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Certaines espèces bactériennes présentent une spécificité d’hôte ou de comportement 

limitant leur écologie à des situations précises et stéréotypées. Ainsi Neisseria gonorrhoeae est 

un parasite strict de l’homme. D’autres sont, au contraire, ubiquitaires, saprophytes de 

l’environnement, commensales de l’homme et de nombreuses espèces animales, pathogènes dans 

un large répertoire de situations physiopathologiques. Parmi les pathogènes opportunistes, 

Escherichia coli, à la fois commensal et  pathogène, est un modèle particulièrement intéressant 

par sa fréquence et sa responsabilité dans la survenue d’infections communautaires et 

nosocomiales intra et extra intestinales très diverses et par les connaissances accumulées sur cette 

bactérie modèle de la biologie, notamment en termes de phylogénie et de structure de population 

(Touchon et al., 2009). Pour ces raisons, E. coli est le candidat idéal pour étudier la transition 

entre commensalisme et pathogénicité opportuniste (Pinheiro Da Silva et al., 2007) ou encore 

comment le lien entre une bactérie et son hôte peut fluctuer entre mutualisme, commensalisme,  

pathogénèse opportuniste ou pathogénèse spécifique. 

E. coli, est donc retrouvé comme véritable saprophyte de l’eau et des boues (Savageau et 

al., 1983, Berthe et al., 2013), comme commensal de l’homme et des animaux à sang chaud 

(Tenaillon et al., 2010), comme pathogène intestinal et extra-intestinal (Russo and Johnson et al., 

2003). 

Cette ubiquité peut s’expliquer par la diversité de l’espèce. Ainsi, un E. coli comporte de 

4200 à 5500 gènes dans son génome et il existe dans l’espèce E. coli un total d’environ 20.000 

gènes (Touchon et al., 2009). Elle peut également traduire un intense pouvoir d’adaptation des 

clones qui la composent, aux différents compartiments où ils doivent survivre, se multiplier, 

qu’ils doivent coloniser. Ainsi, par exemple, dans le commensalisme intestinal, ces clones 

doivent inhiber leurs concurrents par leurs colicines, échapper aux prédateurs, phagocytes et 

amibes, par leurs enveloppes externes, utiliser au mieux les nutriments disponibles comme le 

gluconate du tube digestif (Chang et al., 2004) . 
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Dans certaines circonstances de leur virulence, il leur faut entrer en concurrence avec les 

protéines de l’organisme qu’ils infectent pour capter des facteurs croissance essentiels comme le 

fer (Wandersman et Delepelaire et al., 2004). 

Cependant, les clones qui composent l’espèce se regroupent dans des structures plus 

larges, les groupes phylogénétiques qui sont maintenant au nombre de 8 (Moissenet et al., 2010, 

Luo et al., 2011, Clermont et al., 2013) dont 4 principaux, A, B1, B2 et D (Selander et al., 1986 ; 

Goullet et Picard 1989 ; Herzer et al., 1990) et dont des études épidémiologiques ont montré 

qu’ils présentaient un certain degré de spécialisation en termes d’écologie et de pouvoir 

pathogène (Goullet et Picard 1986, Bidet et al., 2007, Jauréguy et al., 2008). Ainsi, les souches 

du groupe phylogénétiques B2 sont plus fréquemment impliquées dans les infections extra 

intestinales que celles des autres groupes (Escobar-Paramo et al., 2004). 

Plusieurs approches expérimentales sont utilisables pour étudier l’adaptation des clones 

de l’espèce E. coli. L’une, classique, qualitative, consiste à mettre en évidence des facteurs de 

colonisation ou de virulence, à étudier leurs effets dans les modèles cellulaires ou animaux, à 

détecter leur fréquence dans des collections d’isolats naturels. L’autre, maintenant possible grâce 

aux progrès de la biologie moléculaire, permet d’approcher la quantification de groupes 

bactériens dans un environnement donné. Ce qui était très limité avec les techniques de 

dénombrement phénotypique lourdes et applicables de faibles échantillons peut être élargi par les 

techniques de PCR en temps réel. Cela conduit à analyser les équilibres entre les populations à 

l’intérieur d’une espèce, entre les espèces, et à définir en situation commensale des profils 

d’abondance d’espèces caractéristiques d’une niche écologique donnée. 

L’effet de l’inoculum infectant est peu documenté. Il a été étudié dans certaines 

situations comme les infections urinaires et les infections survenant sur cathéters où la notion de 

seuils significatifs est maintenant établie. Mais son importance reste mal connue en physiologie 

digestive et inconnue dans de nombreuses  situations physiopathologiques (portes d’entrée des 
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bactériémies, abcès intra abdominaux, infections des séreuses par exemple) et est encore à 

approfondir. 

Son étude pourrait permettre de définir des seuils quantitatifs critiques lors du 

franchissement d’une barrière anatomique ou physiologique ou lors de l’aggravation d’une 

situation clinique. 

Beaucoup d’études ont été menées sur les souches de E. coli pathogènes mais peu ont 

été consacrées aux  souches commensales. Il apparaît pourtant important d’élucider la structure 

des populations commensales tant du point de vue écologique qu’évolutif afin de mieux 

comprendre la virulence et la résistance aux antibiotiques. En effet, la pression de sélection au 

niveau de la flore peut promouvoir l’émergence de facteurs de virulence et /ou de résistance aux 

antibiotiques (notion de réservoir) (Skurnik et al., 2009; Fantin et al., 2009). 

L’objectif de cette thèse est d’utiliser les 2 approches, quantitative et qualitative, pour 

l’étude de l’adaptation de E. coli et les rapports de cette adaptation avec la structure génétique de 

l’espèce dans deux circonstances particulièrement caractéristiques, le commensalisme intestinal 

et la virulence extra-intestinale. Après une présentation des données de la littérature concernant la 

structure de population de E. coli, les données de son commensalisme et la place du métabolisme 

du fer dans le commensalisme et la virulence de l’espèce, nous avons développé deux types 

d’expérimentations. 

Nous avons mis au point une technique de PCR en temps réel, permettant de quantifier 

les 4 principaux groupes phylogénétiques de l’espèce dans les selles de plusieurs hôtes de E. 

coli : l’homme et des espèces d’animaux à sang chaud, choisies pour la diversité de leur taille, de 

leur régime et de leur mode de vie afin de caractériser des structures de populations commensales 

définies par les proportions variables des 4 groupes phylogénétiques. 
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Pour étudier la virulence, nous avons choisi l’un des domaines les plus critiques qui 

conditionnent l’adaptation d’un clone virulent dans un compartiment extra-intestinal, le 

métabolisme du fer. 

En effet, il existe chez E. coli 4 systèmes de captation du fer souvent simultanément 

présents dans les souches (Braun et al., 2002), et des travaux récents portant sur la comparaison 

de très larges collections de souches commensales et de souches virulentes montrent que parmi 

une vingtaine de facteurs de virulence de diverses natures, les systèmes de captation du fer 

étaient les plus différenciant (A.S Daubié et E. Denamur, communication personnelle). Parmi ces 

systèmes, nous avons étudié la yersiniabactine, un sidérophore dont la synthèse, le transport et la 

régulation sont codés par des gènes situés dans le « High Pathogenicity Island » (HPI) dont 

l’expression présente l’avantage d’être critique cliniquement chez l’homme (Clermont et al.,  

2001, Jonhson et al.,  2001) et dans différents modèles de virulence expérimentale, sur la souris 

(Schubert et al., 2002) et sur l’amibe Dictyostelium discoideum (Adiba et al., 2010). Nous avons 

analysé les rapports du HPI et de son expression dans ces 2 modèles avec le fond génétique de 

clones caractérisé par leur appartenance à différents sous-groupes du groupe phylogénétique B2. 
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I. E. coli, un problème de santé publique  

Les bactéries de l'espèce E. coli  posent un réel problème de santé publique à l’échelon 

mondial. Chaque année, E. coli cause plus de deux millions de décès dus aux diarrhées infantiles 

et aux infections extra intestinales (essentiellement les septicémies ayant pour point de départ une 

infection urinaire) (Kosek et al., 2003; Russo et Johnson 2003).  

E. coli se comporte comme un pathogène opportuniste chez les humains et chez les 

animaux domestiques, mais aussi comme un pathogène obligatoire spécifique de l’homme (E. 

coli entéro-invasif ETEC et Shigella) (Orskov et Orskov 1992).  

Shigella, qui a été longtemps considérée comme un genre avec ses quatre espèces 

(dysenteriae, flexneri, boydii, and sonnei) basée sur leur capacité à générer une diarrhée invasive 

et sur des caractères biochimiques propres, appartient en fait à l’espèce Escherichia coli. La 

dysenterie bacillaire est une maladie diarrhéique sévère due à Shigella affectant des centaines de 

millions de personnes de par le monde et causant plus de 500.000 décès par an (Berche et al., 

1988). La souche entéro-hémorragique O157:H7 a récemment été l’agent d’épisodes de diarrhées 

sanglantes et de syndromes hémolytiques et urémiques lors d’intoxications alimentaires aux Etats 

Unis, en Europe et en Asie.  

Les infections extra-intestinales sont aussi très variées. Les plus fréquentes sont les 

infections urinaires, les septicémies et les méningites. E. coli est responsable de plus de 80 % des 

150 millions de cystites simples survenant chaque année dans le monde (Stamm et Hooton et al., 

1993 ; Russo et Johnson 2003). Chaque épisode entraine en moyenne six jours de symptômes et 

deux jours d’activité réduite au travail (Foxman et Frerichs 1985), dont le coût économique et 

social n’a pas été évalué. C’est aussi l’agent pathogène retrouvé dans 90 % des pyélonéphrites 

(Talan et al. 2000). Il serait donc responsable de 5,4 millions de pyélonéphrites chaque année 

(Russo et Johnson 2003). Là encore, l’arsenal moléculaire requis par les souches uropathogènes 

est impressionnant et a fait l’objet d’une dissection moléculaire méticuleuse (Bahrani-Mougeot et 

al. 2002 ; Wiles et al. 2008). 
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Bien qu’aucun chiffre directement mesuré ne soit disponible, des estimations indiquent 

que plus de 800 000 personnes mourraient de septicémie à E. coli chaque année dans le monde 

(Russo et Johnson 2003). Ce chiffre à lui seul ferait du sepsis sévère à E. coli la septième cause 

de mortalité infectieuse dans le monde, après les infections respiratoires basses (4 millions de 

morts par an), le VIH (2,6 millions de morts), les diarrhées (2,1 millions de morts, dont un 

nombre substantiel sont dues à E. coli et à Shigella), la tuberculose (1,7 millions de morts), le 

paludisme (un million de mort) et la rougeole (875 milles morts) (WHO 2000). Si l’on combine 

les décès secondaires aux pathologies intestinales et extra-intestinales, E. coli est l’une des 

bactéries les plus mortelles au monde avec l’agent de la tuberculose. 

Enfin, les méningites néonatales bien que rares (400 cas par an aux États-Unis 

d’Amérique chaque année) (Russo et Johnson 2003), sont d’un pronostic effroyable. Plus d’un 

tiers des nouveau-nés atteints meurent et la moitié des survivants développent d’importantes 

séquelles (De Louvois 1994). Environ 40 % sont dus à E. coli. Cette proportion ne cesse 

d’augmenter du fait de l’utilisation fréquente de la pénicilline A chez les femmes enceintes 

porteuses de Streptocoques du groupe B (agent principal des méningites néonatales) (Stoll et al. 

2002).  

L’étendue des infections extra-intestinales dues à E. coli est encore vaste et comporte 

des pneumopathies, des infections-abdominopelviennes, des infections des parties molles, des 

ostéomyélites, des infections du site chirurgical. Le développement de procédures thérapeutiques 

toujours plus invasives a aussi fait d’E. coli un agent non négligeable d’infections nosocomiales 

et iatrogènes : infections sur cathéter central, sur sonde urinaire, pneumonie acquise sous 

ventilation mécanique (Russo et Johnson 2003). 

Le contrôle de l’antibiorésistance est un défi majeur en matière de santé publique. Hors, 

durant la dernière décennie, on a assisté chez les entérobactéries à une véritable pandémie des 

bêtalactamases à spectre élargi (BLSE) de type CTX-M conduisant à des impasses 
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thérapeutiques (Livermore et Woodford 2006). E. coli est l’entérobactérie la plus affectée par ce 

type de BLSE, qui touche aussi bien les souches pathogènes que commensales. 

Récemment, des clones épidémiques majeurs de  E. coli produisant une BLSE de type 

CTX-M émergent, tel que le clone virulent O25b: H4-ST131 produisant une BLSE de type CTX-

M15, clone de répartition mondiale, (Nicolas-Chanoine et al., 2008; Clermont et al., 2008; 

Vimont et al., 2012) et le clone O102:H6- ST964 (Deschamps et al., 2009) sont apparus. 

Les souches pathogènes ont été classées en différents pathovars basé sur les conditions 

d’isolement et la présence de facteurs de virulence spécifiques (Croxen et Finlay 2010). 

 

E. coli est donc l’une des espèces les plus fréquemment rencontrées en pathologie 

humaine intestinale et extra-intestinale (Kaper 2004). 

On distingue les souches de E. coli pathogènes selon la localisation intestinale ou extra-

intestinale des infections qu'elles produisent.  

Les souches de E. coli pathogènes extra-intestinales sont regroupées sous la 

dénomination commune ExPEC (Extra intestinal Pathogenic E. coli) (Russo and Johnson 2000). 

On distingue essentiellement deux pathovars au sein des ExPEC :  

- les E. coli uro-pathogènes (UPEC),  

- les E. coli responsables de méningites, le plus souvent chez le nouveau-né. 

Les infections extra-intestinales à E. coli sont communes à tous les groupes d'âge et 

peuvent mettre en jeu quasiment n'importe quel organe ou site anatomique chez l'homme. Les 

infections extra-intestinales à E. coli regroupent des infections du tractus urinaire, des méningites 

(le plus souvent chez le nouveau-né), diverses infections intra-abdominales, des pneumonies 

(chez les patients hospitalisés), des infections sur dispositifs intravasculaires, des ostéomyélites et 

des infections des tissus mous. Des bactériémies peuvent compliquer l'infection de l'ensemble de 

ces sites. Les ExPEC sont incapables de produire des infections intestinales, mais peuvent 

coloniser le tractus intestinal. 
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Par analogie avec la terminologie des souches pathogènes extra-intestinales ExPEC, les 

souches de E. coli pathogènes intestinales sont regroupées sous la dénomination commune 

InPEC (Intestinal Pathogenic E. coli). On distingue six pathovars au sein des InPEC :  

- les E. coli entéro-toxinogènes (ETEC),  

- les E. coli entéro-hémorragiques (EHEC),  

- les E. coli entéro-invasifs (EIEC) et les Shigella,  

- les E. coli entéro-pathogènes (EPEC),  

- les E. coli à adhérence diffuse (DAEC),  

- les E. coli adhérents et invasifs (AIEC) (Darfeuille-Michaud, 2002) 

- et les E. coli entéro-agrégatifs (EAEC) (Nataro et Kaper 1998).  

Les souches EIEC, Shigella sont des pathogènes obligatoires, c'est à dire qu'elles ne sont 

quasiment jamais trouvées à l'état commensal dans la flore intestinale. A l'inverse, les souches 

EAEC, DAEC, EPEC ainsi que les ExPEC sont des pathogènes non obligatoires c'est à dire 

qu'elles peuvent être retrouvées dans les selles des sujets sains avec une fréquence variable selon 

les individus et les populations humaines étudiées (Nataro et Kaper 1998). 

  



18 

 

II. Diversité intra-spécifique du genre Escherichia 

L’espèce est, en bactériologie, l’unité de base de toute démarche taxonomique. 

Il convient de définir l’espèce E. coli dans le phylum supérieur qui l’inclut, le genre 

Escherichia. puis de voir l’apport de la biologie moléculaire à la caractérisation intra spécifique ; 

les entités à décrire devenant les groupes phylogénétiques et plus récemment à l’intérieur du 

groupe B2, les sous-groupes. 

Dans cette espèce très polymorphe, ces sous-groupes sont encore de vastes ensembles de 

clones dans lesquels des techniques plus discriminantes comme le MultiLocus Sequence Typing 

(MLST) distinguent de nombreux séquences-types (ST). Le séquençage nucléotidique complet 

du génome permettra la différenciation ultime des souches.  

1). Le Genre Escherichia 

a). Définition de l’espèce E. coli 

Il faut tout d’abord rappeler les principes qui ont permis la définition des espèces. 

Historiquement, celles-ci ont pu être déterminées à partir de caractères phénotypiques. Des 

individus d’une même espèce présentent des caractères morphologiques communs dans des 

zones géographiques particulières et distinctes d’autres individus.  

En microbiologie, les caractères biochimiques et physiologiques ont été associés aux 

caractères morphologiques pour définir les espèces (Sneath et Sokal 1973). Pour E. coli, un 

bacille à Gram négatif aéro-anaérobie facultatif, ces derniers comprennent la production d’indole, 

la présence de différents enzymes telles que la lysine décarboxylase, la β-xylosidase, la β-

glucuronidase, l’utilisation du sorbitol, du malonate et de l’adonitol (Farmer et al., 1985). La 

prise en compte de cette définition impliquait alors une différenciation des Shigella présentant 

des caractères morphologiques, biochimiques et de pathogénicité particuliers. 

Par la suite, les espèces ont pu être caractérisées selon la définition phénétique, proposée 

par Brenner et Falkow (Brenner et al., 1972, Grimont et al., 1988). Cette définition indique qu’un 

groupe de souches appartiennent à la même espèce si plus de 70 % de leurs ADN s’hybrident 
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ensemble dans des conditions peu restrictives et la stabilité thermique des brins hybridés 

réassociés n’est pas différente de plus de 5°C par rapport à des brins réassociés homologues. Ces 

observations ont pu être confirmées par la suite à l’aide du séquençage des gènes puis des 

génomes complets de souches de E. coli (Touchon et al., 2009).  

Les hybridations ADN/ADN rendant indistinguables les Shigella des souches de E. 

coli ; leur classification à l’intérieur de cette espèce est donc incontestable (Brenner et al., 1972). 

Par la suite, les données obtenues par différents marqueurs moléculaires : multi locus enzyme 

electrophoresis (MLEE) (Branger et al., 2005), ribotypage (Desjardins et al., 1995), multilocus 

sequence typing (MLST) (Escobar-Paramo et al., 2004a), et la comparaison de génomes entiers 

ont pu confirmer ces observations.   

b). Les espèces du genre Escherichia: 

E. coli a été décrit comme la première espèce du genre Escherichia par Castellani et 

Chambers en 1919. 

En 1973, Burgess et al. ont décrit deux biotypes isolés de cafards et ont proposé une 

nouvelle espèce dénommée Escherichia blattae (Burgess 1973). Cette désignation était basée sur 

une similarité phénotypique avec E. coli. Depuis, cette espèce a été reclassée et est nommée 

Shimwellia blattae (Priest et Barker, 2010). En 1982, l'hybridation ADN-ADN a été utilisée 

comme un second critère dans la description de E. hermanni (Brenner et al., 1982) et de E 

vulneris (Brenner et al., 1982). Basée sur un faible nombre d'isolats, ces deux espèces partagent 

un nombre minimal de similarités génétiques avec E. coli (~39 % de similarité) comparé aux 

autres membres de la famille des entérobactéries. Actuellement, les données phylogénétiques 

démontrent qu’ils n’appartiennent pas au genre Escherichia (Pham et al., 2007, Paradis et al., 

2005). Pour les deux nouvelles espèces, E. fergusonii (Farmer et al., 1985) et E. albertii (Huys et 

al., 2003), les données phénotypiques, l'hybridation ADN, et les données phylogénétiques 

confirment l'appartenance au genre Escherichia. E. fergusonii est un pathogène opportuniste 

extraintestinal chez l’homme (Farmer et al., 1985, Funke et al., 1993, Savini et al., 2008), et chez 

les animaux (Herraez et al., 2005, Hariharan et al., 2007). E. albertii est responsable de diarrhées 



20 

 

chez l’enfant (Huys et al., 2003). Les hybridations montrent un grand degré de similarité 

génétique à E. coli (~60 % de similarité), et les données phylogénétiques regroupent E. 

fergusonii avec E. coli (Lawrence et al., 1991). L'analyse des mêmes loci n'a pas été effectuée 

pour E. albertii, mais Hyma et al. ont utilisé la méthode MLST pour démontrer que les souches 

représentatives étaient monophylétiques et partageaient un ancêtre commun avec E. coli après la 

séparation Salmonella-Escherichia (Hyma et al., 2005).  

Plus récemment en 2009, cinq nouveaux clades de E. coli nommés CI à CV ont été 

identifiés et caractérisés génétiquement (Walk et al., 2009). Ces souches sont phénotypiquement 

caractérisées comme des E. coli (lactose +, citrate -, indole +) mais par analyses MLST, il a été 

démontré que ces clades forment des groupes génétiques bien distincts (Figure 1). Ces clades 

accroissent la diversité de l’espèce. Depuis 2011, l’hypothèse que les souches de clade I 

constituent le huitième groupe phylogénétique de E. coli a été avancée sur la base d’un haut 

niveau de recombinaison entre ce clade I et E. coli (Luo et al., 2011). 
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Figure 1 : Relations phylogénétiques des nouveaux clades de Escherichia 

 (A) Position des gènes de ménage utilisés dans les schémas de MLST dans le  génome de E. coli 

K-12 MG1655. (B) Dendrogramme des isolats indiquant la position phylogénétique des 5 

nouveaux clades par rapport aux autres espèces du genre Escherichia. (C) Arbre phylogénétique 

correspondant (d’après Walk et al. 2009). 
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 2). Diversité intra E. coli   

E. coli est l'une des espèces bactériennes parmi les plus étudiées et les mieux connues 

(Neidhardt et al., 1996). La séquence complète du génome de nombreux représentants de cette 

espèce est disponible (plusieurs centaines de génomes de E. coli actuellement).  

Dès le début des années 1980 avec les travaux de Thomas Whittam, Howard Ochman et 

Robert Selander (Whittam et al., 1983) l’existence d’une structure génétique au sein de 

Escherichia coli a été révélée. Les dernières études confirment l’existence d’une sous-structure 

extensive de l’espèce (revue faite par Chaudhuri et Henderson en 2012). 

La structure de population de l'espèce E. coli / Shigella est de type essentiellement 

clonale avec toutefois l'existence de transferts horizontaux (Desjardins et al., 1995). Plusieurs 

collections ont été réunies pour représenter l’espèce, la plus utilisée est la collection ECOR (E. 

coli reference) représentative de la diversité génétique de l'espèce et pour lesquelles de 

nombreuses données génétiques et phénotypiques sont disponibles. Cette collection établie par 

Ochman et Selander en 1984 (Ochman et al., 1984), comporte 72 souches sélectionnées à partir 

d’une collection précédemment établie de 2600 isolats naturels dont beaucoup avaient été fournis 

par Milkman (Milkman et al., 1973). Ces 72 souches proviennent de différentes zones 

géographiques et se répartissent en 61 isolées de la flore fécale de sujets sains (29 humaines et 32 

issues de 16 espèces animales différentes) et 11 isolées en Suède au cours de cystites ou de 

pyélonéphrites aigües chez des humains. 

La sélection de ces souches a été basée sur leur variabilité électrophorétique pour 11 

enzymes métaboliques (MLEE) et pour leur présence chez des hôtes et à des sites géographiques 

les plus divers possibles; l’objectif étant d’établir une collection de souches représentatives de la 

diversité génétique de l’espèce. 

La liste des souches ECOR ainsi que quelques-unes de leurs caractéristiques respectives 

sont disponibles à l’adresse internet http://www.foodsafe.msu.edu/whittam/ecor/. 
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Les premiers phénogrammes obtenus grâce aux données du MLEE identifiaient 4 

groupes principaux (A, B1, B2 et D) au sein de la collection ECOR (Selander et al., 1986 ; 

Goullet et Picard 1989 ; Herzer et al., 1990). Puis, les auteurs se sont intéressés à la 

concaténation de différents gènes du multi-locus sequence typing (MLST). Les mêmes groupes 

ont été retrouvés que ce soit par des approches phylogénétiques  ou de génétique des populations 

(Wirth et al., 2006 ; Lecointre et al., 1998 ; Escobar-Paramo et al., 2004 ; Johnson et al., 2006). 

La phylogénie de E. coli se précise alors, également à l’aide du MLST sur un nombre de souches 

plus important (Reid et al., 2000 ; Hershberg et al., 2007) et en utilisant E. fergusonii comme 

groupe externe (Escobar-Paramo et al., 2004b). L’existence du phylogroupe E, dont font partie 

certaines souches 0157 :H7 est à présent établie (Tenaillon et al., 2010). Plus récemment, le 

phylogroupe C a été proposé pour un groupe de souches proches mais distinctes du phylogroupe 

B1 (Moissenet et al., 2010, Clermont et al., 2011). 

A la base de cet arbre, le groupe des B2 apparaît le plus diversifié avec au moins 9 sous-

groupe phylogénétiques observés (Le Gall et al., 2007). Puis, un sous-groupe du groupe D 

(appelé F) se distingue (Jaureguy et al., 2008), ce phylogroupe est à présent bien documenté et 

forme un groupe frère avec B2 (Clermont et al., 2011). Le reste du groupe D émerge d’abord, 

suivi par le groupe E. Finalement, les groupes frères A et B1 apparaissent (Figures 2 et 3). 

La phylogénie de l’espèce a été confirmée par la comparaison de 20 génomes entiers 

(Touchon et al., 2009).  

On considère à l’heure actuelle que cette espèce bactérienne comprend 8 groupes 

phylogénétiques principaux avec sept groupes A, B1, B2, C, D, E et F appartenant à E. coli sensu 

stricto (Moissenet et al., 2010) et un correspondant à E. coli clade I (Luo et al., 2011, Clermont 

et al., 2013). 

La technique du MLST permet d’affilier les souches à l’un de ces 7 groupes 

phylogénétiques, ainsi que la dernière méthode Clermont (Clermont et al., 2013) basée sur 

l’amplification ou non des gènes arpA, chuA, yjaA et du fragment d’ADN TspE4.C2. Cette 
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méthode permet aussi d’identifier des isolats membres des clades cryptiques II à V. Elle assigne 

correctement 95% des isolats de E. coli en comparaison au MLST. 

 

 

 

 

Figure 2: La phylogénie de E. coli. Analyse phylogénétique réalisée avec Clonalframe basée 

sur les séquences de 8 gènes de ménages de 161 souches de E. coli issus de bactériémie (cercles) 

et 67 souches de la collection de référence ECOR (carrés), ainsi que de 7 génomes de références 

(triangles). En bleu, sont indiqués les sous-groupes (SG) du phylogroupe B2 (adapté de Jauréguy 

et al., 2008).  
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Figure 3 : Arbre phylogénétique de souches de E.coli représentatives de l’espèce et d’une 

souche de E. fergusonii (Clermont et al., 2013). 

L’arbre a été construit par la méthode de parcimonie à partir de des séquences de 13  gènes 

chromosomiques trpA, trpB, pabB, putP, icd, polB (Le Gall et al., 2007), aes (Lescat 2009), adk, 

fumC, gyrB, mdh, purA et recA qui sont utilisés dans le schéma MLST de l’ University College 

Cork (http://mlst.ucc.ie/mlst/dbs/Ecoli). La souche de E. albertii a servi pour enraciner l’arbre. 

Les groupes phylogénétiques A, B1, B2, C, D, E, F et le clade I sont indiqués. Les souches 

indiquées en rouge correspondent à des souches mal assignées par la nouvelle méthode Clermont 

quadruplex. 
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3). Diversité intra B2 et sous-groupes de B2 : 

 Les souches du groupe phylogénétique B2 et dans une moindre mesure du groupe D 

constituent au sein de l'espèce E. coli deux groupes clairement séparés des autres à la fois en 

terme de phylogénie mais également en terme de pathogénicité extraintestinale.  

Une première analyse génétique de 60 souches du groupe phylogénétique B2 sélectionnées pour 

leur diversité écologique et génétique a été réalisée par MLST (Le Gall et al. 2007).  

Cette étude a permis la délimitation de 9 sous-groupes notés I à IX (Figure 4). 

Toutes les souches provenaient de localisations géographiques diverses. La plupart (49/60) 

étaient regroupées en sous-groupes présentant des caractéristiques variées :  

- Les souches du sous-groupe I : d’origine humaine et animale, isolées dans des situations 

commensales et d’infections urinaires. C’est à ce sous-groupe qu’appartient le clone 

ST131-O25b, de répartition mondiale et porteur de la bêta-lactamase à spectre étendu 

(BLSE) CTX-M15 (Vimont et al., 2012), mais y appartiennent aussi des isolats sans 

signification clinique. Les types O sont O6, O16, O25b (dans 40% des cas). Il correspond 

au STc131 dans le schéma d’Achtman (www.mlst.net). 

- Les souches du sous-groupe II : d’origine principalement humaine mais aussi animale, 

principalement commensales, mais aussi isolées au cours d’infection urinaires ou de 

septicémie. Les types O sont O2a, O6, O25a (dans 100 % des cas). Il correspond au 

STc73. 

- Les souches du sous-groupe III : d’origine principalement humaine mais également 

animale et avaient été isolées comme commensales, agents de septicémie ou d’infection 

urinaire, elles sont à 100% du type O6. Il correspond au STc127 dans le schéma 

d’Achtman. 

- Les souches du sous-groupe IV : d’origine principalement humaine mais aussi animale et 

isolées lors d’infections ou en situation commensale, majoritairement O2b (dans 40% des 

cas). Il correspond au STc141. 
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- Les souches du sous-groupe V : d’origine était strictement humaine, et provenaient de 

situations commensales et d’infections d’urinaires, à 100% O16. Il correspond au 

STc144.  

- Les souches du sous-groupe VI : d’origine strictement humaine et avaient été prélevées 

dans des situations commensales et lors d’infections urinaires, majoritairement O4 

(85,7% des cas). Il correspond au STc12. 

- Les souches du sous-groupe VII : d’origine strictement humaine et provenaient de 

situations pathogènes, urinaires ou intestinales, O75 dans 60% des cas. Il correspond au 

STc14. 

- Les souches du sous-groupe VIII : d’origine strictement humaine et avaient été isolées de 

situations commensales digestives, toutes O81 (Clermont et al., 2008). Il correspond au 

STc452. 

- Les souches du sous-groupe IX : d’origine strictement humaine, et avaient été isolées de 

situations commensales, d’infections urinaires, de septicémies et surtout de méningites 

néo-natales. De types O majoritairement O1, O2a, O18 et O45a. Il correspond au STc95 

dans le schéma d’Achtman. 

Par ailleurs, des travaux de caractérisation de ces souches dans un modèle murin de septicémie, 

de contenu en virulence intrinsèque et de sérogroupage ont amené les observations suivantes. Les 

souches des sous-groupes I, III et IV comportaient des souches strictement virulentes, alors que 

les sous-groupes II, V, VI, VII et IX comportaient des souches virulentes et avirulentes chez la 

souris. Cette virulence a été globalement retrouvée chez tous les sous-groupes hormis le sous-

groupe VIII, comprenant uniquement des souches commensales avirulentes chez la souris et 

auquel appartient la souche ED1a. Enfin, il a été remarqué que certains sous-groupes présentaient 

des sérogroupes particuliers. Ainsi les sous-groupes III, VI, VII et VIII présentaient les types O 

O6, O4, O75 et O81, respectivement. 

 Depuis, grâce à l’ajout d’analyses épidémiologiques par MLST, il apparait que les sous-

groupes II et IX (STc73 et STc95 comme définies dans le schéma de MLST d’Achtman) sont 
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trouvées respectivement à haute fréquence dans les méningites néonatales (Bidet et al., 2007), 

dans les bactériémies (Bert et al., 2010, Mahjoub-Messai et al., 2011) et les infections du tractus 

urinaire (Gibreel et al., 2012). On note en particulier l’association du sous-groupe IX avec les 

méningites néonatales. Ces deux sous-groupes  représentent près de la moitié des infections 

extra-intestinales (Clermont et al., 2014).  

 Plus récemment, un dixième sous-groupe a été décrit (sous-groupe X) comprenant 

majoritairement les souches O83, et représenté par la souche archétypale A0 34/86 (Clermont et 

al., 2014) auquel s’ajoute le sous-groupe EPEC-1 (entéropathogène). 

 Il est également intéressant de noter que ces sous-groupes ont une diversité 

intraspécifique variable, allant de la quasi-clonalité avec très peu de STs (sous-groupes II, III, 

VIII, IX), à une diversité plus grande pour les sous-groupes I et VII. 

 Il a donc été démontré, comme pour l’espèce entière, que malgré des transferts 

horizontaux de gènes assez fréquents, le groupe phylogénétique B2 avait une structure clonale 

claire. Les 10 sous-groupes présentent une grande diversité génétique dans leur génome variable. 

La divergence nucléotidique sur gènes du core génome (partie du génome présente dans toutes 

les souches) entre deux souches B2 peut atteindre 2 %, contre 3 % pour deux souches dans toute 

l’espèce.  

 Sur la plan de la virulence, les trois-quarts des souches du groupe B2 sont virulentes 

lorsqu’elles sont testées dans le modèle de septicémie de la souris (décrit par Picard et al., 1999). 

Le sous-groupe I, le plus ancien ; est hautement virulent. Il semblerait donc que la virulence soit 

un caractère ancestral au sein du groupe B2 (lui-même étant le groupe le plus ancien au sein de 

l’espèce) et la présence de souches non-virulentes (sous-groupe VIII) serait un argument 

montrant que plusieurs événements de pertes (et/ou de ré-acquisition) de gènes de virulence ont 

eu lieu au cours du temps. Si le caractère virulent est présent dans le plus ancien des sous-

groupes du plus ancien groupe de l’espèce, c’est que probablement ce caractère est soumis à une 

sélection positive. Pourtant, la virulence extra-intestinale est responsable de maladies graves 

(telles que les méningites néonatales et les septicémies) qui sont grevées d’une grande mortalité. 
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Pour quelle raison un caractère entrainant l’arrêt de la transmission d’une bactérie (en entraînant 

la mort de son hôte) pourrait-il être sélectionné ? 

 Pour résoudre ce paradoxe apparent, il faut envisager que les facteurs de virulence puissent 

conférer un avantage adaptatif dans des situations différentes de celles qui ont mis en évidence 

leur potentiel virulent. Donc que les facteurs dits de virulence soient aussi des facteurs de 

commensalisme.
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Figure 4 : Arbre phylogénétique mettant en évidence les 10 sous-groupes du groupe B2 de 

E. coli (d’après Clermont et al., 2014). 

Analyse de 153 isolats de E. coli appartenant au phylogroupe B2 en utilisant les séquences de 13 

gènes (9807 nucléotides). L’arbre est enraciné à une souche de phylogroupe F (TA326). 

L’identité de chaque souche est suivie de sa désignation ST dans le schéma MLST de Achtman. 

UA correspond à des souches non-assignables. 
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III. Commensalisme et E. coli 

 Comprendre le chemin qui mène du commensalisme à la virulence nécessite de décrire au 

mieux ces 2 états. Si le second a suscité une importante masse de connaissances du fait de 

l’importance de E. coli en bactériologie médicale, le premier est, en revanche, moins bien décrit. 

C’est pourtant du fait du caractère ubiquitaire de l’espèce un territoire immense représentant sur 

terre environ 10
20

 individus (Whitman et al., 1998) et concernant d’innombrables espèces d’hôtes 

ainsi que l’environnement inanimé (Tenaillon et al., 2010, Savageau et al., 1983, Solo-Gabriele 

et al., 2000). 

 

1). Distribution de E. coli dans la nature  

E. coli est un des organismes modèles les mieux étudiés. Une somme considérable de 

connaissances en matière de génétique, de biologie moléculaire, de physiologie et de biochimie a 

été accumulée sur la souche K-12, une souche humaine commensale isolée en 1922 à Palo Alto. 

Toutefois, K-12 et les souches qui en dérivent sont loin de représenter la formidable diversité de 

l’espèce rencontrée dans le monde (Hobman et al., 2007).  

L’habitat naturel de l’espèce est  l’intestin des vertébrés (Berg et al., 1996, Gordon et 

Cawling, 2003). Bien que le microbiote intestinal contienne plus de 500 espèces bactériennes 

dont majoritairement des anaérobies, E. coli est le microorganisme aéro-anaérobie facultatif 

prédominant de la flore humaine (Berg et al., 1996). E. coli est retrouvé dans le microbiote 

intestinal et à ce niveau, il constitue un compétiteur très performant. E. coli peut transiter dans 

l’eau et les sédiments, où ces bactéries sont excrétées à partir de leur habitat primaire, E. coli est 

d’ailleurs un indicateur de la contamination fécale de l’eau. Utilisant des calculs intuitifs, il a été 

estimé que plus de la moitié de la population de E. coli réside dans ces habitats secondaires 

(Savageau et al., 1983). Mais au-delà de cette contamination, des études ont mis en évidence 

l’existence d’un saprophytisme véritable (Solo-Gabriele et al., 2000). 
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L'adaptation de E. coli au tractus gastro-intestinal des animaux à sang chaud est 

considérée comme la plus importante source de sélection naturelle durant son évolution à partir 

d'un ancêtre commun avec Salmonella. E. coli a été initialement découvert et a été associé au 

microbiote intestinal des humains et des animaux. Ce qui est connu de E. coli (son abondance, sa 

distribution et les facteurs l'influençant) est basé sur des études d'isolats ou souches 

représentatives. Deux raisons font que les collections historiques d'isolats peuvent induire des 

biais. Tout d'abord, quand les isolats ont été rassemblés, les souches ont été caractérisées par 

leurs propriétés enzymatiques (ex. fermentation du lactose, production d'indole ou non utilisation 

du citrate) (Sneath 1973). Deuxièmement, les isolats n'ont pas été collectés de façon uniforme 

entre les différents habitats de E. coli. Une part disproportionnée de données a été rassemblée sur 

les souches de E. coli isolées chez les humains et les animaux domestiques. Il y a potentiellement 

un sous-échantillonnage de la diversité phénotypique et génotypique d'habitats non associés à 

l'hôte tels que l'environnement (Gordon et al., 2002, Byappanahalli et al., 2006, Walk et al., 

2007). 

La caractérisation d'isolats de l'environnement change le point de vue sur l'histoire de E. 

coli. Ces observations sont en faveur de l'hypothèse que la population globale de E. coli n'est pas 

transmise directement entre hôtes par voie oro-fécale, mais plutôt par circulation des souches 

entre hôtes et environnement. 

En situation commensale, les bactéries de l’espèce E. coli sont présentes aussi bien chez 

l’homme que chez de nombreux animaux. Dans le tractus gastro-intestinal, les souches de E. coli 

sont localisées de manière spécifique dans le côlon et le caecum des mammifères (Poulsen et al., 

1994). Elles résident dans le mucus qui tapisse l’épithélium intestinal et sont rejetées dans la 

lumière intestinale, avec ce même mucus dégradé, puis excrétées dans les selles (Tenaillon et al., 

2010). Le mucus définit une niche écologique à laquelle le métabolisme de E. coli s'est adapté 

(Freter et al., 1983). C’est l’une des premières espèces bactériennes qui colonise le tube digestif 

après la naissance à partir des bactéries de la flore digestive de la mère (Bettelheim et Lennox-

King, 1976). Elle atteint rapidement une très haute densité bactérienne (Mitsuoka et Hayakawa 
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1972; Penders 2006) avant l’expansion des bactéries anaérobies. L’amélioration des conditions 

d’hygiène à l’hôpital et dans les familles résidant dans les pays industrialisés a d’ailleurs réduit la 

colonisation précoce par E. coli (Nowrouzian et al., 2003 ; Jauréguy et al., 2004). 

Les rapports entre E. coli et l’hôte sont un commensalisme où chacun des deux 

organismes bénéficie de l’interaction avec l’autre. E. coli tire ses nutriments de l’hôte (Conway 

2004), ainsi qu'un environnement stable, une protection contre le stress et un moyen de transport 

et de dissémination. Toutefois, E. coli procure certains avantages à l’hôte en prévenant la 

colonisation par  certains pathogènes comme les salmonelles, via la production de bactériocines 

entre autres ce qui se rapproche du mutualisme (Rastegar Lari et al., 1990 ; Vollaard et Clasener 

1994 ; Hudault et al., 2001 ; Schamberger et al., 2004). 
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2). Variabilité intra-hôte et inter-hôte: 

De grandes variations dans la prévalence des groupes de E. coli sont retrouvées au sein 

des populations humaines.  

Cependant, ces notions reposent sur une approche exclusivement qualitative puisqu’un 

seul clone par individu est étudié. Très peu est connu des aspects quantitatifs aussi bien en termes 

de quantité de corps bactériens viables (unités formant colonies, UFC)  par gramme de selles que 

de répartition de ces souches dans les groupes phylogénétiques dans la flore de chacun des 

individus. 

En étudiant jusqu'à 300 colonies par selles de certains individus, il a été estimé que 

chaque individu porte une souche dominante qui constitue plus de la moitié des colonies isolées, 

avec les autres souches présentes à des taux variables. Cette souche résidente est présente sur 

plusieurs mois ou années alors que d'autres souches peuvent transiter sur quelques jours ou 

semaines (Sears et al., 1950, 1952, 1956, Bettelheim et al., 1972, Caugant et al., 1981). Les 

souches résidentes et en transit tendent à être identiques pour un individu donné. Plus 

récemment, il a été montré qu'il existe une diversité interhumaine de portage et que celle-ci est 

plus élevée en zone tropicale (Escobar-Paramo et al., 2004, Skurnik et al., 2008). Diverses études 

chez les membres d'une famille vivant ensemble ainsi que chez des partenaires sexuels ont 

montré que le portage de souches communes est dans ces cas statistiquement plus élevé que ce 

qui est observé communément entre adultes (Caugant et al., 1984, Jonhson et al., 2008). Dans les 

régions tropicales, les moins bonnes conditions d'hygiène alimentaire peuvent favoriser l'arrivée 

de nouvelles souches de E. coli.  

Les expériences de colonisation intestinale chez les adultes par administration orale de 

souches de E. coli ont été décevantes (Cooke et al., 1972) alors que la colonisation est aisée chez 

les nouveau-nés (Poisson et al., 1986). 

De plus, une souche de E. coli qui échoue à coloniser l'intestin d'une souris ayant un 

microbiote intestinal complet arrive à coloniser l'intestin d'une souris traitée par streptomycine 
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(Myhal et al., 1982) ou d'une souris axénique (Freter et al., 1983). De façon intéressante, cette 

souche tend à persister après la réimplantation d'un microbiote endogène (Freter et al., 1983). 

Ces résultats suggèrent une association forte entre la souche résidente et son hôte, 

association dans laquelle le reste du microbiote intestinal est impliqué. 

Plusieurs études se sont intéressées à la diversité des souches commensales par 

différentes méthodes de discrimination et sont listées dans le tableau I. 
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Références 

Nombre 

de sujets Population concernée Techniques 

Nombre d'isolats 

par sujet 

Sears et al., 1950 4 4 adultes, Etats-Unis O-typage 574, 1219, 102, 38 

Caugant et al., 
1981 

1 Un adulte suivi sur 1 an, 

Etats-Unis 

MLEE 550 

Lidin-Janson et 

al., 1978 

52 Enfants, Etats-Unis Sérotypage et 

biotypage 

10 

Schlager et al., 
2002 

13 Enfants, Etats-Unis MLEE 28 

Escobar-Paramo 
et al., 2004 

98 Adultes, France PCR triplex 5 à 10 

 93 Adultes, Guyane Française   

 46 Adultes, Bénin   

 28 Adultes, Colombie   

Nowrouzian et 

al., 2005 

70 Enfants, Suède  PCR triplex et RAPD Différentes 

mophologies 

Anderson et al.,  
2006 

5 Adultes, Etats-Unis Ribotypage, 

résistances 

15 à 20 

Johnson et al., 
2007 

630 Adultes, Etats-Unis PCR triplex 1 à 3 

     

Lautenbach et 

al., 2008 

49 Adultes, Etats-Unis MLEE 25 

Moreno et al., 
2008 

67 Adultes, Espagne PCR triplex 30 

Moreno et al., 
2009 

39 Adultes, Espagne PCR triplex 30 

Volllmerhausen 

et al., 2011 

59 Adultes, Australie Caractères 

biochimiques et 

RAPD 

28 

 

Tableau I : Revue de la littérature des principales études portant sur l’estimation 

de la diversité des clones de E. coli dans les selles.



39 

 

  

Ces études étaient lourdes, et typaient au mieux 30 colonies par selles, et de ce fait ne 

pouvait descendre en dessous du seuil de détection de 10% de la population de E. coli. Mais les 

premières études de Sears et de Caugant (Sears et al., 1950, Caugant et al., 1981) suggéraient une 

grande diversité de portage des souches commensales. Dans l’étude de Schlager (Schlager et al., 

2002), le changement de clone dominant sur plusieurs semaines suggérait soit sa disparition et 

l’acquisition de nouveaux clones, mais résulte plus probablement des variations dans le portage 

de celui-ci le faisant passer en dessous du seuil de détection et expliquant ainsi qu’il disparaisse 

puis réapparaisse au cours du temps. L’échantillonnage de quelques colonies prises au hasard ne 

semble refléter que la partie émergée de l’iceberg et une grande diversité de souches sous-

dominantes restait encore à explorer. 
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3). Diversité des phylogroupes  

Les facteurs impliqués dans la diversité phylogénétique des souches commensales 

dépendent essentiellement de l'environnement (Tableau II). 

Son importance a été confirmée en comparant le microbiote intestinal de E. coli de 

sujets français de la métropole expatriés en Guyane française, de français résidant en métropole 

et de natifs de Guyane française. Le microbiote des expatriés était intermédiaire entre ceux des 

deux autres populations (Skurnik et al., 2008). Le niveau d'hygiène et les habitudes alimentaires 

sont les principaux facteurs de distribution phylogénétique des groupes, plus que les conditions 

climatiques ou les caractéristiques génétiques de l'hôte ainsi que le suggère le changement radical 

de la proportion des groupes B2 et A en France durant les 20 dernières années (Gordon et al., 

2005). En région parisienne, il a été montré que le portage digestif de E. coli du groupe B2 est 

passé de 10% en 1981 à 37% en 2001 (Escobar-Paramo et al., 2006). Cette tendance a été 

confirmée en Amérique du Nord, au Japon et en Australie, où, depuis les années 2000, les 

souches sont majoritairement de groupe phylogénétique B2 (Tableau III). Les groupes 

phylogénétiques retrouvés en zone tropicale sont différents de ceux en zone tempérée, avec une 

majorité de souches du groupe A (57%), suivi du groupe B1 (19%) (Escobar-Paramo et al., 

2004).  

L’influence de la zone géographique a été également été mise en évidence dans une 

étude Coréenne (province de Jeonnam, Corée du sud) où aucun isolat de phylogroupe B2 n’a été 

retrouvé ni chez les humains, ni chez les animaux domestiques alors que les E. coli B2 étaient 

présents dans les selles des animaux sauvages et dans les eaux des rivières (Unno et al., 2009).  
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Tableau II : Répartition dans les groupes phylogénétiques des souches commensales 

d’origine humaine dans les années 1980 (Duriez et al., 2001). 

 

Population Groupes Nombre de sujets 

 A B1 B2 D  

France 1980 61 12,5 10,5 16 56 

Croatie 35 32 19 14 57 

Mali 24 58 2 16 55 
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Tableau III : Répartition dans les groupes phylogénétiques des souches commensales 

d’origine humaine dans les années 2000 (d’après Tenaillon et al., 2010 et Lescat et al., 

2013). 

Population Groupes Référence 

 A B1 B2 D  

Bénin 50 32,5 17,5 0 Escobar-Paramo 2004 

Pakistan 47 18 12 23 Nowrouzian 2009 

Guyane, France 64 20 3 13 Escobar-Paramo 2004 

Brest, France 14,3 23,8 33,3 28,6 Escobar-Paramo 2004 

Paris, France 29,6 11,1 37,1 23,3 Escobar-Paramo 2004 

Bretagne 

(travailleurs du 

secteur tertiaire) 

24 24 32 20 Escobar-Paramo 2004 

Bretagne 

(Agriculteurs) 

32 28 16 24 Escobar-Paramo 2004 

France (2000) 25,5 21 29,5 24 Watt 2003 

Colombie 57 3,5 25 14,5 Escobar-Paramo 2004 

Bolivie 77 10 5 8 Pallecchi 2007 

Suède 29 11 46 14 Nowrouzian 2005 

Australie 19,5 12,5 45 23 Gordon 2005 

Japon 28 0 44 28 Obata-Yasukoa 2002 

USA 20,5 12,5 48 19 Zhang 2002 

Guyane 54,3 23,5 3.7 13,6 Lescat 2013 

 

De plus, au sein d’un même patient, le renouvellement des souches de E. coli est plus 

important en zone tropicale. Ceci a été démontré en comparant les souches commensales 

d’enfants pakistanais avec celles d’enfants suisses (Adlerberth et al., 1998). 



43 

 

 

Des différences notables dans le portage d’un groupe phylogénétique donné sont 

retrouvées entre les humains et les animaux. Des caractéristiques telles que le régime, la 

morphologie intestinale et la masse corporelle semblent influer sur la distribution des groupes 

phylogénétiques (Caugant et al., 1984, Gordon et al., 2003). Toutefois, la principale force 

façonnant la génétique de la population de E. coli chez l'animal est environnementale : c'est le 

degré de domestication (Escobar-Paramo et al., 2006) (Tableau IV). Les animaux domestiques 

ont une proportion de souches B2 moindre que les animaux sauvages (30% chez les animaux 

sauvages versus 14% et 11% chez les animaux domestiques et de zoo), alors que la proportion de 

souches A augmente (de 14% chez les animaux sauvages à 27% et 26% chez les animaux 

domestiques et de zoo). Ces proportions ont été obtenues à partir de données de la littérature 

portant sur 1.154 animaux (Gordon et Cawling 2003, Escobar-Paramo et al., 2006, Ochman et 

Selander, 1984, Baldy Chudzik et al., 2008). 

L’influence de la physiologie du tube digestif de l’hôte a par ailleurs, été retenue. Gordon et 

Cowling stipulent que les mammifères herbivores et omnivores présentent plus de souches des 

groupes B2 et D que les mammifères carnivores, les oiseaux et les reptiles et proposent 

l’hypothèse que ces souches ont les caractéristiques nécessaires pour coloniser des tubes digestifs 

plus complexes (Gordon et Cawling 2003). Ces observations étaient par ailleurs basées sur des 

résultats obtenus à partir de modèle in vitro de chémostats mimant ces différents tubes digestifs 

(Ballyk et al., 2001). De même, bien que moins documenté, des niches différentes existent au 

sein de l’appareil digestif (Schierack et al., 2008), les souches de phylogroupe A étant plus 

retrouvées dans le tractus digestif haut, alors que les souches B1 sont plus fréquemment isolées 

des selles (Dixit, 2004). 
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Tableau IV : Répartition dans les groupes phylogénétiques des souches commensales issues 

d’animaux domestiques et sauvages. 

Caractéristiques des 

animaux 

Groupes 

 

Références 

 A B1 B2 D  

Animaux domestiques, 

France 1980 

59 33 3 5 Escobar -Paramo 2006 

Animaux domestiques, 2006 41 39 7 13 Escobar-Paramo 2006 

Animaux sauvages, France 

1980 

68 9 4,5 18 Escobar-Paramo 2006 

Animaux sauvages, 2006 32 24 20 24 Escobar-Paramo 2006 

Animaux de zoo (USA) 

1980 

34 37,5 12,5 16 Ochman 1984 

Animaux de zoo (USA) 

2008 

25 55 11 9 Baldy-Chudzik 2008 

Animaux sauvages, 

mammifères, 

Australie 

15,5 33 35 16,5 Gordon et Cawling 2003 

Animaux sauvages, oiseaux, 

Australie 

8 49 23 20 Gordon et Cawling 2003 

Animaux sauvages, reptiles, 

Australie 

12,5 75 7 5,5 Gordon et Cawling 2003 

Animaux domestiques, 

Guyane 

14,3 52,4 9,5 9,5 Lescat 2013 

Animaux sauvages, Guyane 9 24,7 46,1 15,7 Lescat 2013 

  



45 

 

 

 Ces études sur des souches commensales sur diverses populations humaines et animales 

ont démontré des associations entre l’espèce de l’hôte et la prévalence des principaux groupes 

phylogénétiques (Gordon et Cawling 2003, Escobar-Paramo et al., 2006). Des facteurs 

d’alimentation, de climats, la période de recueil des selles, et l’origine géographique impactent 

aussi cette structure génétique comme l’ont démontré les larges études de Gordon et Cawling 

chez les animaux vertébrés en Australie (Gordon et Cawling 2003). 

 Afin d’éviter ces biais, une étude a été menée dans une zone géographique restreinte en 

Guyane Française et comparait les caractéristiques de souches humaines, et de souches issues 

d’animaux domestiques et d’animaux sauvages (Lescat et al., 2013). Cette zone était d’accès 

difficile et les sujets bénéficiaient d’une prescription contrôlée d’antibiotiques. Les souches 

humaines appartenaient rarement au phylogroupe B2 (3.7%), et portaient peu de facteurs de 

virulence. A l’opposé les animaux sauvages portaient dans 46.1 % des cas des souches de 

phylogroupe B2, de STs rares, et riche en bactériocines, les souches d’animaux domestiques 

étaient intermédiaires.  
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4). Aspects quantitatifs du commensalisme 

Les hôtes de E. coli ont des différences de masses corporelles, de régimes et de 

microbiotes. Ces différences influent sur la densité de l’espèce qui varie de 0 à 100 % et de plus 

de 6 ordres de magnitude parmi les espèces  (Tenaillon et al., 2010). Chez les humains, la 

prévalence de E. coli est de plus de 90% (Mitsukoa et al., 1972, Penders et al., 2006), mais elle 

est seulement de 56% chez les animaux sauvages, 23% chez les oiseaux et 10% chez les reptiles 

(Gordon et Cawling 2003). En Guyane Française, en étudiant dans une même unité géographique 

(village des Trois-Sauts et alentours) les selles d’Amérindiens, d’animaux domestiques et 

sauvages, la prévalence de portage baissait en fonction de la proximité à l’homme ainsi celle-ci 

était de 100% chez les humains, 64% chez les animaux domestiques, 45% chez  les animaux 

sauvages (Lescat et al., 2013). Par ailleurs, la prévalence de E. coli augmente avec la masse 

corporelle (Lescat et al., 2013, Gordon et Cawling 2003). 

  

La concentration par gramme de fèces varie chez les humains de 10
7
 à 10

9
 unités 

formant colonies (UFC) (Mitsukuoa et al., 1972 ; Penders et al., 2006 ;  Slanetz et Bartley 1957) 

et est plus basse chez les animaux domestiques ou elle oscille entre 10
4
 et 10

6
 UFC. Il a été 

estimé que les mammifères et les oiseaux présentaient entre 10
6
 et 10

9
 UFC de E. coli par 

gramme de fèces dans le colon (Berg et al., 1996, Gordon et Cawling 2003). Dans le travail 

comparatif entre microbiotes d’humains et d’animaux domestiques de Furet et coll. (Furet et al., 

2009), la concentration en E. coli par gramme de selles en Log UFC était de 7,7 ; 6,5 ; 6,4 ; 7,5 ; 

7.,8 et 9,2 pour les humains, les chevaux, les vaches, les chèvres, les moutons et les porcs 

respectivement. 

E. coli appartient au microbiote intestinal qui consiste en plus de 500 espèces 

bactériennes qui totalisent 10
10 

à 10
11

 UFC par gramme de fèces. Les bactéries anaérobies sont 

prédominantes et dépassent E. coli d'un ratio de 100/1 à 10000/1 (Berg et al., 1996). Comme 

nous l'avons vu, E coli est parmi les premières espèces bactériennes à coloniser l'intestin chez les 
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nouveau-nés atteignant une densité de 10
9
 par gramme de selles (Penders et al., 2006) avant 

l'expansion des anaérobies (Syed et al., 1970). Après l'âge de deux ans, cette densité se stabilise à 

environ 10
8
 UFC par gramme jusqu'à ce qu'elle décroisse chez les plus âgés (Mitsukoa et al., 

1972). 

 

Les travaux précédents abordent le commensalisme sous un angle uniquement qualitatif, 

en étudiant un ou plusieurs clones pris au hasard par sujet. Pourtant, l’obtention des données 

quantitatives précises permettrait une meilleure compréhension du commensalisme et de ses 

rapports avec la pathogénicité, et notamment l’effet de seuil dans les processus 

physiopathologiques de virulence mais aussi  l’acquisition de résistances aux antibiotiques.



IV. Ilot de Haute Pathogénicité « HPI » et virulence 

 Dans la confrontation souvent ultime qui oppose le pathogène opportuniste à son hôte 

affaibli, la lutte pour la possession du fer est sans doute l’élément le plus déterminant. 

Aux systèmes de captation du fer que possède l’hôte (ferritine, sidérophiline, protéines de 

l’inflammation), le pathogène oppose plusieurs systèmes de sidérophores. Aux moments 

critiques, le fond génétique de la souche de E. coli va, par le jeu de gènes régulateurs, 

conditionner l’échec ou la réussite de la confrontation. 

 

1). Influence du fond génétique dans l’expression des gènes de virulence  

Il a été proposé que les souches virulentes dérivent des souches commensales par 

différents types de mécanismes (Ochman et al., 2000). L'acquisition de facteurs de virulence 

portés par des éléments génétiques mobiles (îlots de pathogénicité, plasmides tel par exemple 

le plasmide de virulence des Shigella) et la délétion de fragments d'ADN appelés "trous noirs" 

constituent deux mécanismes complémentaires pour l'évolution des pathogènes (Maurelli et 

al., 1998).  

Chez E. coli un lien clair a été établi entre la virulence extra intestinale et les groupes 

phylogénétiques B2 essentiellement et D, à un moindre degré. En étudiant 200 souches 

provenant d’infections extra intestinales et de selles de sujets sains, Goullet et Picard (1986) 

ont montré que près de 40 % des premières appartenaient au groupe phylogénétique B2, 

contre seulement 7 % des secondes. Ce pourcentage augmente à respectivement à 65%, 75%, 

et 84% des souches de septicémies (Johnson 1991; Jauréguy et al., 2008),  de méningites 

néonatales et d’urosepsis de nouveau-nés indemnes d’anomalies du tractus urinaire (Bidet et 

al., 2007). Ces données épidémiologiques ont été confortées par l’utilisation d’un modèle de 

virulence extra-intestinale chez la souris qui testait la virulence intrinsèque des souches 

(Picard et al., 1999). Quatre-vingt-deux souches de E. coli ont été testées avec ce modèle  afin 



 49 

d’en déterminer leur virulence extra-intestinale intrinsèque. La répartition de ces souches a 

ensuite été faite selon les groupes phylogénétiques principaux de l’espèce (A, B1, B2 et D). 

Cela a permis de montrer que le groupe phylogénétique B2 comportait un grand nombre de 

souches hautement virulentes (jusqu’à 100 % de mortalité sur le modèle murin de septicémie). 

Inversement, les souches des groupes A et B1 étaient souvent avirulentes.  

D’autres travaux ont confirmé que le groupe B2 a le plus grand potentiel de virulence 

(Johnson et al., 2006). Ainsi, de nombreuses études épidémiologiques et des résultats 

expérimentaux ont montré le rôle des souches appartenant au phylogroupe B2 dans la 

virulence ainsi que la présence chez ce phylogroupe de divers facteurs de virulence impliqués 

dans l’adhésion, la production de toxines, la capture du fer, et la protection de la cellule dans 

la virulence de la souche (Bingen et al., 1998, Jonhson et Russo 2005, Picard et al., 1999, 

Jonhson et al., 2001, Bonacorsi et al., 2003). Cependant, au sein de ce groupe, toutes les 

souches ne sont pas égales en termes de virulence. En effet, en inoculant des E. coli B2 

d’origine pathogène extra-intestinale et commensales à des souris, environ 77% des souches 

sont très virulentes et dites « killer » (tuant plus de 8 souris sur 10), 16% sont 

dites « intermediate killer » (tuant entre 2 et 8 souris sur 10), mais qu’il existe aussi 7% des 

souches qui sont avirulentes et dites « non killer » (tuant moins de 2 souris sur 10), et ce, avec 

un pourcentage égal entre les deux populations de bactéries commensales et pathogènes 

étudiées. Comme expliqué auparavant, cette étude a permis de définir par MLST 9 sous-

groupes au sein du groupe B2. Chez certains de ces sous-groupes toutes les souches sont 

virulentes chez la souris (I, III et IV), alors qu’au contraire, chez le sous-groupe VIII toutes 

les souches sont avirulentes (Le Gall et al., 2007). 

La distribution et la phylogénie de 17 gènes de facteurs de virulence (FV) ont été 

étudiées sur 98 souches de E. coli commensales et pathogènes intestinales et extraintestinales 

représentatives de l’espèce (Escobar-Paramo et al., 2004). Les FV impliqués dans les 
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diarrhées de mécanisme aggrégatif ou entéro-pathogène étaient retrouvés et s’exprimaient 

dans tous les groupes phylogénétiques. Les FV impliqués dans les diarrhées hémorragiques 

ou toxiniques  étaient présents et s’exprimaient dans tous les groupes sauf les groupes B2 et 

D. Enfin, les FV associés aux ExPEC étaient identifiés dans tous les groupes phylogénétiques 

(sauf le groupe E). Cependant, chez les ExPEC, les proportions des groupes phylogénétiques 

B2 et D étaient plus importantes. En outre, lorsqu’on considérait les souches commensales, 

les souches du groupe B2 comportent davantage de facteurs de virulence ExPECs que les 

souches des autres groupes (Duriez et al., 2001; Zhang et al., 2002). Il apparait donc que la 

présence et l’expression des FV expliquant les différentes pathologies engendrées par E. coli 

sont conditionnées par le fond génétique des souches dans lesquelles ils existent. 

Comme l’ensemble de l’espèce E. coli, les différents pathovars ont une organisation 

clonale. Ils acquièrent cependant leurs FV par des transferts horizontaux. Cependant, ceux-ci 

n’affectent pas la structure clonale qui est conservée du fait que le fond génétique (qui est 

conditionné par la phylogénie de l’espèce) conditionne la présence et l’expression des FV. 

Ainsi, pour présenter une virulence intrinsèque, il ne suffirait pas d’être équipé de certains 

gènes de virulence, encore faudrait-il être du groupe phylogénétique B2 ou D. 

Il apparaît donc clairement que la seule acquisition de facteurs de virulence n'est 

probablement pas suffisante pour permettre l'émergence de cette  virulence. Au contraire, une 

interaction / adaptation étroite entre le génome receveur et les éléments génétiques acquis doit 

s'opérer pour permettre une intégration et une coopération efficaces entre ces éléments. 

L'ensemble de ces données met en relief le rôle essentiel de la régulation et du fond génétique 

pour l'expression de la virulence. 
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2). Îlots de pathogénicité  

 Les FVs peuvent être classés en grandes catégories fonctionnelles : toxines, systèmes 

de captation du fer, d’adhésion cellulaire (fimbriae, adhésines), de sécrétion, d’invasion 

cellulaire et protéines de régulation des activités des cellules de l’hôte (Jonhson et Russo 

2005).  

 La majorité de ces VF sont rassemblés sur des éléments génétiques mobiles tels que 

des plasmides, ou sur des ilots génomiques appelés PAIs (Pathogenicity Associated Islands) 

(Hacker et al., 1997) (ainsi les cinq systèmes de sécrétion des entérobactéries ont été 

retrouvés sur des PAI).  

 L’implication des PAIs dans la pathogénèse extra-intestinale a été démontrée de façon 

expérimentale (Lloyd et al., 2009). En effet, l’étude des facteurs génétiques associés à la 

virulence, le plus souvent par le biais de mutants (Hacker et al., 1983) a permis de montrer 

qu’ils étaient souvent physiquement liés sur des régions chromosomiques particulières. Il a 

été montré que ces groupements de gènes étaient retrouvés dans des clones différents d’E. 

coli, ce qui évoquait une acquisition par transfert horizontal (Low et al. 1984). Dans le même 

travail, il a été noté que l’insertion de ces groupements de VF se faisait grâce à de courtes 

séquences répétées faisant partie du groupement. Enfin, la démonstration que ces transferts 

horizontaux se faisaient le plus souvent à proximité d’un ARN de transfert, grâce à une 

machinerie de transposition génétique elle aussi présente (fonctionnelle ou non) sur le 

groupement de gènes a mené à la définition des îlots de pathogénicité  (Hacker et al. 1990 ; 

Blum et al. 1994 ; Blum et al. 1995). La disposition en groupement de certains FV n’a ensuite 

cessé d’être confirmé (McDaniel et al. 1995 ; Mitsumori et al. 1998). 

Les PAI sont caractérisés par les propriétés suivantes (Hacker et al. 1997; Dobrindt et al. 

2004; Schmidt et Hensel 2004): 

 pourcentage de G+C différent du reste du génome. 
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 biais de codon différent du reste du génome. 

 ils comportent des groupements de gènes (« clusters ») impliqués dans la virulence de 

l’espèce. 

 ils sont absents des souches non-virulentes de la même espèce ou d’espèces voisines. 

 ils sont le plus souvent associés à une séquence codant pour un ARN de transfert 

(ARNt). 

 ils comportent des enzymes de mobilisation (transposases, intégrases) et des 

séquences d’insertion. Ces différents éléments peuvent être entiers et fonctionnels ou 

bien mutés ou tronqués et ne plus avoir d’activité. 

 ils sont facilement mobilisables par transfert horizontal, dans une même souche, dans 

deux souches de la même espèce ou encore entre deux souches d’espèces différentes 

plus ou moins proches.  

 Des segments d’ADN ayant les mêmes caractéristiques ont été retrouvés sur des 

plasmides, des phages ou des transposons, certains PAI sont constitués de ces structures (ou 

une partie de ces structures) intégrées dans le chromosome. 

Ils sont souvent encadrés par des courtes séquences répétées, probablement générées au 

moment de l’événement de recombinaison qui a permis leur arrivée dans un nouveau génome. 

Ils ont une structure souvent en mosaïque car ils sont composés de fragments d’ADN 

d’origines diverses, témoins de leur création en plusieurs étapes. 

 

 3). Le PAI IV ou HPI  

 La souche 536 a été isolée d’une infection urinaire (Hacker et al. 1983). L’étude de ses 

FV a mené à la découverte et à la définition des deux premiers PAI (Knapp et al. 1986 ; 

Marre et al. 1986). Deux PAI supplémentaires ont ensuite été définis par le biais de leur 

homologie avec des PAI connus d’autres souches pathogènes dont le HPI ou PAI IV. 
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 En 1994, il a été démontré qu’une région particulière de l’ADN chromosomique de 

Yersinia pestis comportait un ensemble de gènes nécessaires à la virulence  (Fetherston et 

Perry 1994). Peu après, il était montré que la délétion spontanée d’un large fragment de 102 

kb d’ADN chromosomique était responsable de la perte de la virulence de la souche 

(Fetherston 1995 et al., Carniel 1996). De plus, ce fragment était responsable de la synthèse 

d’un système de captation du fer, un sidérophore, la yersiniabactine décrite plusieurs années 

auparavant (Heesemann et al. 1993). Ce fragment chromosomique avait les caractéristiques 

d’un PAI et a donc été appelé HPI pour « High Pathogenicity Island » (Carniel et al. 1996) 

car il était essentiel à l’expression d’un phénotype hautement virulent. Il comporte un 

ensemble de 12 gènes impliqués dans la synthèse, dans la régulation du sidérophore et dans 

son transport via son récepteur (Rakin et al. 1999).  

 Toutefois, le HPI n’est pas limité aux Yersiniae. Ainsi, dans une étude de Bach et coll. 

(Bach et al. 2000), parmi 67 souches appartenant à 52 espèces d’entérobactéries, 13,4 % 

portaient le HPI.  Ces isolats étaient des E. coli, Citrobacter diversus et des Klebsiella (K. 

pneumoniae, K. rhinoscleromatis, K. ozonae, K. planticola et K. oxytoca). La figure 5 

représente les espèces et souches d’entérobactéries dans lesquelles le HPI a été identifié 

(Schubert et al. 1998). L’organisation du HPI chez E. coli ressemble à celle trouvée chez Y. 

pestis et Y. pseudotuberculosis et diffère de celle de Y. enterocolitica (Rakin et Heesemann 

1995).  

Cet ilot est fortement conservé entre les espèces avec des homologies comprises entre 98 et 

100% entre les gènes du HPI de Yersinia et de E. coli (Dobrindt et al. 2002, Lesic et Carniel 

2004, Schubert et al. 1998). 

Chez E.coli , il est plus fréquent dans les souches responsables de septicémies (83 %), les 

souches entéro-aggrégatives (92 %) et les souches responsables d’infections urinaires (70 %). 

Il est également retrouvé chez 27% des E. coli producteurs de Shiga-toxine (STEC) (Karch et 



 54 

al. 1999). Cependant, le HPI est aussi retrouvé dans 30% des isolats provenant de selles 

d’individus sains.  

Dans l’étude de Clermont et coll (2001), la collection ECOR a été examinée, 93% des 

souches appartenant au phylogroupes B2 et D portaient le HPI contre 32% et 25% 

respectivement des souches des phylogroupes A et B1. Le HPI est retrouvé dans 100% des 

souches de méningites néonatales, dont certaines appartenaient pourtant aux phylogroupes A 

et B1. 

        

Figure 5 : Espèces et souches dans lesquelles le HPI (codant pour la yersiniabactine) de 

Yersinia pestis est présent d’après Schubert et al., 1998. 

 Le même îlot génomique peut donc être nécessaire à l’extrême virulence d’une espèce 

(Yersinia pestis), participer à la virulence de souches d’une autre espèce sans pour autant être 

nécessaire (E. coli entéro-aggrégatif) ou encore être présent parmi les souches commensales 

d’un individu.  
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 Le transfert horizontal du HPI au sein de l’espèce E. coli a été étudié  (Schubert et al. 

2009). Cinquante souches issues de la collection ECOR et représentatives de l’espèce ont été 

étudiées. Trente-sept portaient le HPI. La phylogénie (obtenue par MLST) de six gènes de 

ménage, six gènes du HPI ainsi que de fragments d’ADN en amont et en aval des HPI a été 

comparée. Cela a permis de montrer que le HPI n’était pas transmis que verticalement mais 

l’était également horizontalement à l’intérieur de l’espèce. Ce transfert portait sur de larges 

fragments  d’ADN, comprenant le HPI ainsi que des régions  chromosomiques flanquantes 

permettant la recombinaison. De plus, il a été montré que le transfert d’un HPI pouvait avoir 

lieu par conjugaison à l’aide du plasmide F. Le HPI peut donc être transmis par conjugaison 

puis disséminer au sein de l’espèce par recombinaison homologue.  

Dans cette étude, le niveau de polymorphisme des gènes du HPI et des gènes de ménages ont 

été comparés ; les mutations synonymes considérées comme une horloge moléculaire sont 

rares dans le HPI comparées aux gènes de ménage plaidant pour une arrivée récente du HPI 

dans l’espèce E. coli.  

 La protéine TcpC est uniquement portée par les souches de E. coli de groupe 

phylogénétique B2, et présente des homologies avec les motifs du domaine Tir des Toll-like 

récepteurs. Elle est sécrétée par la bactérie, entre dans les cellules de l’hôte et interfère avec la 

signalisation de la voie pro-inflammatoire NFKB (Cirl et al. 2008). Le gène TcpC est situé à 

proximité du HPI sur le génome. La présence de TcpC est associée à la présence du HPI. 

TcpC présente une phylogénie incongruente avec la phylogénie des souches mais congruente 

avec celle du HPI. Ceci, avec la forte conservation du gène tcpC, plaide en faveur d’une 

introduction récente en bloc de ce gène avec le HPI par transfert horizontal dans l’un des 

points chauds majeurs de recombinaison dans le génome de E. coli (Schubert et al. 2010). 
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 Le PAI IV est associé à l’ARNt asnT. (Schubert et al. 1999, Karch et al. 1999) mais il 

peut être également inséré dans un autre site que l’asnT (Clermont et al. 2001). Ainsi, la 

souche ECOR31 porte un HPI unique de structure différente (ICE-type : integrative and 

conjugative element), et s’insère dans une copie de l’ARNt asnV (Schubert et al. 2004).  

 Sous des conditions de croissance expérimentale, la majorité des PAIs peuvent être 

spontanément délétés du chromosome (Middendorf et al. 2004), toutefois le HPI chez la 

souche de E. coli 536 est stable ce qui est dû à la perte des séquences répétées flanquantes.  Il 

manque en effet un DR (direct repeat) à l’extrémité 3’ de l’ilot génomique (Dobrindt et al. 

2002, Schubert et al. 1999). Ceci a déjà été rapporté pour la souche de Y. enterocolitica 

Ye8081 (Bach et al. 1999). Dans l’étude de Schubert et al en 2009, il a été montré qu’à 

l’exception de la souche ECOR31, toutes les souches ECOR présentent une délétion unique 

de l’extrémité 3’ du gène fyuA (codant pour le récepteur de la yersiniabactine) affectant le HPI 

et le génome de E. coli voisin « fixant » ainsi le HPI chez E. coli.  

 

4). Structure du HPI : 

 Il a été montré que la transcription des gènes du HPI est fortement dépendante de la 

concentration en fer du milieu (Fetherston et al. 1996, 1999, Geoffroy et al. 2000).  

Le HPI se compose d’une région conservée dite région core, et d’une région variable 

riche en A-T (Rakin et al. 1999). La région core comprend des gènes d’intégrases. Le gène 

d’intégrase (int) est souvent associé au génome phagique (intégrase analogue au gène 

d’intégrase du bactériophage P4) (Buchrieser et al. 1998).  

La région core comprend également le gène du régulateur ybtA (Bearden et al. 1997, 

Buchrieser et al. 1999, Pelludat et al. 1998), le gène du récepteur de la yersiniabactine fyuA 

(Buchrieser et al. 1998, Carniel et al. 1996), les gènes de biosynthèse irp1-5 (iron respressible 

protein) (irp1, irp2, ybtU, ybtT et ybtE chez Y. pestis) rassemblés dans un large opéron de 19-
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kb (Gehring et al. 1998), et l’opéron polycistronique irp6-9 (ybtP, ybtQ, ybtX , ybtS selon la 

nomenclature de Y. pestis) qui code pour les protéines Irp6 et 7 impliquées dans le transport 

Fe-yersiniabactine à travers la membrane cytoplasmique (YbtP et YbtQ chez Y. pestis), Irp9 

(YbtS) qui est impliqué dans la synthèse du salicylate (Pelludat et al. 2003). Récemment, 

YbtX a été montré comme essentiel pour la captation de zinc chez Yersinia pestis (Bobrov et 

al., 2014).  

On compte ainsi quatre promoteurs correspondant à ybtA, fyuA, irp1-5 et irp6-9. Les 

promoteurs de ces gènes contiennent une séquence palindromique conservée (Rakin et al. 

1994), qui a été proposée comme site putatif de liaison d’YbtA (Fetherston et al. 1996) 

(Figure 6).   

 

 

 

Figure 6 : Organisation génétique du HPI chez E. coli. La région gauche colorée 

correspond à la région core conservée, la région droite correspond à la partie variable riche en 

AT. Les gènes de fonction inconnue sont en bleu foncé, les gènes de transport en vert, les 

gènes de synthèse en rouge, les gènes de l’intégrase en marron, le gène de régulation en bleu 

clair avec les gènes régulés par lui indiqués par des flèches noires. Les extrémités 

correspondent à des directs repeats DR (Giuseppe Magistro, communication personnelle).  

 

 La présence d’un HPI chez E. coli ne signifie pas qu’il soit fonctionnel. Par exemple, 

chez les souches STEC, seules 60% exprimaient le récepteur FyuA. Ceci est dû, à des 

délétions partielles du gène fyuA (Schubert et al.1998). La collection ECOR de 82 souches a 
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été analysée à la recherche des gènes du HPI et leurs fonctionnalités testée par un bioessai 

médié par un gène rapporteur (Schubert et al. 2000). De façon intéressante, le HPI était plus 

souvent fonctionnel dans les souches de phylogroupe B2 (92%) que dans celles des groupes A 

(71%) et B1 (45%), et montrait une forte association avec la létalité dans un modèle de 

virulence chez la souris (Schubert et al. 2002). Ceci  pose la question du rôle du HPI en 

dehors de la production du sidérophore. Cet ilot génomique pourrait contribuer à augmenter la 

fitness de la souche, ou sa flexibilité métabolique ou son pouvoir pathogène en fonction du 

fond génétique sur lequel cet ilot arrive.  

Une hypothèse évoquée est celle du régulateur ybtA. Chez Yersinia, il a été montré que la 

protéine yersiniabactine complexée à la protéine YbtA codée par le HPI est un régulateur 

positif de l’expression génique (Fetherston et al. 1996). Il est concevable que chez E. coli 

d’autres facteurs de virulence puissent être activés via le complexe YbtA-yersiniabactine. 

 YbtA, un régulateur transcriptionnel de type Ara-C, est le régulateur central de la 

production de yersiniabactine avec le régulateur Fur (Fe Uptake Regulation) (Anisimov et al. 

2005). YbtA active la synthèse de yersiniabactine (opérons 1-5 avec le promoteur d’irp2 en 

commun), le transport Fe-yersiniabactine (opéron 6-9 avec le promoteur d’irp6), la 

transcription de fyuA, et est répresseur de sa propre transcription. Comme les autres membres 

de la famille AraC, YbtA se fixe à l’ADN en complexe dimérique avec la yersiniabactine. 

Une étude récente a montré que la délétion de ybtA affectait le métabolome de E. coli et en 

particulier les voies de l’arginine (Lv et al., 2011). 

Les gènes du HPI ont une expression réprimée par le fer et par le régulateur ferrique principal 

Fur (Schubert et al. 2004, Fetherston et al. 1996). En effet, les quatre régions promotrices 

(fyuA, irp2, ybtA et ybtP) portent un site de fixation pour le répresseur Fur et ont leur 

expression réprimée en présence de fer (Carniel et al. 2001). 
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 Les gènes irp1 et irp2 codent pour les protéines de synthèse de la yersiniabactine 

HMWP1(High-Molecular-Weight protein 1) et HMWP2 comme décrit précédemment pour 

Yersinia (Pelludat et al. 1998). 

 Le sidérophore yersiniabactine a été cristallisé (Miller et al. 2006) (Figure 7).  Il est 

constitué d’un résidu salicylate, d’un résidu malonate, et des trois résidus de cystéine cyclique 

(Perry et al. 1999).  

 

 

Figure 7 : Structure de la yersiniabactine d’après Miller et al., 2006. 

 

 La synthèse du sidérophore se fait via un mécanisme non-ribosomique de synthèse 

polypeptidique (Figure 8). YbtS participe à la synthèse des dérivés salicylates. La synthèse de 

la yersiniabactine commence par YbtE qui adényle une molécule salicylate et la fixe sur 

HMPWP2 où deux molécules de cystéine sont alors ajoutées et rendues cycliques. Le substrat 

est alors transféré à HMWP1 où l’addition, la réduction et la méthylation d’un résidu 

malonate sont accomplies. Ces étapes sont suivies par l’addition et la cyclisation d’un dernier 

résidu cystéine. YbtU réduit la molécule (thiazoline en thizolidine) pour produire une 

molécule de yersiniabactine mature. Enfin, YbtT, une thioesterase putative, a une fonction 

d’ « editing » ou de correction, ôtant les structures additionnelles ou aberrantes de la 

yersiniabactine (Bobrov et al. 2002).  
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Figure 8 : Voies de biosynthèse des sidérophores du groupe des peptides non 

ribosomiques. Extrait de KEGG Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 

(http://www.kegg.jp/). 

On voit la proximité structurale entre la yersiniabactine et la pyochéline de P. aeruginosa. 

 

Chez Yersinia, un gène ybtD, situé hors du HPI, a été identifié. Il n’était pas régulé par 

ybtA ou par le niveau de fer dans le milieu, mais était inducteur des gènes du HPI. Le gène 

fuyA code pour la protéine de 71.3 kDa extramembranaire FyuA (ferric yersiniabactin 

uptake), qui est un récepteur du complexe Fer-yersiniabactine et de la pesticine (Heesemann 

et al. 1993, Rakin et al. 1994, Pelludat 1998, Schubert et al. 2002). Appelée Psn chez 

Yersinia, elle fonctionne avec un transporteur ABC formé de deux perméases membranaires 

fixant l’ATP (YbtP et YbtQ chez Yersinia, correspondant à Irp6 et 7 chez E. coli) (Fetherston 

et al. 2010) (Figure 9). C’est un récepteur TonB-dépendant. La mutation d’un de ces trois 

gènes bloque la capture de fer via la yersiniabactine mais n’intervient pas dans la sécrétion de 

celle-ci. 

  
Figure 9 : Sécrétion et capture de la yersiniabactine chez Yersinia. La yersiniabactine 

(Ybt) est sécrétée par la cellule selon un mécanisme inconnu (boites vertes). YbtX est 

http://www.kegg.jp/
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impliqué dans la sécrétion mais n’est pas indispensable. Après sécrétion, la yersiniabactine 

peut capter le fer de la transferrine (Tf-Fe) et de la lactoferrine (Lf-Fe).  Il semblerait que la 

yersiniabactine complexée au fer (Fe-Ybt) se fixe au récepteur Ton-B dépendant Psn (FyuA) 

puis transloque à travers la membrane externe. Une fois dans le périplamse, Fe-Ybt est 

transporté dans le cytoplasme par YbtP/YbtQ (Irp6/Irp7). Dans le cytoplasme, le fer pourrait 

être libéré du sidérophore par réduction de Fe
3+ en 

Fe
2+

 ou par dégradation de Ybt. Les 

composants en rouge sont des éléments de transport, les lignes hachées indiquent des substrats 

ou des étapes non déterminées de façon expérimentale (Perry et Fetherston 2011). 
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5). Les autres sidérophores de E. coli : 

 Le fer est essentiel à la croissance bactérienne. Dans les hôtes mammifères, la quantité 

de fer libre est limitée et le fer se retrouve lié ou complexé à des protéines le séquestrant telles 

que la transferrine, la lactoferrine, l’hémoglobine et la ferritine; les bactéries étant ainsi dans 

un milieu pauvre en fer (Wandersman et Delepelaire 2004). En effet, la concentration en fer 

libre de 10
-18

 M est insuffisante pour permettre la croissance bactérienne (Carniel et al. 2001). 

Du fait de l’importance du fer dans une myriade de processus métaboliques, sa séquestration 

vis-à-vis des organismes infectieux est l’une des défenses innées contre l’infection (Miller et 

al. 2006).  

La concentration de fer soluble est très basse dans l’urine et est connue pour limiter l’activité 

bactérienne (Roos et Klemm et al. 2006, Snyder et al. 2004). La captation du fer est critique 

pour la bactérie durant les phases de colonisation et d’invasion de l’hôte, d’où le 

développement par celle-ci de systèmes efficaces de captation du fer. Un système-type de 

captation à haute affinité du fer consiste en un chélateur de fer Fe
3+

 de bas poids moléculaire 

associé à son récepteur membranaire (Martinez et al. 1990). Un sidérophore est capable de 

chélater le fer de l’environnement ou de le prendre directement des protéines fixant le fer de 

l’hôte. Ces systèmes de captation du fer sont considérés comme des facteurs de virulence ou 

de fitness.  

 Chez Yersinia, le HPI est le seul système de sidérophores qui est critique pour sa 

virulence. D’autres systèmes d’acquisition du fer ont été identifiés depuis mais leur absence 

ne semble pas avoir d’impact sur la virulence (Gong et al.  2001, Kirillina et al.  2006). 

 Toutefois, E. coli possède d’autres sidérophores tels que l’entérobactine et beaucoup 

de souches produisent également l’aérobactine.  
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 Au total, les ExPEC sont capables de produire jusqu’à 4 sidérophores : les catécholates 

entérobactine et salmochéline, l’hydroxamate aérobactine, et la yersiniabactine, sidérophore 

de type mixte (Henderson et al.  2009). 

L’entérobactine (ou entérocheline) est un sidérophore de type catécholate qui est parmi les 

premiers sidérophores caractérisés et qui est produit par plus de 90% des isolats 

d’entérobactéries (Mokracka et al. 2004, Raymond et al. 2003, Visca et al. 1991). La souche 

K-12 ne produit qu’un seul sidérophore qui est l’entérobactine (O’Brien et Gibson 1970). 

L’entérobactine est un précurseur direct de la salmochéline, un autre sidérophore. 

L’aérobactine est un sidérophore de type hydroxamate qui est produite par une plus petite 

fraction d’entérobactéries et qui a une affinité moindre pour le Fe3+ libre que l’entérobactine 

ou la yersiniabactine (Brock et al. 1991). 

Alors que l’entérobactine est produite par presque toutes les souches de E. coli, les gènes 

codant pour l’aérobactine, la salmochéline et la yersiniabactine sont retrouvés plus souvent 

parmi les souches pathogènes (Kanamaru et al.  2003, Takahashi et al. 2006). 

La souche probiotique de E. coli Nissle 1917 produit les quatre sidérophores (Valdebenito et 

al. 2006). Il est intéressant de  noter que les souches responsables de bactériuries 

asymptomatiques, bien que dénuées des FVs des ExPEC ont un équipement complet en 

sidérophores, prouvant la nécessité de captation du fer pour réussir la colonisation urinaire 

(Roos et Klemm 2006). 

In vitro, ces sidérophores ne sont pas produits dans les mêmes conditions de pH, de 

température et de source de carbone. 

La production optimale de yersiniabactine et de salmochéline a lieu dans des conditions 

neutres à alcalines (pH 7.0 et 7.6, respectivement), alors que l’aérobactine est produite au 

maximum à pH acide (pH 5.6). Des mutants délétés de la yersiniabactine mis en compétition 

de culture avec la souche sauvage étaient supplantés par celle-ci  à pH neutre et alcalin. Il 
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semblerait que la yersiniabactine soit par contre instable dans des conditions acides (Haag 

1993 et al.). 

Cet arsenal de sidérophores permet à la souche de s’adapter à des pH variables. Ainsi le pH de 

l’urine humaine varie entre 4.6 et 8.0 (Valdebenito et al.  2006). 

La constante d’affinité (pK) avec le Fe
3+

 de la yersiniabactine est de 36,6, et est la plus élevée 

comparée à celles de Fe
3+

-entérobactine (35,5) et de Fe
3+

-aérobactine (23,3) (Perry et al.  

1999). 

 Le sidérophore hydrophobe entérobactine se fixe à l’albumine humaine (Konopka et 

Neilands, 1984). De plus, il a été démontré que l’entérobactine était séquestrée par la 

lipochaline 2 dans un modèle d’infection péritonéale chez la souris (Flo et al. 2004). La 

lipochaline est stimulée par la reconnaissance des bactéries par les récepteurs Toll-like, elle 

est surexprimée au niveau des muqueuses en cas de colonisation bactérienne, d’où l’intérêt 

pour la bactérie à posséder d’autres sidérophores que celle-ci (Nelson et al. 2005, Lawlor et 

al.2007). La salmochéline, forme glycosylée de l’entérobactine résiste à l’inactivation par la 

lipochaline 2, et représente une stratégie d’échappement immunitaire (Fischbach et al. 2006). 

 Ces sidérophores ont été étudiés pour leur importance durant l’infection. 

La virulence des souches de méningites néonatales C5 et S88 est atténuée quand il manque 

IroN, récepteur de la salmochéline (Nègre et al. 2004, Peigne et al.  2009) dans un modèle de 

méningite du rat nouveau-né. Il semblerait que la salmochéline soit indispensable dans la 

phase bactériémique de la méningite à E. coli. L’aérobactine ne semblait pas critique dans ce 

modèle. 

Par contre, les souches  de E. coli produisant l’aérobactine sont plus virulentes dans un 

modèle d’infection sous-cutanée chez la souris (Demir et Kaleli 2004). 

Les gènes d’acquisition du fer sont les plus surexprimés chez la souche de E. coli CFT073 

lors d’une infection expérimentale du tractus urinaire chez la souris (Snyder et al. 2004). De 
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même, ces systèmes sont fortement exprimés dans des souches cliniques d’infection urinaire 

prélevées directement chez des femmes atteintes de cystites (Hagan et al. 2010), confirmant 

l’importance des sidérophores dans la pathogénicité.  

 Les mutants d’ IroN récepteur de la salmochéline (souche CP9), d’ IutA récepteur de 

l’aérobactine (souche CFT073), ou d’ Iha récepteur de l’entérobactine (souche CFT073) ne 

semblaient pas diminués dans leur capacités de colonisation du tractus urinaire mais, dans 

tous les cas, s’ils étaient mis en compétition avec la souche sauvage, celle-ci les supplantait 

rapidement (Jonhson et al. 2005, Russo 2002, Torres et al. 2001). Les mutants du récepteur de 

la salmochéline IroN étaient affectés dans leur capacité d’invasion des cellules urothéliales 

(Feldmann et al. 2007) et dans la colonisation rénale (Russo et al. 2002). Les souches de E. 

coli déficientes en aérobactine et en entérobactine (doubles mutants de CFT073) montraient 

une moindre dissémination dans le rein dans un modèle d’infection urinaire chez la souris, 

toutefois les mutants déficients en aérobactine seule ou entérobactine seule ne montraient pas 

de défauts de colonisation ou de dissémination (Torres et al. 2001), d’où la notion de 

redondance des sidérophores (Garcia et al. 2011). 

 Tous les récepteurs des sidérophores sont fortement exprimés à la surface bactérienne 

pendant l’infection (Braun et al. 2005, Hagan et Mobley 2007). Les gènes des récepteurs sont 

les plus surexprimés durant l’infection urinaire (expression in vivo élevée). Ces récepteurs 

sont induits pendant la croissance dans l’urine humaine, exposés à la surface bactérienne, 

antigéniques et ayant une spécificité de pathogène, ce qui en fait des candidats vaccinaux 

idéaux. Ces récepteurs (FyuA, IroN et IutA) ont d’ailleurs été utilisés comme cibles 

vaccinales pour prévenir les infections dues aux ExPEC (Wieser et al. 2010, Durant et al. 

2007), et notamment  les infections urinaires (Alteri et al. 2009).  

 

6). Virulence expérimentale liée au HPI :  
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 Les souches hautement pathogènes de Y. pestis, Y. pseudotuberculosis et Y. 

enterocolitica biotype IB possèdent le HPI. Cet îlot est nécessaire à la virulence de Yersinia 

(Carniel et al. 1999, Bearden et al. 1997, Brem et al. 2001). Il n’a jamais été détecté dans les 

souches de moindre virulence ou avirulentes de Yersinia (De Almeida et al. 1993, Carniel et 

al. 2001). On rapporte dans la littérature des cas d’infections systémiques sévères à Yersinia 

enterocolitica peu pathogènes chez des hôtes présentant des excès en fer (hémochromatose, 

thalassémie...) prouvant l’importance de la capture du fer pour la dissémination de la bactérie. 

 Chez Yersinia, le système yersiniabactine est capable de déplacer le fer de la 

transferrine et de la lactoferrine.  Son intégrité est indispensable à la virulence de Y. pestis 

dans un modèle d’infection par voie sous-cutanée chez la souris. Ainsi cette virulence est 

atténuée que ce soit avec des mutants de psn (fyuA), de ybtP (irp6) ou d’irp2, gène de 

synthèse (Fetherston et al. 2010). Il est également capital dans la survenue des formes 

pulmonaires de la peste. De façon intéressante, dans le modèle pulmonaire, les souches 

produisant la yersiniabactine mais incapable de l’utiliser en tant que sidérophore (psn 

mutants) étaient plus virulentes que les mutants des gènes de synthèse (Fetherston et al. 

2010). Deux hypothèses étaient proposées par les auteurs : soit le sidérophore a un rôle de 

signalisation et de petites quantités de celui-ci suffisent en entrant dans la bactérie via des 

voies alternatives, tel que le sidérophore pyoverdine chez Pseudomonas aaruginosa qui 

régule sa propre production ainsi que celles de VFs (Lamont et al. 2002), ou bien le 

sidérophore affecte l’immunité innée, comme l’entérobactine qui est cytotoxique pour les 

cellules T (Hileti et al. 1995). La pyochéline qui ressemble structurellement à la 

yersiniabactine, peut produire des radicaux hydroxyles et causer des lésions de l’endothélium 

et de l’épithélium pulmonaire (Britigan et al. 1997, Britigan et al. 1994, Coffman et al. 1990). 

  Il est également à noter que pour Y. pestis, l’atténuation de virulence via le HPI est 

spécifique de la voie sous-cutanée, les mutants administrés par voie intraveineuse étaient 
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complètement virulents (Bearden et al. 1997). Les auteurs concluaient que la yersiniabactine 

était critique dans la phase lymphatique précoce de la peste bubonique mais pas dans la phase 

septicémique (Perry et al. 2011). En utilisant la gfp comme gène rapporteur dans un modèle 

de souris, il a été démontré que la production de yersiniabactine est élevée chez les souris 

infectées au niveau de la rate et des plaques de Peyer, mais basse dans la lumière intestinale 

(Jacobi et al. 2001). 

Le transfert des gènes du HPI à une souche de Y. enterocolitica O:9 de faible pathogénicité, 

suffit à augmenter sa virulence chez la souris (Pelludat et al. 2002). 

 De la yersiniabactine purifiée a baissé la production de ROS (reactive oxygen species) 

par des monocytes humains et des polynucléaires neutrophiles in vitro (Paauw et al. 2009). 

Récemment, il a été montré que la yersiniabactine fixait les ions cuivre, et permettait ainsi à 

E. coli de survivre dans les phagocytes en les protégeant de la bouffée oxydative (Chaturvedi 

et al. 2012, Chaturvedi et al. 2014).  

 Chez Klebsiella pneumoniae, la yersiniabactine joue un rôle critique dans l’acquisition 

du fer durant l’infection pulmonaire dans un modèle d’inoculation intranasale chez la souris 

(Lawlor et al. 2007). Cette souche produisait l’entérobactine et la yersiniabactine mais pas 

l’aérobactine. La yersiniabactine dans cette étude n’était pas nécessaire à la croissance in vitro 

en milieu carencé en fer, n’affectait pas la phase précoce d’infection pulmonaire chez la souris 

(les 24 premières heures), ce qui plaide en faveur d’absence d’impact sur la fitness ou de 

modulation de l’immunité innée, par contre à 96h, il y avait un défaut majeur de croissance de 

la bactérie déficiente en yersiniabactine in vivo dans le poumon. 

De plus, il a été montré que dans les voies aériennes, il y une production majeure de 

lactoferrine qui pourrait servir de donneur de fer pour catalyser une bouffée oxydative (Ward 

et Conneely 2004). Le sidérophore yersiniabactine pourrait donc avoir un rôle capital à ce 
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niveau. En effet, la yersiniabactine n’est pas séquestrée par la lipochaline 2, élément clé de 

défense des voies respiratoires contre K. pneumoniae (Bachman et al., 2011). 

Des études se sont intéressées au rôle du HPI dans les souches de K. pneumoniae responsables 

d’abcès hépatiques communautaires (souches porteuse du gène magA, hypermuqueuses, 

résistantes au sérum, résistantes à la phagocytose intra-macrophagique et hypervirulentes chez 

la souris (Fang et al. 2004). Ces souches de K. pneumoniae sont plus souvent porteuses de 

HPI que celles n’envahissant pas les tissus (non responsables d’abcès pyogènes hépatiques). 

Des études ont montré la présence d’un HPI mobilisable porté par un ICE (élément intégratif 

et conjugatif) , avec conjugaison possible à d’autres souches, expliquant sa dissémination. 

 Il a été montré que le HPI est critique pour la phase bactériémique dans un modèle de 

septicémie chez la souris chez les souches de E. coli IAI51 et IAI52 (ces souches ne 

produisaient pas certains FV comme l’hémolysine et l’aérobactine) (Schubert et al. 2002), 

mais que le HPI n’avait pas d’impact dans un modèle de méningite néonatale chez le rat 

nouveau-né (souche C5) (Nègre et al. 2004), ni dans un modèle d’infection urinaire 

ascendante chez la souris (souche 536) (Brzuszkiewicz et al. 2006), ni dans un modèle de 

septicémie chez la souris (souche 536) (Tourret et al. 2010). 

 Tous les gènes du HPI étaient surexprimés dans des modèles de biofilms mais pas 

ceux des sidérophores, aérobactine et entérobactine (Hancock et Klemm 2007). Le gène fyuA, 

qui code pour le récepteur de la yersiniabactine, est l’un des gènes les plus exprimés dans le 

biofilm dans un modèle de chambres à flux, mimant des cathéters (63 fois dans le souche E. 

coli uropathogène VR50). La protéine FyuA est critique pour la formation de biofilm dans des 

milieux pauvres en fer comme l’urine humaine. Les mutants fyuA montraient une formation 

aberrante de biofilms et les bactéries devenaient filamenteuses (Hancock et al. 2008). 

L’introduction d’un plasmide codant pour FyuA dans les souches 536 et NU14 a augmenté 
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leur capacité à former du biofilm. Ce gène a été montré surexprimé 25 fois dans le tractus 

urinaire humain (Roos and Klemm, 2006).  
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7). Modèle Dictyostelium discoideum 

 L’amibe D. discoideum a été utilisée comme modèle de virulence expérimentale dans 

l’étude de la virulence conférée par le HPI. 

Les amibes sont des protozoaires prédateurs qui chassent les bactéries. Elles exercent de ce 

fait un contrôle important sur les populations bactériennes et leurs densités. Elles sont 

fréquemment retrouvées dans les écosystèmes résultant de l’activité humaine tels que les 

systèmes de climatisation, l’eau du robinet, et les usines de traitement des eaux usées où elles 

se nourrissent de biofilms microbiens. De nombreuses espèces bactériennes ont développés 

des mécanismes  de résistance à la digestion par les amibes. Ainsi Legionella pneumophila 

(Solomon et al., 2000) est capable de mécanisme d’échappement à la digestion par la 

phagocytose et c’est cette capacité de multiplication au sein de l’amibe et à infecter les 

macrophages qui est à l’origine de sa virulence chez l’homme (légionellose). Ainsi, sa 

capacité d’adaptation à l’amibe est un facteur de virulence chez l’humain.  

 Cependant, très peu d’études ont porté sur les relations hôtes pathogènes amibes-

bactérie E. coli (Adiba et al., 2010). D. discoideum est une cellule phagocytaire, qui vit dans 

les sols et se nourrit de microorganismes comme les bactéries et les levures (Bonner et al. 

1950, Steinert et al., 2003). Les bactéries une fois digérées, lui apportent les nutriments 

nécessaires à sa survie et sa multiplication (Figure 10). Cette capacité à se nourrir des 

bactéries a été utilisée depuis longtemps en laboratoire pour cultiver les amibes (Raper and 

Smith, 1939). D. discoideum représente donc un prédateur naturel pour les bactéries 

environnementales (dont E. coli). 

Les souches de D. discoideum initialement isolées dans l’environnement ont été clonées pour 

obtenir des souches de laboratoire dites axéniques, c'est-à-dire capables de croitre en 

l’absence de bactéries (Urushihara et al., 2009). Ces souches sont capables d’ingérer le milieu 

de culture par macropinocytose. Dans un milieu nutritif, les cellules de D. discoideum se 
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divisent en moyenne 2 fois par jour (12 h). Les cellules peuvent être cultivées sous forme 

adhérente dans une boite de Pétri ou en culture liquide. Si l’on dépose une amibe 

Dictyostelium sur une couche uniforme de bactéries sur milieu agar, et après consommation 

du milieu nutritif, cette amibe ingère les bactéries et se multiplie, ce qui se manifeste après 

quelques jours d’incubation par l’apparition d’une zone circulaire dépourvue de bactéries, 

appelées plage de phagocytose, comparable à une plage de lyse de bactériophages. Lors d’une 

carence en nutriments, D. discoideum entame un cycle de développement multicellulaire 

complexe (il ne s’agit pas d’un syncitium), cette agrégation est contrôlée par l’AMPc et 

produit des fructifications ou spores (Otto et al., 2001) (Figure 11). 

  

Figure 10 : Photographie en microscopie électronique du processus d’internalisation par 

l’amibe. Internalisation de la bactérie Klebsiella montrant les différentes étapes de la 

phagocytose par l’amibe: adhésion de l’amibe à la bactérie, formation d’un phagosome 

englobant la bactérie et digestion des bactéries internalisées (Cosson et Soldati 2008). 
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Figure 11 : Photographie en microscopie électronique des différents stades de 

développement de Dictyostelium discoideum d’après M.J. Grimson et R.L. Blanton 

(www.dictybase.org). 

 

 Il y a une compétition entre l’amibe et les bactéries, les facteurs de virulence 

bactériens leur permettant de se défendre contre l’amibe (Hilbi et al., 2007). Les souches 

virulentes sont capables de résister à la phagocytose par D. discoideum, définissant ainsi le 

phénotype « Grazing R » (résistant au broutage par l’amibe) par opposition au phénotype 

« Grazing S » (sensible au broutage par l’amibe).  D. discoideum est un bon modèle hôte pour 

étudier la virulence des bactéries. Ainsi, D. discoideum a permis l’étude et l’identification de 

nouveaux facteurs de virulence de P. aeruginosa (Alibaud et al., 2008, Lima et al., 2010). 

Ce protozoaire du sol possède de nombreux gènes homologues à ceux des eucaryotes 

supérieurs et partage de nombreuses fonctions physiologiques avec les cellules de 

mammifères, ce qui en fait dans notre cas un modèle pour l’étude de la phagocytose (Ruuper 

et Cardelli, 2001, Chen et al., 2007). Son génome est entièrement séquencé depuis 1995. Il 

mesure 34 Mb, contient six chromosomes codant approximativement pour 12 500 protéines. 

Une plate-forme d’échanges et de bases de données via le site DictyBase qui rassemble la 

communauté scientifique travaillant sur le Dictyostelium (www.dictybase.org). 

http://www.dictybase.org/
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D. discoideum émerge depuis une quinzaine d’années comme un véritable modèle d’étude des 

relations hôte-pathogène. De nombreux pathogènes ont été étudiés chez D. discoideum depuis 

: Legionella pneumophila (Hagele et al.  2000, Solomon et al. 2000),  Aeromonas (Froquet et 

al. 2007), M. avium et M. marinum (Skriwan et al. 2002, Solomon et al. 2003), P. aeruginosa 

(Cosson et al. 2002), Vibrio cholerae (Pukatzki et al. 2006) et K. pneumoniae (Benghezal et 

al.  2006). 

Il est à noter que la virulence de Pseudomonas dépend largement des toxines sécrétées qui 

tuent les amibes, pendant que la virulence de Klebsiella repose sur sa capacité à résister à la 

digestion intra-macrophagique. 

 Comparé à d’autres modèles de virulence, D. discoideum est certainement le plus 

simple d’utilisation grâce à son temps de génération extrêmement court (12 h environ), sa très 

petite taille, et sa culture simple et peu onéreuse. D. discoideum présente une bonne 

reproductibilité des résultats. Ceci est dû au fait que l’organisme est unicellulaire et 

assimilable à un macrophage et que les tests sont effectués sur une population cellulaire 

clonale. Chez la souris, la variabilité des résultats est une conséquence de la singularité de 

chaque individu d’une part, mais aussi de la complexité de cet organisme avec activation d’un 

système immunitaire beaucoup plus évolué. Autre avantage, D. discoideum est un des seuls 

modèles de virulence à offrir la capacité de tester la virulence bactérienne à grande échelle et 

dans un temps réduit (Alibaud et al., 2008), ce qui permet d’étudier rapidement un grand 

nombre de souches. 

Par contre, ses limites sont l’absence du système NFkB et des caspases, et la croissance à 

27°C, ce qui empêche d’étudier des phénomènes physiologiques se produisant uniquement à 

37°C. 
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 Nous avons vu dans la partie bibliographique que les progrès des techniques de 

biologie moléculaire ont permis de préciser la structure génétique de l’espèce E. coli et de 

définir assez clairement l’organisation des clones en groupes et sous-groupes phylogénétiques 

au sein de cette espèce. 

Cependant, si une souche donnée peut être précisément assignée à un phylum déterminé, ce 

qui dans certaines circonstances est d’une grande contribution en termes épidémiologiques 

comme pour l’émergence du clone de E. coli ST131 responsable d’une véritable pandémie; en 

revanche, le positionnement des groupes et sous-groupes phylogénétiques dans les différentes 

niches écologiques de l’espèce et dans le répertoire des situations physiopathologiques des 

infections à E. coli est loin d’être encore défini. 

Dans ce but, les stratégies antérieures consistaient essentiellement à typer un clone bactérien 

au hasard sur un milieu d’isolement et à l’assigner à un phylum puis de comparer la fréquence 

de ce phylum dans différentes situations épidémiologiques (pathogénicité, commensalisme, 

saprophytisme, espèce d’hôte etc). Ces stratégies basées sur l’hypothèse d’un « clone 

dominant » n’apportent pas d’information sur l’existence de clones minoritaires chez les 

souches commensales et les souches virulentes et ne permettent pas de proposer des profils 

d’abondance de populations bactériennes. Or, ces clones minoritaires existent tant en situation 

de commensalisme (Sears et al., 1950, Bettelheim et al., 1972, Lautenbach et al., 2008, 

Moreno et al., 2009, Schierack 2009, Smati et al., 2013) que de pathogénicité (Levert et al., 

2010). Les connaître, en déterminer leurs proportions dans des panels statistiquement 

significatifs de selles d’individus strictement sélectionnés pour être en situation de 

commensalisme et de selles de différentes espèces animales choisies pour la variabilité de leur 

taille, de leur régimes alimentaire et de leur mode de vie est l’objet de la première partie de ce 

travail expérimental. 
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 Etudier l’adaptation c’est rechercher la capacité des clones de E. coli à survivre et à se 

développer dans des milieux aussi différents que l’intestin, l’arbre urinaire, la bile, le sang, le 

liquide céphalo-rachidien de l’homme et de divers espèces animales. 

Pour cela, ces clones doivent présenter des propriétés de mobilité, d’échappement au système 

immunitaire (complément, phagocytose) mais également des propriétés métaboliques dans 

des situations de stress ou de concurrence extrême. 

Parmi les différents métabolites nécessaires au développement bactérien, le fer est un facteur 

de croissance crucial. Pour s’en procurer les clones de E. coli vont devoir concurrencer les 

tissus ou ils se développent et leurs équipements en système de captation du fer. Cela explique 

la dotation des clones de E. coli en divers sidérophores. 

L’un d’entre eux, la yersiniabactine, est largement répandu dans les différents phylums de 

l’espèce et ses effets semblent être cruciaux dans la physiopathologie des infections naturelles 

(Clermont et al., 2001) et dans différents modèles de pathologie expérimentale (Schubert et 

al., 2002). 

La seconde partie du travail expérimental a consisté à étudier l’influence de l’environnement 

génétique de différents phylums de l’espèce en comparant les effets de plusieurs composantes 

de la yersiniabactine : le sidérophore, son transport, sa régulation à l’aide d’un panel de 

souches appartenant à plusieurs sous-groupes du groupe phylogénétique B2, dans 2 modèles 

de pathologie expérimentale, d’une part la septicémie chez la souris et d’autre part les 

rapports de E. coli avec l’amibe sociale D. discoideum. 
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I. Introduction de l’article n°1 

 Quel que soit son origine, E. coli, comme les autres entérobactéries, s’est adapté au 

cours de l’évolution au tube digestif des animaux à sang chaud qui constitue son principal 

habitat. 

Chez l’homme, E. coli est l’entérobactérie la plus fréquemment mise en évidence dans 

l’intestin. Et c’est essentiellement à partir de ce réservoir qu’il va pouvoir coloniser puis 

infecter divers sites de l’organisme. Etudier le commensalisme de E. coli chez l’homme, 

constitue donc le primum movens de toute étude sur l’adaptation des clones de E. coli aux très 

nombreuses niches écologiques qui caractérisent son caractère ubiquitaire.  

Le portage humain de E. coli est étudié depuis longtemps mais les premiers travaux étaient 

limités à la seule caractérisation et au seul dénombrement de l’espèce (Mitsukoa et al., 1972) 

du fait du caractère très limité des différenciations  intra spécifiques. 

Depuis, les techniques moléculaires ont permis de différencier avec précision des phylums à 

l’intérieur de l’espèce (Escobar-Paramo et al., 2004) et l’étude du commensalisme a pris en 

compte la détermination des groupes phylogénétiques principaux (Tenaillon et al., 2010). 

Cependant, cette démarche restait essentiellement qualitative, basée sur le typage d’un seul 

clone par individu. 

La validation des résultats était basée sur l’hypothèse du clone dominant qui, colonisant 

l’individu dès l’enfance, était statistiquement retrouvé dans ces expérimentations 

(Nowrouzian et al., 2005). 

Plus tard, certains auteurs se sont attachés à étudier plusieurs clones par individu (Schlager et 

al., 2002, Moreno et al., 2009, Lautenbach et al., 2008). Mais, la faisabilité limitée de cette 

procédure rendait quasi impossible toute approche quantitative de la diversité intra spécifique. 
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Elle interdisait, en particulier, la détection précise des groupes phylogénétiques en proportions 

minoritaires. 

D’autre part, la notion de commensalisme véritable demande une rigueur extrême dans la 

sélection des sujets à inclure dans une étude. 

En effet, la flore intestinale est particulièrement sensible à des pressions de sélections 

susceptibles de la déstabiliser : antibiothérapie, hospitalisation, intervention chirurgicale, 

maladie intestinale dégénérative. 

Elle subit également au niveau des populations humaines des variations dans le temps 

(Gordon et al., 2005) et dans l’espace (Tenaillon et al., 2010). Ainsi, la fréquence des souches 

intestinales du groupe B2 était en France de 5% dans les années 1980 alors qu’elle est 

maintenant de 30% à 40% comme dans d’autres pays industrialisés (Tableaux II et III ). 

L’objectif de ce premier travail était donc de déterminer les proportions respectives des 4 

groupes phylogénétiques principaux de E. coli dans les selles de sujets sélectionnés pour le 

caractère véritable de leur commensalisme bactérien intestinal. Pour s’affranchir des 

techniques phénotypiques limitantes, nous avons mis au point une technique de quantification 

basée sur une stratégie de PCR en temps réel. 

Afin d’avoir une estimation des concentrations intestinales de E . coli en situation réelle de 

commensalisme, nous nous sommes imposés des critères rigoureux d’inclusion et d’exclusion 

des sujets étudiés. 
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III. Commentaires de l’article n°1 

 
Notre objectif était d’étudier la répartition des groupes phylogénétiques de E. coli dans la 

flore commensale intestinale de l’homme. 

 La population étudiée provient d’une étude épidémiologique prospective, le projet 

« Coliville ». Il s’agit de patients consultants en médecine générale. Cette étude inclut 280 

sujets sains qui ont été appariés à 366 patients bactériémiques inclus dans l'étude Colibafi 

(Projet de recherche clinique INSERM RBM 03-58 "Physiopathologie des bactériémies à 

Escherichia coli")  en termes d’âge, de sexe, et de lieu de résidence : l’Ile de France. La durée 

de la participation du sujet est de un jour. La durée totale de la recherche a été de 3 ans. Dix-

neuf centres ont participés à cette étude. Notre étude a porté sur les 100 premiers 

prélèvements de l’étude Coliville. Ainsi, notre étude comprend 100 patients vus en 

consultation de médecine générale par des praticiens rattachés au Département de Médecine 

Générale de l’UFR de Médecine de l’Université Paris Diderot-Paris 7 (Pr. Michel Nougairède 

et Pr. Alain Eddi). Le recrutement s’est fait  lors des consultations sur la base du volontariat.  

Critères d’inclusion des patients : 

- Patient âgé de plus de 18 ans. 

- Habitant l’Ile de France. 

Critères de non inclusion des patients : 

- Les personnes vulnérables telles que définies dans les dispositions relatives à la 

             Recherche Biomédicale et exposées dans le Code de la Santé Publique.  

- Prise d’antibiotiques dans le mois précédent ou prescription lors de la consultation. 

- Hospitalisation dans les 3 derniers mois. 
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- Personnes vivant en institutions, longs séjours. 

- Immunodépression connue (VIH, immunosuppresseurs, chimiothérapie, corticoïdes 

            au long cours quel que soit la dose > 2 semaines). 

- Pathologies gastro-intestinales chroniques (recto-colite ulcéro-hémorragique et 

            maladie de Crohn). 

Le caractère réellement commensal de cette collection était un préalable à la qualité des 

résultats. Nous nous sommes efforcés d’être extrêmement rigoureux dans le recrutement des 

sujets afin d’écarter tout biais de sélection modifiant la flore intestinal, mais également en 

imposant une unité de temps : un recrutement récent de 2009 à 2012 et de lieu, la région 

parisienne. D’autre part, ces critères nous ont permis d’écarter des situations 

physiopathologiques pouvant bouleverser la flore commensale comme une hospitalisation ou 

une antibiothérapie antérieures, une intervention sur le tube digestif, une maladie 

inflammatoire chronique de l’intestin, une immunodépression ou une vie en communauté 

fermée.  

Par ailleurs, les sujets ayant été recrutés dans 19 cabinets de médecine générale dispersés dans 

la région parisienne, des phénomènes de proximité épidémiologique liés à la propagation de 

souches ont été évités. Cette approche nous assure un échantillonnage représentatif des 

souches commensales. Les sujets étant variables en âge (24 à 86 ans) et de sex-ratio équilibré, 

présentent sans doute également une variabilité appréciable en terme de mode de vie et de 

régime alimentaire. Des études ultérieures prenant en compte ces paramètres pourraient être 

entreprises afin de tester leur influence sur le commensalisme.  

Les faibles taux de résistance aux antibiotiques (tableau V) obtenus sur les 280 souches de 

l’étude Coliville isolés de 244 sujets dont sont extraits les 100 sujets étudiés, constitue un 
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argument rétrospectif de cette qualité (E. Denamur, communication personnelle). Ils sont 

également un élément rassurant sur le niveau de résistance acquise de la flore communautaire 

à E. coli  de la région parisienne qui contraste avec la résistance détectée au cours des 

infections extra intestinales comme lors de l’étude Colibafi (tableau V) ou par rapport à 

l’extension  des souches de E. coli porteuses de BLSE de type CTX-M. 

Antibiotiques Coliville (%) COLIBAFI (%) OR p 

AMX 29.3 65.4 4.48 < 0.001 

AMC 15.7 56.4 7.71 < 0.001 

FOX 1.1 5.7 7.5 0.007 

CTX 1.1 5.4 7 0.01 

AN 0 2.5 - - 

OFX 3.6 21.4 7.25 < 0.0001 

SXT 15.4 40 3.46 < 0.0001 

 

Tableau V : Comparaison de la résistance aux antibiotiques des souches de E. coli des 

collections Coliville (280 sujets) et COLIBAFI (366 sujets) (E. Denamur, communication 

personnelle). AMX : amoxicilline, AMC : amoxicilline-acide clavulanique, FOX : céfoxitine, 

CTX : céfotaxime, AN : anikacine, OFX : ofloxacine, SXT : cotrimoxazole. 
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 Très peu d’études ont porté sur la quantification de E. coli dans les selles. La plupart 

sont anciennes et phénotypiques, elles retrouvent une concentration par gramme de fèces chez 

les humains de 10
7
 à 10

9
 UFC (Mitsukoa et al., 1972 ; Slanetz et al., 1957). Après l'âge de 

deux ans, cette densité se stabilise à environ 10
8
 UFC par gramme jusqu'à ce qu'elle décroisse 

chez les plus âgés (Mitsukoa et al., 1972). L’étude de Penders (2006) retrouve par une 

approche moléculaire de PCR en temps réel, une densité de E coli de 10
9
 par gramme de 

selles chez les nouveau-nés.  

Ce travail constitue la première quantification de E. coli dans une population adulte saine par 

méthode moléculaire. Dans notre étude, le portage de E. coli chez l’humain est de 98 %. La 

prévalence selon Mitsukoa est de 90 %. 

Il semble que la densité de E .coli baisse à l’âge adulte de 10
9
 par gramme de selles chez les 

nouveau-nés à 10
7 

chez l’adulte. Nous ne retrouvons pas de baisse de densité chez la 

population de plus de 60 ans. 

Nos résultats montrent que le portage commensal de E. coli est quantitativement constant 

dans une population de sujets sains et valident la population étudiée (critères d’inclusion et 

d’exclusion) en vue de travaux ultérieurs pour l’étude du commensalisme. Nous disposons 

d’un véritable panel de souches commensales. Par contraste, les tests effectués sur les selles 

des patients hospitalisés à l’hôpital d’Avicenne (Bobigny, France) montraient une grande 

hétérogénéité de portage (données non publiées). 

Par ailleurs, notre  étude qui comportait un nombre comparable d’hommes et de femmes et 

des sujets d’âges variables n’a pas conduit à mettre en évidence de différence significative 

dans la répartition des groupes en fonction du sexe ou de l’âge des sujets. Ce résultat est 

contradictoire avec ceux d’autres études qui montrent une différence en fonction du sexe 
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(Gordon et al., 2005). Mais ces études  sont basées sur le typage d’un clone par individu, donc 

sur l’hypothèse du clone dominant. 

En fait, nos résultats ne sont pas contradictoires avec cette hypothèse, puisque nous avons 

obtenus 78% de corrélation entre notre méthode de typage et celle d’un clone pris au hasard 

sur le milieu d’isolement des selles des individus. Cette corrélation est d’ailleurs illustrée sur 

l’analyse factorielle des correspondances (AFC) (figure 1 de l’article) qui montre la proximité 

entre les variables groupes phylogénétiques d’une souche prise au hasard  par individu et les 

variables groupe phylogénétique dominant. 

Cette redondance dans l’information étant critiquable sur le plan statistique ; nous avons refait 

l’AFC en supprimant la variable groupe phylogénétique de la souche prise au hasard par 

individu ainsi que les variables conservant la résistance aux antibiotiques et en ajoutant le 

nombre de groupes phylogénétiques détectes par individu répartis en 3 variables qualitatives : 

1 groupe unique, 2 à 3 groupes et 4 groupes (Figure 12). 

Le plan F1/F2 qui rend compte de 27,97% de la variance, retrouve une opposition entre 2 

structures caractérisées respectivement par la prédominance ou l’exclusivité des souches du 

groupe B2 (valeurs négatives du premier facteur) et la prédominance des souches du groupe A 

(valeurs positives du premier facteur). 

Cette opposition permet de retrouver la plus grande fréquence des souches de ces 2 groupes 

chez l’homme, les groupes B1 et D y étant minoritaires. 

D’autre part, l’analyse montre la liaison entre groupe A et nombre important de groupes 

phylogénétiques et groupe B2 et nombre faible ou absence de groupe phylogénétiques 

minoritaires. 
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Figure 12 : Analyse factorielle des correspondances des souches de  E. coli isolées chez 

les 98 sujets de l’étude. Projections sur le plan F1, F2 des groupes phylogénétiques 

dominants ( DA, DB1, DB2 et DD), des groupes phylogénétiques intermédiaires (IA, IB1, 

IB2 et ID) et des groupes phylogénétiques mineurs (MA, MB1, MB2 et MD). Le nombre de 

groupes phylogénétiques détectés par individu (4 phylogroupes, inférieur ou égal à 3 

phylogroupes, et un phylogroupe unique) ainsi que la quantité d’UFC de E. coli par individu ( 

UFC> 8, 8>UFC>7 et  7> UFC>6) sont également projetés sur le plan. Les pourcentages de 

variance de chacun des axes sont indiqués. 

 

 Ainsi le profil d’abondance de populations B2 exclusif ou dominant est retrouvé chez 

37% des individus ce qui est conforme à sa prévalence actuelle dans les pays industrialisés 

mais nettement différent de ce qu’il était en France  et dans les régions en développement 

(Tableau I et II). 

Cette augmentation de la prévalence des E. coli B2 en situation commensale n’a pas 

d’explication. La rareté des groupes minoritaires ou le caractère exclusif des B2 qui traduit 

leur caractère de « super colonisateur » ce que confirme leur plus grand équipement en facteur 

de colonisation et / ou de virulence pourrait expliquer cette augmentation (Nowrouzian et al., 

2005). Elle pourrait être une cause du succès épidémiologique des E. coli porteurs de BLSE 

CTX-M qui sont souvent des clones du groupe B2. 

Les individus portant de façon exclusive des E. coli du groupe B2 seraient-ils plus exposés 

que les autres infections extra-intestinales et notamment aux pyélonéphrites ? Cette hypothèse 

mériterait d’être explorée dans un travail futur. 

Par ailleurs, si les E. coli B2 sont fréquemment chez l’homme et chez les animaux sauvages, 

ils sont rares chez les animaux domestiques (Escobar-Paramo et al., 2006). La comparaison 
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de leur nature en termes de sous-groupes, de types O somatiques et de facteurs de 

colonisation/virulence en fonction de leur origines animale ou humaine sera étudiée dans le 

second article. 

Contrastant avec le profil d’abondance des populations B2, le profil A est caractérisé par la 

présence de groupes minoritaires ce qui en ferait, malgré une fréquence en terme de groupe 

dominant comparable à celle du groupe B2, un moins bon colonisateur de ce groupe. Il est 

d’ailleurs significativement moins bien équipé en facteurs de colonisation/virulence et sa 

fréquence à diminuée en France par rapport aux années 1980 et par rapport aux régions en 

développement  

(Tenaillon et al., 2010) au profit du B2. 

Mais notre étude a montré qu’il était également plus fréquemment résistant aux antibiotiques 

que le groupe B2. Ce dernier trait illustre la balance résistance-virulence, mise en évidence 

chez les souches de E . coli  responsables d’ infections extra-intestinales (Vila et al., 2002). 

Nous n’avons pas clairement caractérisé par l’AFC les structures de populations B1 

majoritaire et D majoritaire du fait de la rareté de ces groupes phylogénétiques chez l’homme. 

Ces profils pourraient être étudiés avec un échantillonnage de selles humaines plus important 

ou en analysant des selles d’origine animale où les B1 sont fréquents ce qui fera l’objet du 

second travail expérimental. Cette moindre caractérisation des profils B1 et D peut également 

tenir au mode de représentation statistique que nous avons utilisé avec l’AFC. Cette technique 

utilise des variables qualitatives discontinues avec un code binaire : 1 présent, 0 absent. 

Or les pourcentages des différents groupes que nous avons déterminés sont des variables 

continues, quantitatives. Nous avons donc effectué une analyse en composante principale 

(ACP) (Figure 13) qui permet d’étudier de telles variables. Sur le plan F1, F3 de l’ACP qui 

représente 70.09 % de la variance, les 4 variables sont projetées selon 4 vecteurs bien distincts 
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ce qui illustre le fait que les groupes B1 et D sont également retrouvés majoritaires chez 

l’homme (dans 13 et 11% des cas respectivement)  (Figure 12). 

 

Figure 13 : Analyse en composantes principales des pourcentages des 4 groupes 

phylogénétiques des souches de E. coli d’origine humaine. Projections des 4 vecteurs 

correspondant aux groupes phylogénétiques A, B1, B2 et D sur le plan F1, F3 de l’analyse. 

Les pourcentages de variance de chacun des axes sont indiqués. 
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Si l’on considère la projection des individus sur ce plan F1/F3 (Figure 14), on voit qu’ils se 

répartissent selon les 4 profils d’abondance des populations commensales qui se projettent sur 

les valeurs fortes positives et négatives de l’axe F1 et de l’axe F3. 

Les valeurs très positives de F1 distinguent les individus présentant le profil B2 exclusif ou 

majoritaire qui s’opposent aux individus à profil A majoritaire (valeurs négatives de F1). Tout 

au long du facteur 1, les individus se répartissent selon un gradient de profils variables. Cette 

diversité importante sur une série limitée de 98 sujets illustre le polymorphisme du portage 

commensal à E. coli. Ainsi, à côté du clone dominant, les hommes hébergent des populations 

de E. coli minoritaires qui peuvent expliquer l’adaptation de l’espèce à des bouleversements 

physiologiques ou physiopathologiques ainsi que l’émergence de clones résistants. Cela 

montre également la valeur de la technique quantitative de typage que nous avons développé 

qui permet de détecter des groupes en proportions minoritaires et qui est applicables à des 

séries  importantes d’individus. 

Cependant, si E. coli est bien adapté à l’homme vivant en région parisienne, omnivore, 

médicalisé et ayant une alimentation industrielle, comment cet équilibre entre les groupes 

phylogénétiques se présente et se maintient quand on change d’espèce d’hôte, de régime et de 

mode de vie. C’est l’objet du second travail expérimental. 
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Figure 14 : Analyse en composantes principales des pourcentages des 4 groupes 

phylogénétiques des souches de E. coli d’origine humaine. Projections des 98 individus sur 

le plan F1, F3 de l’analyse. Cercle bleu : profil B2 majoritaire, cercle vert : profil A 

majoritaire.  
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I. Introduction de l’article n°2 

 Nous avons vu que E. coli était effectivement adapté à l’espèce humaine; cette 

adaptation s’exprimant par la quasi constance de sa présence  (98% dans notre série) et par les 

taux élevés pour une bactérie aéro-anérobie de ce portage (Smati et al., 2013). 

D’autre part, nous avons mis en évidence une dualité entre un profil d’abondance des 

populations commensales caractérisé par la prédominance  du groupe phylogénétique B2 qui 

apparaît comme un super-colonisateur et un profil caractérisé par la prédominance du groupe 

phylogénétique A qui laisse des proportions appréciables des autres groupes phylogénétiques 

présents et apparaît plus conforme à une  notion d’équilibre intra-spécifique. 

Par ailleurs, la plus grande sensibilité de la technique de qPCR par rapport aux techniques de 

détection phénotypique nous a permis de mettre en évidence des groupes ultra minoritaires 

chez plus de 40% des individus qui peuvent être  potentiellement porteurs de tel ou tel trait  

(virulence, résistance aux antibiotiques) et émerger à l’occasion d’une pression de sélection. 

Cependant, E. coli est également un commensal des animaux à sang chaud où sa présence à 

déjà été mise en évidence lors de plusieurs études (Gordon et Cawling 2003, Escobar-Paramo 

et al.,  2006). 

Aborder la caractérisation des proportions des différents groupes phylogénétiques des souches 

commensales d’espèces animales nous est apparu répondre à la problématique de l’adaptation. 

En effet, il s’agit de tester l’influence de paramètres établis : longueur du tube digestif, régime  

alimentaire, mode de vie, espèce (qui conditionne le terrain immunogénétique) sur l’équilibre 

quantitatif des populations de E. coli. 
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Par ailleurs, l’étude effectuée chez l’homme ne nous a permis de mettre en évidence que 2 

structures caractérisées par la prédominance des groupes B2 ou A ce qui est conforme à la 

plus grande fréquence de ces groupes chez l’homme. 

Si les souches du groupe B2 sont également fréquentes chez les animaux sauvages, elles sont 

rares chez les animaux domestiques, pourtant épidémiologiquement plus proches de l’homme. 

Cet apparent paradoxe justifie la comparaison des structures de populations de type B2 

d’origine humaine et d’animaux sauvages. Les souches B2 de ces derniers sont-elles, comme 

chez l’homme, des « super-colonisatrices » (Diard et al., 2010, Nowrouzian et al., 2005) et 

pour ce faire sont-elles suréquipées en facteurs d’établissement et potentiellement de 

virulence ? 

L’analyse des E. coli commensaux peut également nous permettre de tester l’existence de 

structures B1 ou D dominant et de connaître leur répartition  dans les espèces. 

Un autre objectif est de tester l’hypothèse du clone dominant établi chez l’homme et décrit 

comme s’installant dès les premiers jours de la vie (Nowrouzian et al., 2005). En revanche, 

cette hypothèse est à vérifier dans les différentes espèces animales. 

Enfin, si des profils d’abondance spécifiques d’origine animale pouvaient être mis en 

évidence, ils pourraient servir de marqueurs pour tracer l’origine animale ou humaine d’une 

contamination fécale de l’environnement et notamment de l’eau (Raith et al., 2013, Carlos et 

al., 2010). 

Nous avons donc étudié les proportions des 4 groupes phylogénétiques principaux de E. coli 

dans les selles de différentes espèces d’animaux domestiques  et sauvages vivant dans la 

région parisienne en utilisant la technique de PCR en temps réel mise au point pour les selles 

d’origine humaine. 
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ABSTRACT: 

 

The primary habitat of the Escherichia coli species is the gut of numerous species of 

warm blooded vertebrates. The species, mainly clonal, is structured into four main 

phylogenetic groups A, B1, B2 and D. We estimated the relative proportions of these 

phylogroups in the feces of 137 animals with various diets and habitats in the region of 

Ile-de-France by a real-time PCR method, previously developed for human. As 

described for enterotypes at the gut microbiota inter-phyla level, diet and habitat have a 

deep impact on E. coli enterocolitypes (i.e distinct combinations of relative proportions 

of phylogenetic groups). Three main animal enterocolitypes were distinguished, 

characterized by the B1, B2 and A dominant phylogroup, respectively and by distinct 

diet or host habitat. Moreover, the phylogroup B2 was never exclusive in the animal 

panel, unlike humans. This leads us to analyze further 46 human and animal B2 strains 

according to their exclusive or not character in feces. The B2 strains were different 

between human and animal strains according to their O-types and B2 subgroup 

belonging, however two genes sfa/foc and clbQ, showed a strong association with the 

exclusive character of the strain only in humans. These results argue for a major 

capacity of colonization which is specific to human B2 strains. This conducts to 

distinguish a fourth and particular human enterocolitype.  
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INTRODUCTION 

 

Gut microbiota in vertebrates often outnumbers host cells, and is required for development 

and homeostasis in adult life. It has critical roles such as fermentation of non-digestible 

dietary components in the large intestine, and maintaining balance with the host’s metabolism 

and immune system (Flint, 2012). The bacterial communities codiversified with their hosts 

and their composition depends of numerous parameters including host phylogeny, gut 

physiology and host diet (Ley, 2008). The gut microbiota of humans living a modern life-style 

is typical of omnivorous primates. Recently, three robust clusters called enterotypes, 

corresponding to characteristic community structures, were identified in the human gut 

microbiome (Arumugam et al., 2011). These enterotypes are mostly driven by species 

composition at the genus level and represent clusters of relative abundance profiles. These 

three enterotypes were also found in chimpanzees, supporting the hypothesis that enterotypic 

variation was present in great apes before the human-chimpanzee divergence (Moeller et al., 

2012). Whereas strict anaerobes constitute the large majority of this microbiota, Escherichia 

coli is the predominant aerobic organism in the gastrointestinal tract. It is an inhabitant of the 

intestines and faeces of warm-blooded animals and reptiles (Gordon and Cawling 2003). In 

human, it is found around 10
8
 CFU per gram of faeces. This implies that in microbiota and 

microbiome analyses using 16S rRNA and whole-genome shotgun sequence data, 

respectively, the Escherichia genus is at the threshold of detection (Claesson et al., 2012; 

Arumugam et al., 2011). 

The highest prevalence of E. coli is found in humans (more than 90%) (Smati et al., 2013, 

Lescat et al., 2013) followed by domestic (64%) and wild (45%) animals (Lescat et al., 2013). 

Also, E. coli is more frequent in mammals (56%) than in birds (23%) and reptiles (10%) 

(Tenaillon et a.l 2010, Gordon and Cawling 2003). Further analyses of the intra-specific 

genetic structure of the E. coli species have shown that it can be considered as a clonal species 

(Desjardins et al., 1995) with the delineation of at least four main phylogenetic groups 

designated A, B1, B2 and D (Ochman and Selander 1984, Herzer et al.,  1990). Interestingly, 

these groups differ in their commensal ecological niches. Commensal human strains in 

Western countries belong mainly to the B2 phylogenetic group (43%), followed by A (24%), 

D (21%) and B1 (12%) phylogroups. Domesticated animals have a decreased proportion of 

B2 strains than their wild counterparts and an increased proportion of A strains (Escobar-

Paramo et al., 2006, Baldy-Chudzik et al., 2008). It seems that the factors that shape the 
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global microbiota as gut anatomy and physiology and diet are also involved in the prevalence 

of E. coli and its various phylogenetic groups (Gordon Cawling 2003, Tenaillon et al., 2010). 

However, most of the works on E. coli commensal strain epidemiology are based on the study 

of one (considered as the dominant) or few clones. Recently, using a real-time PCR method 

quantifying both the total numbers of E. coli and of the 4 main phylogenetic groups, we 

showed a high within-individual diversity of the various phylogenetic groups in human 

healthy subjects. Two distinct population structures of relative abundance of phylogroups 

were evidenced: the dominant phylogenetic group B2, which excluded the coexistence in 

faeces of other phylogroups and the dominant phylogroup A, which allows more diversity 

(Smati et al., 2013). The B2 phylogroup is of particular interest as strains from this 

phylogroup are increasingly found in human as commensal in Western countries (Escobar-

Paramo et al., 2004, Duriez et al., 2001, Tenaillon et al., 2010) and are involved in extra-

intestinal infections (Picard et al., 1999). This virulence is linked to numerous factors such as 

adhesins, iron capture systems, toxins and protectins (Johnson and Stell 2000). As these 

factors have also been reported in commensal strains (Nowrouzian et al., 2005), it has been 

proposed that extra-intestinal virulence could be a by-product of commensalism (Diard et al., 

2010, Adiba et al., 2010). Furthermore, E. coli strains of phylogenetic group B2 harbour a 

genomic island called "pks" that codes for the production of a polyketide-peptide genotoxin, 

colibactin. Colon colonization with E. coli strains harbouring the pks island could contribute 

to the development of sporadic colorectal cancer (Cuevas-Ramos et al., 2010). 

As very little is known about quantitative data of the commensal E. coli microbiota in 

animals, we have determined by real-time PCR approach the total amount of E. coli as well as 

the proportions of the major E. coli phylogenetic groups in the faeces of various healthy 

animal species chosen for their distinct habitat, diet and proximity to humans. Furthermore, 

B2 phylogenetic strains of a subset of animals were more thoroughly characterised and 

compared to their human counterparts. 
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MATERIALS AND METHODS 

 

E. coli isolation and identification.  

We performed sampling campaigns in October 2011-February 2012 in the Fontainebleau 

Forest, Ile de France, France, and in different farms of the same region. Depending on the 

host species being sampled, samples were collected from freshly deposited faeces (domestic 

animals and wild rabbits) or directly from faecal material in the rectum of the hunted hosts 

just after death (deer and boars during species regulation organized by the “Office National 

des Forêts” in Fontainebleau forest). Except for wild rabbits, physical examination concluded 

to a healthy status of the animals. Ninety domestic animals (15 pigs, 15 horses, 15 sheep, 15 

cows, 15 rabbits and 15 chickens) and 47 wild animals (15 wild rabbits, 15 boars and 17 deer) 

were sampled by this way. The chicken was considered as omnivorous. Faecal collection was 

carried out using a swab/transport tube system containing Aimes transport medium. The 

swabs were discharged in glycerol stock solution (Cryobank; Biovalley, Marne La Vallée, 

France) and stored at – 80° C until they were used for DNA extraction. The stool-containing 

suspensions were plated on chromogenic plates (Uriselect®; BioRad). Pink colonies (one per 

subject) were randomly picked, tested for their indole production, identified as E. coli if 

positive (according to the manufacturer’s recommendations) and stored in glycerol stock 

solution. Fifteen humans from the Coliville study (Smati et al., 2013) were randomly selected 

using a table of random numbers (Kendall and Babington Smith, 1939) and studied in 

parallel. In addition, in cases of A dominant phylogroup by qPCR, stools were plated onto 

Drigalski agar plates and lactose negative colonies were sampled. E. fergusonii strains were 

identified by API20E gallery (bioMérieux, Marcy l'Etoile, France). 

 

Quantitative-PCR assay.  

DNA extraction from feces.  

The QIAamp DNA Stool Minikit (Qiagen, Courtabœuf, France) was used to extract DNA 

from 200 mg of frozen stool sample according to the manufacturer’s recommendations with 

modifications (Smati et al., 2013). The DNA was eluted in a final volume of 200 µl and 

stored at – 80°C.   

Quantitative PCR assay.  

We used a real-time PCR assay, as previously described, targeting the genes involved in the 

classical phylogrouping triplex PCR method (Clermont et al., 2000), to directly quantify the 

four main E. coli phylogroups (A, B1, B2 and D) from faeces. In this assay, the phylogroups 
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B1 (chuA negative, yjaA negative and TspE4.C2 positive), B2 (chuA positive, yjaA positive 

and TspE4.C2 variable) and D (chuA positive, yjaA negative and TspE4.C2 variable) were 

quantified by real-time PCR using probes specifically targeting B1 TspE4.C2, B2 chuA and D 

chuA sequences, respectively (Smati et al., 2013). The proportion of each phylogroup was 

calculated as a percentage of the total E. coli count obtained by quantitative PCR for 16S 

rDNA (Penders et al., 2006). The proportion of phylogroup A, which encompasses A0 

subgroup (chuA, yjaA and TspE4.C2 negative) and A1 subgroup (chuA negative, yjaA positive 

and TspE4.C2 negative) was calculated by subtracting the proportions of phylogroups B1, B2 

and D from the total E. coli count. The proportion of A1 subgroup was confirmed using an 

yjaA specific probe (pyjaAA1/B2), which quantifies the A1 subgroup and the B2 phylogroup 

using the following formula: A1 = yjaApositive – B2. The threshold of phylogroup A 

detection by subtraction is 15% of the total E. coli count. The threshold of detection of B1, B2 

and D phylogroups, due to specific probes, is 0.1% of the E. coli population (Smati et al., 

2013). 

 

Genotypic characterisation of E. coli colonies and colicin production.  

The phylogenetic group belonging of the randomly picked E. coli strains were determined by 

the quadruplex PCR method (Clermont et al., 2013) which allows detection of seven 

phylogroups (A, B1, B2, C, D, E, F) belonging to E. coli sensu stricto, of Escherichia albertii 

and of Escherichia clades. Furthermore, assignation of Escherichia clades was done by PCR 

as in (Clermont et al., 2011).  

The E. coli B2 strains were further sub-typed at the sequence type complex (STc) level by 

allele-specific PCRs as previously described (Clermont et al., 2014), and O-typed by PCRs as 

in (Clermont et al., 2007). The presence of 20 virulence factors representatives of the main 

classes of identified E. coli extraintestinal virulence determinants including adhesins (papC, 

papG, including papG alleles, sfa/foc, iha, hra and ibeA), iron capture systems (fyuA, irp2, 

iroN, iucC and ireA), protectins (kpsE, neuC, chromosomal ompT and traT) and toxins (hlyC, 

cnf1, usp, sat and clbQ) (Lefort et al., 2011, Clermont et al., 2011b, Johnson et al., 2008). For 

each isolate, a virulence score, defined as the number of virulence factors present over the 20 

tested, was calculated (adapted from Lefort et al., 2011). 

The production of colicins and phages by B2 strains was detected by plaque lysis assays, with 

E. coli K-12 (phylogroup A) used as the sensitive strain (Riley and Gordon, 1992, Gordon and 

O’Brien, 2006). Briefly, 10 μl of an overnight (O/N) culture in LB medium of each strain was 

spotted onto LB agar medium containing mitomycin (25 μM) onto which an O/N culture of 
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the E. coli K-12 strain diluted to 0.5 McFarland unit had already been plated. After O/N 

culture at 37°C, the result of the assay was considered to be positive for strains surrounded by 

a halo, corresponding to inhibition of the growth of the sensitive strain (adapted from 

Bleibtreu et al., 2013). 

 

Statistical analyses. 

Factorial analysis of correspondence (FAC) was used to describe associations among the data; 

two-ways tables being analyzed using SPAD.N software (Cisia, Saint-Mandé, France). Two 

tables were used. The first table had 123 rows corresponding to the 123 animals with E. coli 

identified in their stool samples and 33 columns (corresponding to the 32 variables). The 32 

variables were, for each group A, B1, B2 and D, the dominant phylogenetic groups, the 

intermediate phylogenetic groups, the minor phylogenetic groups and the absence of the 

phylogenetic groups (see the definitions below) as determined by qPCR; the presence of a 

high (more than 10
7
 CFU per gram), intermediate (between 10

6 
and 10

7
 CFU per gram) and 

low (less than10
6
 CFU per gram) quantitative level of E. coli in faeces, the high genetic 

diversity (corresponding to 4 distinct phylogenetic groups per individual) and the low genetic 

diversity (corresponding to 3 or less distinct phylogenetic groups per individual), the animal 

species (horse, cow, sheep, pig, wild rabbit, domestic rabbit, deer, boar, chicken); the animal 

habitat (wild and domestic), and the diet (herbivorous, omnivorous). 

The second table had 46 rows corresponding to 46 phylogenetic group B2 strains (31 strains 

of human origin and 15 strains of animal origin) and 31 columns (corresponding to the 31 

variables). The 31 variables were human origin and exclusive group B2, human origin and 

non exclusive group B2, animal origin, the 5 B2 subgroups, the non-groupable B2 subgroup, 

the 20 VF genes (see table 3), the virulence score of 9 or more. 

We used a binary code for each variable: present, 1; absent, 0. The FAC uses a covariance 

matrix based on χ2 distances. The computation determines a plane defined by two principal 

axes of the analysis. The first axis, F1, accounts for most of the variance, and the second axis, 

F2 (orthogonal to F1), accounts for the largest part of the variance not accounted for by F1 

(Greenacre 1992). Significance was assessed using a ᵪ
2
 test with a threshold <0.05. 
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RESULTS 

 

Characteristics of the studied populations.  

A faeces animal collection of Ile de France was constituted during this study. In total, 137 

animal fresh faeces were collected, either from deposited material on the ground or collected 

directly in the rectum. Among these animals, 90 were domestic (15 pigs, 15 horses, 15 sheep, 

15 cows, 15 rabbits and 15 chicken) whereas 47 were wild (15 wild rabbits, 15 boars and 17 

deer). By distinguishing animals on their diet, we have sampled 92 herbivorous animals 

(sheep, horses, cows, rabbits and deer) and 30 omnivorous animals (boars and pigs), 

excluding chicken.  

 

Prevalence and quantification of E. coli in stools of domestic and wild animals compared 

to human.  

First, a global quantification of E. coli in faeces of the 137 studied animals was done using 

qPCR as previously described (Penders et al.,  2006). The prevalence of E. coli, defined as the 

fraction of hosts in which a particular species is present, among host species was of 100% in 

all species except domestic rabbits (66%) (Table 1).  

Differences in E. coli quantification were found among species (Table 1). The E. coli values 

were the lowest in wild rabbits (5.49 +/- 1.45 log CFU of E. coli per gram of faeces), whereas 

the highest value was found in humans (7.89 +/- 0.52 log CFU of E. coli per gram of faeces). 

By analyzing data according to the diet, there is a very strong impact of this factor on the total 

count of E. coli (omnivorous 7.29 versus herbivorous 6.13, p<0.001). This effect is present 

even by excluding humans (omnivorous animals 6.99 versus herbivorous animals 6.30, 

p=0.0002). The effect of domestication, even being significant (p=0.01), is weaker (domestic 

animals 6.76 versus wild animals 6.23). 

 

Validation of the qPCR method for animal faeces. 

We determined, for the 132 animal stools where E. coli was detected, the respective 

proportions of the four main phylogenetic groups A, B1, B2 and D by the recently reported 

qPCR assay (Smati et al., 2013). We have shown in our previous study on healthy human 

faeces that in 78% of cases, the dominant phylogenetic group determined by qPCR is 

identical to the one determined by classical triplex PCR (Clermont et al., 2000) on one 

randomly selected clone, the discrepancies being mainly explained by randomisation. 

However, E. coli diversity in animal faeces is different from human one, with more strains 
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belonging to E phylogroups (Clermont et al., 2011) or Escherichia clades (Clermont 2011 et 

al.,, Walk et al., 2009) for example. Also, E. fergusonii and E. albertii have been reported in 

animals (Herraez et al., 2005, Hariharan et al., 2007, Oh et al., 2011), our qPCR assay 

identifying these strains as belonging to A phylogroup (Smati et al., 2013).  

To validate our assay on animal stools, one randomly selected clone per animal, considered as 

the dominant clone, was studied by the quadriplex PCR method, which discriminates the 

strains in seven main E. coli phylogenetic groups (A, B1, B2, C, D, E and F), and allows to 

distinguish E. albertii (Clermont et al., 2013), completed by the Escherichia clade detection 

PCR (Clermont et al., 2011) (data not shown). Three strains, phenotypically indistinguishable 

from E. coli, were detected in boars and deer and belong to clades III and V (Walk et al., 

2009, Clermont et al., 2011). For the 26 samples where we found predominantly A 

phylogroup strains we studied also lactose-negative colonies, the E. fergusonni strains being 

identified by API20E. Only one strain of E. fergusonnii was found in sheep. These four 

strains belonging to the genus Escherichia (one E. fergusonnii, and three clades) were 

assigned as A with our qPCR method. However, this should not impact the results; as such 

Escherichia only represents a small fraction of the isolated strains (3%) (4/132). The E and F 

phylogroups were only found in wild animals (11 strains, 8.3% of isolates) and were assigned 

as D (Clermont et al., 2000). The C phylogroup strains (8 strains corresponding to 6% of 

isolates, essentially in pigs where 50% of strains belong to this recently described phylogroup 

C) were assigned as A (Clermont et al., 2000).  

Collectively, we found 72% of concordance between the qPCR assay and the triplex PCR 

method on one randomly selected clone, as in human (Smati et al., 2013). The rare 

phylogroups C, E, F and Escherichia clades represent less than 18% of the strains and should 

not impact the global results of the qPCR assay. 

 

E. coli phylogroup prevalence and diversity: definition of the enterocolitypes.  

The advantage of the qPCR assay is that it can detect minor clones unlike plating (Smati et 

al., 2013). We found a prevalence of the 4 phylogenetic groups varying from 6.7% to 100% 

according to the host species (Table 2). Two, three or four phylogenetic groups can be 

detected among animal species. Interestingly, no unique phylogroup was found. This result 

distinguished plainly the animals from the humans where a unique phylogroup was detected 

in 21% of the subjects (Smati et al., 2013). The main factor affecting diversity is 

domestication; 55.4% of domestic animals carry the 4 main phylogroups versus 10.6% of 

wild animals (p<0.001). Significant differences in prevalence of B1 and D phylogroups were 
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detected between domestic and wild animals (Table 2). Domestication is associated with a 

higher prevalence of B1 and D phylogroups (95.3% in domestic animals versus 29.8% in wild 

animals for B1 phylogroup and 74.1% versus 46.8% for D phylogroup, p<0.001). No 

difference of carriage was observed for B2 and A phylogroups. There is no impact of diet on 

diversity in our study. 

When categorizing the proportions of the phylogroups in 4 categories adapted from Schlager 

(Schlager et al., 2002) (dominant phylogenetic group: > 50% of the population of E. coli; 

intermediate phylogenetic group: 10 to 50% of the population of E. coli and minor 

phylogenetic group < 10% of the E. coli population; absent phylogenetic group: 

undetectable), the proportions of these categories varied significantly according to the four 

phylogenetic groups and the hosts. This variation was complex and was described by a FAC 

(Figure 1).  

On the F1-F2 plane, which accounted for 31.43 % of the total variance, the negative value of 

the first factor distinguished the dominant phylogenetic group B2, the dominant phylogenetic 

group D, the absence of B1 phylogenetic group, the intermediate phylogenetic group A, the 

intermediate phylogenetic group B2, the 2 herbivorous wild animal species (deer and wild 

rabbit), the wild habitat, the herbivorous diet, the low quantitative level of E. coli in stools 

(less than 10
6
 CFU) and a low genetic diversity (3 or less phylogenetic groups) determining 

one cluster (type wild and herbivorous). 

 The positive values of the first factor distinguished several other variables which could be 

separated into 2 main groups by the positive or negative values of the second factor. Thus, the 

dominant phylogenetic group B1, the absence of phylogenetic group B2, the intermediate 

phylogenetic group D,  the 4 herbivorous domestic species, horse, cow sheep and  domestic 

rabbit, the domestic habitat, the intermediate quantitative level of E. coli in the stools 

(between 10
6
 and 10

7 
CFU) were distinguished by the negative values of the second factor 

determining a second cluster (type domestic herbivorous). Whereas the dominant 

phylogenetic group A, the intermediate phylogenetic group B1, the minor phylogenetic 

groups B1, B2 and D, the pig and chicken species, the omnivorous diet and the high 

quantitative level of E. coli in the stools (more than 10
7
 CFU) and the high genetic diversity 

(4 phylogenetic groups) were projected on the positive values of the second factor 

determining a third cluster (type omnivorous). The variable boar (omnivorous and wild) was 

projected on an intermediate position between the first and the third cluster of the analysis. 

To resume, this analysis allows us to distinguish between 3 main clusters of relative 

abundance of strains within the E. coli animal commensal populations that we propose to call 
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“enterocolitypes”, by analogy with the enterotypes defined in the gut microbiota (Arumugam 

et al., 2011). The dominant phylogenetic group B2 was associated with the wild animal 

species, the absence of the other groups at intermediate or minor level, the low level of 

genetic diversity and low level of E. coli in faeces (enterocolitype wild and herbivorous). The 

dominant phylogenetic group B1 was associated with the domestic herbivorous animal 

species, higher level of genetic diversity and an intermediate quantitative level of E. coli in 

the stools (enterocolitype domestic herbivorous). The dominant A phylogroup is associated 

with variable proportions of other groups, omnivorous species and a high level of E. coli in 

stools (enterocolitype omnivorous). 

As in a previous study in human feces, the exclusive character (100% of detected 

phylogroups) was found only in human and strongly associated to B2 phylogroup (62% of the 

unique phylogroups in Smati et al., 2013) and appeared to be a human specific enterocolitype, 

this leads us to analyze more thoroughly the B2 commensal strains of human and animal 

origin. 

 

Comparison of B2 commensal strains between human and animals. 

We thus worked on 46 B2 phylogroup commensal strains isolated by plating either in this 

work on animals (15 strains) or in the preceding study on human (31 strains) (Smati et al., 

2013). The 15 animal isolates were found in 11 wild animals and 4 domestic animals and 

were never exclusive. The exclusive character of the B2 strains was found only  in humans 

(21 exclusive strains and 10 non-exclusive ones). Consequently, we divided the B2 

commensal strains into three categories: human exclusive strains, composing more than 90% 

of the E. coli microbiota, human non-exclusive strains and animal strains. The B2 strains were 

assigned to B2 sub-groups (sequence type complex=STc) (Clermont et al., 2014) and their O-

types were determined (Clermont et al., 2007), both by allele-specific PCR. We also analysed 

their virulence factors contain and their colicin production. 

The data were first described using a FAC (Fig. 2). On the plane F1-F2 of the FAC, which 

accounted for 25.83 % of the total variance, 3 groups of variables could be distinguished. The 

first group, characterized by the negative values of the 2 factors grouped the animal origin, the 

absence of several virulence factors, the non-groupable B2 subgroups. The second group 

characterized by the positive values of the second factor grouped the human and non-

exclusive B2 group strains, the B2 subgroups I (STc131 according to the Achtman MLST 

scheme numbering), VII (STc14) and IX (STc95), the virulence factors papGII, sat, iha, traT, 

ibeA, iucC, ireA,  neuC and usp The third group was characterized by the positive values of 
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the first factor grouped the human and exclusive B2 group, the B2 subgroup II (STc73) and 

IV (STc141), the virulence factors cnf1, sfa/foc, papGIII, pks, hlyC, hra, iroN and papC, a 

virulence score of 9 or more virulence factors. The O-types were so many that they were not 

projected on FAC. The whole data reflect strong differences between human and animal B2 

strains and at a lesser extent, between human non-exclusive and exclusive strains.  

This was confirmed by the distribution of 21 virulence factors between the three populations 

(Table 3). The median virulence factor score was 10.47 and 9.40 respectively for exclusive 

and non-exclusive B2 human strains, whereas it was lower for animal isolates (6.47, p<0.01). 

Two virulence factors were significantly lower in B2 animal strains than in B2 human strains: 

papC encoding for pilus (p=0.01) and usp encoding for uropathogenic specific protein 

(p<0.001). Interestingly, and despite the fact that human and animal B2 strains appears clearly 

distinct,  two virulence factors were significantly dissimilar (p=0.05) between B2 exclusive 

human strains and other non-dominant strains regardless their human or animal origin: 

sfa/foc, encoding for the F1c fimbriae (47.62% in human exclusive isolates versus 10% in 

human non-exclusive isolates and 13.37% in animal isolates) and clbQ, part of the pks island, 

encoding for the genotoxin colibactin (61.90% in human exclusive isolates versus 20% in 

human non-exclusive isolates, and 13.33% in animal isolates). The colicin production 

appeared similar between the three groups (data not shown). 

 

DISCUSSION 

There is a cruel lack of quantitative data on population genetic structure of E. coli 

commensal strains despite a crucial need of these data for the understanding of the normal 

ecology of this major facultative anarobic bacterium of the gut.  

This is mainly dues to the fact that classically used quantitative methods rely on the 

study of plated colonies, a tedious and limited approach. We have recently developed a 

quantitative PCR assay that allows detection of minor clones, up to 0.1% of the total amount 

of E. coli and applied it to the human E. coli microbiota. In this work, we extended it to 

normal animal E. coli microbiota sampled in the same region and epoch than the human ones. 

Despite a greater diversity of the animal microbiota with the presence of additional E. coli 

phylogroups and associated, our method distinguishing the main E. coli phylogroups remains 

statistically relevant. 

Ecological interactions between species or member species drive the relative 

abundances of the different phyla. It has been recently proposed that three main enterotypes 

could exist in humans at the total microbiota level (Arumugam et al., 2011). We extended this 
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concept at the intra-species level by defining enterocolitypes that correspond to clusters of 

relative abundances of the main E. coli phylogroups. We identified four enterocolitypes; an 

exclusive B2 dominant one specific of human, and three animal ones (B2 dominant, B1 

dominant and A dominant). Interestingly, the forces that drive these ecotypes are the same 

that was driving the total microbiota diversity, i.e. the phylogeny of the host, the diet and the 

domestication. Altogether, these data indicate that a complex network of interactions may 

exist within the intestinal microbiota from the genus to the intra-species phylogenetic groups 

(Trosvik et al., 2014). This probably correspond to various nutrient availability coupled to 

specific metabolism of bacteria, cross-feeding and toxic interactions involving phages and/or 

colicins. Of note, we were not able to identify differences in the production of phages/colicins 

among the various B2 strains. 

Among the E. coli species, B2 phylogroup strains have a particular status as they are 

involved in extra-intestinal infections, but also present as commensals (Nowrouzian et al., 

2005). It has been propsed from this data that virulence could be a by-product of 

commensalism (Diard et al., 2010, Tourret et al., 2010). Our work gains further knowledge in 

B2 strains as we showed that (i) B2 in wild animals and human correspond to different clones 

and (ii) exclusive dominant B2 strains in human are characterized by the presence of two 

specific VF, sfa/foc and pks (Nowrouzian and Oswald, 2012).  

The gene sfa/foc, encoding for a subunit of F1C fimbriae did show a positive 

correlative association with adherence to intestinal porcine epithelial cells (Schierack et al.,  

2013). F1C fimbriae are required for biofilm formation of Escherichia coli Nissle 1917, a 

robust colonizer of the human gastrointestinal tract. In addition, these structures are also 

important for persistence in infant mouse colonization (Lasaro et al., 2009).  

Long-term E. coli colonizers were significantly more likely to have the pks island than 

transient strains, which suggests that the pks island contributes to the pronounced gut-

colonizing capacity of group B2 strains. Long-term persistence in the colon of pks island-

containing E. coli strains may be associated with the induction of genomic mutations in the 

host intestine (Nowrouzian et Oswald 2012). 

In conclusion, our work in addition to previous data (Smati et al., 2013) shows that a 

complex network of interactions exists at several levels within the intestinal microbiota: the 

genus, the phylogrouos within species and the clones within the species phylogroups. This 

leads to specific combinations of abundances levels of taxa. Interestingly, the forces that 

shape this structure (phylogeny of the host, diet, domestication) are acting at all levels. 
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TABLE 1. Prevalence and quantity of E. coli in faeces of domestic animals, wild animals and 

humans. 

 

Species Number 

of stools 

Prevalence  

by qPCR 

Mean of the log10 colony forming 

units (CFU) value of E. coli per 

gram of feces +/- SEM 

Boar 15 100% 7.09+/-0.97 

Deer 17 100% 6.11+/-0.33 

Wild rabbit 15 100% 5.49+/-1.45 

Pig 15 100% 6.90+/-0.71 

Horse 15 100% 6.09+/- 0.77 

Sheep 15 100% 7.31+/-0.74 

Cow 15 100% 6.16+/-0.20 

Domestic rabbit 15 66% 6.82+/-0.67 

Chicken 15 100% 7.33+/-0.54 

Human (*) 15 100% 7.89+/-0.52 

Herbivorous 

species  

92 94.5% 6.13+/-0.79 

Omnivorous 

species (**) 

45 100% 7.29+/-0.85 

Domestic animals 90 94.3% 6.76+/-0.80 

Wild animals 47 100% 6.23+/-0.87 

(*) Randomly selected, from Smati et al 2013, (**): including humans. 

  

<0.001 

0.01 
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TABLE 2: Prevalence of A, B1, B2 and D phylogroups among species as determined by 

qPCR 

 

Species A 

prevalence 

(%) 

 B1 

prevalence 

(%) 

 B2 

prevalence 

(%) 

 D 

prevalence 

(%)* 

 

Boar 93.3  46.7  53.3  73.3  

Deer 100  35.3  88.2  47  

Wild rabbit 66.7  6.7  100  20  

Pig 93.3  80  100  73.3  

Horse 53.3  93.3  100  33.3  

Sheep 60  100  40  100  

Cow 100  100  100  80  

Domestic 

rabbit 

53.3  100  30  50  

Chicken 93.3  100  66.7  100  

Human 73.3  40  66.7  40  

Herbivorous 

species 

 72.8  

ns 

70.1     

ns 

79.3                

ns 

55.2     

ns 

Omnivorous 

species** 

87 53.3  73.3  62.2  

Domestic 

animals 

75.6  

 

ns 

95.3  

 

<0.001 

75.3  

 

ns 

74.1     

 

<0.001 

Wild 

animals 

87.5  29.8  80.8  46.8  

*: with a detection threshold of 15% (Smati et al 2013), **: including humans, ns: not 

significant. 
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TABLE 3: Prevalence of virulence factors and virulence score of human and animal E. coli 

B2 commensal strains 

 

Genes Description Human 

exclusive (%) 

(n = 21) 

P value 

Human non-

exclusive (%) 

(n = 10) 

Animal (%) 

 (n = 15) 

P value 

papC Pilus 42.95 0.02 a 40 6.67 0.01 b 

papGIII Pilus 14.28  10 6.67  

sfa/foc F1C-fimbriae 47.62 0.03 a 

0.05 c 

 

10 13.37  

iha Iron-regulated-gene-

homologue adhesin 

14.28  40 0  

hra Heat-resistant agglutinin 23.80  10 40  

ibeA Invasion of brain endothelium 42.95  40 40  

fyuA Yersiniabactin receptor 95.24  90 73.33  

irp2 Yersiniabactin synthesis 95.24  90 73.33  

iroN Salmochelin receptor 80.95  60 46.67  

aer Aerobactin synthesis 42.85  20 20  

ireA Iron responsive element 23.80  40 33.33  

kpsMTII Group II capsule antigen 61.90  70 60  

neuC K1 capsular polysaccharide 61.90 0.04 a 50 26.67  

ompT Outer membrane protein 80.95  90 86.67  

traT Transfert protein 52.38  80 53.33  

hlyC Haemolysin  33.33  20 6.67  

cnf1 Cytotoxic necrotising factor 1 28.57 0.03 a 10 0  

usp Uropathogenic specific 

protein 

95.24 0.004 a 100 40 <0.001 b 

sat  Secreted autotransporter toxin 14.28  30 0  

clbQ Genotoxin colibactin 61.90 0.006 a 

0.05 c  

 

20 13.33  

VF score* As in Lefort et al 2010, 

calculated on 20 VFs 

10.47+/-2.46  9.40+/-2.67 6.47+/-2.92  <0.001 b 

a: p significant between human exclusive and animal isolates 

b: p significant between human and animal isolates 

c: p significant between human exclusive and human non exclusive isolates 
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FIGURE LEGEND 

FIGURE 1. Factorial analysis of correspondence (FAC) for the 123 animals with E. coli 

found in their feces. Projections on the plane F1-F2 of the dominant phylogenetic groups 

(DA, DB1, DB2 and DD), of the intermediate phylogenetic groups (IA, IB1, IB2 and ID), of 

the minor phylogenetic groups (MB1, MB2 and MD), of the absence of the phylogenetic 

groups (AB1, AB2 and AD), of the high genetic diversity (4 phyl grps), of the lower genetic 

diversity (3 or less phyl grps), of the abundance of E. coli in stools (CFU>10
7
, 10

7
<CFU<10

6
 

and CFU<10
6
), of the animal species (horse, cow, sheep, wild rabbit, domestic rabbit, deer, 

pig, boar and chicken), of the habitat (wild and domestic), of the diet (herbivorous and 

omnivorous). 
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FIGURE 2. 

FAC for the 46 phylogroup B2 commensal strains of human and animal origins. Projections 

on the plane F1-F2 of the variables: human and exclusive B2 group (humexcl), human and 

non exclusive B2 group (humnoex), animal origin (animals), of the B2 subgroups (SG) I, II, 

IV, VII and IX, of  the non groupable B2 subgroups (UG), of the VFs described in table 3, of 

the absence (abs) of several VFs,  of the virulence score of 9 or more (Virsc>or=9). 
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III. Commentaires de l’article n°2 

 La technique de détection de la présence de E. coli dans les selles des différentes 

espèces animales par qPCR a présenté une plus grande sensibilité que les techniques 

conventionnelles par isolement. 

Ainsi, nous avons mis en évidence E. coli chez 100% des animaux à l’exception des lapins 

domestiques ou cette détection a été de 66%. Ce résultat est conforme à celui obtenu par Furet 

et coll. (Furet et al., 2009) dans des espèces comparables mais il est supérieur à celui de 

Gordon et al. qui n’ont détecté des E. coli que chez 5% des mammifères sauvages (Gordon et 

Cawling, 2003). Dans notre étude, la comparaison des fréquences de détections obtenues par 

les 2 techniques, moléculaire et phénotypique, confirme la sensibilité supérieure de la 

première (Tableau VI). 
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Espèces Nombre 

d’échantillons 

Prévalence par 

qPCR 

Prévalence par 

étalement 

Sangliers 15 100% 93% 

Cerfs 17 100% 65% 

Lapins sauvages 15 100% 100% 

Cochons 15 100% 93% 

Chevaux 15 100% 93% 

Moutons 15 100% 73% 

Vaches 15 100% 100% 

Lapins domestiques 15 66% 0% 

Poulets 15 100% 100% 

Humains (*) 15 100% 100% 

(*) 15 sujets sélectionnés au hasard issus de l’étude Smati et al 2013.  

Tableau VI : Prévalence de E. coli dans les selles d’animaux domestiques, sauvages et 

d’humains.  

  

Sur le plan quantitatif, nous retrouvons des taux de portage plus importants chez l’homme. 

Chez l’animal, ces taux sont variables en fonction de  l’espèce, du régime et du mode de vie 

(Tableau 1 de l’article 2). Les espèces omnivores ont des taux plus élevés que les herbivores. 

Cela pourrait s’expliquer par la composition des selles beaucoup plus riches en fibres chez les 
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seconds que chez les premiers, mais également par la variété du régime des premiers qui 

conditionne des apports de souches d’origine alimentaire plus fréquents et plus importants. 

Si l’on considère les groupes phylogénétiques, une concordance a été  mise en évidence chez 

les animaux entre le groupe phylogénétique dominant et celui obtenu par typage d’une souche 

prise au hasard par individu. Cela montre que l’hypothèse du clone dominant validé pour 

l’homme lors du premier article est confirmée chez les animaux étudiés. Cette constatation 

permet de valider les comparaisons de fréquence des groupes dominants avec les résultats 

antérieurs de la littérature. 

Les animaux sauvages se sont différenciés des animaux domestiques par de plus faibles 

quantités de E. coli totaux et par un nombre moins élevé de groupes phylogénétiques détectés 

par animal. 

Ce plus faible portage, moins polymorphe, pourrait s’expliquer par des raisons 

épidémiologiques. 

En effet, la densité de population est beaucoup plus faible chez les animaux sauvages 

prélevés. Ainsi, dans la forêt de Fontainebleau, il y a entre 500 et 700 cerfs pour 17 000 

hectares ce qui  correspond à une densité d’environ 4 individus pour 100 hectares. Les 

sangliers sont entre 1300 et 1500 pour la même superficie soit une densité d’environ 8 

individus pour 100 hectares (JM Cacouault, Office National des Forêts, communication 

personnelle). 

Les animaux domestiques qui ont été prélevés lors de notre travail vivent dans des conditions 

de promiscuité incomparables : 50 vaches partagent une étable de quelques centaines de 

mètres carrés, 500 moutons une bergerie de la même surface, les porcs sont parqués à 50 à 

100 individus dans 100 m
2
 et les poulets à 1000 individus dans la même surface. Ils reçoivent 

également une nourriture industrielle, des vaccins et des traitements antibiotiques. 
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Ces pressions de sélection se traduisent par des fréquences élevées de résistance aux 

antibiotiques. Les souches des animaux sauvages sont sensibles alors que celles des animaux 

domestiques présentent des taux appréciables de résistance à l’amoxicilline, à l’amoxicilline-

acide clavulanique et au cotrimoxazole. Ces résistances ont été déterminées sur 

l’antibiogramme du clone dominant. En parallèle, les selles ont été étalées sur géloses ESBL 

(BioMérieux®) pour la détection de BLSE. Par cette méthode, un E. coli producteur de BLSE 

a été détecté chez 26% des vaches, ce taux atteint 100% chez les poulets (Figure 15). 

Figure 15 : Représentation graphique des taux de résistance des flores commensales des 

animaux domestiques et des humains. Aucune résistance à l’amikacine n’a été retrouvée. 

Aucune résistance n’a été retrouvée chez les animaux sauvages. 
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 La caractérisation des groupes phylogénétiques confirme les données de la littérature 

en montrant que les groupes B1, B2 et A sont retrouvés comme groupes phylogénétiques 

majoritaires. 

Ainsi 3 entérocolitypes sont caractérisables et répartis chez les animaux en fonction de 

plusieurs spécificités : 

- l’entérocolitype B2 est mis en évidence chez les herbivores sauvages. Il est, comme chez 

l’homme, dominant et accompagné de peu d’autres groupes phylogénétiques minoritaires. 

Mais, à la différence du modèle humain, il n’est jamais exclusif. 

- l’entérocolitype B1 est retrouvé chez les herbivores domestiques ce qui est conforme aux 

données de la littérature. Le groupe B1 est dominant mais accompagné de groupes 

minoritaires détectables. 

- l’entérocolitype A est retrouvé chez les omnivores sauvages et domestiques. Comme chez 

l’homme, le groupe A dominant est accompagné de groupes minoritaires détectables. 

La mise en évidence d’une fréquence importante de souches de type B2 commensales chez 

l’homme et les animaux sauvages et sa rareté chez les animaux domestiques présente un 

problème d’interprétation. 

En effet, la plus grande proximité de l’homme avec les animaux domestiques pourrait 

conduire à un résultat inverse. D’autre part, le caractère non exclusif du groupe 

phylogénétique B2 chez l’animal, alors qu’il est retrouvé exclusif chez 21% des hommes, 

nous a amené à émettre l’hypothèse d’une différence de nature entre les souches B2 humaines 

et animales. 

Ainsi, des distinctions ont été mises en évidence entre les phylums en fonction de leurs 

origines. Les sous-groupes de B2 ainsi que les types O décrits jusqu’alors ont caractérisés les 
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souches humaines alors que les souches animales étaient fréquemment non-typables en terme 

de sous-groupe B2 et de type O. Cela indique qu’elles appartiennent à des clones non encore 

répertoriés de l’espèce ; les schémas de typage ayant été principalement constitués avec des 

souches d’origine humaine. Un résultat comparable a été obtenu avec les souches B2 

d’origine animale isolées en Guyane (Lescat et al., 2013). 

De plus, les souches d’origine animale ont présenté significativement moins de facteurs de 

virulence que les souches d’origine humaine et 2 gènes de facteurs de virulence, papC et usp 

ont été significativement moins fréquemment détectés chez les souches animales. 

Cela confirme le caractère très adapté et super colonisateur des souches B2 chez l’homme et 

explique leur présence en situation de groupe phylogénétique exclusif. Par contre, la 

production de phages/colicine n’a pas été différente entre les souches humaines et animales. 

Pour les souches d’origine humaine, d’autres gènes de facteurs de virulence comme sfa/foc et 

clbQ étaient significativement plus fréquents parmi les souches correspondant au groupe 

phylogénétique B2 en situation exclusive qu’en situation seulement dominante. 

Une certaine hiérarchie peut donc être mise en évidence entre les souches B2 humaines 

exclusives, humaines dominantes et animales dominantes. 

Dans l’hypothèse déjà évoquée où le portage finalement banal de ces souches B2 suréquipées 

ne donnerait pas lieu chez les porteurs à une fréquence ou une gravité plus particulière des 

infections extra intestinales à E. coli, cela indiquerait que les facteurs de virulence 

intrinsèques ne sont, chez l’homme sain, que des facteurs de colonisation et que l’existence 

d’un état morbide ne dépend finalement presque exclusivement que de la défaillance de 

l’hôte. 
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L’ensemble de ces résultats montre que l’approche quantitative par qPCR de l’estimation des 

proportions des groupes phylogénétique permet une évaluation réaliste de la diversité de 

l’espèce dans une niche écologique donnée et qu’elle rend bien compte du comportement des 

souches et de leur capacité à coloniser cette niche. 

La même stratégie pourrait être appliquée avec profit à d’autres situations physiologiques ou 

physiopathologiques. 
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IMPACT DU HPI (ILOT DE HAUTE 

PATHOGENICITE OU PAIIV) SUR 

LA VIRULENCE D’ESCHERICHIA 

COLI EN FONCTION DU FOND 

GENETIQUE 
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I. Introduction 

 Le fer est essentiel à la croissance bactérienne, ce qui fait des systèmes de captation du 

fer ou sidérophores un facteur de commensalisme indispensable à la survie de la bactérie et à 

son maintien dans sa niche naturelle en entrant en compétition avec d’autres microorganismes 

pour l’acquisition de cet élément. Dans les hôtes mammifères, la quantité de fer libre est 

limitée et le fer se retrouve lié ou complexé à des protéines, les bactéries étant ainsi dans un 

milieu pauvre en fer (Wandersman et Delepelaire 2004). 

 Or la séquestration du fer vis-à-vis des organismes infectieux est aussi l’une des 

défenses innées contre l’infection (Miller et al., 2006). Le fait qu’un microorganisme acquiert 

des sidérophores supplémentaires peut donc lui permettre de résister à cet environnement, le 

sidérophore devenant de fait un facteur de virulence. E. coli étant une bactérie modèle de 

transition entre les deux états commensalisme et virulence, l’étude des sidérophores dans 

différents modèles de virulence expérimentale et dans différents fonds génétiques peut nous 

apporter une meilleure compréhension de cette dualité. 

Les souches d’ExPEC produisent jusqu’à 4 sidérophores : entérobactine, salmochéline, 

aérobactine et yersiniabactine (Braun et al., 2002). Ces sidérophores sont fortement 

surexprimés in-vivo dans des modèles d’UTI (infections urinaires) (Snyder et al 2004). 

Le HPI précédemment décrit est le PAI responsable de la sécrétion du sidérophore 

yersiniabactine.  

On s’intéressera dans notre étude à l’effet de la mutation des principaux gènes portés par le 

HPI: irp2, gène de synthèse de la yersiniabactine, fyuA qui code pour le récepteur de la 

yersiniabactine (et également impliqué dans la synthèse du biofilm, Hancock et al 2008) et 

enfin ybtA régulateur du HPI et régulateur pléitrope. 

Le HPI est retrouvé dans des souches virulentes de E. coli en particulier celles du groupe 

phylogénétique B2. Il est d’arrivée récente dans l’espèce et présente une grande homologie 
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avec celui de Yersinia pestis (99%, Rakin et Heesemann 1995). Ce même îlot génomique peut 

être nécessaire à la grande virulence d’une espèce  telle que Yersinia pestis, participer à la 

virulence de souches d’une autre espèce sans pour autant être nécessaire (E. coli entéro-

agrégatif) ou encore être présent parmi les souches commensales d’un individu (E. coli).  

De plus, ce HPI pouvant être fonctionnel ou non (selon l’intégrité du récepteur FyuA), son 

maintien dans l’espèce pose aussi la question de son rôle en dehors de la captation du fer. 

Cette fonction qui reste à définir pourrait être médiée par le sidérophore produit en faibles 

quantités et qui se comporterait comme molécule de signalisation et/ou par YbtA qui semble 

être un régulateur pleitrope. Cet ilot génomique pourrait contribuer à augmenter la fitness de 

la souche, sa flexibilité métabolique ou augmenter son pouvoir pathogène en fonction du fond 

génétique sur lequel cet îlot arrive.  

Les études sur K. pneumoniae montrent également que selon le modèle de virulence, et en 

particulier la voie d’inoculation (instillation intra-nasale versus injection intrapéritonéale), le 

rôle du HPI peut-être ou non critique dans la virulence. 

Chez E. coli, on retrouve cette même hétérogénéité selon les souches et les modèles: le HPI 

est important dans la phase bactériémique dans un modèle de septicémie chez la souris pour 

les souches IAI51 et IAI52 (Schubert et al., 2002), mais n’a pas d’impact dans un modèle de 

méningite néonatale chez le rat nouveau-né (souche C5) (Nègre et al., 2004), ni dans un 

modèle d’infection urinaire ascendante chez la souris (souche 536) (Brzuszkiewicz 2006), ni 

dans un modèle de septicémie chez la souris (souche 536) (Tourret et al.,2010)  .  

 

  Afin de tester l’influence du fond génétique sur la virulence médiée par le HPI, trois 

souches de E. coli B2 ont été choisies, ce sont tous des isolats naturels uropathogènes et de ST 

(séquence type) différents : CFT073,  536 et NU14 respectivement des sous-groupes II 

(STc73), III (STc127) et IX (STc95) et de composition variable en sidérophores. 
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Ces souches représentent donc les principaux sous-groupes de B2 qui regroupent les souches 

ExPEC. Ainsi, les sous-groupes II et IX représentent plus de 50% des isolats de B2 ExPEC. 

Des mutants des trois principaux gènes du HPI ont été construits par l’équipe du Pr. Sören 

Schubert de l’Institut Max Von Pettenkoffer de Munich et recomplémentés sur le 

chromosome ou par un plasmide.  

Leur croissance a été étudiée, et leur virulence testée dans 2 modèles de pathologie 

expérimentale : d’une part la septicémie de la souris et d’autre part la résistance à la 

phagocytose par l’amibe sociale D. discoideum. 

 De plus, des études de survie intra-amibes ont été entreprises (expériences d’invasion 

cellulaire) avec dénombrement des bactéries intra-amibes et des amibes. L’effet du surnageant 

des souches sauvages et de leur mutants sur la croissance de l’amibe a été observé. 

 Enfin, la souche NU14 appartenant au sous-groupe IX, et étant très proche des souches 

de méningites néonatales qui portent toutes le HPI, nous avons testé d’autres mutants d’isolats 

naturels de ce sous-groupe (C5 et S88) et leurs mutants. 

 Une partie de ces travaux consacrée à la virulence chez l’amibe  a été effectuée en 

collaboration avec le Dr. Sandrine Adiba.  
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II. Matériel et méthodes 

1). Matériel 

a). Souches bactériennes: 

 Les souches de E. coli 536 et CFT073 et NU14 sont trois souches isolées d’infection 

urinaire devenues des modèles pour l’étude génétique des PAIs et de leurs rôles dans la 

virulence extra-intestinale.  

Ces souches appartiennent toutes au groupe phylogénétique B2, et ont été choisies car 

appartenant à trois sous-groupes différents, les sous-groupes II, III et IX qui regroupent 

majoritairement les souches d’ExPEC. Il est à noter qu’ils font partie des quatre sous-groupes 

(II, III, VIII, and IX) qui ont le moins de diversité intra-spécifique (moins de 0.1%) (Le Gall 

et al., 2007). Par la suite, d’autres isolats du sous-groupe IX de B2 (souches de méningites 

néonatales C5 et S88) ont été testés. 

Souche 536 

 La souche pathogène UPEC (E. coli uropathogène) 536 (O6:K 15:H31) appartient au 

sous-groupe III du groupe phylogénétique B2. Cette souche a été isolée du tractus urinaire 

d’un patient atteint d’une pyélonéphrite (Hacker et al. 1983). Son génome est entièrement 

séquencé, il mesure 4938 kb, et ne contient qu’une seule région prophagique. Une étude 

génomique (Hacker et Kaper, 2000) a mis en évidence sept PAIs dont le HPI. Il s’agit d’une 

souche résistante au sérum humain, à la bile ovine et au lysozyme. Elle possède des enzymes 

impliquées dans l’acquisition et la capture du fer. Elle est très motile et sécrète de 

l’hémolysine (Diard et al., 2007). C’est une souche très virulente chez la souris (Picard et al.,  

1999) ainsi que chez le nématode Caenorhabditis elegans (Diard et al.,  2007). 
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 Le rôle du HPI dans la virulence de 536 est incertain. En effet, aucune diminution de 

virulence n’a été notée lorsqu’un mutant de 536 délété de cet îlot (536ΔHPI) a été testé dans 

un modèle d’infection urinaire (Brzuszkiewicz et al. 2006). De même, ce mutant de 536 

n’était pas affecté dans sa virulence dans le modèle de nématode C. elegans. Le mutant 

536ΔHPI dans l’étude de Médéric Diard (2010) ne se maintenait pas dans un modèle de 

colonisation intestinale chez la souris quand il était en compétition avec la souche sauvage. Il 

utilisait pourtant de la même façon le gluconate pour sa croissance, principale source de 

carbone dans l’intestin. Il résistait aussi bien que la souche sauvage à différents stress 

biologiques. Il n’était pas affecté dans sa virulence dans un modèle de septicémie chez la 

souris (Tourret et al., 2010).  

Cette souche produit les sidérophores entérobactine, salmochéline et yersiniabactine mais ne 

produit pas l’aérobactine. 

Souche  CFT073 

 La souche CFT073 est une souche isolée des urines et du sang d’une patiente ayant 

présenté une septicémie à point de départ urinaire (Mobley et al. 1990). Elle appartient au 

sous-groupe II du groupe phylogénétique B2. Son génome est entièrement séquencé. 

Elle dérive du groupe clonal O6:K2:H1, dont sont issues de nombreuses souches agents de 

pyélonéphrites et d’urosepsis (Orskov 1982, Johnson et Stell 2000). Ses PAIs ont été 

comparés à ceux de la souche 536 (Figure 16). Les PAI I–III et V de 536 contiennent des 

gènes absents de CFT073 (telles que des gènes d’adhésines) ou des gènes qui sont localisés 

dans des ilots similaires localisés ailleurs dans le génome de CFT073. Par contre, les HPI sont 

très semblables (Brzuszkiewicz et al., 2006). 
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CFT073 possède les facteurs de virulence suivants: neuC, kpsE, sfa/foc, iroN, aer, iha, papC, 

papG(II), hlyC, sat, ireA, usp, ompT, malX, fyuA, and irp2. Elle n’a pas de résistance acquise 

aux antibiotiques. 

CFT073 comporte le HPI en association avec l’ARNt asnT, mais comporte une IS (séquence 

d’insertion) dans le gène irp2. 

Elle produit l’entérobactine, la salmochéline et l’aérobactine (Welch et al., 2002). Elle n’est 

pas capable d’utiliser la yersiniabactine comme sidérophore, mais elle comporte les gènes du 

HPI dont le régulateur YbtA, et peut rendre compte de l’effet de ce dernier en tant que 

régulateur pleitrope en dehors de sa fonction d’induction de sécrétion de sidérophores.  
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Figure 16: Distribution des PAIs portant les facteurs de virulence (FV) majeurs dans les 

souches 536 et CFT073. Les ilots ont été indiqués selon leur insertion chromosomique près 

des loci ARNt. Quelques FV sont indiqués selon leur localisation sur les PAIs (Brzuszkiewicz 

2006).  

Souche NU14 : 

 La souche NU14 a été isolée d’une cystite. Elle a joué un rôle dans la découverte et la 

dissection du mécanisme moléculaire de FimH (adhésine fimbriale de type 1), médiant 

l’adhérance et l’invasion des cellules urothéliales (Mulvey et al.,  1998). 

Elle dérive du même sous-clone de E. coli O18:K1:H7 que la souche archétypale de 

méningite néonatale RS218, et porte les mêmes facteurs de virulence (Jonhson Sokurenko et 

al.,  2001). Elle appartient au sous-groupe IX du groupe phylogénétique B2. 

Elle sécrète l’entérobactine, la salmochéline et la yersiniabactine mais pas l’aérobactine 

(Tableau VII). 
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 Tableau VII : Caractéristiques de la souche NU14 et comparaison avec les souches de E. 

coli RS218, CFT073 et 536 (d’après Johnson et al., 2001 et Adiba et al., 2010). 

 

Souches 

 Gènes de virulence 

K1 chuA sfa/foc iroN aer papC papG hly cnf1 hra fyuA irp2 

RS218 + + + + - + III + + + + + 

536 - + + + - + III + - + + + 

NU14 + + + + ND + III + + ND + + 

CFT073 - + + + + + II + - - + + 

 

 

Souches 

Caractères phénotypiques 

Résistant 

sérum 

Résistant 

lysozyme 

Résistant 

bile 

motilité Septicémie 

souris 

Amibe 

GR 

RS218 + + + + K GR 

536 + + + + K GR 

NU14 ND ND ND ND ND ND 

CFT073 + + - + K GR 

ND : non déterminé, GR : grazing resistant, résistant au broutage par l’amibe, K : « killer », 

tuant 9 à 10 souris sur 10 dans le modèle de septicémie (Picard et al., 1999).  
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Souche B REL606 :  

 C’est une souche de E. coli, avirulente et appartenant au phylogroupe A. Elle a été 

beaucoup utilisée dans l’étude de l’évolution (souche de Richard Lenski, Michigan State 

University). Elle a été isolée en 1918 par Félix d’Hérelle à partir de fèces d’homme sain. 

Elle sert de contrôle négatif dans les modèles de virulence testés. 

Souche C5 :  

 C’est une souche de méningite néonatale (Bortolussi et al., 1978), elle est 

représentative du groupe clonal américain majeur O18:K1:H7 et possède le HPI, avec les 

gènes iroN et chuA, mais ne produit pas d’aérobactine (Bonacorsi et al., 2000, Bonacorsi et 

al., 2003). Elle appartient au sous-groupe IX des B2 ou ST95 d’Achtman. 

Souche S88 : 

  C’est une souche représentative du groupe clonal français O45:K1:H7 qui représente 

un tiers des méningites néonatales en France (Peigne et al., 2009). Cette souche a été isolée en 

1989 du liquide céphalo-rachidien d’un nouveau-né. Cette souche porte un large plasmide 

pS88 de 133,853 pb  codant pour 144 protéines et qui porte trois différents systèmes de 

sidérophores (aérobactine, salmochéline et les gènes sitABCD) et d’autres gènes de virulence 

putatifs (iss, etsABC, ompTP, et hlyF) (Bonacorsi et al., 2003, Peigne et al., 2009) (Figure 

17). Il est à noter que des copies des gènes sitABCD existent sur le chromosome. Les autres 

gènes chromosomiques sont l’antigène K1, les P fimbriae avec l’adhésine PapGII, et le HPI.  

L’antigène capsulaire K1 et le sidérophore salmochéline semblent être les seuls traits de 

virulence spécifiques partagés par ce clone et le groupe clonal O18:K1:H7 (type souche C5), 

même si ces deux groupes clonaux appartiennent tous deux au même sous-groupe virulent IX 

de B2 (Bidet et al., 2007, Le Gall et al., 2007). 
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Figure 17: Représentation circulaire du plasmide de la souche de E. coli S88 (pS88) 

(Peigne et al., 2009). 

b). Plasmides : 

pS88cat : plasmide pS88 rendu résistant au chloramphénicol (Cm) (Peigne et al., 2009). 

pWSK30: plasmide à faible nombre de copies, résistant à l’ampicilline (Ap), possédant une 

origine de réplication pSC101 (Wang et Kushner 1991). 

pACYC184: plasmide à faible nombre de copies, résistant aux tétracyclines (Tet) contenant le 

système de réplication du miniplasmide  p15A (Rose 1988)  
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pCp1: vecteur suicide s’intègre dans le chromosome, porte la région entière du HPI de 35 kb 

codant pour le système yersiniabactine (irp1-9, fyuA, ybtA et 400 nucléotides de intB), 

chloramphénicol résistant (Schubert et al., 2002, Pelludat et al., 2002). 

pCR-XL Topo : plasmide d’Invitrogen®, à haut nombre de copies, porte un promoteur de 

type T7, résistant à la kanamycine (Kn) et à la zéocine (Zn). 
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Tableau X : Récapitulatif des souches et plasmides utilisés dans cette étude 

Souches Plasmides Résistances Origine 

CFT073       

536  

  

 

NU14       

B REL606  

  

 

S88 

  

S. Bonacorsi 

C5 

  

 

   

 

CFT073 ybtA ::Kn   Kn S. Schubert 

CFT073 HPI ::Cm 

 

Cm S. Schubert 

   

 

536 ybtA ::Kn   Kn S. Schubert 

536 ybtA ::Kn pWKS30-ybtA Kn, Ap S. Schubert 

536 fyuA::Cm   Cm S. Schubert 

536 fyuA::Cm pACYC184-fyuA Cm, Tet S. Schubert 

536 irp2::Kn   Kn S. Schubert 

536 irp2::Kn pCRXLTopo-irp2 Kn, Zn S. Schubert 

536 ΔPAI III 

(salmochéline -) 

  

Diard 2010 

536 ΔHPI 

(yersiniabactine -) 

  

Diard 2010 

536 ΔPAI III-HPI 

(salmocheline et 

yersiniabactine -) 

  

Diard 2010 

536 ΔPAI I à VII (délété 

des 7 PAIs) 

  

Diard 2010 

   

 

NU14 ybtA::Kn 1   Kn S. Schubert 

NU14 ybtA::Kn  pWKS30-ybtA Ap, Kn S. Schubert 

NU14 ybtA::Kn pCP1   Kn, Cm S. Schubert 

NU14 ybtA::Kn 2 

(deuxième mutant)   Kn 

S. Schubert 

NU14 ybtA::Kn 2 pWKS30-ybtA Ap, Kn S. Schubert 

NU14 irp2::Kn   Kn S. Schubert 

NU14 Δ irp2 pWKS30-irp2 Ap S. Schubert 

NU14 irp2 ::Cm 

(deuxième mutant) 

 

Cm 

S. Schubert 

NU14 irp2::Cm pWKS30-irp2 Cm, Ap S. Schubert 

NU14 fyuA::Cm   Cm S. Schubert 

NU14 fyuA::Cm pACYC184-fyuA Cm, Tet S. Schubert 

NU14 HPI ::Kn 

  

S. Schubert 

   

 

C5 ΔHPI ::cat-1 

 

Cm S. Bonacorsi 

C5 fyuA ::cat-1 

 

Cm S. Bonacorsi 

C5 fyuA ::cat-1 pACYC184-fyuA Cm, Tet Cette étude 

S88 ΔHPI ::cat-1 

 

Cm S. Bonacorsi 

S88 fyuA ::cat-1 

 

Cm S. Bonacorsi 

S88 ΔpS88 

  

S. Bonacorsi 
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S88 ΔHPI ::cat-1 ΔpS88 

 

Cm Cette étude 

S88 fyuA ::cat-1 ΔpS88 

 

Cm Cette étude 

S88 fyuA ::cat-1 ΔpS88 pACYC184-fyuA Cm, Tet Cette étude 

 

c). Souches d’amibes : 

Nous utilisons l’amibe sociale D. discoideum AX3 pour l’ensemble de nos expérimentations. 

Il s’agit d’une souche dite axénique capable de croitre en utilisant les nutriments du milieu de 

culture. Comme décrit précédemment, cette amibe a déjà été utilisée pour mesurer la 

virulence de diverses souches bactériennes. Ce modèle de virulence permet de tester un grand 

nombre de souches (Froquet et al., 2008) et à moindre cout. 

Cette amibe croit dans un milieu dit HL5 et sa température de croissance optimale se situe 

entre 20 et 25°C. 

Les amibes sont conservées à -80°C dans 500µL de HL5 additionné de 500 µL de 

diméthylsulfoxyde (DMSO). 

d). Souris : 

Des souris OF1 de 14-16 grammes femelles de Charles River® (L’Arbresle, France) ont été 

utilisées. 

e). Milieux et antibiotiques:  

Antibiotiques : ampicilline (100 µg/ml), kanamycine (25 µg/ml), chloramphénicol (20 µg/ml), 

tétracycline (15 µg/ml), zéocine (25 µg/ml).  

HL5 (milieu de culture des amibes) : 
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Protéose peptone 5 g, thiotone E peptone 5 g, glucose 10 g, extrait de levure 5 g, Na2HPO4 

0.35 g, KH2PO4 0.35 g, agar 15 g. H2O distillée qsp 1L. Après ajustement du pH à 6,5 +/- 0,1, 

le milieu est autoclavé. 

Tampon « Magnésium, Calcium, Phosphate Buffer » MCPB (tampon de développement) : 

NA2HPO4 1,42 g ; KH2PO4 1,36 g, MgCl2 0,19 g ; CaCl2 0,03 g dans 1 l d’eau pure à pH 6,5 

+/- 0,1. La solution est filtrée. 

2). Méthodes : 

a). Déterminants bactériens : 

 La séquence complète du génome de la souche NU14 n’étant pas encore disponible, la 

présence de gènes de virulence caractéristiques des ExPEC a été recherchée par PCR et 

comprend : des adhésines (papC, papG, incluant les allèles de papG qui sont papGII et 

papGIII ; sfa/foc, hra, iha et ibeA), des toxines (hlyC, cnf1, sat, usp et clbQ), des systèmes de 

captation du fer (fyuA, irp2, iroN, iucC et ireA), des protectines (neuC, ompT et TraT), ainsi 

qu’un gène codant pour une protéine uropathogène spécifique usp (comme décrit 

précédemment dans Lefort et al., 2011, Johnson et Clabots et al., 2008) (Tableau  XI). 
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Tableau XI : Séquences des amorces utilisées pour détecter les gènes de virulence 

extraintestinale. 

Amorces Séquence (5’-3’) Gène Longueur 

du 

produit 

de PCR 

(pb) 

Température 

d’hybridation 

(°C) 

papC.1 GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG papC 328 60 

papC.2 ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA    

papG.II.1 GGGATGAGCGGGCCTTTGAT papG 190 63 

papG.II.2 CGGGCCCCCAAGTAACTCG    

papG.III.1 GGCCTGCAATGGATTTACCTGG  258 63 

papG.III.2 CCACCAAATGACCATGCCAGAC    

aer.1 AAACCTGGTTTACGCAACTGT iucC 269 59 

aer.2 ACCCGTCTGCAAATCATGGAT    

hlyC.1 AGGTTCTTGGGCATGTATCCT hlyC 556 55 

hlyC.2 TTGCTTTGCAGACTGCAGTGT    

iroN.1 AATCTTACCGGCAATAGCGC iroN 150 60 

iroN.2 GCTATAACGCACGGAGTTAC    

traT.1 GGTGTGGTGCGATGAGCACAG traT 290 59 

traT.1 CACGGTTCAGCCATCCCTGAG    

fyuA.1 TGATTAACCCCCGCGACGGGAA fyuA 780 55 

fuyA.2 CGCAGTAGGCACGATGTTGTA    

irp2.1 AAGGATTCGCTGTTACCGGAC irp2 280 60 

irp2.2 TCGTCGGGCAGCGTTTCTTCT    

sfa.1 CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC sfa/foc 410 60 

sfa.2 CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA    

kpsE.1 AGTAGAGTTCAACACCGAGC kpsE 205 59 

kpsE.12 CAGCAACAGTTTCAGGGTGC    

cnf.1 CAGTGACCGGATCTCCGTTAT cnf1 240 60 

cnf.2 CGTGTAATTCTTCTGTACTTCC    

hra.1 CAGAAAACAACCGGTATCAG hra 260 60 

hra.2 ACCAAGCATGATGTCATGAC    
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Amorces Séquence (5’-3’) Gène Longueur 

du 

produit 

de PCR 

(pb) 

Température 

d’hybridation 

(°C) 

ibeA.1 TTACCGCCGTTGATGTTATCA ibeA 171 63 

ibeA.2 CATTAGCTCTCGGTTCACGCT    

iha.1 CTGGCGGAGGCTCTGAGATCA iha 829 55 

iha.2 TCCTTAAGCTCCCGCGGCTGA    

Sat.1 GCAGCTACCGCAATAGGAGGT sat 937 55 

Sat.2 CATTCAGAGTACCGGGGCCCTA    

ireA.1 GATGACTCAGCCACGGGTAA ireA 254 60 

ireA.2 CCAGGACTCACCTCACGAAT    

usp.1 ACATTCACGGCAAGCCTCAG usp 440 60 

usp.2 AGCGAGTTCCTGGTGAAAGC    

ompT.1 ATCTAGCCGAAGAAGGAGGC ompT 559 55 

ompT.2 CCCGGGTCATAGTGTTCATC    

NeuC.1 GTGAAAAGCCTGGTAGTGTG neuC 

(K1) 

255 60 

NeuC.2 AACCAGTGTCAGCGTTACTG    

clbQ.1 CTTGTATAGTTACACAACTATTTC  pks  55 

clbQ.2 TTATCCTGTTAGCTTTCGTTC    
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b). Vérification des résistances aux antibiotiques 

 Pour les souches recomplémentées par un plasmide, la pression de sélection était 

maintenue tout au long des processus de culture. Les clones ont été inoculés dans du bouillon 

« Lysogeny Broth » (LB) additionné d’antibiotique marqueur. Après incubation une nuit à 

37°C, les cultures étaient ensemencées pures sur géloses LB additionnées d’antibiotiques afin 

de vérifier la présence du plasmide. 

Il a également été possible de maintenir cette pression de sélection dans le modèle amibe par 

adjonction d’antibiotiques dans les géloses de HL5. Il a été vérifié en parallèle que cela 

n’affectait pas la culture amibienne. 

c). Obtention des mutants et recomplémentation plasmidique : 

 Certains mutants ont été construits par l’équipe de Sören Schubert (Tableau X). Les 

mutants recomplémentés avaient été vérifiés dans un bioessai (Schubert 2000) sur la base de 

leur capacité à produire le sidérophore (Giuseppe Magistro, Sören Schubert communication 

personnelle). Ces mutants ont été construits par méthode de Datsenko-Wanner (Datsenko et 

Wanner 2000). De plus certains mutants (mutants ybtA de NU14, mutants irp2 de NU14) ont 

été construits sur des jours différents afin de s’assurer de l’absence de « side-effect » ou 

d’effet collatéral indésirable sur l’ADN chromosomique des souches. Les mutants des 

souches C5 et S88 ont été construits par l’équipe de Stéphane Bonacorsi. Les mutants C5 et 

S88 délétés de fyuA ont été recomplémentés par le plasmide pACYC184-fyuA au cours de 

cette étude, ceci a nécessité l’extraction de plasmides, la préparation des cellules 

électrocompétentes et leur transformation par électroporation. 

 Après une préculture d’une nuit dans 10 ml de LB de la souche à transformer, celle-ci 

est ensemencée dans 100 ml de LB et  incubée environ 3h à 37°C sous agitation jusqu’à 

l’obtention d’une densité optique de 0,5 à 600 nm (phase exponentielle de croissance). 
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Après, suivent des étapes de lavages-concentrations des cellules à 4°C, en reprenant les culots 

des 100 ml de culture bactérienne dans 50 ml d’une solution d’eau distillée avec 10 % de 

glycérol après centrifugation 5 mn à 7500 rpm, puis dans 25 ml, 10 ml, 5 ml et 1 ml jusqu’à 

reprise du culot final dans 150 µl de solution à 10% de glycérol. Les cellules étaient soumises 

à une électroporation immédiatement ou conservées à -80°C.  

Pour effectuer l’électroporation, 50µl de cellules électrocompétentes étaient mélangées à 3 µl 

d’ADN de plasmide (obtenu après extraction par miniprep QIAGEN®) et placées dans la 

cuve de l’électroporateur, voltage à 1800 V, constante de temps 5,5 msec. 

Après électroporation, les bactéries étaient rapidement remises en suspension dans du LB 

préchauffé à 37°C, incubées sous agitation pendant 2h, puis ensemencées sur géloses LB 

additionnées d’antibiotiques en fonction du plasmide. 

d). Cure du plasmide pS88  

La souche S88 et ses mutants ont été cultivés 18h dans du milieu LB à 37°C sous agitation. 

La culture a alors été diluée à 10
5
 UFC/ml et des concentrations sérielles (2,5, 5, and 10%) de 

sodium dodécyl sulfate ajoutées. Après 18h de croissance sous agitation, les cultures ont été 

ensemencées sur des géloses LB, incubées pendant 18h et les colonies obtenues ont été  

testées pour leur capacités à produire des colicines en les repiquant sur une gélose LB 

ensemencée avec une suspension d’une souche de E. coli K-12, sensible à la colicine. Les 

souches n’inhibant pas la croissance de K-12 avaient perdu le plasmide ColV. La perte du 

plasmide a été confirmée par des PCR ciblant les gènes de virulence portées par ce plasmide 

tels que ceux codant pour les sidérophores iroN et iucC (Peigne et al., 2009).  

e). Protocole de pathologie expérimentale avec D. discoideum : 



 155 

Une semaine avant l’expérimentation, les amibes sont décongelées et mises en culture dans 10 

ml de milieu HL5 dans des flacons de culture cellulaire de 25 ml et incubées à 23 °C pendant 

7 jours. 

Les bactéries sont cultivées la veille de l’expérimentation dans 10 ml de milieu HL5 (en BD 

Falcon de 25 ml) à 37°C sous agitation constante (200 rpm). 

Les bactéries sont lavées par centrifugation 15 mn à 10.000 rpm puis le culot est repris dans 

10 ml de tampon MCPB. Nous avons testé 3 à 4 quantités d’amibes : 10, 100, 1000 et 10 000 

cellules. Trois réplicats étaient réalisés par souche, et toutes les expérimentations ont été faites 

deux fois. 

Trois-cents µL de culture bactérienne lavées dans le MCPB étaient ensemencées sur des 

boites de Pétri de 55 mm de diamètre contenant de la gélose HL5. Les boites sont mises à 

sécher sous hotte pendant 30 mn. 

Pendant le séchage des cultures bactériennes, les solutions d’amibes de concentrations 

connues sont préparées. La culture amibienne arrivée à confluence au 7
ème

 jour est lavée après 

centrifugation à 2000 rpm pendant 7 mn avec 10 ml de MCPB. Les amibes sont ensuite 

comptées en cellule Kovaslide® et ajustées à 3 concentrations correspondant à 10, 100 ou 

1000 amibes pour 300 µL de suspension. 

Les boites après étalement de 300 µL de suspension d’amibes sont à nouveau mises à sécher 

sous hotte puis incubés à 23°C scellées dans du parafilm pour éviter la dessication. Les boites 

étaient examinées à J3, J6, J9 pour détecter l’apparition de plages de lyse. 

L’apparition de plages de lyse correspondait au « broutage » de la bactérie par l’amibe et 

définissait le phénotype dit Grazing sensitive (GS). La souche avirulente utilisée comme 
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témoin négatif était REL606 avec apparition de plages de lyse à 10, 100, 1000 amibes (Figure 

18). 

A l’inverse, les souches virulentes telles que 536 (536 était utilisée comme témoin positif) 

résistaient au broutage par l’amibe et définissait le phénotype Grazing résistant ou GR.
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Figure 18: Observation des plages de lyse à J6. (A) souche avirulente b REL606 (10
8
 UFC) 

incubées avec 10
3
 amibes (B) avec 10

2
 amibes (C) avec 10 amibes, phénotype dit Grazing 

sensible (GS). (D) souche virulente 536 (10
8
 UFC) incubée avec 10

3
 amibes, aucune plage de 

lyse n’apparait, phénotype dit Grazing résistant (GR). 

f). Protocole de pathologie expérimentale avec la souris : 

Des bactéries en phase de croissance exponentielle ayant cultivé en bouillon LB pendant 16h 

sous agitation à 37°C sont lavées deux fois dans 0,9% de NaCl. Les bactéries sont remises en 

solution dans du sérum physiologique avant injection à la concentration de 10
9
 UFC/ml . Les 

souris reçoivent une injection sous-cutanée de 0,2 ml de suspension bactérienne dans le cou. 

A B 

C D 
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Elles sont surveillées toutes les heures pendant 24h, puis pluriquotidiennement pendant une 

semaine. L’heure de leur mort est enregistrée. Les souris ayant survécu plus de 7 jours sont 

considérées comme guéries et sacrifiées (Picard et al., 1999). 

Les souris sacrifiées ou mortes sont congelées à – 20°C pour étude ultérieure. Toutes les 

expériences sont répétées deux fois. Pour chaque souche, 10 souris sont inoculées. Pour 

mettre en évidence des différences statistiquement significatives, des effectifs plus grands de 

souris ont dû être testés (maximum de 20 souris supplémentaires). 

Toutes les expérimentations animales ont été conduites dans les respect de la réglementation 

en vigueur. 

Décompte bactériens au niveau de la rate: 

Les rates sont ensuite extraites et pesées. Un millilitre de sérum physiologique est ajouté à 

chaque rate. Elles sont ensuite broyées et homogénéisées grâce à un broyeur de tissu (Ultra-

Turrax 25, Fisher Scientific®, Strasbourg, France). 

Les comptages bactériens sont effectués sur géloses LB avec ou sans antibiotiques afin de 

distinguer les souches utilisées. Les résultats sont exprimés en Log10 d’UFC par mg de tissu. 

 

g). Mesures du taux d’invasion intracellulaire : 

Les co-cultures amibes-bactéries sont incubées avec un antibiotique, la gentamycine (5 μg/ml) 

pendant 45 mn, 2h et 3h. 

Les bactéries mortes et l’antibiotique en suspension dans le milieu sont éliminés par 

centrifugation à 2000 tr/mn pendant 15 mn à 4°C. Le culot d’amibes est resuspendu dans 5ml 

de MCPB. On estime la densité de la population amibienne par décompte sur Kovaslide®. 

Les membranes des amibes sont rompues par l’ajout de 2,5 µL d’un détergent concentré 

(Sodium Dodécyl Sulfate 20%) pendant une durée de 2 minutes dans 1 ml de culture. 
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Les bactéries intracellulaires sont ensuite récupérées dans 1 ml de MCPB après rinçage par 

centrifugation de 15 min à 10 000 rpm à 4°C. Un volume de 100 μl de cette suspension est 

utilisé pour réaliser des dilutions de 10
-1

 à 10
-6

. Ces dilutions sont étalées sur boite de Pétri 

contenant de la gélose LB. Le taux de bactéries intracellulaires est estimé à partir du 

décompte des colonies sur ces boites après 24 h d’incubation à 37°C. 

 

h). Analyses statistiques : 

Les analyses statistiques, les courbes de Kaplan-Meier ont été effectuées grâce au logiciel 

XLSTAT®. 
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III. Résultats 

L’objectif de ce travail est de préciser l’impact du fond génétique des souches de E. 

coli sur la virulence liée au HPI. Dans ce but, trois souches de E. coli 536, CFT073 et NU14 

appartenant toutes au groupe phylogénétique B2, et ont été choisies comme représentatives de 

trois sous-groupes différents, les sous-groupes II, III et IX qui regroupent majoritairement les 

souches d’ExPEC. Ces trois souches ont été utilisées dans toutes les expériences. Par la suite 

et au vu des premiers résultats chez la souche NU14, deux autres souches du sous-groupe IX 

de B2 ou de ST 95 selon le schéma d’Achtman (souches de méningites néonatales C5 et S88) 

ont été testées. Ce sont les souches génétiquement les plus proches de NU14, en particulier la 

souche C5 qui appartient au même complexe clonal O18:K1:H7. 

1). Détermination des facteurs de virulence : 

 L’étude des FVs permet d’évaluer la virulence intrinsèque de chacune des souches. Un 

score de virulence a été calculé correspondant à la somme des FV (adapté de Lefort et coll. 

2011). 

La séquence complète du génome de NU14 n’étant pas encore disponible, la présence de 

gènes de virulence caractéristiques des ExPEC a été recherchée par PCR et comprend : des 

adhésines (papC, papG, incluant les allèles de papG qui sont papGII et papGIII ; sfa/foc, hra, 

iha et ibeA), des toxines (hlyC, cnf1, sat, usp et clbQ), des systèmes de captation du fer (fyuA, 

irp2, iroN, iucC et ireA), des protectines (neuC, ompT et TraT), ainsi qu’un gène codant pour 

une protéine uropathogène spécifique usp. Les souches 536, CFT073 et S88 étant entièrement 

séquencées, la présence de ces gènes était recherchée par BLAST sur NCBI avec vérification 

de l’intégrité du gène (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) (Tableau XII). Les souches 536 et S88 

avaient un score de virulence de 12 et 13 versus 15 et 16 pour CFT073 et NU14. Chez 536, il 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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n’y avait pas de gènes associés aux méningites néonatales (tels que neuC codant pour la 

capsule K1 et ibeA). Quant à la souche S88, elle apparait relativement pauvre en FV. 

Tableau XII : Principaux FV portés par les souches de E. coli 536, NU14, CFT073 et 

S88. 

 

Souches 

 Gènes de virulence 

chuA sfa/foc iroN aer papC papG hlyC cnf1 hra fyuA irp2 

536 + + + - + III + - + + + 

NU14 + + + - + III + + + + + 

CFT073 + + + + + II + - - + + 

S88 + - + + + II - - - + + 

 

Souches 

 Gènes de virulence 

kpsE ireA ibeA usp traT neuC iha sat ompT clbQ Score* 

536 + - - + - - - - + + 12 

NU14 + - + + + + - - + + 16 

CFT073 + + - + - - + + + + 15 

S88 + + - + + + - - + + 13 

* : score de virulence, calculé comme la somme des FV, chacun affecté à un point. 

iroN : salmochéline, aer : aérobactine, fyuA-irp2 : yersiniabactine. 
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2). Virulence chez la souris dans un modèle de septicémie :  

 Les souches ont été testées dans un modèle murin de septicémie (Picard 1999). Ce 

modèle complexe de virulence étudie le passage des bactéries dans le sang et leur 

dissémination secondaire, et ce avec l’entrée en action de plusieurs lignes de défense immune 

chez l’hôte infecté. 

a). Comparaison des souches sauvages :  

 Dans un premier temps, les courbes de survie des souris inoculées par les souches 

sauvages 536, CFT073, NU14, C5 et S88 ont été comparées par le test du Log-Rank (Tableau 

XIII).  

 

Tableau XIII : Valeurs des tests de Log-Rank (p) entre les courbes de survie des amibes 

inoculées par les souches 536, CFT073, S88, NU14 et C5. En gras sont indiqués les p 

significatifs. 

Souches C5 S88 NU14 CFT073 

536 <0.001 0.003 <0.001 <0.0001 

CFT073 0.873 0.007 <0.0001  

NU14 0.001 <0.0001   

S88 0.001    

  

Les souches par ordre de virulence décroissante sont : la souche 536 qui tue toutes les souris 

en moins de 20h (dont 95% en moins de 16h), suivie par la souche S88 qui tue 100% des 

souris en moins de 21h, puis CFT073 et C5 (de survies non différentes statistiquement) qui 

tuent 100 % des souris en environ 40 h, et enfin la souche NU14 avec 90% de mortalité en 5 

jours (Figure 19). On constate que la virulence de ces souches dans le modèle de septicémie 

est sensiblement différente d’une souche à l’autre (Figure 19). 
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Figure 19 : Courbes de Kaplan-Meier des souris inoculées par  les souches 536, C5, 

CFT073, NU14 et S88. En ordonnées sont indiqués les pourcentages de morts, en abscisses 

les heures de mort des souris. 

 

b). Souche 536 et ses mutants du HPI : 

 La souche 536ΔHPI avait déjà été testée dans l’étude de Médéric Diard (Diard 2010) 

montrant une absence d’atténuation de la virulence par rapport à la souche sauvage. Devant ce 

résultat, les mutants des trois gènes du HPI de cette souche n’ont pas été testés chez la souris. 

c). Souche CFT073 et ses mutants du HPI : 

 La souche de E. coli CFT073 est un « mutant naturel » d’irp2 par insertion d’une IS. 

Elle n’utilise pas la yersiniabactine comme sidérophore, mais possède un HPI complet avec 

YbtA comme possible régulateur pleitrope.  

La souche CFT073 ΔHPI::Cm inoculée aux souris avait une courbe de survie non 

statistiquement différente de celle de la souche sauvage (test du Log Rank p=0.276) (Figure 

20), de même que le mutant CFT073 ybtA::Kn (donnée non montrée). 
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Figure 20 : Courbes de Kaplan-Meier des souris inoculées par  la souche CFT073 et par 

son mutant du HPI (CFT073ΔHPI::Cm) dans un modèle de septicémie. En ordonnées 

sont indiqués les pourcentages de morts, en abscisses les heures de mort des souris (test du 

Log Rank p=0.276). 

 

d). Souche NU14 et ses mutants du HPI : 

 La souche NU14 est un « tueur lent » avec des morts de souris étalés sur 5 jours et une 

mortalité de 90 %.  

 Le mutant de NU14 délété du HPI complet (NU14 HPI::Kn) présentait une baisse 

drastique de virulence (10% de mortalité versus 90% pour la souche sauvage) (p<0.00001) 

(Figure 21).  

 Les deux mutants de NU14 du gène de structure de la yersiniabactine irp2 (NU14 

irp2::Cm et NU14 irp2::Kn) construits lors de deux expériences indépendantes de mutagénèse 

par la méthode de Datsenko-Wanner étaient dénués de virulence et n’entrainaient aucune mort 

chez la souris (0% de mortalité) (Figure 22). Toutefois, il n’y avait pas de différence 
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statistiquement significative entre les mutants de irp2 et celui du HPI (test du Log-Rank 

=0.157). 

 

Figure 21 : Courbes de Kaplan-Meier des souris inoculées par  la souche NU14 et par 

son mutant du HPI (NU14 HPI::Kn) dans un modèle de septicémie. En ordonnées sont 

indiqués les pourcentages de mort, en abscisses les heures de mort des souris (test du Log 

rank < 0.0001). 
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Figure 22 : Courbes de Kaplan-Meier des souris inoculées par  la souche NU14 et par ses 

mutants du gène irp2 (NU14 irp2::Cm et NU14 irp2::Kn) dans un modèle de septicémie. 

En ordonnées sont indiqués les pourcentages de décès, en abscisses les heures de décès des 

souris (p<0.0000). 

 

 Les mutants de NU14 de ybtA (gène du régulateur) construits par la méthode de 

Datsenko-Wanner lors de deux expériences différentes (NU14 ybtA::Kn 1 et NU14 ybtA:: Kn 

2) étaient moins virulents que la souche sauvage avec seulement 60 % de mortalité (test du 

Log-Rank, p=0.015) (Figure 23). L’effectif de souris nécessaire à cette expérience a été de 20 

souris au lieu de 10 pour le test standard. 

 

 Figure 23 : Courbes de Kaplan-Meier des souris inoculées par  la souche NU14 et 

par ses mutants du gène ybtA (NU14 ybtA::Kn 1 et NU14 ybtA::Kn 2) dans un modèle de 

septicémie. 

En ordonnées sont indiqués les pourcentages de mort, en abscisses les heures de mort des 

souris. 

 Le mutant de NU14 de fyuA (gène du récepteur) (NU14 fyuA::Cm) tuait environ 50% 

des souris, et était significativement moins virulent que la souche sauvage (test du Log-Rank, 
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souris au lieu de 10. Ce phénotype de virulence atténuée se rapproche de celui du mutant de 

ybtA de NU14. 

 

 

Figure 24 : Courbes de Kaplan-Meier des souris inoculées par  la souche NU14 et par 

son mutant du gène fyuA (NU14 fyuA::Cm) dans un modèle de septicémie. 

En ordonnées sont indiqués les pourcentages de mort, en abscisses les heures de mort des 

souris (p<0.001). 

 

  

 Le mutant de NU14 de ybtA recomplémenté par le plasmide pWSK30 (NU14 

ybtA::Kn pWSK30-ybtA) avait la même virulence que la souche mutée (donnée non montrée). 

La recomplémentation phénotypique avec restauration de la virulence n’a pas été possible. 

Ceci a également été le cas pour les recomplémentations plasmidiques des mutants de fyuA et 

d’irp2 (NU14Δirp2 pWKS30-irp2 et NU14 fyuA::Cm pACYC184-fyuA respectivement) ainsi 

qu’avec la souche portant un vecteur d’intégration  chromosomique pCP1 (NU14 ybtA::kn 

pCP1). Les rates des souris mortes ont été étalées à la recherche de bactéries et ont montré 

que celles-ci avaient perdu le marqueur de résistance du vecteur pCP1 suggérant un 
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évènement de recombinaison in vivo peut-être induit par le stress auquel ont été soumises ces 

bactéries. 

 

e). Souche C5 et ses mutants du HPI: 

 Après avoir comparé les trois souches virulentes appartenant à trois différents sous-

groupes de B2 NU14, CFT073 et 536, et constatant que l’effet du HPI sur la virulence ne se 

manifeste que chez NU14, nous avons été amenés à étudier l’impact du HPI sur la virulence 

des souches C5 et S88 appartenant au sous-groupe IX comme NU14, et pour C5 appartenant 

au même complexe clonal 018:K1:H7. 

 La souche C5 délétée du HPI (C5Δ HPI::cat-1) avait une virulence significativement 

atténuée chez la souris par rapport à la souche sauvage (Figure 25). 

 

Figure 25 : Courbes de Kaplan-Meier des souris inoculées par  la souche C5 et par son 

mutant du HPI (C5Δ HPI::cat-1) dans un modèle de septicémie. En ordonnées sont 

indiqués les pourcentages de mort, en abscisses les heures de mort des souris (test du Log 

Rank p=0.037). 

0 

0.1 

0.2 

0.3 

0.4 

0.5 

0.6 

0.7 

0.8 

0.9 

1 

0 5 10 15 20 25 30 

Temps 

Fonction de survie cumulée 

C5 C5::HPI 



 169 

 Par contre, l’inoculation de C5 fyuA::cat-1n’entrainait pas de modification de mortalité 

par rapport à la souche sauvage (test du Log rank, p=0.278) (Figure 26). Le test standard 

comportant seulement 10 souris, un effectif plus grand pourrait peut-être mettre en évidence 

une différence significative, ainsi pour les mutants de NU14 de fyuA ou de ybtA, des effectifs 

de 20 souris avaient été nécessaires. 

 

Figure 26 : Courbes de Kaplan-Meier des souris inoculées par  la souche C5 et par son 

mutant de fyuA (C5Δ fyuA::cat-1) dans un modèle de septicémie. En ordonnées sont 

indiqués les pourcentages de mort, en abscisses les heures de mort des souris (test du Log 

Rank p=0.278). 

f). Souche S88 et ses mutants du HPI 

 Les souris inoculées par le mutant du HPI de la souche S88 (S88 ΔHPI::cat-1) avaient 

une survie non différente de celles inoculées par la souche sauvage. Toutefois le test du Log 

rank avec un p=0.09 suggère que des effectifs plus grands que les 10 souris qui ont été testées 

pourrait mettre en évidence une différence (Figure 27). Il n’y avait pas de différence de survie 

entre S88 et son mutant fyuA (S88 fyuA::cat-1). 
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Figure 27 : Courbes de Kaplan-Meier des souris inoculées par  la souche S88 et par son 

mutant du HPI (S88 ΔHPI::cat-1) dans un modèle de septicémie. En ordonnées sont 

indiqués les pourcentages de mort, en abscisses les heures de mort des souris (test du Log 

Rank p=0.09). 

 

Ci-dessous, un tableau récapitulatif des effets chez la souris des différentes mutations : 

 HPI irp2 ybtA fyuA 

536 - ND ND ND 

CFT073 - Mutant naturel - ND 

NU14 ++ ++ + + 

C5 + ND ND - 

S88 +/- ND ND - 

ND : non déterminé. 
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3). Résultats du modèle de virulence expérimentale chez l’amibe : 

 Le modèle amibe est peu cher et reproductible et éthiquement sans limite par rapport 

aux souris. Il nous a ainsi permis de tester toutes les souches du tableau X avec au moins deux 

expériences indépendantes et au minimum trois réplicats par souche et par expérience. Les 

souches NU14, CFT073, 536, S88 et C5 étaient toutes virulentes chez l’amibe avec des 

phénotypes GR (résistants au broutage) à la densité de 10
3
, 10

2
, 10  amibes pour 10

8
 UFC de 

bactéries (Figure 18, D). 

a). Mutants du HPI de la souche de E. coli 536 : 

 La souche 536 délétée du HPI complet (536ΔHPI) présentait le même phénotype GR 

que la souche sauvage et était donc virulente chez l’amibe. De même, les mutants de 536 des 

gènes fyuA, ybtA ou d’irp2 (soit 536 fyuA::Cm, 536 ybtA::Kn et 536 irp2::Kn, respectivement) 

présentaient le phénotype GR.  

Le mutant de 536 délété des PAIs III et IV (536ΔPAI III-HPI) (soit ne sécrétant ni la 

yersiniabactine du HPI, ni la salmochéline portée par le PAI III et ayant ainsi pour unique 

sidérophore majeur l’entérobactine) restait hautement virulent chez l’amibe de même que la 

souche 536 délétée de ses sept PAIs.  

 Il est à noter que la souche 536 possède le même arsenal de sidérophores que la souche 

NU14. 

b). Mutants du HPI de E. coli CFT073 : 

 La souche de E. coli CFT073 n’utilise pas la yersiniabactine comme sidérophore, mais 

possède un HPI avec YbtA comme possible régulateur pleitrope. La délétion du HPI complet 

(CFT073 HPI::Kn) ou du gène codant pour YbtA (CFT073 ybtA::Kn) n’affectait pas sa 

virulence chez l’amibe. 
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c). Mutants du HPI de NU14 : 

 La délétion complète du HPI chez NU14 (NU14 HPI::Kn) le rendait sensible à la 

digestion par l’amibe dès 10
2
 amibes pour 10

8
 UFC de bactéries avec un phénotype GS 

correspondant à l’apparition de plages de lyse bactérienne (Tableau XIV). 

 D’autre part, les deux mutants indépendants de NU14 du gène de structure irp2 NU14 

irp2::kn et NU14 irp2::Cm présentaient des plages de lyse dès une densité d’amibes de 10 

pour 10
8
 UFC de bactéries, comme la souche avirulente B REL 606. Le phénotype virulent 

GR de la souche sauvage était restauré par recomplémentation plasmidique (NU14Δirp2 

pWKS30-irp2)  (Tableau XIV).  

 

Tableau XIV : Rôle de Irp2 et du HPI dans la résistance de NU14 à la digestion par 

l’amibe.  

Souche  NU14 ------ ------ ------ 

 

NU14 HPI::Kn  ------ ++++-- ++++++ 

 

NU14 irp2::Kn  +++ - - - +++ - - - ++++++ 

 

NU14Δirp2  

 pWKS30-irp2 
------ ------ -----+ 

 

B REL 606 ++++++ ++++++ ++++++ 

  

10 10
2
 10

3
 

  

Densités d’amibes 

(+) représente le nombre réplicats avec plaques de lyses à 6 j après co-culture. (-) représente 

le nombre de réplicats sans plages de lyse. 
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 Les deux mutants indépendants du régulateur YbtA (NU14 ybtA::kn 1 et 2)  

présentaient une apparition de plages de lyse en compétition avec une forte densité d’amibes à 

10
3
 (Tableau XV). Ce phénotype d’atténuation de virulence GS a été confirmé en testant les 

deux mutants construit de façon indépendante. De plus, la recomplémentation 

chromosomique par le vecteur suicide pCP1 a restauré le phénotype sauvage GR (NU14 

ybtA::kn pCP1) (Tableau XV, Figure 28). La recomplémentation plasmidique avec le 

plasmide pWKS30-ybtA par contre n’a pas été possible et ce en maintenant ou non la pression 

de sélection antibiotique dans le modèle (données non montrées).  

 

Tableau XV : Rôle de YbtA dans la résistance de NU14 à la digestion par l’amibe. 

Souche  NU14  ------  ------   ------ 

 
NU14 ybtA::kn (1 et 2)  ------  ------  ++++++ 

 
NU14 ybtA ::kn pCP1   ------  ------ -----+ 

 
REL 606  ++++++  ++++++  ++++++ 

  
 10  10

2

   10
3

  

  
Densités d’amibes  

(+) représente le nombre réplicats avec plaques de lyses à 6 j après co-culture. (-) représente 

le nombre de réplicats sans plages de lyse. 
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 Figure 28 : Plages de lyse observées à J6. 

(A) E. coli B REL 606 (10
8
) avec D. discoideum (10

3
) 

(B)  REL 606 avec D. discoideum (10
2
) 

(C)  NU14 (10
8
) avec D. discoideum (10

3
) 

(D)  mutant NU14 ybtA::kn avec D. discoideum (10
3
)  

(E) NU14 ΔybtA pCP1 avec D. discoideum (10
3
)  

 

 Le mutant de la souche NU14 du récepteur FyuA (NU14 fyuA::Kn) présentait une 

apparition de plages de lyse à 10
3
 densité d’amibes et avait donc le même phénotype de 

virulence atténuée que le mutant du régulateur YbtA. La recomplémentation plasmidique a été 
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obtenue avec le plasmide à faible nombre de copies pACYC184-fyuA en additionnant de la 

tétracycline aux géloses HL5 (Tableau XVI). 

 

Tableau XVI : Rôle de FyuA dans la résistance de NU14 à la digestion par l’amibe.  

Souche  NU14  ------ ------ ------ 

 

NU14 fyuA::Kn  ------ ------ ++++++ 

 

NU14 fuyA::Kn 

pACYC184-fyuA  

------ ------ ------ 

 

REL 606 ++++++ ++++++ ++++++ 

  

10 10
2
 10

3
 

  

Densités d’amibes 

 (+) représente le nombre réplicats avec plaques de lyses à 6 j après co-culture. (-) représente 

le nombre de réplicats sans plages de lyse. 

  

d). Mutants du HPI de E. coli C5 : 

 Les mutants de la souche C5 du HPI et de fyuA (C5ΔHPI::cat-1, C5 fyuA::cat-1) 

étaient de moindre virulence avec apparition de plages de lyse à 10
3
 densité d’amibes. Par 

introduction du plasmide pACYC184-fyuA, le phénotype virulent a été restauré sans qu’il y 

ait eu nécessité de maintenir la pression de sélection par adjonction d’antibiotiques au milieu 

(tableau XVI). La souche C5 appartient au même sous-groupe de B2 que NU14, et au même 

complexe clonal O18:K1:H7, elle produit les mêmes sidérophores. 
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Tableau XVI : Rôle de FyuA et du HPI dans la résistance de la souche C5 à la digestion 

par l’amibe. 

Souche  C5 ------ ------ ------ 

 

C5 ΔHPI::cat-1 ------ ------ --++++ 

 

C5 fyuA::cat-1  ------ ------ --++++ 

 

C5 fyuA::cat-1   

 pACYC184-fyuA 

------ ------ ------ 

 

REL 606 ++++++ ++++++ ++++++ 

  

10 10
2
 10

3
 

  

Densités d’amibes 

 (+) représente le nombre réplicats avec plaques de lyses à 6 j après co-culture.  

(-) représente le nombre de réplicats sans plages de lyse. 

 

e). Mutants du HPI de E. coli S88 : 

 Les mutants de S88 délété du HPI complet (S88ΔHPI::cat-1) ou muté du gène fyuA 

(S88 fyuA::cat-1) présentaient le phénotype GR et n’avaient pas d’atténuation de virulence 

chez l’amibe.  

Cette souche appartient comme NU14 et C5 au sous-groupe IX de B2, mais est de complexe 

clonal différent (O45:K1:H7). Elle porte le plasmide pS88 codant pour la salmochéline et 

l’aérobactine, elle produit ainsi un sidérophore supplémentaire par rapport à NU14 et C5. Il 

reste à tester les mutants du HPI de S88 curés de ce plasmide afin de voir si la yersiniabactine 

devient alors critique pour la virulence de la souche dans ce modèle.  
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Ci-dessous, un tableau récapitulatif des effets chez l’amibe des différentes mutations : 

 HPI irp2 ybtA fyuA 

536 - - - - 

CFT073 - Mutant naturel - ND 

NU14 ++ ++ + + 

C5 + ND ND + 

S88 - ND ND - 

ND : non déterminé. 

 

 

 

4). Mesures du taux d’invasion intracellulaire (intra-amibes) : 

 Le test consiste en une co-culture amibes-bactéries en excès de bactéries avec mesure 

des bactéries intra-amibiennes en deux temps à 1 h et à 3 h. Les trois souches étudiées sont 

536, CFT073 et NU14. 

 Pour la souche témoin avirulente B REL606, aucune bactérie intra-amibe n’est 

retrouvée à 1h et 3h, ce qui pourrait traduire une digestion très rapide des bactéries par 

l’amibe. 

 Les souches virulentes chez l’amibe NU14, CFT073 et 536 étaient retrouvées au cours 

du temps en intra-amibe mais avec des différences notables selon les souches. Les deux 

souches CFT073 et 536 sont de plus en plus internalisées au cours du temps (facteur 5 à 10 à 

3h par rapport à 1h) alors que la souche NU14 est moins internalisée à 3h qu’à 1h, suggérant 

une virulence par résistance à la phagocytose ou par un mécanisme secondaire d’échappement 

de la bactérie par rapport à l’amibe (Figure 29). Ces expériences ont été reproduites deux fois. 
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Figure 29 : Internalisation des bactéries dans les amibes à 1h et 3 h. En ordonnées sont 

indiquées les UFC internalisées par amibe, en abscisses les souches avec les deux temps de 

prélèvement. 

 

 Devant ce comportement différent de NU14, les différents mutants du HPI et des 3 

gènes et leurs recomplémentés de la souche NU14 ont été testés dans ce modèle. La souche 

sauvage était donc moins internalisée au cours du temps, le mutant délété du HPI 

(NU14ΔHPI::Kn) présentait la tendance inverse et était plus internalisé au cours du temps 

(p=0,005). Les mutants de NU14 FyuA, Irp2 et YbtA (NU14 fyuA::Kn,  NU14 irp2::Kn, 

NU14 ybtA::Kn 1) présentaient également une tendance inverse avec augmentation de 

l’entrée intra-amibes entre 1h et 3h. De plus, cette tendance était recomplémentée dans tous 

les cas (souches NU14 fyuA::Kn pACYC184-fyuA, NU14 Δirp2 pWSK30-irp2, NU14 

ybtA::Kn pCP1) (Figure 21).  

 A l’opposé, il n’y avait pas d’effet de la délétion du HPI sur l’internalisation de 536 ou 

de CFT073 (p=0,10 et p=0,58). 
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Figure 21 : Internalisation des bactéries dans les amibes à 1h et 3 h. En ordonnées sont 

indiquées les UFC internalisés par amibe, en abscisses les souches avec les deux temps de 

prélèvement. (a) : souches NU14, mutant NU14 fyuA::Kn (NU14 fyuA-) et recomplémenté 

a 

b 

c 
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NU14 fyuA::Kn pACYC184-fyuA (NU14 fyuA rec), (b) souches NU14, mutant NU14 

irp2::Kn (NU14 irp2-) et recomplémenté NU14 Δirp2 pWSK30-irp2 (NU14 irp2 rec),  (c) 

souches NU14, mutant NU14 ybtA::Kn 1 (NU14 ybtA-) et recomplémenté NU14 ybtA::Kn 

pCP1 (NU14 ybtA rec). 

 Dans le but d’élucider le mécanisme de virulence de E. coli chez l’amibe, des 

expériences de co-culture d’amibes avec des surnageants de culture filtrés de 536, CFT073, 

NU14 ont été entreprises. Ces surnageants n’ont pas plus affecté la croissance de l’amibe sur 

6 h que la souche avirulente B REL 606 (données non montrées), la virulence de ces souches 

n’est pas probablement pas due à des facteurs sécrétés dans le milieu tels que des toxines. 

 

Ci-dessous, un tableau  récapitulatif des effets sur l’internalisation dans l’amibe entre 1h et 3h 

des différentes mutations : 

 sauvage HPI irp2 ybtA fyuA 

536 ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ 

CFT073 ↑ ↑ Mutant naturel ↑ ND 

NU14 ↓ ↑* ↑* ↑* ↑* 

ND : non déterminé. ↑ : augmentation du nombre de bactéries intra-amibes. ↓ : baisse du 

nombre de bactéries intra-amibes. * : différence statistiquement significative. 
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IV. Discussion:  

 Afin d’éclaircir le rôle du fond génétique dans l’expression de la virulence, trois 

isolats naturels appartenant au groupe phylogénétique B2 le plus représenté chez les ExPEC 

ont été choisis. Ces souches appartenaient à trois sous-groupes différents de B2 ayant une 

structure quasi-clonale avec très peu de STs différents par sous-groupe. Ces trois sous-

groupes représentent à eux seuls plus de la moitié des souches de B2 (Le Gall et al., 2007). Ce 

groupe phylogénétique est le plus pathogène chez l’homme, mais aussi comme nous l’avons 

trouvé dans notre précédente étude l’un des meilleurs colonisateurs de la flore intestinale. 

Nous avons choisi d’étudier l’impact de la perte d’un sidérophore, la yersiniabactine, facteur 

de virulence capital des bactéries dans leur rencontre avec l’hôte en milieu carencé en fer 

(Fetherston et al., 2010) mais aussi facteur de commensalisme par captation du fer dans leur 

habitat naturel où elles sont en compétition avec d’autres micro-organismes (Perry et al., 

1999). 

 Dans notre travail, l’étude du contenu en FV des souches reflétant leur virulence 

intrinsèque apporte finalement peu de renseignements sur leur virulence in vivo. En effet, la 

souche NU14 bien qu’apparaissant mieux équipée (avec des FV de méningites néonatales tels 

que NeuC) que 536 est une souche «tueuse lente » chez la souris alors que 536 est une 

« tueuse rapide ». La présence de FV ne présage pas de leur niveau de transcription, ni de leur 

expression in vivo. La seule acquisition de facteurs de virulence n'est probablement pas 

suffisante pour permettre l'émergence de la  virulence, ce qui met en relief le rôle du fond 

génétique dans l’expression de celle-ci. 

Cette virulence est mieux approchée par l’expérimentation in vivo. Le modèle de septicémie 

chez la souris est un modèle complexe et global qui reflète la confrontation entre les défenses 

immunes de la souris et la bactérie avec son matériel génétique de FVs, ses mécanismes de 

régulation et ses capacités d’adaptation métaboliques. Elle implique la translocation à partir 
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de l’inoculation sous-cutanée dans le sang, puis la multiplication de la bactérie durant la phase 

septicémique. 

Dans le sang, la quantité de fer libre est contrôlée et maintenue très basse par fixation aux 

protéines plasmatiques comme décrit précédemment, c’est l’un des mécanismes de défense de 

l’hôte contre les bactéries (Miller et al., 2006). 

De cette première approche expérimentale, il ressort que la virulence des souches est 

différente au sein du même groupe phylogénétique B2 et y compris au sein du même sous-

groupe IX avec par ordre décroissant les souches 536, S88, C5 et CFT073. NU14 apparait 

comme la moins virulente. 

Les deux souches des sous-groupes II et III soient CFT073 et 536 n’étaient pas affectées dans 

leur virulence par délétion du HPI ou d’un de ses gènes. CFT073 a la particularité de ne pas 

produire de yersiniabactine (par insertion d’IS) mais de porter un HPI complet, celui-ci n’a 

pas d’effet dans notre modèle de septicémie. 

La souche 536 produit les sidérophores entérobactine, salmochéline et yersiniabactine mais 

pas l’aérobactine, elle n’est pas affectée par la délétion du HPI dans sa virulence. 

A l’inverse, la souche NU14, qui produit les mêmes sidérophores majeurs que 536 voit sa 

virulence drastiquement diminuer lors de la délétion du HPI ou d’un de ses gènes. Les 

mutants du HPI complet ou du gène de synthèse irp2 de NU14 étaient complètement 

avirulents chez la souris. Ceci pourrait traduire une moindre virulence de la souche NU14 qui 

serait plus facilement affectée par la perte d’un seul FV.  Mais cela suggère aussi la notion de 

sidérotype ou utilisation préférentielle d’un sidérophore en fonction de la situation de stress 

métabolique à laquelle est confrontée ces bactéries (ex : yersiniabactine et NU14). Cette 

hypothèse a été proposée dans l’étude de Garcia (Garcia et al., 2010) où l’auteur indiquait 

que, pour une même souche, les sidérophores agiraient par niches métaboliques. Cette 
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utilisation préférentielle d’un sidérophore semble varier selon les souches dans notre travail 

(entre NU14 et 536). 

 D’autre part, dans le modèle souris, les mutants du gène de synthèse irp2 étaient plus 

affectés dans leur virulence que les mutants du régulateur YbtA ou du récepteur FyuA.  

Devant les résultats obtenus avec la souche NU14, d’autres souches du même sous-groupe IX,  

C5 et S88, et leurs mutants du HPI ont été testés. Le sous-groupe IX a en effet une structure 

quasi-clonale et ces souches ont le même ST, le ST95 selon le schéma d’Achtman. Ces 

souches se sont révélées plus virulentes que NU14 chez la souris, mais comme pour NU14, la 

délétion du HPI complet affectait leur virulence. Cette atténuation de virulence du mutant 

était différente entre C5 et S88. Elle est plus marquée pour C5, souche génétiquement la plus 

proche de NU14 et appartenant au même complexe clonal. Pour S88, cette atténuation est 

probable mais reste à confirmer. En effet, cette souche possède le plasmide pS88 qui code 

pour deux sidérophores, l’aérobactine et la salmochéline, et possède de ce fait un arsenal de 

sidérophores plus important que les souches NU14 et C5 (l’aérobactine). Ainsi, sur le même 

fond génétique un des événements d’acquisition par transfert horizontal de gènes de virulence 

et de gènes métaboliques est sans doute survenu. Chez S88, afin de préciser l’impact du fond 

génétique ou matériel génétique acquis verticalement versus le matériel génétique acquis 

horizontalement, il nous reste à tester dans le modèle de virulence murin différents mutants 

les souches S88 ΔpS88, S88 ΔHPI::cat-1 ΔpS88, S88 fyuA::cat-1 ΔpS88 et S88 fyuA::cat-1 

ΔpS88 pACYC184-fyuA correspondant à S88 et ses mutants du HPI curés de leur plasmide 

pS88 et recomplémentés afin d’étudier le rôle propre du fond génétique de la souche de E. 

coli S88 du sous-groupe IX dans la virulence liée au HPI. 

La seconde partie étudie un modèle de virulence plus simple utilisant l’amibe qui est 

assimilable à un macrophage. L’amibe D. discoideum possède de nombreuses voies 
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communes avec celles des autres cellules eucaryotes. Elle permet d’étudier la phagocytose, 

l’une des lignes de défense des eucaryotes contre les bactéries. 

Ce modèle moins onéreux et plus éthique que celui de la souris nous a permis de tester un 

grand nombre de mutants, et leurs recomplémentés. La recomplémentation a été possible dans 

tous les cas, le modèle permettant le maintien de la pression  de sélection par adjonction 

d’antibiotiques au milieu. Celle-ci n’a pas toujours été nécessaire, le stress auquel sont soumis 

les bactéries est moindre dans ce modèle et une perte minime de fitness n’affecte pas 

globalement leur virulence sur 6 jours en co-culture avec des amibes. Le temps de division 

des amibes étant de 12h, les bactéries ont le temps de s’adapter à leur prédateur, à l’inverse de 

la souris où les premiers temps sont cruciaux. 

Par contre, la recomplémentation n’a pas été possible chez la souris par perte du plasmide ou 

du vecteur inséré, ou par une modification même légère de fitness des souches lors de la 

mutagénèse, modification qui serait très délétère chez la souris. Cependant, des mutants 

construits indépendamment des gènes irp2 et ybtA de NU14 ont donné les mêmes résultats. 

De même, la délétion des gènes du HPI ou du HPI allait dans le même sens d’atténuation de 

la virulence. 

Une corrélation entre la virulence chez la souris et l’amibe a été mise en évidence comme 

décrit précédemment (Adiba et al., 2010).  

Les rôles des gènes du HPI ont pu être précisé dans ce modèle. De même que chez la souris, 

les mutants du HPI complet étaient quasi-avirulents. Les mutants du gène de synthèse irp2 (ne 

produisant pas de yersiniabactine) se comportaient comme les mutants du HPI complet (tuant 

0 souris sur 10, GS à une faible densité d’amibes), à l’inverse les mutants du régulateur YbtA 

ou du récepteur FyuA était de virulence légèrement atténuée seulement (tuant 5 à 6 souris sur 

10, GS à une forte densité d’amibes). 
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Le mutant du récepteur FyuA synthétise la yersiniabactine mais ne peut l’internaliser 

complexée au fer et de ce fait ne peut l’utiliser comme sidérophore, bien qu’on ne puisse 

exclure l’hypothèse d’une entrée par une voie alterne inconnue pour le moment. 

Le mutant du régulateur YbtA présente une baisse drastique de la production de 

yersiniabactine (Giuseppe Magistro, communication personnelle), celle-ci reste toutefois 

produite en très petites quantités.  

Ces observations sont en faveur d’un rôle de la yersiniabactine en dehors de la captation du 

fer, de très petites quantités de celle-ci participant alors à la virulence de la souche. Elle 

pourrait agir seule ou complexée au fer en tant que molécule de signalisation et induire la 

transcription d’autres FVs situés en dehors du HPI sur le génome. Ou bien la yersiniabactine 

pourrait agir en ayant un effet de toxicité directe sur les macrophages par inhibition des ROS 

(Paauw et al., 2009). Cette hypothèse est d’autant plus intéressante que l’amibe, organisme 

unicellulaire, est comme les macrophages un phagocyte professionnel. Toutefois, cette 

observation a été faite en utilisant de la yersiniabactine purifiée, et rien ne prouve que cela est 

transposable in vivo.  

Pour expliquer les différences de virulence observées entre les souches 536, CFT073 et NU14 

des expériences d’internalisation dans l’amibe ont été conduites et ces souches ont montré des 

comportements très différents. 

La virulence de la souche NU14 serait liée à une moindre phagocytose par résistance à 

l’internalisation ou par échappement de l’amibe. Les souches de 536 et de CFT073 tueraient 

l’amibe par internalisation massive. Ce mécanisme de résistance à la phagocytose chez 

l’amibe a déjà été décrit pour Klebsiella pneumoniae via son lipopolysaccharide (March et al., 

2013). La souche NU14 appartient au groupe des souches de méningites néonatales et possède 

la capsule K1, qui pourrait être impliquée dans cette résistance à la phagocytose. Selon nos 

données, le HPI est indispensable à la résistance à la phagocytose de NU14. Il semblerait que 
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chez NU14, c’est la présence de ces deux facteurs (la capsule et le HPI) qui est nécessaire à sa 

virulence chez l’amibe. Cette observation pourrait être artéfactuelle par stimulation d’autres 

sidérophores ou d’autres facteurs de virulence chez ces mutants, avec des régulations 

complexes. Ces hypothèses restent à confirmer par microscopie confocale analysant l’entrée, 

la phagocytose, et l’éventuelle ressortie de la bactérie afin de préciser son mécanisme exact de 

virulence. Une collaboration avec l’équipe du Pr. Pierre Cosson de l’Université de Genève est 

prévue dans ce domaine. 
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CONCLUSION GENERALE : 
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 Ces travaux ont permis la mise au point d’une méthode rapide, fiable et pratique de 

quantification de E. coli et de ses phylogroupes majeurs, permettant de traiter un grand 

nombre d’échantillons à la fois. Cette approche originale de PCR quantitative intra-espèce a 

confirmé les données de littérature sur les prévalences de E. coli chez l’homme et les 

animaux. L’homme est porteur dans près de 100% de E. coli dans son microbiote intestinal et 

à des quantités de près de 10
8
 UFC/gr de fèces,  plus élevées que chez les animaux sauvages 

et domestiques étudiés. De plus, nos études confortent l’hypothèse du clone dominant c’est à 

dire d’un clone représentant plus de 50% de la population de l’espèce que ce soit chez 

l’homme ou bien l’animal. 

 La méthode moléculaire mise au point a un seuil de détection très bas, et a ainsi révélé 

la présence de groupes minoritaires non détectables par les techniques phénotypiques 

précédentes. Ainsi, plus de 40% des sujets de l’étude Coliville hébergeaient ces clones 

minoritaires. Cette partie immergée de l’iceberg reste peu étudiée et expliquerait les 

différences de portage observées au cours du temps ou l’acquisition apparente de nouveaux 

clones qui seraient en fait des clones minoritaires qui émergeraient à l’occasion de pressions 

de sélection sur le microbiote. Cette technique donne aussi une estimation de la diversité de la 

population commensale de E. coli via l’étude de ses groupes phylogénétiques. 

La suite du travail a consisté à collecter des selles d’animaux sauvages et domestiques issus 

de la même région géographique, l’Île-de-France. L’étude comparative des structures des 

populations commensales des hommes et des animaux sauvages et domestiques a révélé la 

présence d’entérocolitypes, correspondant à des associations préférentielles de phylogroupes 

au sein des fèces. Comme décrit précédemment à l’échelle du microbiote intestinal total 

(Arumugam et al., 2011), l’espèce de l’hôte, son régime et son habitat  ont un impact 

important sur les entérocolitypes à l’échelle de l’espèce bactérienne. Trois principaux 
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entérocolitypes ont été ainsi décrits : entérocolitype sauvage herbivore, entérocolitype 

domestique herbivore et entérocolitype omnivore, chacun se caractérisant par la 

prédominance d’un des phylogroupes B2, B1 ou A. Ainsi, les B2 dominants sont retrouvés 

chez les animaux herbivores sauvages  associés à une faible diversité et une densité basse de 

E. coli dans les selles, les B1 dominants chez les herbivores domestiques avec une grande 

diversité de portage et une quantité intermédiaire de E. coli dans les selles et enfin un 

entérocolitype A dominant chez les omnivores avec une haute densité de E.  coli dans les 

selles. L’homme présentait deux types de structures de E. coli commensaux : A dominant 

avec une plus grande diversité de portage de phylogroupes, entérocolitype comparable à celui 

des animaux omnivores, et B2 dominant et quasi-exclusif. Le phylogroupe B2 n’est exclusif 

que chez l’homme. Ceci nous a amené à comparer les souches de phylogroupe B2 

commensales animales et humaines en fonction de leur capacité à être exclusive dans la 

population ou pas. Deux gènes  sfa/foc, codant pour la sous-unité F1C des fimbriae et clbQ, 

de l’ilot génomique pks codant pour la génotoxine colibactine et associé au cancer colo-rectal 

ont montré une association avec le caractère exclusif chez l’homme reflétant une forte 

capacité de colonisation in-vivo spécifique de certaines souches humaines de phylogroupe B2 

et créant de ce fait un quatrième entérocolitype spécifiquement humain. L’ensemble de ces 

données illustre une spécialisation des groupes phylogénétiques en fonction de l’espèce, du 

régime et du mode de vie avec une particularité chez l’homme expliquée probablement par 

une forte adaptation de E. coli à son hôte. 

Ultérieurement, la méthode pourrait être appliquée à l’étude du portage de E. coli dans 

différentes situations physiologiques en fonction de la situation géographique, de l’origine des 

sujets ou physiopathologiques : hospitalisation, réanimation, effets de l’antibiothérapie, 

survenue de maladies intercurrentes, infections urinaires à répétitions. 
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En situation extraintestinale dans des produits pathologiques, l’approche quantitative pourrait 

être contributive comme facteur prédictif d’infection invasive par exemple : portage de E. coli 

et survenue d’ascite, ascite et choc septique. 

Cette méthode pourrait également avoir des applications chez l’animal dans l’élevage, en 

sciences vétérinaires, et en bactériologie environnementale pour connaitre l’origine d’une 

contamination fécale des eaux.  

 La mise en évidence lors de ces études de souches commensales humaines chargées en 

FVs et « super colonisatrices » pose la question suivante : le portage de souches B2 super-

colonisatrices est-il prédictif de survenue d’infection invasive à E. coli ? 

Certes l’impact de la virulence intrinsèque de E. coli, pathogène opportuniste, dans la 

survenue et la gravité de l’infection est moindre que celui de l’état physiologique du sujet, de 

ses comorbidités et de l’état de son immunité, cependant il demeure un des éléments 

constitutifs de  l’infection. 

 La deuxième partie de la thèse a abordé le rôle du fond génétique reflété par 

l’appartenance à différents sous-groupes de B2 dans la virulence médiée par le HPI, ilot 

génomique codant pour un sidérophore, la yersiniabactine, facteur de virulence et de 

commensalisme. 

Il apparait que l’impact de la production de la yersiniabactine dépend du fond génétique des 

souches dans lesquelles il s’exprime. Les souche les plus proches génétiquement telles que  

C5 et NU14 sont les plus affectées par les mutations du HPI et de ses gènes, et ce quelle que 

soit leur virulence intrinsèque. L’arrivée d’éléments génétiques par transferts horizontaux peut 

modifier cet état comme pourrait le faire le plasmide pS88 de la souche S88. 

Aussi, le HPI chez E. coli qui a été acquis récemment par transfert horizontal en provenance 

des Yersiniae, interagît avec la clonalité de l’espèce qui s’exprime par l’existence des sous-
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groupes de B2. Dans les modèles de virulence que nous avons développés, les mêmes gènes 

présentent, en fonction du fond génétique des différents isolats naturels, des effets différents. 
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Mounira Smati 

 

Place de la structure génétique de l'espèce Escherichia coli dans l'état de son 

commensalisme intestinal et dans l'expression de sa virulence 

 

 

Résumé 

Escherichia coli est le commensal aérobie le plus fréquent du tube digestif de l’homme et des animaux 

à sang chaud et le bacille à Gram négatif pathogène opportuniste  le plus souvent impliqué dans les 

infections intestinales et extra intestinales de l’homme. C’est une espèce clonale chez laquelle 4 

groupes phylogénétiques principaux, A, B1, B2 et D ont été décrits. L’objectif de cette thèse est 

d’étudier l’adaptation de E. coli et les rapports de cette adaptation avec la structure génétique de 

l’espèce caractérisée par les 4 groupes phylogénétiques dans deux circonstances : le commensalisme 

intestinal de l’homme et de plusieurs espèces animales sauvages et domestiques, herbivores et 

omnivores d’une part  et la virulence extra-intestinale mesurée par l’expression des gènes codants pour 

un sidérophore, la yersiniabactine, dont les gènes sont situés au sein de l’ilot de pathogénicité HPI 

(PAI IV). 

La répartition dans les 4 groupes phylogénétiques des souches commensales du tube digestif de 100 

hommes et de 137  animaux a été étudiée par une technique de PCR en temps réel originale. Trois 

principaux entérocolitypes, correspondant à des associations préférentielles de phylogroupes ont été 

ainsi décrits comme plus fréquents en fonction de la nature des hôtes.Chez l’homme, les souches du 

groupe B2 ont été retrouvés exclusives chez 15 % des individus et ont été clairement distinctes des 

souches B2 des animaux sauvages par la plus grande fréquence de leurs facteurs de virulences (sfa/foc 

et pks). 

L’effet du fond génétique des sous groupes II, III et IX du groupe B2 sur l’expression de la virulence 

liée au HPI a été étudié  dans un modèle murin de virulence extra-intestinale et dans un modèle 

d’amibe sociale Dictyostelium discoideum, pouvant être assimilé à un macrophage. Le HPI chez E. 

coli interagît avec la clonalité de l’espèce qui s’exprime par l’existence des sous-groupes de B2. Dans 

les modèles de virulence que nous avons développés, les mêmes gènes ont, en fonction du fond 

génétique des différents isolats naturels, des effets différents. 
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Escherichia coli, HPI, phylogroupes, commensalisme, PCR quantitative, entérocolitype, structures des 

populations commensales. 

 


