunes) 6.1).
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P: Point de prélevement (nombre de E. coli isolées)

Figure 6.1. Schématisation des points de prélevement des effluents en France

VI.1.1.3.Technigues de prélevement des effluents

L’étude s’est déroulée sur 12 mois (de mars 2009 a mars 2010) avec un prélévement par mois
en chacun des trois points. Les prélevements ont été effectués sur 24 heures a I'aide d’un
préleveur automatique préalablement programmé afin de répondre aux fluctuations

journalieres du débit. Le temps de rémanence de I'eau dans la station d’épuration a été pris en
compte afin que le préléevement réalisé en P3 soit représentatif de ce qui a été rejeté en P1 et
P2. En effet, le prélevement P3 a été effectué trois jours aprés ceux effectués en P1 et P2. Les

débits quant a eux ont été mesurés en P2 et P3 sur 24 heures au cours les prélevements.

VI.1.2. Au Sénégal

VI.1.2.1. Sites de prélevement

Contrairement a la France, les abattoirs ne sont pas connectés a la STEP urbaine et les

prélévements ont été éffectués de fagcon séparée.

Les abattoirs de Dakar sont les plus grands abattoirs au Sénégal et le seul lieu d’abattage a
Dakar permettant la mise sur le marché des viandes d’animaux (bovins, ovins, caprins et
porcins) parce qu’ils constituent le seul établissement garantissant un contréle vétérinaire
exhaustif des animaux a leur entrée et leur sortie. lls comportent une salle d’abattage pour les
bovins (abattoir de bovins), une salle pour les ovins et les caprins, une salle pour les porcins et

a coté de cette derniere, est aménagé un local pour I'abattage des chevaux qui est une espece
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faiblement exploitée destinées a nourrir les animaux des parcs zoologiques. Les abattoirs
traitent majoritairement des bovins (environ 74 % du tonnage annuel), des ovins (environ 19
% du tonnage annuel) et en quantité moindre des porcins (environ 1 % du tonnage annuel).
Les abattoirs sont de moyenne capacité et se caractérisent par un tonnage journalier de 10
tonnes. La consommation moyenne en eau du site s'éléve & environ*5Des abattoirs

ne sont pas équipés d’'un systéme de prétraitement ni de traitement des eaux usées. Tous les
déchets d’abattage (liquide physiologique et eau pour les taches de nettoyage) sont déversés
directement dans le systeme de canalisation qui débouche dans la baie de Hann au niveau de
la mer. Seule la partie solide du contenu gastrique est recupérée afin de protéger les ouvrages
en aval de l'arrivée de gros éléments susceptibles de provoquer le colmatage des unités de

I'installation. Cette partie est utilisée pour épandage en culture maraichéere.

La station d’épuration urbaine a une capacité de production d’eau brute de 1§/j2@len

recoit les eaux usées des ménages, des effluents des hopitaux et les eaux pluviales.
Aujourd’hui la station est saturée car elle recoit une capacité de 28 4@eanx usées en
moyenne par jour. Ainsi, un surplus de 2 200est directement rejeté en mer. La fraction
traitée est utilisée dans lirrigation des productions horticoles, I'arrosage de terrains ou
d’espaces verts et pour fournir en eau dans une moindre mesure certaines entreprises de
construction. Les boues issues du traitement sont valorisées, séchées, recyclées et revendues
en compost a des associations agricoles locales. Par ailleurs, la filiere de traitement des boues
par digestion permet de produire du biogaz (méthane) qui alimente un groupe électrogene qui
procure a la station de I'électricité a 30 % ; ce qui favorise I'économie d’énergies fossiles.

VI.1.2.2. Choix des points de prélevement

Au niveau des abattoirs de Dakar, les prélevements ont été effectués a un seul point au niveau
des eaux usées provenant de la salle des bovins appelé effluent abattoir (EA). Pour cibler la
période de forte activité de I'abattoir, les séances de préléevements ont été réalisées le matin
entre 8h et 10h et un volume d’environ 10 litres est recueilli directement dans des bidons
stériles et transporté au Laboratoire National d’Elevage et des Recherches Vétérinaires

(LNERV) dans un conteneur avec des carbo-glaces.

A la station d’épuration urbaine (STEP), les prélevements ont été réalisés a trois niveaux : (i)
Entrée de la STEP: effluent brut dessablé (EBD), (ii) Apres traitement physique: eau clarifiée
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(EC) et (iii) Apres chloration : Rejet Final (RF). Pour chaque point de prélevement, un
volume de 10 litres a été recuellli et transporté au laboratoire dans les mémes conditions pour

I'effluent de I'abattoir (Figure 6.2).

Station d’épuration

Unité de traitement biologique

Bassin d'aération mearfﬁcateurd i
Arrivée g:s Décanteur primaire (décanteur secondaire,
eaux usées L ] i S AR
— J [ Eal s i - ol g
EC RF
Dégrilleur ~ Désableur Déshuileur S S iR IR T
Boues
primaires
ili -+— Recyclage des boues
m&im {enseﬁe“yncdcgmf en bactéries)

traitement
des
boues

Figure 6.2. Points de prélevement pour la STEP des eaux usées de Dakar
EBD : effluent brut dessablé, EC : eau clarifiée et RF : Rejet Final.

VI.2. Traitement des prélévements

Les effluents prelevés ont été traités de la méme sorte le jour méme de leur réception. Les
échantillons ont tout d’abord subi une étape de concentration par centrifugation a 10 000g
pendant 10 minutes. Les culots bactériens ont ensuite été mis en suspension dans 5 mL de

diluant tryptone.

VI.3. Dénombrement des entérobactéries et des E. coli

Des dilutions décimales des suspensions bactériennes ont ensuite été ensemencées sur
pétrifilm Entérobactéries (Petrifilff Select Entérobacteries Count Plate, Grosseron, Saint
Herblain, France) pour le dénombrement des entérobactéries et sur pétrifimESalelit
(Petrifilm™ Select E. coli Count Plate, Grosseron, Saint Herblain, France) pour le
dénombrement dds. coli. Les pétrifilms ont enfin été incubés a 37°C pendant 18 a 24 heures
pour le dénombrement des Entérobactéries et a 42°C pendant 18 a 24 heures pour le

dénombrement des E. coli (451).
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VI.4. Isolement des E. coli et constitution d’'une banque d’isolats

Pour chaque campagne et chaque prélévement, aprés dénombrement, une vingtaine de
pétrifilm SelectE. coli ont été ensemencés a une dilution permettant d’avoir une vingtaine de
colonies bien isolées, 20 a 24 ufc présentant une activité béta-glucuronidase ont été prélevées
de facon aléatoire et ont été repiquées dans des plaques de 96 puits contenant 150uL de
bouillon Luria Bertani (LB) (Invitrogen, Paisley, Ecosse) ; en tout 13 plagues ont été
ensemencées par campagne (soient 1248 souches par campagne). Au total pour les 12
campagnes une banque de 14 976 isolatkE.depli a été constituée Les plaques ont été
incubées pendant une nuit a 37°C et ensuite conservées a -80°C dans 30% de glycérol (ajout a

I'aide de micropipette de 2 gouttes de glycérol dans chaque puits contenant une souche).

A partir des prélévements issus de I'abattoir et de la STEP de Dakar, Une collection de 540
souches dée. coli a été constituée dont 268 souches Edecoli isolées a I'abattoir, 183
souches d&. coli de l'effluent brut de la STEP et 89 souchegdeoli de I'eau clarifiée de
la STEP. Au niveau du rejet, du fait de la chloration, aucune soudiBeatdi n'a été isolée.

Les souches collectées ont été conservées a — 80°C dans 30% de glycérol.

VI.5. Recherche des 5 principaux sérogroupes des EHEC par
Immunoséparation magnétique (IMS)

Parallélement a I'isolement dé&s coli, la recherche des 5 sérogroupes majeurs (0157, 0103,
026, 0145 et 0111) les plus incriminés dans des maladies humaines dues aux EHEC (6) a été
réalisée par IMS sur les échantillons P1, P2 et P3 a chague campagne de prélevement. 1 ml de
chacun des prélevements P1, P2 et P3 a été enrichi dans 15 ml de bouillon Tryptone Soja
Modifié (TSM) additionné de novobiocine (20 mg/L) et d’acriflavine (10 mg/L). Le but était

de favoriser la croissance des souches EHEC tout en inhibant les bactéries a coloration de
Gram positive. Ce milieu d’enrichissement a été incubé 16h a 42°C. 1 ml de la suspension P1
enrichie a été réparti dans 5 tubes Eppendorf (idem pour P2 et P3). Une suspension
d’anticorps attachés a des billes magnétiques a été ajoutée. Ce sont les anticorps 026, 0103,
0111, 0145, 0157 (Dynal Biotech, Bromborough, Royaume-Uni) qui ont été uffhigése

6.3). lls sont dirigés vers les LPS (lipopolysccharides) des bactéries porteuses des antigenes
qui leur sont spécifiques (Figure 6.3). L’agitation a été mise en place puis une barre aimantée
a été positionnée pour attirer les billes magnétiques associées ou non aux bactéries

recherchées contre la paroi des tubes. Des lavages ont été réalisés avec du PBS complémenté
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avec du tween. Ensuite, aprés avoir enlevé la barre aimantée, le culot a été repris avec du
PBS/Tween. A partir de cette suspension, des ensemencements ont été réalisés sur un milieu
cefixime-tellurite-MacConkey (CT-MAC) base + rhamnose a 10g/L pour le sérogroupes 026,
CT MAC base + raffinose a 10 g/L pour O145 et sur un milieu cefixime-tellurite-sorbitol-
MacConkay (CT-SMAC) agar pour 0157, 0103 et O111. Les milieux de culture ensemencés
ont été incubés pendant 24h a 37°C. Sur chaque série de 10 boites, 10 colonies
caractéristiques bien isolées ont été choisies aléatoirement et elles ont été repiquées sur des
boites de Pétri contenant de la gélose LB pour 026, 0103, 0111, 0145 et de la gélose

sorbitol-Mac Conkay pour O157 et ont été incubées pendant 24h a 37°C.

Des tests spécifiques d’agglutination pd&urcoli O157,E. coli 026, E. coli O103,E. coli

0111 etE. coli 0145 test kit (Statens Serum Institut, Copenhagen, Danemark) ont été réalisés
afin de confirmer I'appartenance des isolats aux sérogroupes recherchés. Pour les colonies qui
avaient permis une agglutination, une galerie APl 20E (Galerie APl 20E, Biomérieux) a été
ensemenceée pour confirmer I'espé&tecoli et en parallele un bouillon LB a été ensemenceé
avec la méme souche. Les galeries API et les bouillons LB ont été incubés 24h a 37°C. Les
galeries APl 20E (Biomérieux) ont été interprétées et pour les souches qui étaient bien des
Escherichia coli la souche bactérienne a été conservée par congélation a -80°C pour la
recherche ultérieure des facteurs de virulence associés aux EHEC.

Figure 6.3. Schéma de la réaction d'immuno séparation magnétique
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VI.6. Caractérisation géenétique des souches E. coli

VI.6.1. Description des étapes de criblage

Afin de limiter le nombre d’extraction d’ADN et de recherches de genes d’intérét par PCR, le
criblage par PCR des isolats Becoli pour les genes de virulenaeété réalisé en trois étapes

qui sont : (i) le criblage par demi-plaque, (i) le criblage par colonne et (i) le criblage par puits.
Pour chaque étape, ont été analysés en parallele un contréle positif du géne recherché et un

contrble négatif.

VI.6.1.1. Criblage par demi-plaque

Pour chaque plaque de la collection, les souches conservées a — 80°C ont été repiquées dans
une nouvelle plaque de 96 puits dans 3@@&ubouillon LB par puits et incubées a 37°C sous
agitation pendant une nuit. A partir des 48 bouillons incubés d’'une demi-plaque, un pool de
960y de bouillon de culture a été constitué (R@g bouillon de culture par puits). Les 960

ML de suspension bactérienne ont été divisés en trois aliquots die 820gu bouillon de

culture de la souche témoin positif ont été ajoutés au premier aliquot éu &ouillon de

culture de la souche témoin négatif dans chacun des deux autres aliquots. Apres extraction
d’ADN des trois aliquots, le ou les genes ont été amplifiés par PCR conventionnelle. Un pool
est considéré comme positif si le premier aliquot donnait un signal positif pour le ou les genes

testés et les deux autres aliquots un signal positif pour au moins un des géenes recherchés

VI.6.1.2. Criblage par colonne

A partir d’'une demi-plaque ayant donné un résultat positif, les colonnes concernées ont été
poolées a raison de 40 pL par puits afin d'obtenir@2de bouillon de culture pour chacune

des 6 colonnes. Les génes ont été amplifies comme précédemment.

VI.6.1.3. Criblage par puits

De méme pour une colonne ayant donné un signal positif pour au moins un des genes, chaque
puits a été testé individuellement. Un volume de 6 pL de suspension bactérienne de chaque
puits a été repiqué dans 1 mL de bouillon LB et incubée a 37°C sous agitation pendant une

nuit puis 320lide chaque bouillon ont été testés.
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VI1.6.2. Extraction de 'ADN

Pour les isolats testés par PCR, 'ADN a été extrait par lyse alcaline avec de la soude. 320uL
de suspension bactérienne ont été centrifugés a 12 000 tr/min pendant 5 minutes. Apres
aspiration du surnageant 25uL de NaOH a 0,5 M (Prolabo) ont été ajoutés dans les tubes.
Apres avoir laissé la soude agir pendant 20 minutes a température ambiante (23°C), nous
avons rajouté 25uL de Tris HCI pH = 7.4 & 1M (Sigma, Steinheim,Allemagne) et 450uL
d’eau nanopure. Les 500de suspension d'ADN obtenus ont été conservé8°&€-8

VI1.6.3. Criblage des facteurs de virulence des EHEC

Les EHEC typiques sont caractérisés par la présence de deux principaux facteurs de virulence
qui sont les shigatoxines (STX) codées par les gehédsetstx2 et I'intimine, le facteur
d’attachement aux entérocytes codé par le garel’amplification génique a été réalisée par

PCR triplex pour ces 3 facteurs de virulence des EHEa@ §txi et ste) comme décrite par

China et al. (85) sur I'ensemble des isolats des 12 campagnes de prélevement et de la
collection réalisée au Sénégal. La présence de chaque géne chez un isolat a été vérifiée
individuellement par réaction PCR. La séquence des six amorces (eaeA B52, eaeA B53, sltl
B54, sltl B55, sltll B56 et sltll B57), les amorces, les souches de référence et la taille attendue

des fragments d'ADN amplifiés sont présentées dans le Tableau 6.1.

L'amplification génique a été effectuée dans un volume dé &Ghtenant : 5ud’ADN a
analyser, 1X de tampon PCR (10 mM KCI, 10 mM (NH4)2S04, 20 mM Tris-HCI, 2 mM
MgS0O4, 0,1% Triton X-100, pH=8,8 a 25°C) (Biolabs, Herts, Royaume-Uni), 20

chaque dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Promega, Madison, Etats-Unig)déchaque
amorce (Biomers, Sequantia, Evry, France) et 1 UTdg ADN polymérase (Biolabs).
L’'analyse par PCR comportait 30 cycles et pour chaque cycle on avait une dénaturation a
94°C pendant 30 s, suivie d’une hybridation a 52°C pendant 30 s et d’'une élongation a 72°C
pendant 30 s. Avant le premier cycle, I'échantillon a été dénaturé a 95°C pendant 5 min et
apres le dernier cycle, I'échantillon a subi une phase d’élongation & 72°C pendant 10 min. Dix
microlitres de chaque amplifiat ont été déposés sur un gel d'agarose (Invitrogen) a 2% et ont
subi une électrophorése en tampon TAE 1X (Euromedex, Mundolsheim, France) pendant 30 a
45 min a 50 V (RunOneND, Embitec, San Diego, Etats-Unis). Les fragments d'ADN
amplifiés ont été révélés aprés avoir été plongés dans un bain de bromure d'éthidium

(Promega) & 2 mg/l pendant 15 min. La concordance du poids moléculaire du fragment
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amplifié avec celui du fragment attendu a été vérifiée grace a des marqueurs de poids
moléculaire de 100 pb ou 1 kb (Biolabs) selon le poids moléculaire attendu.

Tableau 6.1. Amorces, taille attendue de I'amplifiat des génes de viruleneae, stxlet stx2chez lest.
coli.

Pathovar Genes Amorces Sequences (sens et anti-sens) Témoin  Taille des Réference
cibles positif amplicons
eae B52 AGGCTTCGTCACAGTTG (85)
eae 570 Pb
eae B53 CCATCGTCACCAGAGGA
EHEC SLT1B54 | AGAGCGATGTTACGGTTTG RIMD
stx1 388 Pb

SLT1B55 | TTGCCCCCAGAGTGGATG 0509952

SLTII B56 TGGGTTTTTCTTCGGTATC

stx2 SLTII B57 GACATTCTGGTTGACTATCTT 807 Pb

VI.6.4. Recherche des facteurs de virulence des E. coli
entéroagréegatives (EAEC)

~

Suite a l'epidemie de SHU de Mai 2011 survenue en Allemagne, les genéscdis
entéroagrégatives (EAEC) ont été recherchés sur les souches STEC de la collection et des
souches apres IMS appartenant aux sérogroupes associés aux EHEC. LaggRreap et

AA, marqueurs des souches EAEC (4) ont été recherchés par PCR en temps réel. Les souches
042 et 0104 ont été utilisées comme témoins positifs (81). Les amorces utilisées pour la
détection des genes spécifigues aux EAEC sont représentées darabléau 6.2.
L'amplification génique a été effectuée dans un volume final dé &ntenant : du Tampon
(Biorad) a 1X, 0,2mM de dNTP, 1mM de chaque amorce (Eurogentec), 1U de Taq
polymerase et 3u d'ADN. La PCR comporte 40 cycles et pour chaquelecyn a une
dénaturation a 94°C pendant 45 s suivie d'une hybridation a 53°C pendant 45 s et d’'une

élongation a 68°C pendant 45 s.

Tableau 6.2. Amorces utilisées pour I'amplification des génes spécifiques EAEC

Geénes Amorces Séquences sens et anti-sens Taille produit (Pb) Référence
AAprobe | EAECL | CTG GCG AAA GAC TGT ATC AT
CVD 432 EAEC2 | CAATGT ATA GAAATC CGCTGT T

aggR1 CTA ATT GTACAATCG ATG TA
aggR 457 (397)
aggR2 AGA GTC CAT CTC TTT GAT AAG

aapl CTT GGG TAT CAG CCT GAATG 310
aa|
P aap2 AAC CCATTC GGT TAG AGC AC

629
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VI.6.5. Criblage des facteurs de virulence des EXPEC

Les EXPEC se distinguent des bactéries commensales et des bactéries pathogenes intestinales
par la possession d’'un arsenal de facteurs de virulence qui leur sont propres (219). Ainsi,
I'étude de la prévalence desuches porteuses des génes associeBxREC a éte effectuée

sur la collection d’isolats de la campagne 2 (1 248 isolats) du mois d’avril 2009 et la

collection des souches isolées au Sénégal (540 isolats).

Les facteurs virulence des EXPEC sont des adhésines, des toxines, le systeme de captage du
fer et les facteurs associés a la présence d’'une capsule. Dans notre étude nous avons recherché
les adhésiness{a/focDE, papEFafa/draBC et f17A),les toxineslilyA, hlyF, clbNetcnf), la
capsulekpsMTK1) et le systeme de captage du(felyA) (Tableau 6.3) Trois types de PCR

ont été utilisés : une PCR triplesfé/focDE(260) kpsMTK1 (222) ethlyA (222)), une PCR

duplex papEF(480))et afa/draBC (222)) et trois PCR simplexlpN (218),f17A(32) etcnf

(480)). Les geneblyF etfuyAont été recherchés sur les isolats exprimant au moins un géne
parmi les premiers genes criblés. Les souches de référence suivantes ont été utilisées comme
témoins positif pour chaque géene : J96 pour la détection des gfaffesDE hlyA, papEF et

fuyA (221), SP15 poukpsMTK1 et hlyF (217), A30 pourafa/draBC (222), IHE3034 pour

clbN (242), 25KH9 pourfl7a-A(157), S5 poufl7b-Aetcnf2 (413), 31A poufl7c-A(31),

111KH86 pourf111 (29) et 28c pownfl (114)Les types de PCR avec les amorces utilisées

pour la détection de ces différents génes, les conditions de PCR et les souches de référence
figurent dansle tableau 6.3. Par ailleurs, Les sous-types des genéset f17 ont été
recherchéstébleau 6.4).
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Tableau 6.3. Amorces utilisées pour la détection des genes de virulence associés aux EXPEC et conditions PCR.
Témoins

Genes cibles

Amorces

Sens et Anti-sens

positifs

Taille
amplicons

Dénaturation

Conditions PCR (°C/temps)

Hybridation

Elongation

Références

Simplex 1 GCA GAA AAT TCA ATT TAT CCT TGG 95/2 puis 95/45 (32)
CTG ATA AGC GAT GGT GTA ATT AAC
Simplex 2 cnf CAATGG CAA CAAAAATACCTT 28C 1147 95/2 puis 95/45 56/45 72/1,5 35 72/10 (480
GAA CGACGTTCT TCATAAGTATC
Simplex 3 clbN GTTTTG CTC GCC AGATAG TCATTC IHE3034 733 95/2 puis 95/45 56/45 72/1,5 35 72/10 (212
CAG TTC GGG TAT GTG TGG AAG G
Duplex papEF GCAACAGCAACGCTGGTTGCATCAT J96 336 94/4 puis 94/1 63/0,5 7212 30 7217 (480)
AGA GAG AGC CAC TCT TAT ACG GAC A
afa/draBC GGC AGA GGG CCG GCAACAGGC A30 559 (222)
CCC GTAACG CGC CAG CAT CTC
Triplex kpsMT (K1) | TAG CAAACG TTC TAT TGG TGC SP15 153 94/4 puis 94/1 63/0,5 72/2 30 7217 (222)
CAT CCA GAC GAT AAG CAT GAG CA
hlyA AAC AAG GAT AAGCACTGTTCTGGC T J96 1177 (222)
ACC ATATAA GCG GTC ATT CCC GTC A
sfa/focDE CTC CGG AGAACT GGG TGC ATCTTAC J96 410 (480)
CGG AGG AGT AAT TAC AAACCT GGC A
Simplex Fyu”A TGA TTA ACC CCG CGA CGG GAA J96 880 94/4 puis 94/1 63/0,5 7212 30 7217 (222)
CGC AGT AGG CAC GAT GTT GTA
HlyF? TCG TTT AGG GTG CTT ACC TTC AAC SP15 444 95/2 puis 95/45 56/45 72/1,5 35 72/10 (321
TTT GGC GGT TTAGGC ATT CC
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Tableau 6.4. Amorces utilisées pour le sous-typage des géenes f17 et cnf.

Témoins Taille Conditions PCR (°C/temps)

Geénes Amorces Sens et Anti-sens " .
positifs amplicons

cibles

Références
Dénaturation Hybridation Elongation cycles

8 (U1843) | GGG GGA AGT ACA GAA GAA TTA 95/2 puis 95/0,75  56/0,75 (454)
9 (L2939) | TTG CCG TCC ACT CTC ACC AGT
cnf2 (U1831) | TAT CAT ACG GCA GGA GGA AGC ACC S5 1240 | 95/2 puis 95/0,75  58/0,75 72115 30 72/10
15 (L3071) | GTC ACA ATA GAC AAT AAT TTT CCG
cnf3 312 ACG TAA TTA GCA AAG ATG AAC A Hosp27 300 95/2 puis 95/0,75 _ 56/0,75 72115 35 72/10
313 ACA CCA TAA AAA GTA GAA CCA T
Fl7c- P2 CTG ATA AGC GAT GGT GTA ATT AAC 31A 416 94/5 puis 9472 55/1 7212 25 7217 32)
AlgaiA P5 GCA GGA ACC GCT CCC TTG GC
Fi7a A P2 CTG ATA AGC GAT GGT GTAATT AAC | 25KH9 321
P3 GCT GGA AGG GTG CAA TAC GCC TG
F17b-A P2 CTG ATA AGC GAT GGT GTA ATT AAC S5 323
P2 CAA CTA ACG GGA TGT ACA GTT TC
FI11A P2 CTG ATA AGC GAT GGT GTAATT AAC | 111KH86 | 239
PG GAT AGT CAT AAC CTT AAT ATT GCA
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V1.6.6. Etude des souches productrices de BLSE
L’étude de la prévalence dés coli productrices de BLSE a portée sur la campagne de

prélevement n° 2. L’étude a été réalisée en trois étapes qui sont : le criblage desEouches
coli résistantes aux céphalosporines de troisieme génération (C3G) céfotaxime et ceftazidime,
l'identification des BLSE par Etest et la recherche des gétasy, blasyy et blactx-um

associés.

VI.6.6.1. Criblage des souches E. coli productrices de BLSE
Les souches de la campagne 2 (1248 isolats) ont été repiquées sur gélose Mueller Hinton
(MH) ne contenant pas d’antibiotique et sur gélose MH contenant des C3G : céfotaxime
(CTX) et ceftazidime (CAZ), a la concentration de 1 pg/ml. Apres incubation a 37°C pendant
24 h, les souches résistantes qui ont poussé en présence des C3G sont céhficoigesr
test en galerie APl 20E. Les souches confirnt&esoli sont repiquées sur gélose MH sans
antibiotique.

VI.6.6.2. Etude phénotypique des BLSE
Les souche&. coli productrices de BLSE ont été identifiées par Etest pour cefotaxime et
ceftazidime en association avec de I'acide clavulanique, suivant les instructions du fabricant
(bioMérieux, Marcy I'Etoile, France). Les souchis coli ATCC 25922 etk. pneumonia

ATCC 700603 ont été utilisées comme contrdle positif.

VI1.6.6.3. Etude moléculaire des BLSE

Les génedblarey, blasyy etblactx-vont été recherchés par PCR. Les gehkspy et blactx-m

ont été amplifiés a partir des amorces précédemment décrites par (38, 393) eblaggerae

partir des amorces sens et antisens respectivement 5-AGATCGGCGACAACGTCAC-3' et

5-TCATTCAGTTCCGTTTCCCAG-3'. Les gendslargy ont été amplifiés et séquences

comme décrit précédemment (97). La paire d’'amorces 5-ATA AAATTC TTG AAG AC-3

et 5 —TTA CCA ATG CTT AAT CA-3’ a été utilisée pour I'amplification de la séquence de

1076-bp du gendlargy (284). Les génedlactx.v ont été séquencés pour identifier les

différents groupes CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 et CTX-M-25 (393). Les

produits de PCR ont été purifiés par le kit « Min Elute PCR Purification KIT » (Qiagen, The

Netherlands). Les séquences ont été générées par I'appareil ABI 3730 sequencer (Applied

Biosystems, USA) avec le kit « BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit » (Applied
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Biosystems,USA). Les souchEs coli JS238 (pOFX326) fournies par Olivier Fayet (CNRS-
LMGM-UMR5100, France)E. coli 6UZ4 (provenant de notre collectiorl, coli 149 77-
3018-11 ands. Virchow 75-22438-1 fournies par Lisbeth Andersen (National Food Institute,

Denmark), ont été utilisées comme contrdle.

VI.7.  Caractérisation des souches E. coli porteuses des genes de
virulence et/ou productrices de BLSE

VI.7.1. Sous-typage des génes stx

Pour chacune des deux grandes classes de Shigatoxines, il existe un certain nombre de
variants. Ainsi, les variants du ges&1 6txla, stxlet stxld)et les variants du gersx2
(stx2a,stx2b,stx2c, stx2d, stx2atx2f et stx2g)ont été recherchés sur les isolatsEdeoli

stx" de 'ensemble des 12 campagnes et des souches détectées par IMS et appartenant aux 5
sérogroupes associés aux EHEC. L'amplification des géenes qui codent pour les variants des
genesstxl etstx2 a été réalisée par PCR conventionnelle comme décrite précédemment par
Scheutz (402). Les amorces et les souches de référence utilisées sont représentées dans le
Tableau 6.5.

Le sous-typage dstx1l a été réalisé en triplesty, Stxc et stxg). L'amplification génique a
été effectuée dans un volume de [2Z5pntenant : Jul d'’ADN a analyser, 12 pul de Master Mix
(HotStart, Qiagen), 1 ul (5 uM) pour les 4 amorcestdécet stx1ld et 2 pl (5 uM) pour les

amorces de stxla.

Le sous-typage dstx2a eté effectué en simpl€gtx,, Sten, St Sted, Stee Stxr et Styg) et

pour chaque amplification, un volume de 20 ul dont 5 pul d’ADN a analyser, 10 pl de Master
Mix (HotStart, Qiagen) et 2,5 pl (5 uM) de chaque amorce a été utilisé. Le programme de
PCR comporte 35 cycles avec trois étapes pour I'ensemble des sous-types: une dénaturation a

94°C pendant 50 s, une hybridation & 62°C pendant 40 s et une élongation 72°C pendant 60 s.

Dix microlitres de chaque amplifiat ont été déposés sur un gel d'agarose (Agatabs,
Eurogentec) a 1,5%. Les amplicons ont été déposés dans les puits du gel. Deux microlitres de
tampon de charge 6X sont mélangés avec 10ul déchantillon et du marqueur de poids
moléculaire 1Kb (Biolabs) puis déposés. lls ont subi une électrophorése en tampon TAE 1X
(Euromedex, Mundolsheim, France) pendant 30 a 45 min & 50 V (RunOneND, Embitec, San
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Diego, Etats-Unis). Les fragments d'ADN amplifiés ont été révélés apres avoir été plongés
dans un bain de bromure d'éthidium (Promega) a 2 mg/l pendant 5 min. La concordance du
poids moléculaire du fragment amplifié avec celui du fragment attendu a été vérifiée grace a
des marqueurs de poids moléculaire de 100 pb ou 1 kb (Biolabs) selon le poids moléculaire

attendu.

Tableau 6.5. Les amorces, les souches de références et la taille des I'amplicons attendue pour le sous-
typage destx1 et stx2

Témoins Taille

Type PCR Amorces Sequences (sens et anti-sens) " .
positifs amplicons

sous-typestx1l | stxla-F1 CCTTTCCAGGTACAACAGCGGTT EDL933
stxla-R2 GGAAACTCATCAGATGCCATTCTGG
stxlc-F1 CCTTTCCTGGTACAACTGCGGTT DG131/3 252
stx1lc-R1 CAAGTGTTGTACGAAATCCCCTCTGA
stx1d-F1 CAGTTAATGCGATTGCTAAGGAGTTTACC MH1813 203
stx1d-R2 CTCTTCCTCTGGTTCTAACCCCATGATA

sous-typestx2 | stx2a-F2 GCGATACTGRGBACTGTGGCC 94C
stx2a-R3 CCGKCAACCTTCACTGTAAATGTG 349
stx2a-R2 GGCCACCTTCACTGTGAATGTG 347
stx2b-F1 AAATATGAAGAAGATATTTGTAGCGGC EH250 251
stx2b-R1 CAGCAAATCCTGAACCTGACG
stx2c-F1 GAAAGTCACAGTTTTTATATACAACGGGTA 31 177
stx2c-R2 CCGGCCACYTTTACTGTGAATGTA
stx2d-F1 AAARTCACAGTCTTTATATACAACGGGTG C165-02
stx2d-R1 TTYCCGGCCACTTTTACTGTG 179
stx2d-R2 GCCTGATGCACAGGTACTGGAC 280
stx2e-F1 CGGAGTATCGGGGAGAGGC S1191 411
stx2e-R2 CTTCCTGACACCTTCACAGTAAAGGT
stx2f-F1 TGGGCGTCATTCACTGGTTG T4/97 424
stx2f-R1 TAATGGCCGCCCTGTCTCC
stx2g-F1 CACCGGGTAGTTATATTTCTGTGGATATC ™ 573
stx2g-R1 GATGGCAATTCAGAATAACCGCT

VI.7.1. Recherche des variants du géne eae
Le typage des génes codant pour l'intimine a été effectué sur les isdfatsalieeae des 12

campagnes et des souches détectées par IMS et appartenant aux 5 sérogroupes associés aux
EHEC majeurs par une PCR quadruplex en temps réél pour la détection des \eagnts:

eagfl, eael, eae et ea@2/0 comme décrit par Madiet al. (287). Des tests par PCR

simplex et multiplex ont ensuite été réalisés pour la détection des cing protéines flagellaires
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flic (fiCH2, fliCH7, fliCH8, fliCH11 et fliCH28) retrouvées respectivement pour les
sérotypes 0103:H2, 0157:H7, O111:H8, 026:H11 et 0145:H28 (287).

VI.7.2. Identification des souches EPEC
Pour mettre en évidence des souches EPEC typiques capables de synthétiser a la fois

I'intimine et le "bundle forming pili", nous avons cherché le gefipesur toutes les souches
eaepositives des 12 campagnes de prélevement en France et de la collection du Sénégal par
PCR conventionnelle. Les amorces, EP1 : 5- AAT GGT GCT TGC GCT TGC TGC -3’ et
EP2 : 5- GCC GCT TTA TCC AAC CTG GTA -3 ont été utilisées comme décrit
précédemment (139, 167).

VI.7.3.  Classification phylogénétique

Pour les isolats dé&. coli positifs au moins a un des genes de virulence étudiés et/ou
productrices de BLSE, leur classe phylogénétique a été recherché par une PCR triplex
(tableau 6.6) Les geneschuAqui est impliqué dans le transport de I'héjaA dont le réle

est inconnu eTspE4C2 qui est un fragment aléatoire d’ADN ont été utilisés. Cette méthode
décrite par Clermont et al. (87) permet de classeE leli en quatre groupes : A, B1, B2 et

D.

VI.7.4. Etude de I'antibiorésistance des souches d’intérét

L’étude de la résistance phénotypique a été effectuée sur les souches porteuses de genes de
virulence associés aux EHEC et EXPEC ; des souches productrices de BLSE et sur 80 souches
de la collection du Sénégal choisies de fagon aléatoire. La technique de diffusion en milieu
gélosé a été utilisée et les antibiogrammes ont été effectués selon les normes C&31 (91)
gélose Mueller-Hinton (Bio-Rad Laboratories). La souEheoli ATCC 25922 a été utilisée
comme souche contrdle. Les 16 antibiotiques (Bio-Rad Laboratories) testés dans notre étude
étaient les suivants: ampicilline, amoxiciline + d'acide clavulanique, céphalothine,
ceftazidime, céfotaxime, céfépime, céfuroxime, streptomycine, gentamicine, kanamycine,
acide nalidixique, ciprofloxacine, tétracycline, chloramphénicol, triméthoprime et
sulfonamideqTableau 6.7) Les seuils de sensibilité pour tous les antimicrobiens sont ceux
recommandés par le CLSI (90, 92). Les isolats ont été classés comme multirésistants quand ils

présentaient une résistance a au moins trois classes d'antibiotiques (410).
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Tableau 6.6. Les amorces, les souches de références, la taille des amplicons attendue et les programmes de PCR.
Famille antibiotique, géne Geénes Séquence amorces (5'-3") Taille Amplicons Hybridation Controles Référence

de virulence genes, Sens Anti-sens (bp) (°C) positifs

intégrons et groupes

phylogenetique

Béta-lactamines blarem TTCCTGTTTTTGCTCACCCAG CTCAAGGATCTTACCGCTGTTG JS238(pOFX326) (37)
Sulfamides sull TGGTGACGGTGTTCGGCATTC GCGAGGGTTTCCGAGAAGGTG 789 62 Se 131/AJ238350 (391, 431)
sulll CGGCATCGTCAACATAACC GTGTGCGGATGAAGTCAG 722 53 Se 678/ EF090911| (304, 431)
sullll CATTCTAGAAAACAGTCGTAGTTCG | CATCTGCAGCTAACCTAGGGCTTTGGA 990 53 U39 (357, 431)
Phénicolés floR CACGTTGAGCCTCTATAT ATGCAGAAGTAGAACGCG 868 55 BN10660° (391)
cmlA TGTCATTTACGGCATACTCG ATCAGGCATCCCATTCCCAT 455 57 1587 pcmlA°
catl AGTTGCTCAATGTACCTATAACC TTGTAATTCATTAAGCATTCTGCC 547 53 BM14 R55 IncC” (304)
catll ACACTTTGCCCTTTATCGTC TGAAAGCCATCACATACTGC 543 50 BM21 Rsa IncW°®
catlll TTCGCCGTGAGCATTTTG TCGGATGATTATGGGCAAC 286 59 HB101 pUC CATIII"
Tétracycline tet(A) TTGTTCCTGAAGTGCCAGTAA GACGTCGTTCGAGTGAACCAGA 370 50 UA064 (165, 432)
BM13/RP4
tet(B) CTCAGTATTCCAAGCCTTTG CTAAGCACTTGTCTCCTGTT 435 53 UA228

BM13/plP69°

Streptomycine StrA-strB | TATCTGCGATTGGACCCTTGG CATTGCTCATCATTTGATCGGCT 538 60 Se 678/ EF090911 (430, 431)
aadAl | GAGAACATAGCGTTGCCTTGG TCGGCGCGATTTTGCCGGTTAC 198 53 Se 131/ A1238350
Intégrons Int1 GGGTCAAGGATCTGGATTTCG ACATGGGTG TAAATCATCGTC 483 60 Se 131/AJ238350 | (164, 305, 431)
Int2 CACGGATATGCGACAAAAAGGT GTAGCAAACGAGTGACGAAATG 788 60 pR67°
Groupe phylogénétique chuA GACGAACCA ACGGTCAGGAT TGCCGCCAGTACC AAAGACA 279 55 EcoR62/EcoR47 (87)
yjaA TGAAGTGTCAGGAGACGCTG ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC 211 55 EcoR58

TspEA.C2 GAGTAATGTCGGGGCATTCA CGCGCCAACAAAGTATTACG 152 55 EcoR20
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La présence de genes majeurs de résistance aux antibiotiques béta-lactalaings les
sulfamides gull, sulll et sullll), phénicols Elor, ACDM, Catl, catllet catlll); streptomycine
spectinomycinegtrA-strBetaadA)), la tétracyclinetetA ettetB) et la présence des genes de
l'intégraseintll etintl2 a été étudiée dans les souches résistantes, en utilisant des amorces

spécifiques et les souches de contrble de Epcésientées dans le tableau 6.6 (38).

Tableau 6.7. Antibiotiques utilisés pour caractériser la résistance phénotypique des souche€de

coli et charge des disques d’antibiotique.

Familles antibiotiques Antibiotiques Charge des disques

Aminoglycosides Gentamicine (GEN) 10upg
Kanamycine (KAN) 30ug
Streptomycine (STR) 10ug
p-lactamines Amoxicilline + Acide clavulanique (AMC) 20ug + 1Qug
Céfotaxime (CTX) 30ug
Ceftazidime (CAZ) 30ug
Céphalothin (CF) 30ug
Céfuroxime (CXM) 30ug
Céfepime (FEP) 30ug
Ampicilline (AM) 10ug
Sulfamides Sulfonamides (SSS) 300ug
(inhibiteur des folates) Trimethoprime (TMP) 5ug
Phénicolés Chloramphénicol (C) 30ug
Quinolones Ciprofloxacine (CIP) 5ug
Acide Nalidixique (NA) 30ug
Tétracyclines Tétracycline (TE) 30ug
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Soustypagesflic, eae
variants...’

Figure 6.4. Démarche expérimentale
CT SMAC: cefixime-tellurite-sorbitol-MacConkey

CT MAC RAFF : cefixime-tellurite-MacConkey (CT-MAC) base + raffinose a 10g/L
CT MAC RHAM : cefixime-tellurite-MacConkey (CT-MAC) base + rhamnose & 10g/L
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Chapitre 7 : PRESENTATION DES RESULTATS

VII.1. Résultats obtenus en France

VII.1.1. Dénombrement des entérobactéries et E. coli

Le prélevement P1 (eaux usées urbaines), représentakif des portées par la communauté
humaine et le prélevement P2 (effluents de I'abattmprésentatif deg. coli portées par les
animaux d’élevage ont été réalisés avant leur arrivé a la STEP de fagon a avoir une bonne
séparation entre les eaux usées urbaines et les effluents de I'abattoir. Le dénombrement des
entérobactéries et dé&scoli a été réalisé sur les 3 types de prélévements : Entrée de la STEP
(P1), Sortie de I'abattoir (P2) et Sortie de la STEP (P3) pour 'ensemble des campagnes. Ce
dénombrement a permis d'évaluer les taux de contamination des différents effluents et de
déterminer s’il y avait ou non des périodes de plus forte contamination au cours de I'année. Le
débit & la sortie de I'effluent traité était de I'ordre de 17 08@4rh et les effluents d’abattoir
contribuaient en moyenne a hauteur de 1,7%. Les résultats de dénombrement montrent que la
charge en entérobactériesketcoli était relativement constante au cours de I'anRégi(es

7.1 etFigure 7.2). Les eaux usées urbaines contenaient beaucoup plis deli que
I'effluent de I'abattoir. L'effluent de I'abattoir a en effet subi un pré-traitement (dégrillage +
traitement physico-chimique) qui permet de diminuer d’'un facteur 100 la population initiale
deE. coli. Le taux de contamination de I'effluent de I'abattoir était comparable a I'effluent de
sortie rejeté dans I'environnement qui contenait en moyenne 158 t6li UFC/mL.
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Mois de prélévement
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Figure 7.1. Dénombrement mensuel des entérobactéries en fonction des types de prélevement.

109



ETUDE EXPERIMENTALE RESULTATS

10000

E
-~
£
3 1000
Ei
ui N — S "\ ———P1 (Entrée STEP)
= 100 SN = ~ < —
g \___7 ( ; — P2 (Sortie abattoirs)
£ 10 P3 (Sortie STEP)
5
‘C
a 1 : . . : . . .
S AHAISNT T TS S S S S S
AU AU U U A AR LA LA LN i AL
O N N S i I e NP e Mois de prélévement
& S S € FSTS L
)

Figure 7.2. Dénombrement mensuel dds. coli en fonction des types de préléevement

VII.1.2. Présence des facteurs de virulence associés aux EHEC

Cette partie de notre travail a permis de répondre aux objectifs visant a déterminer la
prévalence des EHEC dans les effluents d’origine humaine et animale et la caractérisation des
souches porteuses de genes de virulence associés aux EHEC. Par ailleurs, I'analyse de
I'effluent traité et rejeté dans la riviere, nous a permis de vérifier une éventuelle dissémination

de ces souches dans I'environnement.

VII.1.2.1.Prévalence des génes associés aux EHEC dans les effluents.

Une collection de 14 976 isolats Hecolides 12 campagnes de prélevement a été testée pour

la recherche des 3 principaux genes de virulence associés aux EHEC. Au cours des repiquages
des isolats dé&. coli de la collection initiale, seuls 14 717 isolats dont 4 943, 4920 et 4854
respectivement en P1, P2 et P3 ont pu étre remis en culture. La recherche deagebds

et stx2,codant pour les trois principaux facteurs de virulence des EHEC, sur ces isolats a fait
l'objet d’'un criblage par PCR multiplex. Les résultats montrent que tous les genes de
virulence recherchés ont été retrouvés au moins une fois sur I'ensemble des campagnes. Le
criblage des 14 717 souches a permis d’identifier 140 souches de Boraht un ou des

génes de virulence dont 31 soucked (STEC), 108ea€ («Attaching Effacing E. cob

(AEEC)) et une souchstX’ etea€ (potentiellement EHEC), soit une prévalence globale de
0,95%. Les résultats par point de prélevement sont présentés thtrisede 7.1. Par ailleurs,

le tableau 7.2 de la répartition saisonniére des soucheg.deoli portant des génes de
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virulence montre un nombre plus important de souchek.deoli porteuses du geneae

pendant 'automne et du géne stx2 pendant I'été.

Tableau 7.1 E. coli porteuses de génestx et/oueaepar point de préléevement.

Pathotypes Qénes P1 (Eaux usées) P2 (Abattoir) P3 (Rejet final) Total
cibles (n=4943) (n=4920) (n=4854) (N=14 717)
STEC! stx1 2 (0.04%) 1 (0.02%) 5 (0.10%) 8 (0.05%)
stx2 6 (0.12%) 10 (0.2%) 4 (0.08%) 20 (0.13%)
stx1/stx2 3 (0.06%) 0 (0) 0 (0) 3 (0.02%)
Sous-total 11 (0.2%) 11(0.2%) 9 (0.1%) 31 (0.2%)
AEEC? eae 31 (0.56%) 46 (0.93%) 31 (0.60%) 108 (0.73%)
pEHEC?® eae/stx1 0 (0) 0 (0) 1 (0.02%) 1 (0.01%)
Total 42 (0.8%) 57 (1.15%) 41 (0.80%) 140 (0.95%)

TSTEC « Shiga-toxin producing E. coli » Souches E. coli exprimant stx1 et/ou stx2 ;
% AEEC « Attaching Effacing E. coli » Souches E. coli exprimant le géne eae ;

Tableau 7.2. Répartition desE. coli porteuses de génes de virulence associés aux EHEC en fonction
des saisons

Geénes de virulence associés aux EHEC
(nombre de souches) Total

stx1 Stx2 eae/stx = Stx1/stx2

Campagnes SEISS

C1 Printemps (2009) 11 2 1 0 0 30
Cc2 6 0 1 0 1
C3 7 0 1 0 0
C4 Eté (2009) 7 1 2 0 0 27
C5 11 0 6 0 0
C6 Automne (2009) 9 0 2 0 0 42
Cc7 8 0 1 0 0
Cc8 20 0 1 1 0
C9 Hiver (2009) 9 0 1 0 0 31
Ci10 9 1 2 0 0
Ci11 4 3 2 0 0
C12 Printemps (2010) 7 1 0 0 2 10
Total 108 8 20 1 3 140

VII.1.2.2.Les sérogroupes majeurs associés aux EHEC

Des immuno-séparations magnétiqgues (IMS) ont été réalisées sur les 12 campagnes de
préléevements aprés enrichissement afin de rechercher les 5 sérogroupes d’intérét (026, 0103,
0111, 0145 et 0157) dans les effluents a I'entrée de la STEP, a la sortie des abattoirs et au
rejet final de la STEP. Parmi les souches sélectionnées et testées, les résultats montrent que
sur 'ensemble des campagnes, 79 souché&s deli se sont avérées positives pour I'un des 5
sérogroupes recherch€Bableau 7.3) Tous les sérogroupes ont été retrouvés au moins une
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fois. Le sérogroupes 0103 était le plus fréquemment isolé. Malgré le traitement effectué au
niveau de la STEP, on note un rejet de soudhegoli appartenant aux 5 principaux
sérogroupes associés aux EHEC dans I'environnement. Aucune souche des sérogroupes 026,
0103, 0111 et 0145 n’appartenait aux 4 sérotypes associés aux EHEC typiques majeurs et ne
possédait ni le géneaeni le génestx Parmi les souchds. coli O157 identifiées par IMS et
rejetées dans I'environnement, 4 souches dont 3 souches isolées pendant I'été et 1 souche
pendant l'automne étaient du sérotype O157:H7 et portaient les gamest stx2 en

association.

Tableau 7.3. Nombre de souches isolées et conservées en fonction des sites de prélevement

Sérogroupes

Sites de prélévement

0111

026

0103

0145

0157

P1 (Entrée STEP) 8 (10 1) 3(3.8) 7(8.9) 0 (0) 3 (3.8)
P2 (Sortie Abattoir) 18 (22.7) 5 (6.3) 12 (15.2) 0 (0) 3(3.8)
P3 (Sortie STEP) 6 (7.6) 1(1.3) 7(8.9) 2 (2.5) 4 (5.0)
TOTAL 32 (40.5) 9 (11.4) 26 (33.0) 2(25) | 10(12.6)

Tableau 7.4. Répartition des sérogroupes isolés en fonction des saisons

Sérogroupes (échantillons positifs)

Campagnes SaISons 0157 026 0103 Ol11  O145
C1 Printemps (2009) - - - - -
C2 + + - + -
C3 - - + + +
C4 Eté (2009) + - + + -
C5 - - - T .
C6 Automne (2009) - + + + -
cr + + + + -
C8 + + + + -
C9 Hiver (2009) - + - + -
C10 + - - + -
Cli - + + T _
C12 Printemps (2010) - + + + -
Total 5 7 7 11 1

VII.1.2.3. Caractérisation des souches eae’ et/ou stx”

Vil.1.2.3.1.
Les varianteagsl, eagl, ead et eae ont été recherchés sur les soudBesoli porteuses du

Les variants du géne eae

géneeaede la collection de souches des 12 campagnes de prélévement. Sur 113 soliches eae
dont 109 détectées par criblage de la collection et 4 détectées aprés PCR des souches

appartenant aux 5 sérogroupes majeurs, 53 souches avaient un des quatre variants. Les autres
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souches n'avaient pas les variants recherchés dans notre étude. La répartition des variants de
du géneeae en fonction des points de prélevement est présentée daaildau 7.5. Le

variant eagl éait majoritaire (49%) dont 39,6 % étaient d’origine animale.

Tableau 7.5. Répartition des variants recherchés du gemaeen fonction des points de préléevement

(nombre de souches (%))
Points de prélevement eagil eagl ead ecae Total

P1 (Entrée STEP) 2(3,7) 0 (0) 2 (3,7) 1(1,8) 5 (9,4)
P2 (Sortie Abattoir) 21 (39,6) 3 (5,6) 10 (18,8) 4 (7,5) 38 (71,6
P3 (Sortie STEP) 3(5.6) 4 (7,5) 3(5,6) 0 (0) 10 (18,8)
Total 26 (49,0) 7 (13,.2) 15 (28,3) 5 (9,4) 53 (100

Par ailleurs, la recherche du gésfp caractérisque des souches EPEC typiques montre que
ce gene était absent des souckaspositives des 12 campagnes. Ce qui signifie que les
souches AEEC n’étaient pas des EPEC typiques.

VIl.1.2.3.2. Soustypage des génes stx1/stx2
Les variants du genstxl Etxa, Stxc et stxg) et les variants du gersx2 (Stxs, Sten, St
Stea, Stee Sber et Steg) ont été recherchés sur 35 souches dbnt 31 détectées par criblage
de la collection et 4 détectées aprés PCR des souches appartenant aux 5 sérogroupes majeurs.
Les résultats montrent que le variah, était le plus présent (31.2%) parmi les soucig's
et aucune des souches ne portait les vargirtg stxr et st Un faible nombre de souches
stx a été isolé dans les effluents d’abattoir et le variimt était majoritaire parmi les

souches d’origine animale (Tableau 7.6)

Tableau 7.6. Répartition des variantsstx en fonction des points de préléevement

Points de variants stx1 Variants stx2

prelevement sty stxqe Sta Stp Stxoe StXoq Stoe

Z#éﬁ;‘trée 5(156) | 0() | 2625 2625 131 303 1@ 14 (43.7)

P2 (Sortie

Abattol) 1(3,1) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 000)| 4(125 5 (15,6)

giéﬁ‘)’me 4125 | 131)| 00 00)| 4@25 4@125  0(0) 13 (40,6)

Total 1031,2)| 1(31)| 2625 2629 51568 7(18) 5(15/6) 32 (100)
VII.1.2.3.3. Détermination des sérotypes

Les cing sérotypes majeurs associés aux EHEC (0157:H7, 026:H11, 0145:H28, O111:H8

and 0103:H2) ont été recherchés sur les 140 souches STEC, AEEC ou pEHEC de la
collection totale, par PCR en temps réel avec les souches contréles et les conditions de PCR
décrits précédemment (287, 355, 39Bans les effluents urbains d’origine humaine, seul |
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sérogroupe 0103 a été trouvé mais les souches n'étaient pas du sérotype O103:H2. Au
contraire, dans I'effluent d’abattoir on a trouvé les sérogroupes (0157, 0103, 026 et O145) et
a la sortie de la STEP les sérogroupes (0103, 026 et (Hiyliye 7.3). La presque totalité

de ces sérogroupes a été retrouvée chez des souches AEEC. La seuleadlstkidsolée a

partir du criblage par PCR conventionnelle au niveau de la sortie de la STEP était du sérotype
0111:H8 (Figure 7.4)

La caractérisation du géne flagellaiteC sur les souches appartenant aux 5 ségroupes
recherchés montre que les sérotypes associés a la maladie due aux EHEC étaient présents
dans les effluents de I'abattoir et dans les effluents traités et rejetés dans I'environnement. Par
contre, aucun des sérotypes n’était retrouvé dans les eaux usées de la ville. Lesssduches
n'appartenaient a aucun des sérogroupes recherchés (Tableau 7.4)
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Figure 7.3. Répartition des sérogroupes en fonction des sites de prélévement
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Figure 7.4. Association des génes de virulence et des sérogroupes majeurs
n= nombre de souches testées pour chaque géne de virulence.
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VII.1.2.3.4. Classification phylogénétique des souches porteuses de
génes associés aux EHEC

La répartition phylogénétique des souches AEEC, STEC et pEHEC a été recherchée par PCR.
La figure 7.5 montre la distribution des souchés coli porteuses de genes associés aux
EHEC en fonction des groupes phylogénétiques. Le groupe Bl était majoritaire avec 41%
suivi des groupes A (28%), B2 (27%) et D (4%). Cette répartition est différente en tenant
compte des sites de prélevement : Dans les eaux usées urbaines, nous avons isolé plus de
souches B2, a 'abattoir plus de souches B1, tandis qu’au niveau de la sortie de la STEP, la
répartition est quasi égale entre B1 et(BRyure 7.5) Dans le groupe des AEEC le groupe

B1 est majoritaire suivi du groupe B2. Les souches STEC étaient majoritairement du groupe
A. La seule souche potentiellement EHEC retrouvée au niveau de la sortie de la STEP était du

groupe Bi(Figure 7.6)
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Figure 7.5. Distribution des groupes phylogénétiques en fonction des points de préléevement.
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Figure 7.6. . Répartition des pathotypes dans les différents groupes phylogénétiques
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VII.1.2.3.5. La résistance aux antibiotiques des souches eae’ et/ou

+

stx

a) Résistance phénotypique
L'étude de la résistance phénotypique des 140 souclkést/ou stx” a été réalisée par la
technique de diffusion en milieu gélosé. Les antibiogrammes ont été effectués selon les
normes CLSI (91¥ur gélose Mueller-Hinton (Bio-Rad Laboratories)rrides 140 souches
testées, 43,5% des souches étaient résistantes au moins a un antibiotique et 64% de ces
souches résistantes avaient une origine animale et seulement 16% étaient isolées des effluents
humains. Le profil de résistance des souches a permis de déterminer le pourcentage de
souches résistantes pour chaque antibiotique, la majorité des souches était résistante a la
tétracycline (56%), aux sulfamides (28%), a la streptomycine (24%), a I'ampicilline (23%) et
au triméthoprime (21%{Figure 7.7). Le nombre de souches porteuses des géaéset/ou
stX' et résistantes aux antibiotiques était plus élevé dans les effluents d’abattoir que les
effluents urbains (71% contre 24%). 70% de ces souches d’origine animale étaient résistantes
aux tétracyclines contre 20% provenant des effluents urbains. Aprés traitement a la STEP, le
nombre de souches résistantes aux tétracyclines a consédérablement baissé dans les effluents
destinés a étre rejetés dans le milieu extérieur. La souche pEHEC était résistante au
tétracycline. Le nombre de souches résistantes a I'ampicilline enregistré dans les effluents
traités était supérieur a ceux observés dans les effluents de la ville et des dbagimies
7.8). Le nombre de souches multi résistantes (résistantes au moins a 5 antibiotiques) était
légerement plus élevé dans les effluents urbains et les effluents traités que dans les effluents

d’origine animale (Figure 7.9)
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Figure 7.7. Nombre de souches résistantes en fonction des antibiotiques
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AM : ampicilline, CXM : céfuroxime, STR : streptomycine, NA : acide nalidixique, SSS : sulfonamides,
TMP : trimethoprime, TE : tétracycline, C: chloramphénicole, KAN : kanamycine, GE : gentamycine,
CIP : ciproflaxacine, CAZ : ceftazidime, FEP : céfépime, CTX : céfotaxime et CF : céphalotine

Figure 7.8. Résistance par antibiotique et par point de préléevement

Figure 7.9. Profil de résistance des souches en fonction du nombre d’antibiotique
b) Résistance génotypique

Le géne de résistan@dargy a été recherché sur 23 souches résistantes a I'ampicilline et les
genessull, sul2 etsul3 sur les souches résistantes aux sulfonamides (n=27). Les résultats
montrent que 16% des souches résistantes a I'ampicilline exprimaient |8igegg dont

100% des souches @&e colid’origine humaine, 67% des souchéscoli d’origine animale et

55% des souches rejetées dans I'environnement. Par ailleurs, on note que 76% des souches
AEEC ampicilline résistantes et 50% des souches STEC dlimm@crésistantes portaient le

geneBlargy.. Concernant les souches sulfonamides résistantes, lesgnétait beaucoup
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plus présent (41%)ull était moyennement présent (26%) et le genl@ était quasiment

absent (3%). Les seuls cas ou nous avons observeé ce dernier, c’était en association avec sull.

Tableau 7.6. Caractérisques des 5 sérotypes majeurs trouvés dans les effluents d'abattoir et le reje

final
Points de prélevement Sérotypes Genes de virulence Groupes Résistance
Phylogénétiques phénotypique?®
Effluents abattoir (P2) | O103H2 eae B1 S
0103H2 eae, hlyA B1 S
0O103H2 eae, hlyA B1 AM, SSS TMP
026H11 eae, hlyA Bl S
0103:H2 eae, hlyA A S
0145H28 ea@l, hlyA B2 S
0145H28 eael, hlyA A AMP, TE, SSS, TMP
0103H2 eae B2 S
0145H28 ea@l, hiyA A S
Effluents traités (P3) 0111H8 ead), stx, hlyA B1 AM, STR, TE, SSS, TMP, NA
026:H11 eagsl, hiyA D [
0103H2 eagsl B1 S
O26H11 eagl A TE
0157:H7 eael, stx/hlyA D S
0157:H7 eael, stx/hlyA D S
0157:H7 eael, stx/hlyA D S
0157:H7 eael, stx/hlyA D S

& AM: ampicilline, STR: streptomycine, NA: Acide nalidixigue, SSS: sulfonamides, TMP :
trimethoprime, TE : tétracycline, S : sensible.

VII.1.3. Présence des souches EAEC
A la suite de I'épidémie de 2011 en Allemagne et en France ou une solckeldD104:H4
possédant a la fois un géskx et les génes caractéristiques descoli entéroagrégatives
(EAEC) a été incriminé, les génaggR aap etAA, marqueurs dek. coli entéroagrégatives
ont été recherchés par PCR en temps réel sur les 35 souches STEC de la collection. Aucune
de ces souches ne portait les génes aggR, aap et AA.
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VII.1.4. Etude des souches ExPEC

Cette partie du travail a permis de répondre aux objectifs visant d’'une part a déterminer la
prévalence et les caractérisques des souches EXPEC dans les effluents de la ville et des
effluents d’abattoir et d’autre part a identifier le réservoir des souches EXPEC. La recherche
des souches porteuses de genes de virulence associés aux EXPEC a été réalisée sur les isolats
de la campagne n°2. Les résultats de la recherche des genes associés aux ExXPEC montrent que
sur les 1 248 souches testées, 91 étaient porteuses d’au moins un géene associé aux ExXPEC
(soit une prévalence globale de 7,3%). La distribution de ces souches par point de
préléevement est indiquée dans tbleau 7.7. La prévalence des genes de virulence
recherchés était plus élevée au niveau des effluents urbains (26,9%) et en sortie de la STEP
(13,2%). Par contre, au niveau des effluents d’abattoir la prévalence était faible (2,6%). Le
genepapEF avait une prévalence globale plus élevée 3,3%. Ensuite viennent lesclipdhes

(2,8%) K1 (2,4%) sfa/focDE (2,1%#t hlyA (1,5%)Les autres genes avaient des prévalences
relativement plus faibles. Le sous-typage des souches positives pour la famille denfénes
(cnfl, cnf2 et cnf3nontre que toutes les souches isolées a I'entrée et la sortie de la STEP
étaient de sous-typenfl alors que I'unique souche isolée a I'abattoir était de sousetyfze

Le sous-typage d&l7 (f17-a, f17-b, f17-c et f111) montre une majoritéfidec dans les

effluents a I'entrée de la STEP (5 contrél11). En sortie de la STEP, les résultats étaient

plus hétérogenes : une souche possétiait, une autrélll et deux souches possédaient a la

fois f17-c et f111. On note une absence de soufli et afa/draBC dans les effluents

d’abattoir.

VII.1.4.1. Association des génes de virulence

En absence de définition conventionnelle d’'une souche EXPEC, les souches exprimant en
association au moins trois genes parmi les genes associés aux EXPEC (paples,
sfa/focDE afa/draBC, cnfx, f17, hlyF, hlyA, clbN, fuyA and kpsMT (K1)) ont été considerées
comme souches potentiellement EXPEC (pEXPEC). Lors des mises au point des PCR
multiplex nous avons pu constater que les géfiyas et hlyF avaient tous deux des
prévalences éleveées, ils ont été recherchés sur les souches possédant au moins un des huit
autres genes. Ainsi, parmi les 91 souches porteuses au moins d’un géne associé aux ExPEC,
60 souches portaient au moins trois genes de virulence et les 31 autres souches exprimaient
moins de 3 genes de virulenddableau 7.9). Les souches d’origine humaine représentaient

119



ETUDE EXPERIMENTALE RESULTATS

87.17% (34/39) des souches potentiellement EXPEC. Par contre le pourcentage des souches
potentiellement EXPEC parmi les souches d’origine animale était faible 12.83% (5/39). Il faut
noter par ailleurs que prés de 5% de souches potentiellement EXPEC étaient rejetées dans
I'environnement. Nous avons identifié 14 EXPEC dans les effluents de la ville et les effluents

traités porteuses au moins 5 géenes de virulence (cf infra) (Tableau.7.12)

Tableau 7.7. Prévalence des genes de virulence en fonction des points de prélevements.
Points de prélevement

Familles

Genes ciblés

Entrée STEP

(n=416)

Entrée Abattoir

(n=416)

Sortie STEP

(n=416)

Adhesines papEF 6.2% (26) 0.7% (3) 3.1% (13)
sfa/focDE 3.8% (16) 0.4% (2) 2.1% (9)
afa/draBC 0.7% (3) 0% (0) 0.9% (4)
f17 1.4% (6) 0% (0) 0.7% (3)
fl7a 0.2% (1) 0% (0) 0% (0)
f17c 1.2% (5) 0% (0) 0.7% (3)
f111 0% (0) 0% (0) 0.4% (2)
Toxines hlyA 3.6% (15) 0.2% (1) 0.7% (3)
clbN 5.0% (21) 0.4% (2) 2.8% (12)
cnfx 0.7% (3) 0.2% (1) 0.7% (3)
cnfl 0.7% (3) 0% (0) 0.7% (3)
cnf2 0% (0) 0.2% (1) 0% (0)
cnf3 0% (0) 0% (0) 0% (0)
Protectines K1 5.2% (22) 0.4% (2) 1.6% (7)
Total 26.9% (112) 2.6% (11) 13.2% (55)

@ Les valeurs entre parentheses donnent le nombre de souchesEdeoli étudiées pour chaque point de
préléevement et pour chaque géne le nombre de souches portant le géne recherché.

Tableau 7.8. Distribution des souches potentiellement EXPEG @ des génes recherchés) et des soucl
portant moins de 3 génes en fonction des points de préléevement.

Points de prélevement
Total

Pathotype$

Entrée STEP
(n=416)

Sortie Abattoir
(n=416)

Sortie STEP
(n=416)

(n=1248)

Autres (< 3 génes) 5.5% (23) 0.4% (2) 1.4% (6) 2.4% (30)
PEXPEC & 3 génes) 8.1% (34) 1.2% (5) 5% (21) 4.8% (61)
Total 13.7% (57) 1.6% (7) 6.5% (27) 7.2% (91)

%les soucheg£. coli porteuses de 3 a plus de génes de virulence sont considérées pEXPEC et les soiches
coli porteuses de moins de 3 genes sont appelées « Autres »
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VII.1.4.2. Caractérisation des souches porteuses de génes associés

aux ExPEC

VII.1.4.2.1. Classification phylogénétique des souches porteuses
de génes associés aux ExPEC.

Dans le but de préciser le pouvoir pathogéne des souches, une fois le criblage des géenes de
virulence EXPEC effectué, nous avons déterminé les groupes phylogénétiques des 91 souches
d’intérét (porteuses d’au moins un des génes recherchéshableau 7.10 présente la
répartition des différents groupes phylogénétiques en fonction des points de prélévement. La
majorité des souches en provenance des effluents humains et des effluents a la sortie de la

STEP appartenaient au groupe B2 et dans une moindre mesure au groupe D.

Tableau 7.9. Classification phylogénétique des souches porteuses de genes associés aux ExPEC

Points de prélévemerit

Groupes

o Entrée STEP Sortie Abattoir Sortie STEP Total (n=91)
phylogénétiques (n=57) (n=7) (n=27)

A 12,3% (7) 42,9% (3) 11,1% (3) 14% (13)

Bl 5,3% (3) 0% (0) 11,1% (3) 6% (6)

B2 59,6% (59,6) 42,9% (3) 59,3% (16) 59% (53)

D 22,8 (13) 14,3% (1) 18,5% (5) 21% (19)

@ Les valeurs entre parenthéses donnent le nombre de souches Edesoli portant d’au moins un gene de
virulence associé aux EXPEC pour chaque point de prélévement et pour chaque groupe phylogénétique le
nombre de souches appartenant au groupe.

Les souches pEXPEC appartenaient a 82% au groupE3B2au groupe D et 5% au groupe

A. Aucune souche pEXPEC n’a été classée dans le grouffeiddte 7.10 B) La répartition

des souches ayant moins de 3 genes de virulence semblait étre différente ; en effet, sur ces 30
souches, la répartition était la suivante : A (33%), Bl (20%), B2 (10%) et D (3@-Gale

7.10 A) Les souches potentiellement virulentes (avec plus de 3 génes) étaient donc
significativement associées au groupe B2 et de maniére moindre au groupe D alors qu’une
plus grande proportion de souches moins virulentes se répartissait dans les groupes A et B1.
La prévalence des souches pExPEC étant nettement plus élevée dans les effluents d’origine
humaine, c’est dans ce réservoir que nous avons retrouvé aussi plus de souches du groupe B2.
Les 14 ExPEC porteuses de plus de 5 genes de virulence appartenaient toutes au groupe B2
(Tableau 7.12)
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Figure 7.10. Comparaison de la virulence et du groupe phylogénétique des souchds doli portant
des génes de virulence des EXPEC (Autres : < 3 génes, pEXPEC3: génes)

VII.1.4.2.2. Etude phénotypique de I'antibiorésistance des

souches porteuses de génes de virulence associés aux EXPEC
La résistance aux antibiotiques a été recherchée sur les 91 souches exprimant au moins un
géne de virulence associé aux EXPEC. Higure 7.11 montre le nombre de souches
résistantes pour chaque antibiotique testé. Sur les 91 souches testées, le plus grand nombre de
souches résistantes a été observé pour I'ampicilline (53%), les sulfonamides (48%), la
streptomycine (40%) et la tétracycline (38%). L'analyse par point de prélevement montre un
profil quasiment identique de résistance des souches sauf au niveau du réservoir animal ou
aucune souche reésistante a I'ampicilline ni a I'association amoxicilline + acide clavulanique

n'a été isolée (Tableau 7.10)
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AN 555 STR TE TREM AN AMC KAN CIP C GEN CEP CAZ CXM CEF CTX

Figure 7.11. Nombre de souches de coli possédant au moins un géne de virulence des EXPEC résistantes
pour chaque antibiotique testé.

AM : ampicilline, CXM: céfuroxime, STR: streptomycine, NA: acide nalidixique, SSS: sulfonamides, TMP:
trimethoprime, TE : tétracycline, C : chloramphénicole, KAN : kanamycine, GEN : gentamycine, CIP : ciproflaxacine, CAZ :
ceftazidime, FEP : céfépime, CTX : céfotaxime et CF : céphalotine.
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Tableau 7.10. Pourcentage de souches « EXPEC » résistantes par antibiotique et en fonction des pi
de prélevement.

Points de prélévemertt

Familles Antibiotiques? Entrée STEP Sortie Abattoir Sortie STEP
(n=57) (n=7) (n=27)
Aminoglycosides GEN 7% (4) 0% (0) 0% (0)
KAN 11% (6) 14% (1) 19% (5)
STR 40% (23) 43% (3) 37% (10)
p-lactamines AMC 23% (13) 0% (0) 4% (1)
CTX 0% (0) 0% (0) 0% (0)
CAZ 0% (0) 0% (0) 0% (0)
CF 0% (0) 0% (0) 7% (2)
CXM 0% (0) 0% (0) 0% (0)
FEP 0% (0) 0% (0) 0% (0)
AM 54% (31) 0% (0) 59% (17)
Sulfamides SSS 47% (27) 43% (3) 48% (13)
(Inhibiteur des folates) TMP 32% (18) 14% (1) 26% (7)
Phénicolés C 9% (5) 0% (0) 0% (0)
Quinolones CIP 9% (5) 0% (0) 7% (2)
NA 21% (12) 14% (1) 15% (4)
Tétracyclines TE 39% (22) 43% (3) 33% (9)

&AM : ampicilline, CXM : céfuroxime, STR : streptomycine, NA : acide nalidixique, SSS : sulfonamides,
TMP : trimethoprime, TE : tétracycline, C : chloramphénicole, KAN : kanamycine, GEN : gentamycine,
CIP : ciproflaxacine, CAZ : ceftazidime, FEP : céfépime, CTX : céfotaxime et CF : céphalotine.

® Les valeurs entre parenthéses donnent le nombre de souches Edeoli portant d’au moins un géne de
virulence associé aux EXPEC pour chaque point de prélevement et pour chaque antibiotique le nombre de
souches résistantes.

VII.1.4.2.3. Etude génétique de I’antibiorésistance des souches E.
coli associées aux ExPEC.

Le tableau 7.12 montre les prévalences des genes de résistance des 58 souches résistantes au
moins a un antibiotique. Le géméargy avait la plus forte prévalence 67,2% suivitsigll

(50%), sull (32,7%), tetA (29,3%), strA-strB (24,1%), tetB (22,4%) etaadA (22,4%). Les
genessullll, cmlA, catll et catlll étaient absents sur I'ensemble des souches résistantes.
L'intégron intl était majoritaire et présent dans 45% des souches résistantes contre 8,5% pour
l'intégron int2. Par contre, chez les souches d'origine animale 50% des souches résistantes
portaient I'intégron int2 contre 25% des souches qui portaient intl.
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Tableau 7.11. Pourcentage de souches porteuses du gene de résistance résistantes en fonctic
points de prélevement.

Familles - Points de prélevement
ibioti enes
antibiotiques P1 (n=35) P2 (n=4)

P3 (n=19) Total (n=58)

Beta-lactamines blarem 83% (29) 0% (0) 52.6% (10) 67.2% (39)
Sulfamides sull 40% (14) 25% (1) 21% (4) 32.7% (19)
sulll 48.5% (17) | 75% (3) 47.3% (9) 50% (29)
sullll 0% (0) 0% (0) 0% (0) 0% (0)
Phénicolés floR 3% (1) 0% (0) 0% (0) 1.7% (1)
cmlA 0% (0) 0% (0) 0% (0) 0% (0)
catl 14.2% (5) 0% (0) 0% (0) 8.6% (5)
catll 0% (0) 0% (0) 0% (0) 0% (0)
catlll 0% (0) 0% (0) 0% (0) 0% (0)
Tétracycline tet(A) 34.2% (12) 0% (0) 26.3% (5) 29.3% (17)
tet(B) 20% (7) 75% (3) 16% (3) 22.4% (13)
StrA-strB | 31.4% (11) | 25% (1) 10.5% (2) 24.1% (14)
Streptomycine aadA 23% (8) 50% (2) 16% (3) 22.4% (13)
dfrA 17.1% (6) 25% (1) 5.2% (1) 14% (8)
Intégrons intl 51.4% (18) 25% (1) 37% (7) 45% (26)
int2 0% (0) 50% (2) 5.2% (1) 8.5% (3)

VII.1.4.2.4. Comparaison virulence et résistance des souches

ExPEC
La comparaison entre la virulence et la résistance des souches montre que le nombre de
souches résistantes étaient plus élevé parmi les souches ayant moins de génes virulence
(« Autres ») que les souches potentielles ExXPEC (pEXPEC). Autrement dit, plus la souche
avait de genes de virulence moins elle était multirésistéfigure 7.12). Les souches

pPEXPEC étaient plus sensibles aux antibiotiques testés.
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Nombre de souches E. coli

Figure 7.12. Comparaison de la virulence et de la résistance des ExPEC (Autres: < 3 genes, pExPEC = 3
genes)
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Tableau 7.12. Caractérisation des souches EXPEC porteuses d’au moins 5 génes de virulence
Groupes Résistance Resistance

Codes souches Geénes de virulence Phylogenetiques  phénotypique® génotypigue

Effluents urbains

M41 fyuA,papEF, hlyA, sfa/focDE, clbN, K1 B2 AMC AM SSS blarem, sulll

M46 fyuA,papEF, hlyA, sfa/focDE, clbN B2 AMC AM STR blarem, sulll
SSS

M50 fyuA, hlyA, sfa/focDE, clbN, K1, hlyF, B2 AMC AM STR blarew, tetA, aadA,

cnfl TE SSS sull, intl

M52 fyuA, hlyA, sfa/focDE, clbN, cnfl B2

M60 fyuA, papEF, hlyA ,sfa/focDE, clbN, K1 B2 AMC AM blarem

M61 fyuA, papEF, hlyA, clbN, K1 B2

M64 fyuA, papEF, hlyA, sfa/focDE, clbN B2

M66 fyuA, papEF, sfa/focDE, clbN, K1 B2 AM

M75 fyuA, papEF, hlyA, sfa/focDE, clbN, K1 B2 AM KAN STR blarem, tetA, strA-

TE SSS strB, sulll

M83 fyuA, papEF, hlyA, sfa/focDE, clbN B2

M94 fyuA, papEF, hlyA, sfa/focDE, clbN,cnf] B2

S SREES

M116 fyuA, papEF, sfa/focDE, clbN, cnfl B2 AM STR SSS blarem, sulll

M120 fyuA, papEF, hlyA, sfa/focDE, clbN, cnfl B2

M122 fyuA, papEF, hlyA, sfa/focDE, clbN B2 AM blarem

® AM : ampicilline, STR : streptomycine, SSS : sulfonamides, TE : tétracycline AMC : amoxicilline acide clavulanique.

VII.1.5. Prévalence des E. coli productrices de BLSE
Cette partie du travail a permis de répondre aux objectifs visant d’une part a déterminer la

prévalence et les caractérisques des souehesli productrices de BLSE dans les effluents

de la ville et les effluents d’abattoir et d’autre part a identifier la possibilité de dissémination
de ces souches dans I'environnement. Eesoli productrices de BLSE ont été recherchées
dans la collection constituée au cours de la campagne n° 2. Parmi les 1 248 souches testées, 9
souches de E. catiroductrices de BLSE ont été détectées dont 7 souches dans les effluents de
la ville et 1 souche dans chacun des effluents d’abattoir et des effluents traités rejetés dans
I'environnement(Tableau 7.13). Parmi les 7E. coli productrices de BLSE isolées dans les
effluents d’origine humaine, le getdarem.s. a €té détecté sur 6 souches, tandis que le géne
blacTx-m-14 @ été isolé sur une seule souche. Par ailleurs, les 2 soucBesaligproductrices

de BLSE détectées a I'abattoir et au rejet final portaient le ggex-.m-1. Le gene blayy

était absent parmis lés coli productrice de BLSE. La majorité des souches productrices de
BLSE (8 souches sur les 9) étaient multirésistantes, portaient la classe 1 d'intégron et
appartenaient au groupe phylogénétigue A. Cependant, elles sont toutes sensibles a
'imipenem. Enfin, une soucheae+(M4) isolée dans les effluents de la ville était productrice

de BLSE.

125



ETUDE EXPERIMENTALE RESULTATS

Tableau 7.13. Caractéristiques des souchés coli productrices de BLSE

Point de Résistance Criblage® Résistance Groupes

prélevement et phénotypique’ blaCTX-M génotypique phylogenetiques
codes souches
Effluents urbains

AMP CEF CXM STR bIaTEM,52, BIaTEM_l’SU”,
CHL NAL SMX TMP sulll, catl, tetA, intl1
TET

M16 AMP CEF CXM STR ND blargms, Blarew.r,aadAl, | A
CHL NAL SMX TMP sull, sulll, catl, tetA, intll
TET

M18 AMP CEF CXM CTX ND blargms, Blarew.raadAl, | A
STR CHL NAL SMX sull, sulll, catl, tetA, intll
TMP TET

M20 AMP CEF CXM STR ND blargms, Blargw.r,aadAl, | A
CHL NAL SMX TMP sull, sulll, catl, intl1
TET

M24 AMP CEF CXM STR ND bIaTEM,52, BIaTEM_l’aadAl, A
CHL NAL SMX TMP sull, sulll, catl, tetA, intll
TET

M25 AMP CEF CXM STR ND bIaTEM,52, BIaTEM_l ,aadAl, A
CHL NAL SMX TMP sull, sulll, catl, tetA, intll
TET

M32 AMP CEF CXM STR blacTx-m-14 Blargw.; , @aadAl, sullll, B1
CHL NAL CIP SMX TMP cmlA, intll
TET

Effluents de I'abattoir

M30 AMP CEF CXM SMX blacTx-m-1 Blargw.1 sulll, intll A
TMP

Effluents traités

M19 AMP CEF CXM CTX blacTx-m-1 Blatem-1 A

AM : ampicilline, CXM: céfuroxime, STR: streptomycine, NA: acide nalidixique, SSS: sulfonamides, TMP:
trimethoprime, TE : tétracycline, C : chloramphénicole, KAN : kanamycine, GEN : gentamycine, CIP : ciproflaxacine, CAZ :
ceftazidime, FEP : céfépime, CTX : céfotaxime et CF : céphalotine.

®ND : non déterminé
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VIL.2. Résultats de recherche des E. coli pathogénes et/ou
résistantes aux antibiotiques dans les effluents des abattoirs et
de la station d’épuration urbaine de Dakar.

VIL.2.1. Dénombrement des entérobactéries et E. coli

Un dénombrement des entérobactéries etklesli a été réalisé sur les prélévements de
I'abattoir (EA), de I'effluent brut dessablé de la STEP (EBD), de I'eau clarifiée (EC) et du
rejet final (RF). Les résultats sont présentés daialdeau 7.15. La charge €. coliest 2

fois plus élevée dans l'effluent de I'abattoir que dans I'effluent brut de la STEP. Une absence
de soucheg£.coli a été notéalans I'effluent traité correspondant au rejet final (RF) de la
STEP. La suite de I'étude a porté sur les souchds deliisolées a partir des prélévements

EA, EBD et EC.

Tableau 7.14. Dénombrement des Enterobacteries Escherichia colien fonction du site de

prélévement.

Point de prélévement Enterobacteries (UFC/mL) E. coli (UFC/mL)
Effluent abattoir (EA) 2.10 3.10
Effluent brut dessablé (EBD) 5,5. 10 1,5.16
Eau clarifiée (EC) 2.10 1,1. 16
Rejet final (RF) 3.10 0

VIL.2.2. Prévalence des genes de virulence associés aux
EHEC

Sur la collection de 540 soucheskHlecoli, 4 souches dE. coliisolées de I'abattoir portaient

au moins un des gens&1, stx2 eeaeassociés aux EHEC. La prévalence globale des genes
associés aux EHEC était de 0,74% au niveau de l'abattoir. Les souches SNO3 et SNO4
portaient le geneaeet les souches SNO1 et SNO2 portaient en association lesspehes

stx2. Les souches SNO1, SN02, SNO3 et SNO4 étaient sensibles aux antibiotiques et
appartenaient au groupe phylogénétique B1. Par ailleurs, Nous avons montré que ces souches
n'appartenaient pas aux 5 sérogroupes majeurs associés aux HdBE€au 7.16) Au

niveau de la STEP, aucune des souches isolées portaient un des géenes de virulence associés
aux EHEC.
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Tableau 7.15. Caractérisation de&. coli exprimant des genes de virulence associés aux EHEC

Antibio-
résistant’

Code Geénes
Biochimique

Api 20E

Sérogroupes
0157 0145 010 O111

Souches Groupes

Phylogénétiques

SNO1 5144572 stx1/stx2 Bl S

SNO2 5144572 stx1/stx2 Bl S - - - -
SNO3 5044573 eae Bl S - - - -
SNO4 5144572 eae Bl S - - - -

4(-) absence du sérogroupe
'S : sensible a tous les antibiotiques

VIL.2.3.
EXPEC

Prévalence des genes de virulence associés aux

Les genes de virulencpdpEF, sfabcDE afa/draBCfuyA cnf, f17A, hlyA, cloNandkpsMT

K1) associés aux EXPEC ont été recherchés sur toute la collection. Nous avons montré que 13
souches parmi les 540 soucheddeoli portaient au moins un gene associé aux EXPEC, soit
une prévalence globale de 2,4%. La répartion de ces souches en fonction des sites de
prélevement est la suivante : 9 souches dans les effluents de la ville et 4 souches dans les

effluents des abattoirs. Le gefig/A qui code pour le systtme de captage du fer avait la
prévalence la plus élevée (1,1%) suivis des gém@&g0,9%),clbN (0,5%),cnfx (0,5%),hlyF
(0,3%), papEF (0,1%) etfa/dra (0,1%). Les genes f17a@tfxont été respectivement détectés

dans les effluents de la ville et dans les effluents d’abattoir.

Tableau 7.16. Caractérisation des souch&s coli porteuses de genes de virulence associés aux EXPEC
Code

Sites

Souches

Biochimique

(Api 20E)

Association de
genes

Profile de
Resistanc@

Groupe
phylogénétique

Effluents SNO05 5144572 Cnfx/fuyA S Bl
Abattoir SNO06 5144572 Cnfx/fuyA S Bl
SNO7 5144572 clbN/hlyF/fuyA S Bl
SNO8 5144172 Cnfx/fuyA S Bl
SN09 5144572 f111 TE B1
Effluents SN10 5144572 f111 TE B1
urbains SN11 5144572 f111 TE Bl
SN12 5144572 f111 TE B1
SN13 5144532 clbN/papEF/fuyA | TE/C/SSS/TMP B2
SN14 5144532 clbN TE/C/SSS/TMP B2
SN15 7044572 hlyf SSS/TMP D
SN16 5144572 f17c/f111 S B1
SN17 5144532 afa/dra/fuyA AM/TE/TMP A
& AM: ampicilline, C: chloramphénicole, NA: acide nalidixique, SSS: sulfonamides, TMP :

triméthoprime, TE : tétracycline, S : sensible a tous les antibiotiques testés.
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Aucune souche porteuse des gekesMT K1 esfa/focDENn’a été détectée dans la collection.

Une faible association des génes a été notée. La majorité des souches porteuses de genes de
virulence était du groupe phylogénétique Bl (9 souches) suivis par les groupes B2 (2
souches), D (1 souche) et A1 (1 souche). Les souches appartenant aux groupes B2 et D

provenaient des effluents de la ville.

VIL.2.4. Larésistance aux antibiotiques

L’antibiorésistance a été étudiée sur 80 souchds. deli choisies de facon aléatoire dont 40
souches provenant de I'abattoir et 40 souches de la STEP. Les souches porteuses de genes de
virulence, 13 souches associées aux EXPEC et 4 souches associées aux EHEC ont été testées
en méme temps. Nous avons utilisé la technique de diffusion en milieu gélosé comme décrite
en matériel et méthodes. Les résultats obtenus, ont montré que les pourcentages de résistance
en fonction des antibiotiques testés variaient selon les différentes origines de 0 a 51%. Des
souches résistantes a I'ampicilline, I'amoxicilline + acide clavulanique, la céphalotine, la
streptomycine, la tétracycline et le triméthoprime ont été observée aussi bien Bucddis

d'origine humaine qu’'animale. Cependant, la résistance a l'acide nalidixique, le
chloramphénicol, la ciprofloxacine, les sulfonamides ou la céfépime n'a été retrouvée que
chez les souches d’origine humaine. Par ailleurs, sur I'ensemble des souches testées, aucune
n'était résistante a la gentamicine, au céfotaxime, a la ceftazidime et au céfuroxime. En
comparant les sites d'échantillonnage, le plus grand nombre de souches résistantes a été trouvé

a la station d'épuration (63,2% contre 14,5%).

Les souches isolées au niveau des abattoirs portant des génes associés aux EHEC et aux
EXPEC étaient sensibles a tous les antibiotiques t€Eideau 7.16 et Tableau 7.17)Au

contraire, au niveau de la STEP toutes les souches exprimant un gene associé aux ExPEC
étaient résistantes au moins a un antibiotique, sauf pour la souche SN16 qui était sensible a

tous les antibiotiques testés. Les souches multi-résistantes ont été observées principalement
dans les effluents de la ville avec 32,6% de souches résistantes a au moins quatre

antibiotiques (Tableau 7.19)
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Tableau 7.17. Pourcentage (%) de souches résistantes par antibiotique en fonction des points de
prélevement.

Site de prélévemerit

Zr?trinblill)etique Antibiotiques testés codes A?r?_tfé;s STEP (n=49)
B- Lactames Cefotaxime CTX 0% (0) 0% (0)
Amoxicillin + acide clavulanique AMC 4.1% (2) 10.2% (5)
Ceftazidime CAZ 0% (0) 0% (0)
Ampicilline AM 12.5% (6) 36.7% (18)
Céphalothine CF 4.1% (2) 10.2% (5)
Céfuroxime CXM 0% (0) 0% (0)
Céfépime FEP 0% (0) 2% (1)
Aminosides Gentamicine GEN 0% (0) 0% (0)
Kanamycine KAN 2% (1) 0% (0)
Streptomycine STR 2% (1) 18.3% (9)
Tétracycline Tétracycline TE 2% (1) 51.0% (25)
Phénicolés Chloramphénicol C 0% (0) 6.1% (3)
Sulfonamides Sulfonamides SSS 0% (0) 34.6% (17)
Triméthoprime TMP 2% (1) 34.6% (17)
Fluoroquinolones | Ciprofloxacine CIP 0% (0) 2% (1)
Quinolones Acide Nalidixique NA 0% (0) 10.2% (5)

@ Les valeurs entre parenthéses donnent le nombre de souches Edecoli testées pour chaque point de
préléevement et pour chaque antibiotique le nombre de souches résistantes.

Tableau 7.18. Pourcentage (%) de souches résistantes en fonction du nombre d’antibiotiques

Profile de résistancea
s R1 R2 R3 R4
'(Eﬂzg“s d'abattoir 85.4% (41) |  6.25% (3) | 2.0% (1) 6.25% (3) 0% (0)

Effluents urbains (n=49) 36.7% (18) 22.4% (11) 4.0% (2 4.0% (2 32.6% (16)
@S : sensible a tous les antibiotiques; R1 : résistante a un antibiotique, R2 : résistante a deux antibiotiques,
R3: résistante a trois antibiotiques et R4, résistante a quatre antibiotiques voire plus

Sites de prélevement
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VIL.3. Valorisation des résultats
Les résultats présentés dans cette partie ont fait I'objet d’'un article publié dans la revue
scientifique internationale a comité de lecture, « Water research » ainsi que de deux posters

présentes lors de congrés nationaux et internationaux.

VIL.3.1. Publication

«Persistence and prevalence of pathogenic and extended-spectrum beta lactamase-producing
Escherichia coli in municipal wastewater treatment plant receiving slaughterhouse
wastewater»

Alpha Amadou Diallo, Hubert Brugére, Monique Kérourédan , Véronique Dupouy, Pierre
Louis Toutain, Alain Bousquet-Mélou c, Eric Oswald et Delphine Bibbal «Water Research»
47 (2013) 4719-4729
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VIL.3.2. Poster N° 1

«Prevalence and characterization of pathogeamnd extend-spectrum beta-lactamase-
producingEscherichia colisolated from wastewaters of an urban wastewater treatment plant
collecting slaughterhouse effluents»

Diallo _Alpha Amadou, Bibbal Delphine, Gorecki Sébastien, Dupouy Véronique,
Kérourédan Monique, Arpaillange Nathalie, Toutain Pierre-Louis, Oswald Eric, Bousquet-
Mélou Alain et Brugére Hubert

Poster présenté lors des journées scientifiques de I'école doctorale Biologie-Sante-
Biotechnologies a Toulouse 21 avril 2012.

Introduction: EHEC (enterohaemorrhagte. coli), are an intestinal pathogen causing severe
human diseases. They are characterized by two main virulence factors (Stx and eae). The
EXPEC (extraintestinal pathogerttc coli) exhibit considerable genome diversity and possess

a broad range of virulence-associated factors. While the extended spectrum beta-lactamases
(ESBLs) are a group of enzymes mediating resistance to most beta-lactams used in human
and veterinary medicines.

Objectives: The objectives of this study were: to evaluate the prevalence of ESBL-producing
E. coliandE. coli harboring genes associated with EHEC and EXPEC in effluents of an urban
Wasterwater treatment plant; to characterize these strains in order to compare the strains of
human origin and animal origin; and to evaluate the possible dissemination of these strains in
the environment.

Methods: A total of 1248E. coli isolates were collected and was screened by PCR for 11
virulence genes associated with EHESEx( st%, and eae)and ExXPEC gapEF, afa/Dra,
sfa/focDC, hlyA, cnfx, f17, clbdhdKpsMT). For the research of ESBL-produciBgcoli, the

E. coliisolates were tested with both ceftazidime and cefotaxime.

Results: A total of 61 EXPEC, @aepositiveskE. coli and 1stxpositiveE. coli were isolated

from the collection. The prevalence of genes associated with EXPEC in the effluent from the
city was significantly higher than the effluent from the slaughterholise ESBL-producing

E. coliwere detected in the collection includinde2coliisolates in the effluent from city and

2 E. coli isolates in the effluent from the slaughterhouse and the outlet treated effluent,
expressing CTX-M-14 and CTX-M-1 respectively.

Conclusion: A potential pathogenik&. coli escape from urban wastewater treatment system.
Thus, the river forms a final destination for virulence and resistance genes and might serve as
an environmental reservoir. THe. coli isolates carrying virulence genes associated with
EXPEC was the most prevalent in the environment. The contribution of the slaughterhouse in
the dissemination of the pathogettic coli was less important than the effluents from city,
which are actually the main origin of EXPEC, EHEC and ESBL-producing E. coli
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VIL.3.3. Porter N°2

«Antimicrobial resistance of shiga toxine ges®)¢positive and intimin geneség-positive
Escherichia coliisolates from wastewater of an urban wastewater treatment plant collecting
slaughterhouse effluents»

D. Bibbal, V. Dupouy, A.A. DialloM. Kérourédan, N. Arpaillange, P.L. Toutain, E. Oswald,
A. Bousquet-Méloet H. Brugere.

Poster présenté lors :

- 3rd ASM Conference on Antimicrobial Resistance in Zoonotic Bacteria and
Foodborne Pathogens in Animals, Humans and the Environnement, 26-29 juin
2012, Aix-en-Provence, France.

- 9eme congrés national de la Société Francaise de Microbiologie, 7 et 8 février
2013, Lille France.

- 4™ “Toulouse-Miinchen-Zaragoza” Symposium on Veterinary Sciences, 11-12
avril 2013, Toulouse, France.

Introduction & Objectives: EnterohemorrhagicEscherichia coli (EHEC) strains are
responsible for severe clinical symptoms in humans. Typical EHEC strainsstaarydeae
genes. The objective of this study was to determine the antimicrobial resistastze aofd
eaepositive E. coli strains previously isolated from wastewaters of an urban WWTP,
collecting slaughterhouse effluents.

Material & Methods: The antimicrobial resistance G#3 stx and/oreaepositive isolates

was investigated by disk diffusion method. These isolates were obtained from the input
effluents from the slaughterhouse (55), and the city (41), and from the output treated effluent
(47 isolates, among which four staBdeaepositiveE. coliO157:H7 isolates).

Results: Concerning the animal isolates, 71% were resistant, mainly to tetracycline.
Concerning the human isolates, 24% were resistant, mainly to ampicillin and tetracycline.
However, we have detected an ESBL-produdigoli in the input effluent from the city.

This isolate was positive for theaefl gene. Concerning the output effluent, 28% of the
isolates were resistant. The fostx2- andeaepositive E. coli O157:H7 isolates were
susceptible to all tested antibiotics.

Conclusions: Our results suggest that the profile of antimicrobial resistanse«odndeae
positive E. coli seemed to be different between human and animal origin. In addition, the
isolates showing high virulence for humans were susceptible to all tested antibiotics.
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Chapitre 8 : DISCUSSION
Les objectifs de nos études étaient : i) d’évaluer la prévalence des souches EHEC et EXPEC et
les souches productrices de BLSE dans les effluents d’origine humaine ou animale; ii) de
caractériser ces souches pour les comparer et enfin iii) d’évaluer une éventuelle dissémination

de ces souches dans I'environnement.

® Dans un premier temps, en France, une série de résultats, qui pourrait amener a une
meilleure compréhension sur la prévalence et les caractéristiques moléculaires des souches
porteuses de genes associés aux EHEC dans les effluents d’origine animale et humaine, a été
obtenue. Des isolats d&. coli possédant des géenese et/ou stx ont été retrouvés a des
prévalences de 0,80%, 1,15% et 0,80% respectivement dans les effluents urbains, des
effluents d’abattoirs et des effluents traités a la sortie d’'une station d’épuration ou étaient
collectés et traités a la fois les effluents urbains et ceux de 'abattoir. De nos jours, peu de
données sont disponibles sur la contamination de l'environnement par les eaux usées et plus
particulierement les effluents d’origine animale et humaine par des souches EHEC. Toutefois,
une étude francaise portant sur des eaux usees urbaines a révelé la présence de guches de
coli O157:H7 potentiellement pathogenes (458). Une autre étude réalisée sur 12 abattoirs en
France montre sur une collection de 5 @koli, que25% des échantillons des souches stx
et/ou eag; elle étaient trouvées respectivement dans 13% et 3% des échantillons d’effluents

traités avant rejet dans I'environnement et des boues d’épuration destinées a I'épandage (279).

Dans notre étude, la prévalence des souches porteuses de génes associés aux EHEC était plus
elevée dans les effluents d’origine animale que dans les effluents urbains. Ce résultat
confirme le postulat que les animaux sont les réservoirs de sdtcbeporteuses de genes
associés aux EHEC. Des études ont montré que les ruminants domestiques sont le principal
réservoir animal, particulierement les bovins (172) et, a un moindre degré, les moutons et
probablement les chevres (250). Une étude réalisée en Allemagne montre une corrélation
positive entre les infections provoquées par différents sérotypes de STEC et la densité des
bovins par secteur. Ainsi, a partir des données issues de plus de 3 000 cas d'infections a
STEC, les analyses ont montré que le risque pour la survenue de l'infection augmente de 68%
par 100 bovins additionnels/knf144). Néanmoins, la présence de souches potentiellement
EHEC dans les effluents humains a aussi été décrite dans plusieurs études. Holler et al. (192)

ont été les premiers chercheurs a signaler la présence de EHEC dans les eaux usées
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municipales. lls ont isolé une souche Elecoli O157:H7 dans les effluents d’entrée d'une
station d'épuration de 55 000 équivalents-habitants.

Par ailleurs, notre étude, contrairement a ce qui a été décrit dans les études antérieures, montre
gue la prévalence des souches porteuses des marqueurs de virulence des EHEC était plus
élevée en automne et particulierement au mois de novembre. Dans la littérature des variations
ont été observées, une nette variation a été notée entre la saison chaude et I'hiver avec une
prévalence beaucoup plus importante pendant la saison chaude. Ainsi des études réalisées sur
des bovins a l'abattoir ont permis de constater une nette diminutiorcai O157:H7 a

partir du mois d’octobre (463Lependant, nos résultats corroborent ceux obtanExaesse

sur I'excrétion animale des souches potentiellement EHEC (436). Ces résultats pourraient étre
dus a la saisonnalité de I'excrétion animale des EHEC. La plupart des études menées en
Europe ainsi que dans beaucoup d'autres régions du monde ont montré une forte saisonnalité

de I'excrétion, la prévalence atteint un sommet en été et début d'automne (134, 180, 312, 379).

Les résultats combinés des enquétes épidémiologiques et des études expérimentales montrent
gue la production de Stx2 est davantage associée a la maladie chez 'homme. (4&;s63)
d'une infection par des souches STEC qu'elles soient O157 ou non, elle serait méme
significativement associée a un risque plus élevé de développer un SHP468) les 35
souches STEC mises en évidence dans les trois effluents étudiés, la majorité (28/35)
possedent au moins un gestg2et peuvent donc étre considérées potentiellement pathogenes
pour 'lhomme. L’action des toxines Stx est potentialisée par la présence deagegei

assure l'attachement des souches EHEC aux cellules hotes par interaction entre l'intimine et
son récepteur. L'attachement peut également étre augmenté par l'interaction de l'intimine avec
la nucléoline, un récepteur a intimine localisé a la surface des cellules hétes dont I'expression
est augmentée par Stx2 (385). Lors du criblage par PCR conventionnelle, une souche portait a
la fois les génesaeetstxla et était du sérotype O111:H8 isolé dans les épidémies de EHEC

en France.

Par ailleurs, I'absence du geh# parmi nos souches eae-positives, a permis de les classer
dans le groupe des EPEC « atypiques ». Plusieurs études montrent que les souches EPEC
« typiques » capables de synthétiser a la fois l'intimine et lelgprégaient plus fréques chez
les souches humaines, a I'exception de quelques souches EPEC « typiques » isolées chez le
chien et le chat (11, 24).
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Dans notre étude, nous avons recherché les 5 sérogroupes majeurs (0157, 026, 0103, 0145
et O111) par IMS spécifiqgue aprés enrichissement pour les 12 campagnes de prélevement et
par PCR a temps réel sur les souches STEC, AEEC et pEHEC identifiees dans la collection
d’isolats deE. coli. Les souches O111 et O103 étaient plus fréquentes. Par contre en France,
la plupart des cas SHU chez I'enfant de moins de 15 ans sont dus a des souches O157:H7.
Dans de rares cas des souches 026:H11, O26:H-, O111:H-, O103:H2, O145:H- ont été

associées a la maladie chez ’'homme (63, 187).

La classification phylogénétique des souches AEEXEGSet pEHEC a été réalisée afin de
déterminer la relation entre la virulence et I'appartenance aux quatre groupes phylogénétiques
A, B1l, B2 et D. Nos résultats montrent que les souches AEEC d’origine animale étaient
majoritairement du groupe phylogénétique B1. Ces résultats corroborent ceux observés dans
'étude de Clermont et al. (88) ou ils ont montré que la plupart des souches pathogenes
intestinales ou InPEc («Intestinal Pathogeriic coli») appartenaient aux groupes

phylogénétiques A et B1.

Le développement de la résistance aux antibiotiques est un probléme global qui nécessite des
actions de recherche et de surveillance notamment au niveau de I'environnement. Nos
résultats montrent que le pourcentage de soughesli résistantes aux antibiotiques était de

64% dans les effluents des abattoirs contre 16% dans les effluents des villes. La majorité des
souches étaient résistantes aux tétracyclines. Par exemple, dans les effluents d’origine
animale, I'ensemble des souches porteuses de genes de virulence associés aux EHEC étaient
résistantes aux tétracyclines. Ces résultats peuvent expliquer par l'utilisation élevée des
antibiotiques dans le traitement des maladies en élevage et particulierement les tétracyclines.
L’émergence de bactéries résistantes aux antibiotiques est la conséquence de la pression de
sélection exercée sur le microbiote intestinal des hommes et des animaux sous
antibiothérapie. Une fois rejetées dans les eaux, les bactéries fécales résistantes aux
antibiotiques et les génes correspondants contribueraient a enrichir le résistome (ensemble des
genes de résistance) des communautés autochtones de I'environnement, notamment en

disséminant ces génes par transfert horizontal et/ou transposition (475).

Sur les dix derniéres années, le tonnage global d’antibiotiques utilisés annuellement en France
dans le secteur de I'élevage est de lI'ordre de 1300 tonnes (399) et représente le double du
tonnage consommé chez I'Homme (322). Les tétracyclines représentent la moitié de ce
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tonnage d’antibiotiques. Les sulfamides, les macrolides et les bétalactamines viennent en

deuxiéme position.

Dans notre étude, un grand nombre de souches STEC étaient résistantes a plus de 5
antibiotiques et des niveaux plus élevés de résistance aux antibiotiques ont été observés dans
les isolats dé&. colides effluents d’origine animale que dans les effluents urbains. De plus les
effluents en sortie de la STEP sont contaminés paEdesli porteurs de genestx et eae
potentiellement pathogénes et/ou résistantes aux antibiotiques, ces souches sont rejetées dans
I'environnement et représentent donc un risque pour la santé publique par contamination des

eaux useées superficielles et des végétaux.

® Dans un deuxiéme temps, sur une des campagnes de prélevement en France nous

avons étudié la prévalence des souches portant les genes de virulence des ExPEC.

Les études épidémiologiques récentes réalisées chez I'animal démontrent que des souches
cliniques isolées chez I'animal peuvent notamment porter les géadscDE, fyuA, hlyF,

papEF, f17, cnfl, hlyA130, 158, 212). Notre étude a montré que les souch&s deli

d’origine humaine et animale partageaient un certain nombre de genes de virulence associés
aux EXPEC mais que les souches potentiellement EXPEC (ayant plus de trois genes) étaient
associées préférentiellement au réservoir humain (8,5% contre 1,2%). Peu de données
existent quant a la prévalence de ces souches dans ces deux réservoirs puisque la plupart des

études ont été effectuées sur des isolats cliniques.

Cependant, les mémes résultats ont été obtenus sur des sBudissolées a partir des

eaux de surfaces de la riviere St. Clair, la riviere de Detroit ; a partir des eaux de baignade
dans les Grands Lacs au Canada et a partir des eaux d’estuaires recueillies en Australie (177,
178, 301). Récemment, Anastasiaktont isolé des souché&s coli porteuses des genes de
virulence caractéristiqgues des souches uropathogénes dans les effluents terminaux de station

d'épuration et dans I'environnement proche des rejets d’effluents (14).

Dans une étude comparative entre des isolats d’hommes sains et d’animaux (oiseaux, bovins)
il a été démontré que les souches humaines portaient significativement plus de génes de
virulence associés aux EXPEC que les souches d’origine animaleh{gansfa/focet pap)

(127) ; ce qui va dans le sens de nos résultats. Il semblerait en effet que le portage de genes de
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virulence associés aux infections par @esoli extra-intestinales séjournant dans l'intestin

soit beaucoup plus fréquent chez 'lhomme que chez I'animal (439).

Par ailleurs, dans notre étude, la faible prévalence de souches porteuses de genes de virulence
dans le réservoir animal pourrait étre due a I'espéce animale étudiée. En effet, I'abattoir traite
en majorité des porcs et en moins grande quantité des ruminants. Or, les études tendent a
montrer que les souches d’origine aviaires partagent un plus grand nombre de facteurs de
virulence avec notamment les souches UPEC et NMEC isolées chez 'homme (129). Certains
facteurs de virulence sont également communs entre des souches bovines et humaines (155).
Il est donc possible que dans un abattoir spécialisé en volailles ou ayant une activité bovine

plus marquée nous puissions trouver des résultats différents.

Enfin d’'un point de vue épidémiologique, I'abattoir contribuerait de maniére négligeable au
rejet de souches potentiellement EXPEC par rapport a la ville. En effet, I'effluent de I'abattoir
était cent fois moins chargé que l'effluent urbain (2 log d’écart du nomirecdli), et
possédait un deébit cinquante fois moindre (environ 2% de P1). De plus la proportion de
souches potentiellement EXPEC était sept fois moindre (5 souches potentiellement EXPEC sur
416 souches au niveau de I'abattoir contre 35 sur 416 dans l'effluents urbain). Soit un débit
35 000 fois moindre en termes de nombre de souches potentiellement EXPEC s’écoulant par

unité de temps.

L’étude de la prévalence des génes de virulence associés aux EXPEC en sortie de la station
d’épuration nous a permis d’évaluer les risques de dissémination. De plus, une comparaison
entre les effluents urbains et les effluents de sortie a permis d’appréhender un éventuel effet

traitement.

Tout d’abord, nous avons pu constater qu’en sortie subsistaient des souches porteuses de ces
géenes. Globalement, nous avons trouvé moins de souches porteuses de génes de virulence
associés aux EXPEC dans leffluent de la ville que dans les effluents traités méme si le
nombre de souches ayant plus de trois génes de virulence était le méme pour les deux points
de prélevement. Cela est d0 au fait que certains genes et plus particuliéngesttK1

avaient une prévalence beaucoup plus faible en sortie. Malgré ces constatations il est difficile
de conclure quant a un effet traitement. Nous ne pouvons en effet nous appuyer sur aucune

étude pour émettre une telle hypothese. Une étude de notre équipe non publiée, effectuée sur
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plusieurs abattoirs munis de stations d’épuration a montré que la proportion de souches
porteuses des génes de virulefice papEF et sfa/focDBe variait pas aux différents stades

du traitement épuratoire. En outre, le traitement biologique ne s’est pas accompagné d’'un
abattement spécifique des souches porteuses de genes de virulence. Quelques études montrent
cependant que certaines espéces bactériennes résistent moins bien au traitement biologique
gue d’autres (469). L'effet d’abattement spécifigue que nous avons constaté peut tout a fait
étre di a I'échantillonnage ; d’autres campagnes devraient étre étudiées afin de confirmer ou

infirmer ces résultats.

Cela dit, un nombre relativement important de souches potentiellement EXPEC ont été
rejetées dans I'environnement (environ 5% Hexli). Le traitement biologique a permis un
abattement de 2 log de la populatioi déoli totale mais un nombre non négligeable des 2,9

x 107 E.colimL recueillies au niveau du rejet final étaient porteuses de génésulimce
associées aux EXPEC. Ce qui tendrait a prouver qu’il y a donc bien eu une dissémination de
souches potentiellement EXPEC. Certains de ces genes sont présents sur le chromosome au
niveau d’ilots de pathogénicité ou sur des plasmides qui sont des éléments génétiques mobiles
pouvant participer au transfert horizontal de genes (309, 338) a d’autres bactéries. La capacité
de l'espéceE. coli a porter de nouvelles combinaisons de genes pourrait conduire a des
souches tres agressives provenant de I'environnement, comme ce fut lors de la récente

épidémie a E. col©0104:H4 en Allemagne et en France (310).

La comparaison de la distribution de souches porteuses de génes de virulence associés aux
EXPEC dans les effluents d’'un couple abattoir/station d’épuration nous a permis de constater
gue les souches d'origine animale partagent des facteurs de virulence avec les souches
d’origine humaine. Cependant, une quantité négligeable est retrouvée au niveau de I'abattoir ;
le principal réservoir de souches potentiellement EXPEC serait donc humain. Dans notre
étude, la contribution de I'abattoir a la dissémination de ces souches serait négligeable par

rapport a la ville.

Une caractérisation plus fine des souches rejetées a permis de mettre en évidence que ces
souches sont munies d’un grand éventail de facteurs de virulence portés pour certains par des
eléments génétiqgues mobiles. De plus elles appartiennent essentiellement aux groupes B2 et
D, signe de leur potentielle virulence. Tous points de prélevement confondus, les souches
d’'intérét appartenaient majoritairement aux groupes phylogénétiqgues B2 et D (81%). Par
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ailleurs nous avons pu constater que c’étaient les souches qui portaient le plus de genes de
virulence qui appartenaient aux groupes B2 et D. En effet 95% de celles ayant plus de trois
genes étaient réparties dans les groupes B2 et D. Cette relation entre facteurs de virulence et
groupe phylogénétique est rapportée dans la littérature, les sobcloedi porteuses de
facteurs de virulence associées aux maladies extra-intestinales sont réparties majoritairement
dans le groupe B2 et de maniere moindre dans le groupe D, les souches commensales
appartenant plutdét aux groupes Bl et A (40, 211). Le gap&F serait particulierement

réparti dans les groupes B2 et D (117) ce que nous avons pu constater par ailleurs dans notre

étude. Les souches identifiées dans notre étude seraient donc bien potentiellement pathogenes.

En ce qui concerne la situation de la résistance dans les milieux médicaux et communautaires,
la multiplication des bacteries pathogénes productrices de BLSE pose un probleme particulier.
Une variabilité de la prévalence des BLSE est observées sur le plan international. En Europe,
la prévalence en France, en ltalie et au Portugal est entre 20 et 30%, en Scandinavie, en
Espagne, aux Pays-Bas et en Allemagne, elle est nettement plus faible avec une prévalence

comprise entre 5 et 10% (119).

Les denrées alimentaires d’origine animale et I'environnement sont avec les animaux eux-
mémes, les principaux réservoirs d'agents pathogenes zoonotiques et le taux de détection de
soucheskE. coli productrices dg-lactamases a augmenté ces dernieres années. Diags no
étude sur 1 248 isolats &e coli, 9 souches dE. coli productrices de BLSE ont été détectées.

Les souches BLSE étaient toutes multi résistantes. Sur les trois souches BLSE avec un gene
CTX-M, nos recherches sur la résistance associée ont montré également la présence du géne
TEM1. Les mémes résultats ont été rapportés dans I'étude de Reinthaler (377), sur 15 souches
BLSE porteuses de genes CTX-M, 4 souches étaient porteuses avec d’autres genes de
résistance. Des études antérieures ont montré que les plasmides qui interviennent dans la
résistance aux BLSE peuvent transporter plus d'un géne béta-lactamase comme CTX-M et
TEM (474), ce qui peut potentialiser I'action des béta-lactamases (234). Ledgags et
blarem-s2sont portés par le méme plasmide conjuguatif et peuvent étre transférés dans d’autres
souches (207). Nos résultats montrent que 6 souches parmi les 9 portaient en méme temps les
genes blagy-1 et blarem-sz.

Les béta-lactamases de type TEM sont décrites depuis assez longtemps. Aujourd'hui, plus de
100 dérivés de béta-lactamase de type TEM sont décrits et beaucoup d'entre eux sont des
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BLSE. Contrairement aux béta-lactamases de type TEM, le groupe des CTX-M béta-
lactamases a connu une évolution rapide ces derniéres années (122, 349).

Mesa etal. (311) ont trouvé des souches productrices de BLSE dans de nombreux
échantillons provenant de fermes (porcs, poulets et lapins) et ont également pu en isoler a
partir d’échantillons de boues d'épuration. Nos résultats montrent qu'il existe. ded
productrices de BLSE dans les effluents urbains et dans les effluents d’abattoir, et qu'ils
représentent donc une source de dissémination de ces bactéries dans l'environnement. La
dissémination est possible a partir des boues d’épuration destinées a I'’épandage et des eaux

traitées rejetées dans les rivieres dont 'eau peut étre utilisée pour usage agricole.

Des comparaisons entre des souches d’origine animale et humaine ont pu mettre en évidence
des difféerences phylogénétiques. Les souches humaines seraient beaucoup plus frequemment
associées aux groupes B2 et D que les souches d’origine animale majoritairement B1 (78). De
plus en plus de souches appartenant aux groupes B2 se retrouvent dans la flore intestinale de
’lhomme, surtout dans les populations occidentales et elles peuvent étre plus importantes
parmi lesk. coli constituant la flore dominante (126, 262). Cependant, dans notre étude vu le
faible nombre de souches issues du réservoir animal étudiées nous ne pouvons pas comparer

les souches humaines et animales sur la base de leur groupe phylogénétique.

Pour les souches porteuses de génes de virulence des EXPEC les taux de résistance les plus
eleveés étaient pour I'ampicilline (53%), les sulfonamides (48%), la streptomycine (40%) et la
tetracycline (38%). De tels niveaux de résistance ont précédemment été décrits chez des
souches deéE. coli chez 'lhomme et I'animal sains pour ces antibiotiques (450). ptes
lacatamases et les fluoroquinolones constituent le traitement de base pour les ITU. Dans notre
étude, aucune souche n’était productrice de BLSE mais il est intéressant de relever qu’un
nombre non négligeable de ces souches étaient résistantes a l'acide nalidixique et la
ciprofloxacine qui sont des fluoroquinolones. Enfin, un nombre important (16%) de souches
étaient résistantes a I'association amoxicilline + acide clavulanique qui est un inhibipeur de
lactamase ; cela signe que ces souches sont productrices d’enzymes particulieres les
« Inhibitor resitant TEM» (IRT) (82). Globalement, un nombre important de souches multi-
résistantes a éteé rejeté en sortie de la station d’épuration ce qui a déja été décrit (178, 390). Or
la plupart des genes de résistance sont portés par des plasmides et intégrons qui pourraient

étre transmis a d’autres souches de I'environnement.
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En comparant le nombre de genes de virulence et le nombre de résistances nous avons montré
gue les souches les plus virulentes étaient globalement résistantes a moins d’antibiotiques que
celles moins virulentes. Il semblerait en effet que les souches résistantes a différents
antibiotiques dont lep-lactamines et fluoroquinolones aient moins de géleegirulence que

celles sensibles a ces antibiotiques. Les traitements antibiotiques pourraient en effet favoriser
la perte de genes par excision des ilots de pathogéf@zie 459).

L'étude de prévalence des genes de virulence associés aux EXPEC en sortie de la station
d’épuration nous a permis d’évaluer les risques de dissémination. Il a été démontré que des
souches EXPEC étaient capables de survivre a un traitement biologique. Une étude a permis la
détection d’'une proportion importanteEd’coli porteuses de genes associés aux EXPEC dans
une riviere en aval d’'une station d’épuration, mais aussi dans des écosystemes relativement
éloignés de toute activité humaine, prouvant que de telles souches peuvent se propager et
perdurer dans I'environnement (178). Un nombre non négligeable de souches porteuses de
genes de virulence a été rejeté dans I'environnement. Certains de ces genes sont présents sur
le chromosome au niveau d’ilots de pathogénicité qui sont des éléments génétiques mobiles
pouvant participer au transfert horizontal de genes (338). C’est le cas nhotamment pour le gene
papEF (codant pour une fimbriae de type P), et les géeA et cnfl (codant pour deux
toxines) qui sont associés dans un ilot de pathogénicité chez certaines souches responsables
d’épisodes d'ITU (390). Or, dans notre étude 2 souches présentaient la combinaison de ces
trois facteurs de virulence, et 4 souches combinaient deux de ces trois facteurs, témoignant de
la présence de cet ilot. Il en est de méme pour le gfafecDE(dont la prévalence était de

2,2% en sortie de station d’épuration) qui code poufimbriae impliqué dans des cas de
méningites et pyélonéphrites (288). Il existe des preuves de l'implicatipauleans le
développement d’'ITU. Une étude a mis en évidence que 80% des souches responsables de
pyélonéphrites exprimaiepapG qui partage la méme famille ave@apEF (442). Dans cette

méme étude, il a été démontré que fiesbriae P permettaient d’échapper a l'action des
neutrophiles mobilisés lors des infections et que cette action était paeGi(442). Il est

(110). Enfin, cIbN dont la prévalence était tres élevée dans notre étude code pour la
colibactine, une génotoxine associée aux souches responsables de maladies extra-intestinales

et est porté par I'llot de pathogénicjiks (212, 330). Les génes marqueurs de I'llot dont fait
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partie le géneclbN ont été significativement associés a Uraetériémie, et principalement
identifiés chez des bactéries du groupe phylogénétique B2 avec une virulence trés élevée.

Enfin, certains des génes que nous avons trouvés sont codés par des plasmides susceptibles
d’étre transmis a d’autres souches (309). C’est le cédyffedont le réle dans les infections
extra-intestinales demeure inconnu. Ce géne est porté par certains plasmides impliqués dans
différentes maladies extra-intestinales ; or ces plasmides sont connus pour porter d'autres
géenes de virulence mais aussi des genes de résistance aux antibiotiques (354, 485). Enfin, le
genecnf2 qui code pour une toxine impliquée dans des maladies animales se trouve sur le
plasmide Vir hautement virulent (344). Il était d'ailleurs porté par une souche d'origine
animale dans notre étude. Ce résultat corrobore ceux d’études précédentes qui avaient montré
guecnf2 (NTEC-2) était le plus souvent associé a des souches d’origine animale (103, 225,
453).

Les souches retrouvées en sortie de station d’épuration portaient donc des génes de virulence
associés a des maladies chez 'homme et pouvant étre transmises a d’autres souches dans
'environnement. Enfin, notre étude souligne I'importance de la surveillance des flux des
génes de virulence des. coli pathogénes et/ou résistantes aux antibiotigues dans les
populations bactériennes de I'environnement afin de prévenir les risques environnementaux

pour la santé publique.

® Dans un troisieme temps nous avons voulu pouvoir comparer les résultats obtenus en
France avec ceux pouvant étre obtenu au Sénégal. Dans le contexte actuel, I'utilisation d’eaux
usées en agriculture est une pratique de plus en plus répandue au Sénégal, en particulier dans
la zone périurbaine de Dakar, ou la culture grace aux eaux pluviales ne peut se faire sur une
longue période. Par ailleurs, les infrastructures d’assainissement, dans des villes a
urbanisation galopante, n’arrivent pas a suivre les besoins. A partir des usines, des ménages,
des marchés, des hopitaux, etc... les eaux usées débouchent dans les rues, les lits de rivieres,
les canaux d’eaux pluviales ou dans des stations d’épuration a faible capacité de traitement.
C’est généralement autour de ces eaux usées, plus ou moins stagnantes, que les sites de
maraichage sont créés, par des populations pauvres des zones périurbaines et/ou immigrantes
des campagnes. La pratique de l'utilisation de toutes sortes d'eaux usées s’y opere alors de
maniere non planifiee et non contrélée dans les activités d'agriculture urbaine, incluant

'arrosage de légumes consommables crus. Le principal risque de la réutilisation des eaux
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usées est d'ordre sanitaire, liée a la survie des germes pathogenes dans ces eaux comme nous

I'avons montré avec les prélevements en France.

De nombreuses études indiquent que des isolats bactériens résistants et/ou pathogenes
d’origine humaine ou animale sont excrétés dans I'environnement par l'intermédiaire des eaux
useées (203, 368, 481).

Les connaissances sur le comportement et les caractéristiques des so&cheslid’
pathogenes et/ou résistantes dans l'environnement, en particulier au cours des phases de
traitement des eaux usées, sont mal connues et aucun plan de surveillance de ces bactéries
dans l'environnement n'a été mis en place au Sénégal. Ainsi, afin de documenter les risques
microbiens liés a l'utilisation des eaux usées de la station d’épuration urbaine et des abattoirs,

nous avons caractérisé les souches de Eisobdies dans ces deux types de prélevement.

Les résultats obtenus au Sénégal ont montré que la chakeceti dans les effluents des
abattoirs était le double de celle des effluents d’origine humaine §3dire 1,5x19).
Cependant, nos résultats de dénombrement étaient plus élevés a ceux obtenus dans notre étude
en France pour les eaux usées des effluents urbains et ceux des travaux dal.Tdanetes

effluents d’hoépitaux (449). Contrairement aux résultats obtenus en France, le traitement par
chloration a la sortie de la STEP a permis d’éliminerHegoli au niveau du rejet final.

Aucune souche &. coli n'a été isolée dans les effluents urbains traités. Par ailleurs, ce
résultat s’oppose a ceux obtenus par Vernozy-Rozaald @58) ou 60% des souches STEC
isolées d’effluents d’élevages et de stations d’épurations urbaines étaient retrouvées dans les
effluents traités et rejetés dans le milieu extérieur. Cette différence observée pourrait se
justifier par les techniques de prélévement, la diversité des méthodes de traitement des eaux
usées utilisées d’'une station d’épuration a une autre et la destination de cette eau traitée. Au
Sénégal, les eaux issues du traitement sont souvent réutilisées pour l'arrosage des légumes en
culture maraichere et des espaces verts et par les entreprises de construction. Par contre en
France et dans la plupart des pays développeés, le traitement des eaux usées est destiné a

réduire la charge microbienne avant leur rejet dans I'environnement.

Nous avons détecté dEscoli pathogenes et résistantes aux antibiotiques dans les eaux usées
brutes avant traitement et dans les effluents de I'abattoir, ce qui indique un risque potentiel de

contamination de I'environnement. Les prévalences des g&neseaeassociés aux EHEC
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dans les effluents des abattoirs étaient respectivement de 0,7 % et 0,7%. Les effluents
d’abattoir sont moins contaminés par des génes de virulence associés aux EHEC que les
effluents d’abattoir en France. Aucune souche porteuse de genes de virulence associés aux
EHEC n’a été isolée dans les effluents urbains de Dakar. Nos résultats en France et dans
plusieurs autres études, il a été démontré la présenEe a#i eae-positifs et stx-positives

dans les effluents d'origine humaine et animale (2, 19, 22, 28, 62) .

La prévalence des souches EXPEC a été recherchée sur la collection des 540 isolats. Nos
résultats ont montré que les génes de virulence associés aux EXPEC étaient présents dans les
effluents d’origine humaine et animale. Les mémes résultats ont été observés dans plusieurs
études montrant que les souchesEdesoli porteuses de facteurs de virulence associés aux
EXPEC étaient présentes dans les eaux usées d'origine humaine (1, 7, 19, 47) et d'origine
animale (57). Les prévalences des gehss\ et f17 étaient plus élevées. Les souches
porteuses du gerfé7 ont été uniquement isolées dans les effluents d’origine humaine. Or, en
général, les souchds coli f17 sont le plus souvent isolées chez les animaux en particulier
lors des cas clinigues de mammite chez les bovins. Par exemple, aux Pays-Bas 55% des
souches dé&. coliisolées du lait de vaches associées a des cas de mammite exprimaient les
fimbriae FI7 (41, 48). Contrairement aux résultats obtenus en France ou a été montrée une
forte association des genes de virulence (souches porteuses de plus de cing genes de
virulence), les souches isolées au Sénégal a partir des effluents urbains et des effluents
d’abattoir avaient une faible assaciation de génes de virulence. Lessfgffieset kpsMT

étaient absents sur toute la collection. La caractérisation des isolats a réveélé que les souches
porteuses des genes de virulence associés aux ExXPEC appartenaient au groupe Bl. Cela
pourrait s'expliquer par une trés faible association de genes observée chez ces souches. Deux
souches étaient du groupe B2 dont une portait les gl papEF / fuy/et la deuxiéme

portait le genelbN. Le geneclbN est un marqueur de la région 3' de Ilot PKS et intervient
dans la synthése de la colibactine qui est un génotoxique entrainant des cassures double-brin
de I'ADN dans les cellules eucaryotes, et il a été démontré que lilot PKS était
significativement associé a la bactériémie (33, 49). Les études épidémiologiques antérieures
ont montré que les souchgs coli isolées d'infections extra-intestinales portaient plusieurs
genes de virulence et appartenaient principalement au groupe phylogénétique B2 et dans une
moindre mesure au groupe D (6, 9, 34, 53). Les souches portant des génes de virulence
associés aux ExXPEC isolées au Sénégal ne peuvent pas étre considérées comme des souches
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potentiellement EXPEC. Cependant, ces souches restent un danger pour la santé publique en
raison de leur croissance rapide et de la plasticité de leur génome. Elles peuvent échanger du

matériel génétique par tranfert horizontal et devenir pathogéenes.

L’étude de I'antibiorésistance sur les souches isolées au Sénégal montre que les effluents
urbains avaient plus de souches résistantes aux antibiotiques que les effluents d’abattoir (63,2
% versus 14,5%). Ces résultats s’opposent a ceux obtenus sur les souches isolées en France ou
les souches d'origine animale étaient plus résistantes aux antibioques que les souches
d’origine humaine. Il en est de méme dans I'étude réalisée par Maate| @tii ont observé

des résistances trés élevée sur des solthadi d’origine bovine vis-a-vis de I'ampicilline,

a la streptomycine, a la kanamycine, au chloramphénicol, a la tétracycline et des sulfonamides
(296). 32,6 % des souches Hecoli isolées des eaux usées urbaines étaient résistantes a plus
de 4 antibiotiques, mais le profil de résistance le plus commun était l'association entre
I'ampicilline, la streptomycine et la tétracycline. Nos résultats confirment ceux obtenus par
(29) sur de<k. colia partir des boues d'épuration, la résistance la plus fréquente était celle a la
streptomycine (56,5%), suivie de la doxycycline (54,7%) et I'ampicilline (19,8%). En outre,
nos résultats corroborrent ceux obtenus par (58) qui a montré que 75 % des sotched de

résistantes a lI'ampicilline étaient également résistantes a la streptomycine et la tétracycline.

La faible résistance des souchek.dbli isolées de l'abattoir vis-a-vis de ces antibiotiques
pourrait s’expliquer par l'utilisation trés limitée des antibiotiques dans les élevages bovins
extensifs au Sénégal. Autrement dit, dans le systéme extensif les éleveurs ne font pas recours
systématiguement a la thérapie médicamenteuse et utilisent le plus souvent des connaissances
traditionnelles, méme si cette tendance se renverse progressivement. A linverse, nous
observons un haut niveau de résistance aux antibiotiques des soutloet dolées des
animaux d’élevage en Europe notamment en France, ou non seulement les antibiotiques sont

utilisés a des fins thérapeutiques mais aussi a titre prophylactique.

La présente étude montre que les eaux usées brutes sont un réservoir pour une variété de
facteurs de virulence associés aux EXPEC et aux EHEC et poit. des résistantes aux
antibiotiques et que le traitement des effluents ne permet de réduire que le noBboolde
susceptible d'étre rejeté dans I'environnement. Des souches potentiellement pathogénes et
résistantes rejetées dans les eaux superficielles représentent donc un risque pour la santé
publique.
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Chapitre 9 : CONCLUSION ET PERSPECTIVES
En conclusion, nous avons évalué la contamination des effluents d’'un couple abattoir/station
d’épuration urbaine, en région Midi-Pyrénées, parEherichia coliporteuses de génes de

virulence et/ou résistantes aux antibiotiques au cours d’'une année.

Dans le couple abattoir/station d’épuration urbaine étudié, la contribution des effluents de

I'abattoir était relativement faible (5% des débits et moindre population d’E. coli

La recherche des souches porteuses de genes associés aux EHEC a été réalisée sur I'ensemble
de la collection, et a montré que les souakeset/ou stx positives sont ubiquistes dans les
effluents d’eaux usées et des abattoirs. Au total 144 (140 + 4) souches porteuses de genes
associés aux EHEC ont été isolées dont @86 postives, 30stx positives et Seadstx

positives. Les prévalences respectives étaient de 0,8%, 1,1% et 0,8% dans les eaux usées, les
effluents d’abattoir et le rejet final. La prévalence de ces souches reste néanmoins tres faible.
Les 5 souchesae/stxpositives étaient isolées a partir des effluents destinés a étre rejetés dans
'environnement. Les effluents rejetés dans I'environnement contenaient des souches
potentiellement EHEC qui pouvaient participer a I'entretien du cycle épidémiologique des
EHEC, la voie environnementale étant une source de contamination pour les bovins d’'une
part, chez lesquels elles font I'objet d’un portage asymptomatique, et chez les hommes d’autre
part, chez lesquels elles sont responsables d’infections graves.

Aprés caractérisation de ces souches, nous avons démontré que 50% des eamiches
positives appartenaient a I'un des varricagag/s/1, eagl, eae/ et eae. Le varianteaes'1

était majoritaire et ce varriant était retrouvé sur 39% des souches d’origine animale contre
3,7% des souches d’origine humaine. Au contraire, la prévalence de sougieststas était

plus élevée dans les souches d'origine humaine que dans les souches d'origine animale
(43,7% contre 15,6%) et les varaistsq, Sty et Ster €taient absents parmi les souckes
positives. Par ailleurs, nous avons démontré que 70% des souches porteuses de genes
associés aux EHEC d’originale animale étaient résistantes aux tétracyclines contre 20% chez

les souches d’origine humaine.

La recherche des souches porteuses de genes associés aux EXPEC et les souches productrices
de BLSE a été réalisée que sur la campagne 2, et a montré que les souches ExXPEC

provenaient majoritairement des eaux usées urbaines. De plus, la caractérisation plus fine de
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ces souches (sur le plan de la phylogénie et de la résistance aux antibiotiques) a montré que
les souches potentiellement EXPEC appartenaient au groupe phylogénétique B2 et
provenaient essentiellement des eaux usées urbaines et seraient donc d’origine humaine, en
accord avec ce qui est décrit dans la littérature. La prévalence des souches porteuses de genes
associés aux ExXPEC était trés faible dans les effluents de [Iabattoir. Ces souches
potentiellement EXPEC sont aussi retrouvées dans l'effluent rejeté dans I'environnement mais

en moindre proportion, indiquant une probable efficacité du traitement épuratoire.

Des souches productrices de BLSE ont été isolées dans les effluents parmi la papklation

coli d’'origine humaine et animale. La prévalence de ces souches reste néanmoins trés faible.
Les souches productrices de BLSE d’origine humaine étaient majoritaires et elles
appartenaient toutes au groupe phylogénétique A. L’étude génotypique des BLSE révéle que
6 des 7 souches d’origine humaine portaient le dpaen.s2. Deux souches portant le gene

blacTx.m-1 0Nt été isolées dans les effluents d’abattoir et dans les effluents traités.

Les eaux usées et les effluents des abattoirs d’animaux en France sont contaminéB.par des
coli porteuses de genes de virulence et/ou de résistance et donc potentiellement pathogenes

pour ’lhomme.

Bien que la majorité d’entre elles aient été détectées dans les effluents a I'entrée de la STEP,
certaines souches ont été retrouvées dans les effluents traités destinés a étre rejetés dans la
riviere. Ces derniéres semblent avoir été capables de survivre au cours du traitement
épuratoire des effluents et il conviendrait d’étudier plus précisément la contamination en
amont et en aval du point de rejet des effluents traités dans la riviere afin d’évaluer la
contribution des STEP sur la contamination de I'environnement par des sdtcloe$

pathogenes et/ou résistantes aux antibiotiques.

Quoigu’il en soit, nos résultats montrent que le rejet des effluents des abattoirs participe a
'entretien du cycle environnemental de souches coli potentielles pathogenes et/ou
résistantes aux antibiotiques. Le rejet des effluents dans les eaux de surface ou vers des
stations d’épuration urbaines pourraient ainsi contribuer a disséminer largement dans

'environnement des souches=d’coli potentiellement pathogenes pour ’lhomme.

L’environnement constituerait des lors un réservoir de soucliescdli possédant des genes

associés a la virulence des EHEC, des EXPEC et des BLSE. Or, la plupart de ces genes sont
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portés par des éléments génétiques mobiles et les échanges de genes au sein des populations
d’E. coli présentes non seulement dans les effluents mais aussi dans les matrices
environnementales ou ils sont rejetés pourraient étre nombreux. L'étude de la distribution de
cif conduit par Loukiadis (280) a d’ailleurs permis de démontrer que ce géne de virulence
pouvait avoir été disséminé au sein des populatidasatilide I'environnement par transfert
horizontal. Néanmoins, méme si les genes phagiques constituent un métagénome considérable
pour les populations B. coli et semblent jouer un réle important dans leur évolution, les
mécanismes impliqués dans I'’émergence de nouveaux clones EHEC et EXPEC pathogénes
sont complexes et encore mal connus. Ainsi, nos résultats suggérent que I'environnement
pourrait étre I'un des principaux réservoirs ou s’effecturaient de nombreux échanges de genes
a l'origine de I'émergence de nouveaux clones pathogenes et/ou résistants pour I’'homme. lls
soulignent I'importance de la surveillance des flux de genes de virulence des EHEC et des
EXPEC dans les populations bactériennes de I'environnement afin de prévenir les risques

environnementaux pour la santé publique.

La comparaison des résultats obtenus en France et au Sénégal montre que les prévalences des
souchest. coli potentiellement pathogenes étaient plus élevées dans les effluents rejetés en

France.
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Annexe 1 : Caractérisation des souches eae et/ou stx positives

Rang Campagnes eré?éICSr::nt Gegﬁ)s( Eﬁéges hlyA Sérotypes ° phylc%rgﬁgsgues Profil de résistance

1 1 1 stxla - ND Bl TE, SSS, TMP - -
2 1 2 eaefl - ND A TE 0 0
3 1 2 stxla - ND B2 S - -
4 1 2 stx2e - ND A TE - -
5 1 2 eaef + ND Bl STR, TE 0 0
6 1 2 eae 0 + ND Bl STR, TE 0 0
7 1 2 eaed - ND B1 S 0 0
8 1 2 eaefl - ND A TE 0 0
9 1 3 eae - ND B2 S 0 0
10 1 3 eae - ND A TE 0 0
11 1 3 eae - ND Bl STR, TE 0 0
12 1 3 eae - ND B1 STR, TE 0 0
13 1 3 eae - ND Bl S 0 0
14 1 3 eaefil - 026H11 A TE 0 0
15 2 1 eae - ND B2 S 0 0
16 2 1 eae - ND B2 AM 0 0
17 2 1 stxla-stx2b + ND B2 S - -

#ND : non déterminé
® AM : ampicilline, STR : streptomycine, SSS : sulfonamides, TMP : trimethoprime, TE : tétracycline et S : sensible.
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Annexe 1 : Caractérisation des souches eae et/ou stx positives (Suite)

Rang Campagnes prpé?él?/tesn?eent Gegﬁi ES:EE €S hlyA Sérotypes ° phylc%rgrzjgt?;ues Profil de résistance °
18 2 1 eaefil - ND A S 0 0
19 2 2 stx2 - ND B2 S - -
20 2 2 eae - 0103H2 B1 S 0 0
21 2 3 eae - ND B2 S 0 0
22 2 3 eae - ND B2 S 0 0
23 3 1 eae - ND B1 S 0 0

ND AMP CEF CXM STR

CHL NAL SMX TMP
24 3 1 eae - A TET 0 -
25 3 1 eae - ND A S 0 -
26 3 1 eae - ND B1 S 0 0
27 3 2 eaed - ND B2 S 0 0
28 3 2 eae - ND B2 S 0 0
29 3 3 eae - ND B2 AM 0 0
30 3 3 stx2d + ND B2 S - 0
31 4 1 eae - ND B2 S 0 0
32 4 1 eae - ND B2 S 0 0
33 4 1 eae + 0103 Bl S 0 0
34 4 1 stx2d - ND A STR, TE, SSS - 0

2ND : non déterminé
b AM : ampicilline, CXM : céfuroxime, STR : streptomycine, NA : acide nalidixique, SSS : sulfonamides, TMP : trimethoprime, TE : tétracycline, C : chloramphénicole, KAN : kanamycine, GEN :
gentamycine, CIP : ciproflaxacine, CAZ : ceftazidime, FEP : céfépime, CTX : céfotaxime, CF : céphalotine et S : sensible.
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Annexe 1 : Caractérisation des souches eae et/ou stx positives (Suite)

Rang Campagnes prpé?él?/tesn?een t Gegﬁi Es:gges hlyA Sérotypes ° phylc%rgrzjgt?;ues Profil de résistance °

35 4 1 stx2d - ND B2 S - 0
36 4 1 eae + ND Bl S 0 0
37 4 1 eae - ND B2 S 0 0
38 4 2 eaed - ND B2 S 0 -
39 4 3 stxla - ND Bl S - 0
40 4 3 eae - ND A S - -
41 5 1 eaefl - ND A S 0 0
42 5 1 eae - ND Bl AM 0 0
43 5 1 eae - 0103 B2 S 0 0
44 5 1 eae - ND Bl TE 0 0

ND AM, KAN, STR,TE,
45 5 1 stx2e - A SSS - 0
46 5 2 stx2 - ND A S - 0
47 5 2 stx2 - ND Bl S - 0
48 5 2 eaefl - ND B2 S 0 0
ND AM, STR, TE, SSS,

49 5 2 stx2 - B2 TMP - 0
50 5 2 stx2 - ND B2 S - 0
51 5 2 stx2 - ND A S - -

2ND : non déterminé
® AM : ampicilline, STR : streptomycine, SSS : sulfonamides, TMP : trimethoprime, TE : tétracycline, KAN : kanamycine et S : sensible
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Annexe 1: Caractérisation des souches eae et/ou stx positives (Suite)

Rang Campagnes prpéfé?/te;srr?:nt Gegﬁi Es:gges hlyA Sérotypes * phylt%rg:gt?(:ues Profil de résistance °
ND AM, CF, STR, TE, C,
52 5 2 eaeb - A SSS, TMP 0 0
53 5 2 eaeb - ND A STR, TE, SSS 0 0
54 5 3 eae - ND Bl TE, SSS, TMP 0 0
55 5 3 eae - ND A S 0 0
56 5 3 eae - ND A S 0 0
57 5 3 eae - ND A S 0 0
58 6 1 eae - ND Bl S 0 0
59 6 1 eae - ND A AM, TE 0 0
AM, STR, TE, C,

60 6 1 stx2b + ND A SSS, TMP - -
61 6 2 eaec¢ + 0O103H2 Bl S 0 0
62 6 2 eae¢ + 0O103H2 Bl AM, SSS, TMP 0 0
63 6 2 eaeyl + 0145H28 B2 S 0 0
64 6 2 eaeyl + 0145H28 A AM, TE, SSS, TMP 0 0
65 6 2 eae + 0103H2 B2 S 0 0
66 6 2 eae + ND Bl S 0 0
67 6 3 eae - ND Bl TE, SSS 0 0
68 6 3 stx2d - ND Bl TE, SSS - -
69 7 1 eae - ND D S - 0
70 7 1 eae - ND D TE, SSS, TMP - 0

#ND : non déterminé
® AM : ampicilline, STR : streptomycine, SSS : sulfonamides, TMP : trimethoprime, TE : tétracycline, KAN : kanamycine, CF : céphalotine, C : chloramphénicol et S : sensible
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Annexe 1 : Caractérisation des souches eae et/ou stx positives (Suite)

Rang Campagnes prpéfé?/te;srr?:nt Gegﬁi Es:gges hlyA Sérotypes * phylt%rg:gt?(:ues Profil de résistance °
71 7 1 eae¢g - ND Bl TE, SSS - 0
72 7 2 stx2e - ND A STR, TE, SSS, TMP - -
73 7 2 eaeyl + 0145H28 A S - 0
74 7 2 eaef - ND B1 S - 0
75 7 2 eae - ND B2 S - 0
ND AM, STR, TE, SSS,
76 7 3 eaef - A TMP - 0
77 7 3 eae - ND A S - 0
78 8 1 eaeb - ND Bl STR, TE - 0
ND AM, STR, TE, SSS,
79 8 1 eae - D TMP - 0
80 8 2 eaefl - ND A STR, TE - 0
81 8 2 eaefl - ND B2 S - 0
82 8 2 eaefl - ND A S - 0
83 8 2 eaefl - ND A S - 0
ND AM, KAN, STR,TE,
84 8 2 eaefl - A SSS, TMP - 0
85 8 2 eaefl - ND B2 S - 0
86 8 2 eaefl - ND Bl TE - 0
87 8 2 eaefl - ND A TE - 0

#ND : non déterminé
® AM : ampicilline, STR : streptomycine, SSS : sulfonamides, TMP : trimethoprime, TE : tétracycline, KAN : kanamycine et S : sensible.
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Annexe 1 : Caractérisation des souches eae et/ou stx positives (Suite)

Rang Campagnes prpé?él?/tesn?een t Ge;‘ii Es:gges hlyA Sérotypes ° phylc%rgﬁgt?(;ues Profil de résistance °

88 8 2 eaefl - ND Bl TE - 0
89 8 2 eaefl - ND Bl TE - 0
90 8 2 eaefl - ND Bl TE - 0
91 8 2 stx2e - ND Bl TE - -
92 8 2 eaefl - ND Bl TE - 0
93 8 2 eaefl - ND Bl TE - 0
94 8 2 eaefl - ND Bl TE - 0
95 8 2 eaefl - ND Bl TE - 0
96 8 2 eaefl - ND Bl TE - 0
97 8 3 eae - ND B2 S - -
98 8 3 eae - ND B1 TE - 0

AM, STR, TE, SSS,

99 8 3 eaef-stxla + 0111H8 Bl TMP, NA - 0
100 9 1 eae - ND Bl TE - 0
101 9 1 eaeb - ND Bl TE - 0
102 9 2 eaefl + ND Bl TE - 0
103 9 2 eaeg + 026H11 Bl S - 0
104 9 2 eaeb + ND Bl S - 0

#ND : non déterminé
P TE : tétracycline et S : sensible.
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Annexe 1 : Caractérisation des souches eae et/ou stx positives (Suite)

Rang Campagnes prpé?él?/tesn?eent Ge;‘ii Es:gges hlyA Sérotypes ° phylc%rgﬁgt?(;ues Profil de résistance °
ND AM, STR, TE, SSS,
105 9 3 eae - Bl TMP, NA - 0
106 9 3 eae - ND B2 S - 0
107 9 3 eaefl - 0103H2 Bl S - 0
ND STR,, TE, C, SSS,

108 9 3 eaeb + Bl TMP - 0
109 9 3 stx2d + ND A S - -
110 10 1 stx2c - ND B1 STR, TE - -
111 10 1 eae - ND B2 S - 0
112 10 1 eae - ND B2 S - 0
113 10 1 eae - ND B1 S - 0
114 10 2 stx2e - ND B1 STR, TE - -
115 10 3 eaefl + 0O26H11 D S - 0
116 10 3 stx1c - ND B1 S - -
117 10 3 eae - ND B2 S - 0
118 10 3 eae - ND B2 S - -
119 10 3 eae - ND B1 S - 0
120 10 3 eae - ND B1 S - 0
121 10 3 eae - ND B1 S - 0
122 11 1 eae - ND B1 S - 0

#ND : non déterminé
® AM : ampicilline, STR : streptomycine, NA : acide nalidixique, SSS : sulfonamides, TMP : trimethoprime, TE : tétracycline et S : sensible.
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Annexe 1 : Caractérisation des souches eae et/ou stx positives (Suite)

Rang Campagnes prPé(IJé?:r::n t Gegﬁi Eilsg ges hlyA Sérotypes ° phylc%rgr?gt?c?ues Profil de résistance
123 11 1 eae - ND B1 S - 0
124 11 1 stx2d - ND A AM, TE, C, SSS, TMP - -
125 11 3 stx2d - ND B2 S - -
126 11 3 eae - ND B2 S - 0
127 11 3 stxla - ND B2 S - -
128 11 3 stxla - ND B2 S - -
129 11 3 stx1 - ND A S - -
130 11 1 eae - ND A S - -
131 12 1 stxla - ND A S - -
ND AM, STR, TE, SSS,
132 12 1 stxla-stx2a - B2 TMP - -
ND AM, STR, TE, SSS,
133 12 1 stxla-stx2a-c + B2 TMP - -
134 12 2 eaefl + ND A S - 0
135 12 2 eae¢ + 0O103H2 A S - 0
136 12 2 eae - 0157 B1 AM, CF
137 12 2 eae - 0157 B1 TE, NA - 0
ND AM, KAN, STR, TE,
138 12 2 eaef - D SSS - 0
139 12 3 eae - ND A S - 0
140 12 3 eae - ND B2 S - 0
141 4 (IMS) 3 eaeyl, stx2-c + 0157 H7 D1 S 0 0
142 4 (IMS) 3 eaeyl, stx2-c + 0157 H7 D1 S 0 0
143 4 (IMS) 3 eaeyl, stx2-c + 0157 H7 D1 S 0 0
144 8 (IMS) 3 eaeyl, stx2-c + 0157 H7 D1 S 0 0

#ND : non déterminé
® AM : ampicilline, STR : streptomycine, NA : acide nalidixique, SSS : sulfonamides, TMP : trimethoprime, TE : tétracycline, C : chloramphénicole, KAN : kanamycine et S : sensible.
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ETUDE EXPERIMENTALE ANNEXES

Annexe 2 : Recherche des 5 sérogroupes majeurs par IMS

Campagnes Rangs Agglutination Prélevements API 20E PCR TRIPLEX PCR GENE SYSTEM
2 1 026 P1 21/04/2009 5144552
Avril 2 0111 P1 5044152
3 0111 P2 5144552
4 0111 P2 5004552
8 0111 P3 24/04/2009 5544552
5 0157 P1 5144152
6 0157 P1 5144152
7 0157 P1 5144152
3 9 0103 P1 12/05/2009 5144572
Mai 10 0103 P2 5144572
11 0103 P2 5144552
12 0103 P2 5044552
13 0103 P3 15/05/2009 5144572
14 0111 P3 5144572
15 0111 P3 5144572
16 0145 P3 5144572
17 0145 P3 5144572
4 18 0103 P3 5144572 eae 0103 non confirmé,
eae confirmé (Ct = 30)
Juin 19 0103 P3 12/06/2009 5144572
20 0103 P3 5144572
21 0111 P1 09/06/2009 5104552
22 0157 P3 12/06/2009 5144172 eae, stx2 0157 H7 eae stx2
23 0157 P3 5144172 eae, stx2 0157 H7 eae stx2
24 0157 P3 5144172 eae, stx2 0157 H7 eae stx2
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5 25 O111 P2 07/07/2009 5144552
6 26 026 P1 22/09/2009 5044552
Septembre 27 026 P2 5144172
28 026 P2 5144552
29 026 P2 5144172
30 0103 P1 5144572
31 0103 P2 5144572
32 0111 P1 1044572
33 0111 P2 5144572
34 0111 P2 5144172
7 35 0103 P2 13/10/2009 5144572
Octobre 36 0103 P2 5144572
37 0103 P2 5144572
38 0103 P2 5144572
39 O111 P2 5144572
40 O111 P2 1044512
41 0157 P2 5144152
8 42 026 P1 17/11/2009 5044552
Novembre 43 0103 P3 20/11/2009 5144552
44 0111 P1 17/11/2009 5144553
45 0111 P2 5144572
46 0111 P3 20/11/2009 5144572
47 0157 P3 5144152 eae, stx2 0157 H7 eae stx2
9 48 026 P2 08/12/2009 5044542
Décembre 49 O111 P2 5044552
50 O111 P2 5044552
51 O111 P2 5044552
52 O111 P2 5044542
10 53 0111 P1 12/01/2010 1044552
Janvier 54 0111 P3 15/01/2010 50044572
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55 0157 P2 5044152
56 0157 P2 5044152
11 57 026 P3 24/02/2010 5144572
Février 58 0103 P1 21/02/2010 5144572
59 0103 P1 5144552
60 0103 P1 1144572
61 0103 P2 5044552
62 0103 P2 5144572
63 0103 P2 5044552
64 0103 P2 5044572
65 0103 P3 24/02/2010 5144572
66 0103 P3 5044572
67 0111 P1 21/02/2010 5144572
68 0111 P1 5144572
69 0111 P1 5144572
70 0111 P2 1144552
71 0111 P2 5044452
72 0111 P2 5044172
73 0111 P3 5144572
12 74 026 P2 1044152
Mars 75 0103 P1 5144572
76 0103 P1 1144552
77 0111 P2 1144152
78 0111 P2 5044152
79 0111 P2 1044552
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RESUMES

TITRE

Escherichia colipathogenes et résistantes aux antibiotiques dans les effluents d’origine

humaine et animale : prévalence et caractérisation avant et apres traitement épuratoire.

RESUME
Les souches d&scherichia colise trouvent dans le tractus gastro-intestinal de nombreux

animaux a sang chaud, y compris les humains, ou ils jouent généralement le réle de bactéries
commensales. Cependant, par acquisition et combinaison de genes de virulence et de
résistance aux antibiotiques, ces souches commensales normalement inoffensives peuvent
devenir des agents pathogénes trés adaptés capables de causer une variété de maladies, de la
gastro-entérite (EHEC, EPEC, EAEC...) a des infections extra-intestinales de I'appareil
urinaire, du sang ou du systéme nerveux central (EXPEC). La recherche des génes de
virulence associés aux EHEC et aux EXPEC et la production de BLSE a été réalisée sur une
collection de souches isolées d’effluents d’origine humaine ou animale. La prévalence des
genes de virulence associés aux EXPEC était plus élevée au niveau des effluents urbains
(26,9%) et dans les effluents traités (13,2%) que dans les effluents d’abattoir (2,6%). Par
contre, les génes associés aux EHEC étaient plus souvent retrouvés dans les effluents
d’'origine animale. Par ailleurs, les souchBs coli productrices de BLSE ont été
principalement détectées dans les effluents humains (1,7%). Malgré le traitement en station
d’épuration, de<. coli potentiellement pathogénes et résistantes aux antibiotiques étaient
rejetées dans l'environnement qui constitue une source potentielle de contamination des
humains et des animaux. La comparaison des résultats obtenus en France et au Sénégal
montre que les prévalences de sou¢hexli potentiellement pathogénes étaient plus élevées

dans les effluents rejetés en France.

MOTS-CLES
Escherichia coli EHEC ; EXPEC E. coli productrices de BLSE ; Eaux usées ; Abattoir ;
Station d’épuration urbaine.
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RESUMES

TITLE

Pathogenic and antimicrobial-resistantEscherichia colistrains from effluent of human
and animal origin: prevalence and characterization before and after purification
treatment.

SUMMARY
Strains of Escherichia coliare found in the gastrointestinal tract of many warm-blooded

animals, including humans, where they commonly play the role of commensal bacteria. This
normally harmless commensal needs only to acquire a combination of virulence factors to
become a highly adapted pathogen capable of causing a range of diseases, from gastroenteritis
(EHEC, EPEC, EAEC...) to extraintestinal infections of the urinary tract, bloodstream or
central nervous system (EXPEC). Genes associated with EHEC and EXPEC and ESBL
producing strains were sought B coli strains isolated from human or animal effluent.
Prevalence of genes associated with ExXPEC was higher in urban effluents (26.9%) and in the
treated effluent (13.2%) than in the effluents from livestock (2.6%). In contrast, the genes
associated with EHEC were higher in animal waste. Moreover, ESBL-prodacuai were

mainly detected in human waste. The treatment at the WWTP had not completely eliminated
the pathogeni&. coli and / or ESBL-producing. coli. These strains will eventually end up

in the watercourse to become a source of human and animal contamination. The comparison
of results obtained in France and Senegal shows that the prevalence of potentially pathogenic

E. coliwas higher in the effluents in France.

Keywords
Escherichia coli EHEC ; EXPEC ; ESBL-producing. coli ; Wastewater ; Slaughterhouse ;

Wastewater treatment plant.
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