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Introduction

Escherichia coli (E. coli) est un indicateur de pollution d’origine fécale humaine ou
animale. Sa présence dans les eaux de consommation ou les aliments constitue un risque
non négligeable pour la santé humaine. Ces bactéries, lorsqu’elles sont trop concentrées,
peuvent poser des problémes de santé aux consommateurs de produits de la mer

contaminés tels que les bivalves.

L’identification d’un micro-organisme est fondée sur des critéres subjectifs. Quelle que
soit la qualité du travail réalisé et de la méthode d’identification utilisée. Il n’existe pas une
classification unique. La reconnaissance des especes par les procédés d’identification est
basée sur les propriétés phylogéniques ou biochimiques de plusieurs souches jugées
comme représentatives. En bactériologie clinique, les germes a identifier sont ceux qui
présentent une importance pour I’homme.

Dans ce travail nous nous sommes intéressés a la détermination des groupes
phylogénétiques de 1’espece Escherichia coli qui est un hote commun de la microflore
intestinale de I’homme et des animaux a sang chaud (mammiferes et oiseaux). La majorité
des souches d’E. coli sont commensales, mais certaines ont toutefois été associées a des

pathologies intestinales (Levine, 1987) ou extra-intestinales (Pohl, 1993).

Le role du fond génétique dans la pathogénicité des souches d’E.coli est attesté par le lien
observé entre le type de pathologie et les différents groupes phylogénétiques de 1’espéce.
En effet, I'analyse phylogénétique a montré qu’Escherichia coli est composeé de quatre
principaux groupes phylogénétiques (A, B1, B2 et D) et que les souches extra-intestinales
virulentes appartiennent principalement aux groupes B2 et D. alors que la plupart des

souches commensales appartiennent au groupe A et B1 (Escobar-Paramo et al., 2004a).

Dans ce contexte, 1’objectif de notre travail a été la détermination par PCR des groupes
phylogénétiques des souches d’E.coli isolées a partir de moules sauvages et de moules

d’¢levage.
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Généralités
| Généralités
1.1 Généralités sur la conchyliculture et la moule

1.1.1 Généralités sur la conchyliculture

Selon le FAO I’aquaculture est «/’élevage d'organismes aquatiques (poissons, mollusques,
crustacés, plantes aquatiques...). L'aquaculture des mollusques concerne principalement
I'élevage des coquillages ou conchyliculture. Le terme de conchyliculture est récent et date
du milieu du XXeme siecle, c’est une aquaculture essenticllement marine. C’est également
une activité vivriére principalement développée en Asie: des Ostréidés (huitres), des
Mytilidés (moules), des Pectinidés (pétoncles), des Vénéridés (palourdes) sont élévées
(IFREMER, 2006).

Depuis quelques années, une conchyliculture d'eau douce apparait en Chine avec la culture
d'escargo d'eau douce (Cipangopaludina chinensis), de cygne (Anondonta cygnea) et de
clam d'Asie (Corbicula fluminea). La production 2008 pour ces espéces est de 220 000
tonnes (IFREMER, 2006).

1.1.2 Définition de la mytiliculture

C'est une activité aquacole qui s’intéresse principalement aux moules de la famille des
Mytilidés, l'espéce la plus cultivée en Méditerranée est Mytilus galloprovincialis. La
mytiliculture est pratiquée en mer, dans des filieres mytilicoles, bouchots ou tables

mytilicoles.
1.1.3 La production mondiale

Selon le FAO (2010) en 2008, la conchyliculture représente 24,9% de la production
aquacole mondiale avec une production de 13 millions de tonnes (en stagnation par rapport
a 2007). La conchyliculture est essentiellement asiatique, mais est présente sur les autres
continents, a I'exception de I'Afrique (pour des productions significatives) (Figurel). Les
principales especes composant la production de mollusques en 2008 étaient les huitres
(31,8 pour cent), les palourdes et les clams (24,6 pour cent), les moules (12,4 pour cent) et
les pétoncles (10,7 pour cent). Globalement, la production de mollusques a augmente a un
rythme moyen de 3,7 pour cent par an entre 2000 et 2008, mais sur la méme période, la
production «de luxe» d’ormeaux est passée de 2 800 tonnes a 40 800 tonnes, soit une

croissance annuelle de 39,9 pour cent (FAO, 2010).
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Figure 1 : La conchyliculture mondiale (FAO 2010)

1.1.4 La mytiliculture en Algérie

L'aquaculture algérienne est en phase de démarrage en matiere de production, actuellement
la conchyliculture pratiquée par un opérateur privé produisant quelques dizaines de tonnes
de moules méditerranéennes et d'huitres creuses du Pacifique (FAO, 2011).

1.2 Présentation de la moule Mytilus galloprovincialis

Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819) est un mollusque appartenant a la classe des
Bivalves. Les moules font partie de la famille des mytilidés caractérisés par des valves
égales, un ligament presque toujours externe, une charniere sans dent (ou avec des dents
tres réduites), des branchies a filaments séparés, deux muscles adducteurs (I'antérieur est
rarement absent), un pied allongé et un byssus. Le genre Mytilus extrémement répandu

dans le monde renferme plusieurs especes dont Mytilus galloprovincialis.

1.2.1 Systématique de la moule (Source : www.zipcodezoo.com)

Embranchement Mollusques

Classe Lamellibranches

Ordre Fillibranches

Sous Ordre Anisomyaria

Super famille Mytiloidea

Famille Mytilidae

Sous famille Mytilinae

Genre Mytilus

Espéce Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819)
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1.2.2 Morphologie :

= Aspect extérieur :

La coquille plus ou moins renflée, possede une extrémité pointue et I’autre arrondie. Elle
comprend deux valves unies par un ligament. La couleur, genéralement bleu noir, peut
toute fois étre brune, voir jaune (Figure 2). On peut observer de fines stries concentriques
qui sont des stries d’accroissement représentant les étapes de la croissance de ’animal. La
taille commune de la moule varie entre 5 et 8 cm ; avec un maximum de 15 cm (Marteil,

1976)

Figure 2 : Aspect extérieur de la moule (Boughachiche et SI Abdallah, 2011)

= Aspect intérieur :

La coloration de I’intérieur de la valve est bleu ardoisé trés foncé ; presque noir vers les

bords postérieurs, et presque blanc sous les crochets (Figure 3) (Djediat, 1993).

Figure 3 : Aspect intérieur de la moule (Boughachiche et SI Abdallah, 2011)
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1.2.3 Anatomie : (Figure 4)

= Charniére et ligament :

La charniére est réduite et I'union des valves est assurée a peu prés exclusivement par le
ligament. Il est formé de conchyoline (substance apparentée a la chitine) et est constitué
d'une partie externe qui est étirée lors de la fermeture des valves et d'une partie interne que
cette fermeture comprime. Ces deux couches, par leur élasticité, tendent a provoquer

I'ouverture de la coquille (Marteil, 1976).

= Le manteau :
Le manteau est une enveloppe pellucide, dans lequel se trouvent les muscles, le systéme
nerveux et les vaisseaux sanguins. Le manteau joue un réle non négligeable dans la
circulation de I'eau au niveau des branchies ; il participe a la respiration grace a un échange
direct de gaz avec l'eau environnante et accumule des réserves. Toutefois, son role

principal est d'assurer la formation de la coquille (Marteil, 1976).

» Les muscles adducteurs :
Deux muscles adducteurs dont un, I'antérieur, est réduit, s'opposent a lI'action mécanique du
ligament : par leur contraction ils ferment la coquille (Marteil, 1976). Insérés
perpendiculairement aux valves, ils marquent sur la face interne des valves leurs insertions

d’impressions (Marteil, 1976).

= Le pied et le byssus:
Le pied est une saillie musculaire située au-dessous de la masse viscérale. Sa grande
mobilité est due a I'existence de deux systemes de faisceaux musculaires, 1'un inséré sur les
valves, l'autre sans rapport avec elles. Le byssus, de nature protéinique, est constitué de
nombreux filaments terminés par un disque adhésif. Leur résistance est considérable ;
toutefois, la moule peut les rompre les uns apres les autres, ce qui lui permet de se déplacer

sur son support et de se refixer un peu plus loin (Marteil, 1976).

= Les branchies:
Les branchies ou cténidies sont une caractéristique majeur des lamellibranches (Helm et
al., 2006), elles consistent en deux grands organes en feuilles opérants deux series de
phénomenes, la respiration et la filtration de la nourriture a partir de I’eau. Elles sont au

nombre de deux. Reliées a la masse viscérale par l'intermédiaire de l'axe branchial.
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Chacune est constituée de deux rangées de filaments aplatis, ces filaments se dirigent vers
la face ventrale du mollusque (branche directe ou descendante), se recourbent
brusquement, puis remontent vers la face dorsale (branche réfléchie ou ascendante). Les
filaments sont tous semblables et disposés en séries uniformes (Marteil, 1976).

pied manteau

palpes buccaux

O .
\ sillon du pied bouche

A

muscle rétracteur du pied antéricur

\\ \ glande digestive

1\
4 connectif cérébropédieux
— . \\ ganglion pédicw
Y \ < gy
v — connectif cérébroviscéral
R e : rein (organe de Bojanus)

muscles rétracteurs du pied et
du byssus postérieurs

papille urogénitale

glande du byssus

SSC * DO wehi g 9 < c
bosse de polichinell vaisscau efférent

gonade vaisscau afférent

ganglion viscérale
branchie

muscle adducteur post
bord libre du manteau g 78

boutonni¢re anale ouverte commissure viscérale

Figure 4 : Anatomie interne de la moule (Ducruet, 2000)

1.2.4 Reproduction

Les moules sont des animaux a sexes séparés et le nombre des males est a peu prés égal a
celui des femelles. Lubet (1959 in marteil 1976) a suivi pendant plusieurs années le cycle
de nombreux individus et n'a jamais constaté de changement de sexe. Elles sont
dépourvues de caractéeres sexuels secondaires. Toutefois, en période de maturité, la couleur
de la gonade nous permet de déterminer le sexe. Ainsi, la gonade femelle aura des teintes
allant du jaune- orange au rose-saumon, tandis que la gonade male sera blanche-jaunétre
(Haouchine, 1995). Cette coloration n'est pas suffisante pour pouvoir discerner avec
certitude le sexe, (Djediat, 1993), I’examen de couleur de la gonade doit étre donc suivi
d'un examen microscopique. Chez la moule, la glande génitale ou gonade s'étend de fagon

diffuse dans le manteau.



Généralités
Elle est constituée d'une multitude de follicules (masses de cellules sécrétrices entourant
I'extrémité en cul-de-sac du canal excréteur) ou se forment, selon le sexe, les ovules ou les
spermatozoides. Les canaux excréteurs ou gonoductes se regroupent jusqu'a ne plus former
que quelques troncs principaux qui convergent en dessous du péricarde et les gonoductes
terminaux, un de chaque c6té du corps, aboutissent a deux papilles génitales situées pres du

muscle adducteur postérieur (Marteil, 1976).

1.2.5 Régime alimentaire

Comme tous les filtreurs, la moule vit, pour I’essentiel, aux dépend des particules en
suspension dans 1’eau (Dardignac-Corbeil, 1989). Elle se nourrit de petits éléments
(phytoplancton, zooplancton, bactérie, fragment d’algues, des détritus, vase...etc) (MPRH,

2001).

La qualité des aliments en suspension joue un role important. Si I’eau contient une grande
proportion d’éléments sans valeur nutritive (grain de sable ou des particules de vase), la
moule est obligée de filtrer des quantités tres importantes pour récupérer les particules
nutritives dont elle a besoin ; elle peut avoir bien du mal a assurer sa ratio journaliere. Sa

croissance est alors ralentie, voire stoppée. (MPRH, 2001).

La moule peut filtrer I’eau pendant 18.5 a 24 heures par jour sans interruption avec une
vitesse moyenne de 20 I/h. Cependant, la durée et le temps de filtration varient en fonction
des différents paramétres de température, de salinité et d’oxygéne (Marteil, 1976). Le
courant d'eau inhalé passe a travers la branchie (Figure 5) qui comporte des sillons garnis
de cellules muqueuses qui agglomerent les particules en suspension, dans l'eau les
microparticules consommables sont transportés jusqu'a la bouche, alors que les particules
non consommables sont rejetées a I'extérieur (pseudo feces) (Marteil, 1976).
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Figure 5 : Nutrition et respiration chez la moule (Lars-Ove Loo, 2000)
1.2.6 Les risques sanitaires liés a la consommation des coquillages

Les bivalves sont de veéritables accumulateurs d'impuretés. Les germes de contamination se
concentrent non seulement dans le liquide intervalvaire, mais aussi dans les différents
segments du corps, a savoir I'népatopancréas, les branchies, les muscles adducteurs des
valves et le manteau (Brisou et col, 1962). Les bivalves donnent la chance de survie aux
bactéries qu’elles retiennent, quelque soit leur nature. Cette accumulation de bactéries
dépend de la nature des germes et de 1’état physiologique des bivalves (Guillaud et
Romana, 1996).

L’ingestion des coquillages insalubres peut représenter un danger pour la santé de
I’homme. Ces accidents d’origine bactérienne ou virale résultent soit par la contamination
directe des coquillages dues aux eaux polluées dans lesquelles ils vivent, soit lors du
transport, de la manutention ou de la préparation du fruit de mer en vue de la
consommation, ils peuvent provoquer des diarrhées et des hépatites, ce sont d’ailleurs les
manifestations les plus fréquentes des toxi-infections alimentaires. Le premier cas
d’intoxication a été signalé en 1793 en Colombie anglaise, ou plusieurs membres d’un
équipage ayant consommés des moules recueillies dans un port, furent pris quelques heures

apres des troubles, entrainant la mort de certains d’entre eux (Cerbom, 1964).

En 1990, plus de deux cents cas ont été enregistrés en France a la suite de la consommation

de moules importées du Danemark (Vivares, 1991).
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De plus dans la méme année, les produits de la mer ont été incriminés dans 29 des 225 cas

de toxi-infections alimentaires collectives pour lesquels I’aliment en cause avait pu étre

retrouvé (Pignault et al., 1991 in poggi et Le Gall, 1995).

Les risques liés a la consommation des coquillages sont essentiellement liés a quelques
bactéries, virus et toxines.
Il Présentation d’Escherichia coli

1.1 Coliformes fécaux et E.coli

Les coliformes fécaux sont des batonnets a Gram négatif de 2 a 3 um de long et 0,5 pm de
large, aérobies et facultativement anaérobies ; non sporulant, capables de fermenter le

lactose avec production de I'acide et de gaz a 36 et 44°C en moins de 24 heures.

Ils produisent de I’indole dans I'eau peptonée exempt d’indole contenant du tryptophane a

44°C, on les désigne souvent sous le nom d'Escherichia.

L'intérét de la détection de ces coliformes, a titre d'organismes indicateurs, réside dans le
fait que leur survie dans I'environnement est généralement équivalente a celle des bactéries
pathogenes et que leur densité est généralement proportionnelle au degré de pollution
produite par les matiéres fécales (CEAEQ, 2000).

1.2 Taxonomie

Les Escherichia coli appartiennent a la famille des Enterobacteriaceae.

Systématiques d’Escherichia coli (Castellani et Chalmers, 1919)

Régne Bacteria
Embranchement Proteobacteria

Classe Gammaproteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae
Genre Escherichia

Espéce E. coli
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Sept criteres définissent classiquement cette bactérie : un Gram négatif, une culture facile,
I’absence d’oxydase, la capacité de réduire les nitrates, une aéro-anaérobie facultative, la

capacité a fermenter le glucose et leur mobilité grace a la possession d’une ciliature

péritriche.

Figure 6 : Observation de la ciliature péritriche d’E. coli par microscope électronique

(www.globepharma.org)

11.3 Caracteres culturaux d’E.coli

Les E. coli poussent trés bien sur des milieux ordinaires a base de viande. Elles sont le plus
fréquemment sous forme de colonies rondes, lisses (ou smooth « S »), a bords réguliers,
ont un diameétre de 2 a 3 mm, apreés 18 h d’incubation a 37°C. Il n’est pas exceptionnel
d’isoler des souches d 'E. coli ne présentant pas tous les caractéres habituels mentionnés ci-
dessus, ce sont des souches atypiques. Par exemple, on peut trouver des E. coli formant des
colonies naines qui résultent de déficiences métaboliques a cause des mutations (déficience

en thymidine, en thiamine....).

11.4 Caracteres biochimiques

Les principaux caractéres sont: absence de production d’oxydase, absence d’uréase,

fermentation du lactose, production d’indole, absence de croissance sur le citrate et pas de

production de H»S. Le reste des caracteres est indiqué dans le tableau 1.
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Tableau 1 : Caractéres biochimiques d’E. coli (Minor et Richard, 1993)

Tests biochimiques E. coli
Oxydase -
Lactose +ou (+)
Test ONPG +
H,S -
LDC d
oDC d
ADH d
Uréase -
TDA, PDA -
Indole +
Citrate de Simmons -
Malonate -
VP -
TTR -
Gélatinase -
Gaz-glucose +
Mannitol +
Saccharose d
Inositol -
Adonitol -
Galacturonate +
Mobilité +

Généralités

Abréviation. LDC : Lysine-décarboxylase, ODC : Ornithine-décarboxylase, ADH : Arginine-dihydrolase,

TTR: tétrathionate-réductase, VP : Vogues-Proskauer (recherche de I’acétoine), TDA, PDA : désaminases

du tryptophane et de la phénylalanine, ONPG: orthonitrophényl-p-D-galactopyranoside, d: Différents types

biochimiques, + : positifen 1 & 2 jours, (+) : positif de 3 & 7 jours, -: négatif.

Il est important de confronter la classification phylogénique basée sur les ARN16S a la

classification basée sur les caracteres biochimiques. Des études phylogénétiques basées

sur le séquengage des geénes codant I’ARN ribosomal 16S, ont montré que E. coli et

Salmonella auraient divergé a partir d’un ancétre commun il y a 120 a 160 millions

d’années. Les Shigella auraient émergé des E. coli il y a Environ 80 millions d’années. Par
hybridations ADN-ADN, Brenner et al. (1972) ont montré que Shigella et E. coli

partageaient plus de 75 % de similarité.

11



Généralités
De plus, la position des Shigella et des E. coli a été clarifiée par analyse en MLEE
(Multilocus Enzyme Electrophoresis) : Pupo et al. (1997) ont montré que les E. coli
entéroinvasifs (EIEC), entéropathogenes (EPEC) et entérotoxinogenes (ETEC) étaient
répartis en plusieurs lignées a I’intéricur des groupes phylogénétiques A et B1. Le groupe
B2 était relié aux souches responsables d’infections du tractus urinaire, bactériémies et

méningites néonatales mais pas aux souches diarrhéiques.

Les EIEC, EPEC, ETEC et les Shigelles ont di évoluer de fagon indépendante en
différentes lignées et en plusieurs étapes, probablement avec ’acquisition horizontale de
facteurs de virulence (Johnson, 2000). Plus généralement, E. coli est considérée comme un
hote normal de la microflore digestive de I’homme et de nombreuses espéces animales a

sang chaud.

A ce titre E. coli, et plus largement les coliformes thermo-tolérants, sont recherchés dans
les aliments comme indicateurs de contamination fécale ; leur présence fournissant une
indication sur I’éventuelle contamination de 1’aliment par des bactéries pathogenes
d’origine digestive, notamment les Salmonelles. Un grand nombre de ces E. coli ne sont
pas pathogénes. Cependant, certaines souches sont connues des médecins comme des
agents pathogénes responsables de gastro-entérites infantiles ou de la fameuse "diarrhée du

voyageur", souvent d’origine hydrique.

11.5 Le squelette génomique de I’espéce

L’analyse comparative des différents génomes disponibles & ce jour confirme une
variabilité de taille des génomes au sein de I’espéce E. coli. La plupart des souches
pathogenes possedent des génomes de plus grande taille par rapport a ceux des souches
commensales. Le génome de la souche d’E. coli K-12 séquencée en 1997 est constitué de
4,7x10° paires de bases (4 200 protéines codées).

Certains genes sont communs & toutes les souches d’E. coli et définissent le squelette
génomique qui théoriqguement comprend tous les genes communs a toutes les souches de
cette méme espéce et codent des fonctions essentielles a leur physiologie (Welch et al.,
2002). L’analyse de ces genes permet d’étudier les relations génétiques entre especes.
Cependant le nombre de genes constituant ce squelette dépend principalement du nombre
et de la diversité des organismes compares (Miquel, 2010).
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Figure 7 : Caractéristiques générales d’un ilot génomique

Les flots génomiques sont acquis par transferts horizontaux et généralement intégrés dans le squelette
génomique bactérien au niveau des genes codant les ARN de transfert. Ces Tlots sont bordés par des
structures en repétition directes (DR) et comprennent différents génes, notamment des séquences d’insertion

(IS) et des génes codant des intégrases (int) impliqués dans leur mobilité (d’aprés Dobrindt et al., 2004).

11.6 Subdivisions de I’espéce E. coli

L’espece E. coli est constituée d’une multitude de souches qui peuvent étre différenciées et
classées par la détermination de leur BIOTYPES, SEROTYPES et LYSOTYPES (Mainil,
2003).

= Le BIOTYPE est le profil biochimique des souches. A cdté des caracteres
d’espéce, les souches d’E. coli varient, en effet, par différents autres caracteres
biochimiques (Bergan, 1984 ; Brenner, 1984 ; Bettelheim, 1994).

= Le SEROTYPE est défini par la combinaison de certains antigénes de surface que
I’on peut mettre en évidence : les antigénes somatiques O (de 1’Allemand "Ohne
Kapsel ") de nature lipopolysaccharidique (LPS), les antigénes capsulaires K (ou
antigenes de Kauffmann) de nature polysaccharidique et les antigénes ciliaires H
(de I’Allemand "Hauch ") de nature protéique (Sojka, 1965 ; Orskov et Orskov,
1984 ; Lior, 1994). Les bases du schéma d’identification par sérotypie ont été
définies par Kauffmann (Kauffmann, 1947 ; Kaeckenbeeck, 1993). Actuellement,
environ 180 groupes O, 80 groupes K et 70 groupes H ont été reconnus (Orskov et
Orskov, 1984 ; 1992) (Figure 8).
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= Le LYSOTYPE est le spectre de sensibilit¢ d’une souche a une collection de
bactériophages (Sojka, 1965 ; Lior, 1994). Cependant, contrairement au sérotypage,
il n’existe pas de collection internationale de référence de bactériophages a utiliser.

Aussi, la lysotypie est-elle relativement peu appliquée, sauf pour certaines souches

particuliérement importantes en pathologie (Lior, 1994).
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Figure 8 : Structure des antigenes (Hakim et Hammami, 2010)

11.6.1 Classification des E. coli responsables des troubles intestinaux

Divers chercheurs ont réussis a mettre en évidence 1’existence pour les souches pathogenes
de propriétés particuliéres, dites de virulence, directement ou indirectement reliées a leur

pouvoir pathogéne.

Ces propriétés permettent aux bactéries de coloniser les surfaces muqueuses de 1’hote, de
les franchir, de résister aux défenses internes ou de produire un effet toxique sur cet héte,
avec apparition de lésions et de signes cliniques (Cooke, 1985 ; Pohl, 1993 ; Lior, 1994;
Sussman, 1997 ;Wray et Woodward, 1997).

A I’heure actuelle, il n’existe pas de classification standardisée des souches appartenant a
I’espéce E. coli. Les médecins utilisent une classification basée sur la pathogénie des

syndromes diarrhéiques comprenant 6 groupes (Figure 9) :

= Les E. coli Entérotoxinogenes (ETEC) majoritairement associés a 2 syndromes

cliniques importants, les diarrhées du nourrisson dans les pays en voie de

14



Généralités
développement et la « fameuse » diarrhée du voyageur. Les ETEC sont définis
comme des souches possedant au moins une toxine appartenant soit au groupe des
entérotoxines thermostables (ST), soit au groupe des entérotoxines thermolabiles

(LT). Ils possédent également d’autres facteurs de virulence leur permettant de

coloniser la muqueuse intestinale ;

Les E. coli Entéropathogénes (EPEC) sont responsables de diarrhées infantiles.
Lors d’infections apparaissent des lésions histopathologiques particulieres, appelées
1ésions d’attachement et effacement (Iésions A/E). Ce phénotype est caractérisé par
I’effacement des microvillosités intestinales et par 1’adhérence intime entre les
bactéries et la membrane cytoplasmique des entérocytes. Plusieurs génes dont le

gene eae sont a I’origine de ces 1ésions ;

Les E. coli Entéroaggrégatifs (EAEC) présentent un phénotype d’adhésion aux
cellules Hep-2 proche de celui des EPEC mais toutefois différent puisqu’il s’agit
d’une adhérence non pas localisée mais diffuse. En revanche, ces souches ne

produisent aucune entérotoxine ;

Les E. coli Entéroinvasifs (EIEC) sont biochimiquement et génétiquement assez
proches de Shigella spp, tout comme leur pathogénie (invasion de 1’épithélium

intestinal) ;

Les E. coli a adhésion diffuse (DAEC) sont responsables de diarrhées et
d’infections urinaires. L’expression d’une adhésine fimbriale et d’une protéine de
membrane externe confére aux bactéries un phénotype d’adhésion « diffuse », sur

les lignées cellulaires en culture ;

Les E. coli Entérohémorragiques (EHEC) sont a I’origine de troubles plus ou
moins séveres allant d’une « simple » diarrhée peu hémorragique a des colites
hémorragiques, voire a un Syndrome Hémolytique et Urémique (SHU) chez
I’enfant ou a un Purpura Thrombotique et Thrombocytopenique (PTT) chez

I’adulte, pouvant conduire parfois a la mort du patient.
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Les EHEC, qui sont des souches isolées chez les malades, possédent typiquement
au moins un geéne stx (stx1 codant pour la Shiga-toxine 1 [Stx1] ou stx2 codant
pour la Shiga-toxine 2 [Stx2]) ainsi que d’autres facteurs de virulence comme le
géne eae. L’ensemble des souches d’Escherichia coli possédant au moins un géne
stx représente le groupe des STEC [Shiga-toxin-Producing E. coli] (ou VTEC selon
I’ancienne  dénomination internationale [verotoxin-producing E. coli])

http://www.steakexpert.fr/Qu-est-ce-qu-un-STEC.html.
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Figure 9 : Pathogénie associée aux six classes d’E. coli responsables de diarrhées (d’aprés

Nataro et Kaper, 1998)
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11.7 Diversité des souches et pathogénicité

E. coli est une espéce naturellement présente dans le tractus intestinal qui interagit avec
son héte dans une relation mutualiste, on parle alors de souches commensales. Cependant,
chez un héte immunodéprimé, ou lorsque la barriere intestinale est 1ésée, elles peuvent étre
a l’origine d’infections. De plus, certaines souches ont la capacit¢ d’induire une large
diversité de pathologies chez I’homme ou 1’animal du fait de ’expression de facteurs de
virulence spécifiques.

Les E. coli pathogenes peuvent ainsi étre séparés en deux grands groupes en fonction du

type d’infection dont ils sont a I’origine (Figure 10) (Miquel, 2010).

= Le premier groupe, nommé EXPEC pour E. coli pathogénes extra-intestinaux,
comprend les souches a 1’origine d’infections du tractus urinaire (Uropathogenic E.
coli ou UPEC), de méningites et de septicémies (neonatal meningitis E. coli ou
NMEC) et le pathovar animal aviaire (APEC).

» Le deuxieme groupe E. coli pathogénes intestinaux (INtEC) est a I’origine de
syndromes diarrhéiques et comprend six groupes pathogénes ou pathovars. Il s’agit
des E. coli entérotoxinogenes (ETEC), des E. coli entérohémorragiques (EHEC),
des E. coli entéroagrégatifs (EAEC), des E. coli a adhésion diffuse (DAEC), des E.
coli entéropathogénes (EPEC) et des E. coli entéroinvasifs (EIEC) (Pour revues
Croxen and Finlay, 2010 ; Guignot and Servin, 2006; Kaper et al., 2004). De
nouveaux pathovars sont fréquemment proposés et un des plus étudié est le
pathovar AIEC pour adherent-invasive E. coli associé a la MC (Miquel 2010).
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Brain: NMEC

Bloodstream:
UPEC and NMEC

Large bowel:
EHEC, EIEC and EAEC

Kidney: UPEC

Small bowel: EPEC,
ETEC, DAEC and EAEC

Bladder: UPEC

Figure 10 : Différents groupes d’Escherichia coli pathogenes

E. coli entéropathogéne (EPEC), E. coli entérotoxinogene (ETEC) et E. coli a adhésion diffuse (DAEC)
colonisent I’intestin et sont a 1’origine de diarrhées, alors que E. coli entérohémorragique (EHEC) et E. coli
entéroinvasif (EIEC) colonisent plutot le colon; E. coli entéroaggrégatif (EAEC) peut coloniser les deux. E.
coli uropathogéne (UPEC) colonise le tractus urinaire jusqu’a la vessie et est a ’origine de cystites. En
fonction des facteurs de virulence hébergés par les souches, les UPEC peuvent remonter jusqu’aux reins et
entrainer une pyélonéphrite. De plus, les UPEC comme les E. coli a 1’origine de méningites néonatales

(NMEC) peuvent entrainer une septicémie (d’aprés Croxen et Finlay, 2010).

11.8 Phylogénie de I’espeéce Escherichia coli

Depuis la fin des années 90 et 1’utilisation des automates permettant le développement du
séquencage des genes, plusieurs techniques ont été utilisées pour 1’étude génétique des

populations :

= La technique MLST (Multilocus sequence typing) est reconnue comme la plus
puissante pour I’étude génétique des populations (Enright and Spratt, 1999). Elle
mesure directement la variation de la séquence ADN dans un groupe de genes dits
« genes de ménage », connus pour avoir subi peu de recombinaison, caractérisant

ainsi les souches par un profil allélique unique.
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La technique MLST est basée sur le principe de la techniqgue MLEE (Multilocus

enzyme electrophoresis) qui consiste a analyser des variations de mobilité

électrophorétique de certaines enzymes bactériennes (isoenzymes).

» La techniqgue MLEE (Multilocus enzyme electrophoresis) peut étre considérée
comme une méthode génotypique car les variations de mobilité sont dues a des
différences dans la séquence en acides aminés de I’enzyme qui reflétent des

différences dans la séquence nucléotidique du gene correspondant.

Dans 1’espéce E.coli, différentes études faisant appel a la technique MLST montrent la
présence de quatre groupes phylogénétiques majeurs A, B1, B2 et D ainsi que trois groupes
mineurs nommeés C, E et F. Lecointre et coll. ont pour la premiere fois en 1998, grace a
cette technique, raciné 1’arbre de E. coli par comparaison avec un groupe externe
Salmonella enterica (Lecointre et al., 1998). Cette étude a permis aussi de définir le groupe

B2 comme le plus ancien des groupes phylogénétiques chez E. coli.

Des études par la technique MLST, menées par Jaureguy et coll. permis de confirmer
I’existence des quatre groupes phylogénétiques majeurs et de montrer que les groupe B1 et
A sont proches, avec un caractere biphylétique du groupe A (Figure 11) (Jaureguy et al.,
2008). De plus, le groupe D est séparé en deux sous-groupes ; et le sous-groupe

habituellement associé au groupe B2 est nommeé F.
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Figure 11 : Arbre phylogénétique du groupe E. coli (Jaureguy et al., 2008)
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= Une technique d’amplification par PCR de trois fragments d’ADN (chuA, yjA et
TSPE4.C2), PCR triplex, a été mise au point afin de déterminer plus simplement
I’appartenance de certains isolats aux quatre groupes phylogénétiques majeurs (B2,
D, B1 et A) (Figure 12) (Clermont et al., 2000). Cette méthode simple a montré
une bonne corrélation avec la techniqgue MLST méme si elle est moins précise
(Gordon et al., 2008).

chuAd

Figure 12 : Dichotomie permettant de déterminer le groupe phylogénétique de souches de

E.coli par amplification génique (PCR) (Clermont et al., 2000)

Ces études ont permis une description phylogénétique de haute qualité. Les premiéres
branches (Les plus anciennes) sont donc les groupes B2 et deux sous-groupes du groupe
actuel D, appelé groupes F et E. Le groupe D proviendrait des branches F et E, les groupes
A et B1 seraient apparus plus tard comme des branches soeurs. Comme le groupe B2 est le
plus ancien, il contient la plus haute diversité génétique. Le groupe phylogénétique B2
pourrait étre considéré du fait de son ancienneté, comme une sous-espéce. Il possede une

structure clonale et neuf sous-groupes phylogénétiques.

La diversité phylogénétique dépend donc des facteurs environnementaux; on peut ainsi
expliquer la prévalence des quatre groupes phylogenétiques principaux (A, B1, D, et B2).
Chez les humains, le groupe A est dominant (40.5%), suivi du groupe B2 (25.5%), puis des
groupes Bl et D (17% chacun). Chez les animaux, le groupe dominant est le B1 (41%),
suivi du groupe A (22%) et B2 (21%), puis D (16%). Cette variabilité ne peut toutefois pas

étre attribuee a une affinité pour un hote spécifique.
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A ce jour, seulement quelques souches du groupe Bl ont été isolées chez des animaux

exclusivement, et un seul clone non-pathogene du groupe B2 a été isolé, uniquement chez
I’homme (Ramos, 2010).

Les souches de méningites néonatales et les souches des autres infections extraintestinales
appartiennent majoritairement au groupe phylogénétique B2. Les facteurs de virulence
type adhésine, toxine, systeme de captation du fer, capsule sont retrouves essentiellement

chez les souches du groupe phylogénétique B2.

Les souches commensales appartiennent majoritairement aux groupes phylogénétiques A

et B1 et sont dépourvues de facteurs de virulence.

La structure génétique des populations d’E. coli est globalement clonale. Les souches
pathogenes dérivent des souches commensales par différents mécanismes dont
I’acquisition d’opérons de « virulence », I’inactivation de génes et des variations alléliques.
Toutefois, le r6le du fond génétique dans la pathogénicité est attesté par le lien observé
entre le type de pathologie et les différents groupes phylogénétiques de 1’espéce (Escobar-
Paramo et al., 2004a).

Ainsi, il est impératif de connaitre la diversité génomique des souches commensales afin
de comprendre I’émergence de la virulence. Jusqu’a maintenant, les projets de séquencage
de génomes complets se sont concentrés sur quelques souches pathogenes, a I’exception de
la souche de laboratoire E. coli K12, qui ne sont pas représentatives de la diversité de
I’espéce. De plus, le génome complet disponible le plus proche de E. coli pour des
comparaisons génomiques est celui de 1’espece Salmonella enterica qui a divergeé il y a
120-160 millions d’années (Ochman et Wilson, 1987). Ce long temps de divergence rend

les analyses comparatives difficiles a interpréter.

Le Genoscope va séquencer les génomes de deux souches commensales et quatre souches
pathogénes humaines d’E. coli représentant un temps évolutif d’environ 40 millions
d’années, ainsi que celui de la souche type de I’espéce E. fergusonii, le plus proche parent
d’E. coli. La liste des souches séquencées avec leurs caractéristiques principales est donnée

ci-dessous.
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Deux souches du groupe phylogénétique B1 :

o La souche IAI 1, de sérogroupe O8, a été isolée des selles d’'un homme sain dans les
années 1980 en France, ne présente aucun des facteurs de «virulence »
extraintestinaux connus et est avirulente dans un modéle d’infection extraintestinale

chez la souris (Picard et al., 1999).

o La souche 55989 est un isolat associé a une diarrhée et appartenant au pathotype
entéroaggrégatif d’E. coli. Ce pathotype est reconnu comme une cause émergente de
diarrhée chez les enfants et adultes de par le monde (Bernier et al., 2002).

Deux souches du groupe phylogénétique D représentant les deux sous groupes majeurs de
D:

o La souche IAI 39, de sérotype O7 :K1, a été isolée de I’urine d’un patient présentant
une infection urinaire dans les années 1980 en France et est virulente dans un modéle

d’infection extraintestinale chez la souris (Picard et al., 1999).

o La souche UMNO026, de sérotype O17 :K52 :H18, est un représentant d’un groupe
clonal d’émergence récente (« le groupe clonal A ») qui a maintenant disséminé a
travers le monde et qui est responsable d’infections urinaires et autres infections
extraintestinales résistantes au traitement antibiotique. Cette souche a été isolée a
partir d’une femme présentant une cystite aigue non compliquée en 1999 dans 1’état
du Minnesota aux Etats-Unis (Manges et al., 2001) et est hautement virulente dans le

modéle murin d’infection extraintestinal.
Deux souches du groupe phylogénétique B2 :

= Lasouche EDla, de sérogroupe O81, a été isolée des selles d’'un homme sain, n’ayant
pas pris d’antibiotique depuis au moins six mois avant le prélévement, dans les années
2000 en France. Cette souche représente la souche dominante et persistante (sur une
période de six mois) dans les selles, ne possede aucun des facteurs de « virulence »
extraintestinaux connus et est a virulente dans un modele d’infection extraintestinale

chez la souris (Escobar-Paramo et al., 2004b).
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= Lasouche S88, de sérotype 045 :K1, a été isolée en 1999 du liquide céphalorachidien

d’un patient atteint de méningite néo natale tardive en France (Bonacorsi et al., 2003).

Cette souche est hautement virulente dans le modéle murin d’infection extraintestinal.

11.9 La répartition d’Escherichia coli dans I'environnement

E. coli dans I’eau de ruissellement se trouve principalement dans trois compartiments de
I’environnement aquatique : (a) dans la colonne d’eau comme des bactéries en suspension
ou en agrégats, (b) associé a la matiére en suspension ou (c) dans les sédiments. La
concentration nominale d’E. coli dans I’eau de ruissellement est de 102 a 104 UFC (Unités
Formant des Colonies)=100ml dont 20 a 50% se trouve attaché a la matiere en suspension.
La réduction d’E. coli dans des bassins d’orage est entrainée par la décantation de la
matiére en suspension, par la désinfection, par la lumiére solaire et par la mortalité de base.
De plus, les pathogenes attachés aux particules sont plus protégés contre la lumiére solaire

et contre la prédation.

Plusieurs sources potentielles de rejet d’E. coli sont trouvés dans I’environnement. Les
égouts municipaux, les boues d’épuration municipales, certains égouts industriels et les
installations septiques défectueuses en sont des exemples. Certaines pratiques agricoles
comme ’entreposage et 1’épandage de lisiers et de fumiers peuvent aussi contribuer a la
présence d’E. coli dans I’environnement. Cette bactérie a aussi été trouvée dans des
composts domestiques et des biosolides provenant d’usines de pates et papiers. Les
animaux sauvages constituent également une source d’E. coli en milieu naturel (Vergeynst,
2010)

Les standards actuels quant a la qualit¢ de 1’eau sont basés sur la concentration des
organismes indicateurs et varient en fonction de 1’utilisation qui en sera faite (eau potable,
irrigation, eau pour le bétail, usage récréatif) (Jamieson et al., 2004). La présence
d’organismes indicateurs dans 1’eau est utilisée pour exprimer le risque d’infections chez
les humains par des pathogénes. La concentration des coliformes fécaux est I’indicateur le
plus commun. Cependant, la gastroentérite associée a la baignade est davantage corrélée
avec la concentration d’E. coli (USEPA, 2001). Le standard de qualité pour la
concentration des coliformes fécaux du Conseil Canadien des Ministres d’Environnement
(CCME) est de 100 UFC/ ml pour I’irrigation et de 200 UFC/ ml pour 1’'usage recréatif.

Les coliformes fécaux ne peuvent pas étre présents dans I’eau potable (CCME, 1999).
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Cependant, le CCME ne fournit pas de standard de qualité basé sur la présence d’E. coli.
Plusieurs auteurs ont étudié les pathogeénes dans 1’eau de ruissellement et ont rapporté des

concentrations d’E. coli entre 102 et 104 UFC=100ml (Jeng et al., 2005; Krometis et al.,
2007; Characklis et al., 2005; Garcia-Armisen et Servais, 2009).
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I1 Matériel et Méthodes

11.1 Présentation du site
» Bordj EL Kiffan « Bateau cassé »

Le site de prélévement des moules sauvage : « Bateau cassé » situé a Ford de 1’eau, Bord;
El Kiffan, & I’Est de la wilaya d’Alger. C’est une zone d’agglomération qui contient une
plage de baignade, située pas loin de I’embouchure d’oued-el Hamiz (Bouich et Radja,
2012).

= Laferme conchylicole « SARL ORCA marine »

Les moules d’élevages ont été procurées a partir de la ferme conchylicole « ORCA marine
» située a Ain Chrob « ex Sercouf », a I’est de la wilaya d’Alger. Le site se trouve a 800m
au large dans la plage de la commune d’Ain Taya Wilaya d’Alger située en dehors de la
baie d’Alger (Bouich et Radja, 2012).

11.2 Présentation des souches

Notre travail a concerné 30 coliformes isolés en 2012 a partir de la moule « Mytilus
galloprovincialis » dont 15 ont été isolées a partir de moules sauvages récoltées au niveau
de bateau cassé et 15 souches ont été isolées a partir de moules d’élevages collectées de la
ferme « ORCA marine » (Bouich et Radja, 2012). Ces souches ont été évaluées pour leur
résistance aux antibiotiques et leurs profils de résistance sont présentés dans le tableau2
(Alioui et Zebila, 2013).
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Tableau 2 : Profils d’antibio-résistance des 30 coliformes isolés a partir de la moule
Mytilus galloprovincialis (Alioui et Zebila, 2013)

Souche Antibiotype Nombre de
résistances
(E12), (S1), (S3),(S4),(E2), (E7), (E18) | - 0
(S2), (E5), (S15) AX 1
(E1), (E13), (E6) TE 1
(E16) AX 1
(E9) AX-FOX 2
(S6) AX-TE 2
(S22) NA-TE 2
(E17) ATM-CAZ-SSS 3
(S20) AX-FOX-C 3
(S13) AX-TE-C 3
(S12) TMP-SXT-TE-K 4
(E14) SSS-CIP-PEF-NA-K 5
(S9) AX-SSS-TMP-SXT-TE 5
(E8) AX-ATM-CAZ-FOX-NA 5
(S11) AX-SSS-TMP-SXT-TE 5
(S16) AX-ATM-CAZ-SSS-TMP-SXT-K 7
(E11) AX-SSS-TMP-SXT-NA-TE-K 7
(E3), (S7) AX-SSS-TMP-SXT-CIP-NA-TE-K 8
(S21) AX-SSS-TMP-SXT-CIP-PEF-NA-TE-K 9

E : Souches isolées a partir de moules d’élevage / S : Souches isolées de moules sauvages
11.3 Méthodes

11.3.1 Identification biochimique par galerie API 20 E

Principe

Le systtme APl 20 E est une version miniaturisée et standardisée des techniques
biochimiques conventionnelles pour I’identification des bactéries. Elle comprend 20 tests
biochimiques. Lorsqu’une suspension bactérienne de densité convenable est répartie dans
les différentes alvéoles qui composent la microgalerie (contenant de substrats déshydratés),
les métabolites produits durant la période d’incubation se traduisent par des changements
de couleur spontanés ou réveélés par addition de reactifs. Elle permet 1’identification d’une

centaine de bacilles a Gram négatif dont les Entérobactéries (Biomérieux).

26



Matériel & Méthodes

Technique

v Préparation de la galerie
* Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir de I’ecau dans les
alvéoles pour créer une atmosphére humide.
= Déposer stérilement la galerie dans la boite d’incubation
v' Préparation de I’inoculum
= Quvrir une ampoule de Suspension Medium (ou un tube d’eau distillée ou d’eau
physiologique stérile)
= Prélever une a trois colonies bien isolées sur milieu gélosé
v Inoculation de la galerie

= Inoculer la galerie comme suit :

- Remplir a I’aide d’une micropipette les tubes et cupules des tests (CIT, VIP et
GEL).

- Remplir uniquement les tubes (et non les cupules) des autres tests.

- Créer une anaérobiose dans les tests: ADH, LCD, ODC, H,S, URE en

remplissant leur cupule d’huile de vaseline.

= Refermer la boite d’incubation et la placer dans 1’étuve a 37°C pendant 18-24h
= Le test d’oxydase est réalisé par le dépot d’un inoculum bactérien sur le disque
d’oxydase. La présence du cytochrome oxydase se traduit par I’apparition d’une

coloration violette

Lecture de la galerie
Apres codification des réactions en un profil numérique, [’identification est obtenue on
se référant a un catalogue analytique fourni par Biomérieux ou I’identification est donnée

avec un pourcentage et une appréciation (Biomérieux).
11.3.2 Extraction de ’ADN
Principes

C’est une technique de séparation biochimique par précipitations différentielles et

séparation des 2 phases obtenues liquide / solide par centrifugation.
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Technique

=  Préparer I’inoculum bactérien : 3 a 4 colonies dans 50ul d’eau distillée stérile
= Mettre I’inoculum a 100°C pendant 10min pour la lyse
= Centrifuger & 12000trs/min pendant 3min

= Récupérer le surnageant
11.3.3 Détermination des groupes phylogénétiques par PCR
11.3.3.1. Principe de la PCR

La « Polymérase Chain Reaction » est une réaction enzymatique qui permet de
sélectionner puis d’amplifier en une trés grande quantité un fragment d’ADN particulier,

présent en tres faible quantité au départ, parmi des millions d’autres fragments.

La PCR est une suite de cycles, qui se répétent en boucle, comportant chacun trois paliers
de température, caractérisé chacun par une réaction chimique distincte (Hoorfar et al.,
2004).

Il s’agit de réaliser dans un thermocycler, une succession de réactions de réplication d’une

matrice double brins d’ADN. En moyenne une PCR comporte entre 20 et 40 cycles.
Chaque cycle comporte les étapes suivantes :

v" La phase de dénaturation
Lors de cette étape trés courte (environ une minute), une déshybridation d’une séquence

cible d’ADN double brin est réalisée entrainant la formation de deux ADN simple brin.

v' La phase d’hybridation des amorces
Cette étape permet aux amorces de se fixer des deux c6tés du fragment d’ADN simple brin
spécifique a amplifier. La température de cette étape est fixée en fonction de la température

de fusion (Tm) des amorces.

v' La phase d’élongation
Lors de cette étape, la synthese de la séquence d’ADN cible a lieu grace a une enzyme, la
Tag-polymérase. A la fin de ce premier cycle de I’ADN double brin est obtenu et un

nouveau cycle peut alors recommencer.
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11.3.3.2 Recherche des groupes phylogénétiques

Les groupes phylogénétique d’ E. coli ont été déterminés sur la base de 1’amplification de
trois marqueurs génétiques selon Clermont et al., (2000): chuA : géne nécessaire pour le
transport de 1’héme chez E.coli entérohémorragique O157:H7, yjaA : gene de fonction
inconnue identifié chez E.coli K12 et TspE4.C2 : fragment d’ADN anonyme (Tableau 2)
Les groupes phylogénétiques sont comme suit: B2 (chua+, yjaA+), D (chua+, yjaA-), B1
(chua-, TspE4.C2+) ou A (chua-, TspE4.C2-) (Clermont et al., 2000).

11.3.3.3 Mélange réactionnel

Les reéactions de PCR ont été realisées dans un volume final de 12.5 pl contenant les

concentrations finales suivantes :

- PCR Master mix 1X (Proméga)................. 6.25ul
= AMOICES SCNS...uvinrieeriarieeeineeeanaanennns 0.25 uM
- AmOorces antisens...........ooevviiiiiiiiienin, 0.25 uM
= ADN. 2.5ul
- BAU 3.25ul

11.3.3.4 Conditions de PCR
Les reéactions de PCR de chaque géne se sont déroulées selon le programme suivant :

Une étape de dénaturation de 94°C pendant 5min puis 30 cycles de PCR constitué chacun
d’une étape de dénaturation a 94°C/ 30sec, d’hybridation a 55°C / 30 sec et d’élongation a
72°C / 30sec. Enfin, une étape d’¢longation finale a 72°C / 7min.

Tableau 3: liste des amorces utilisées pour la détermination de la phylogénie d’E.coli

Geéne Séquence d’amorces 5°-3° Taille de | Référence
P’amplifiat (pb)
chuA-F : GACGAACCAACGGTCAGGAT
chuA chuA-R : TGCCGCCAGTACCAAAGACA 279
yjaA yjaA-1: TGAAGTGTCAGGAGACGCTG

yjaA-2 : ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC 211 Clermont et al, 2000

TSPE4.C2 | TspE4.C2-1: GAGTAATGTCGGGGCATTCA
TspE4.C2-2 : CGCGCCAACAAAGTATTACG | 152
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11.3.4. Electrophorese

L’¢électrophorése sur gel est une méthode de séparation des macromolécules en fonction de

leur taille, de leur charge électrique et d’autres propriétés physiques (Westermeier, 1997).

Le principe de cette technique est basé sur la migration des amplifiats dans un gel
d’agarose (1,2%) de 20cm x 25cm soumis a un courant électrique de 90 volts. Les
amplifiats chargés négativement vont migrer vers le pble positif. La taille des produits
d’amplification a été déterminée en utilisant un marqueur de taille de 100pb DNA ladder
(proméga). Aprés migration, une lecture du gel sous ultraviolet est effectuée grace au
bromure d’Ethidium introduit préalablement dans le gel d’agarose. Ce produit possede la

propriété d’étre fluorescent sous UV.
Solutions

TBE : Tris Borate EDTA
- Tris 45mM,
- Borate 45mM,
- EDTA 1mM.

Bleu de dép6ts

- Glycérol 50%

- EDTA-NA; 100mM pH : 8,

- Bleu de bromophénol 0,2%,

- Sodium dodécyl sulfate (SDS) 3%.
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Résultat & Discussion

111 Résultats et discussion

Escherichia coli est une bactérie commensale qui réside dans le tractus gastro-intestinal
des mammifeéres, principalement au niveau du cblon. Certaines souches d’E. coli sont aussi
des pathogénes intestinaux ou extra-intestinales (systeme urinaire voire systémique)
(Ramos, 2010). Le role du fond génétique dans la pathogénicité des souches d’E.coli est
attesté par le lien observé entre le type de pathologie et les différents groupes
phylogénétiques de I’espéce (Escobar-Paramo et al., 2004a). Dans ce contexte, I’objectif
de notre travail a été la détermination des groupes phylogénétiques des souches d’E.coli

isolées a partir de moules sauvages et de moules d’élevage.
I11.1. Identification des souches Escherichia coli

Parmi les 30 souches de coliformes isolées de la moule Mytilus galloprovincialis, 24
souches appartenaient a 1’espéce Escherichia coli, 4 a Enterobacter cloacae et 2 a
Klebsiella pneumoniae. Notre étude de phylogénie a concerné les 24 E.coli dont 11 ont été

isolés a partir de moules d’¢levage et 13 a partir de moules sauvages (Tableau 4).
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Tableau 4 : identification des 24 souches d’Escherichia coli isolés a partir de moules

d’¢élevages et de moules sauvages

Souche Numéro de code Identification
Escherichia coli (E1) 5044552 Tres bonne (99.8%)
Escherichia coli (E2) 5044552 Trés bonne (99.8%)
Escherichia coli (E3) 5144572 Trés bonne (99.5%)
Escherichia coli (E6) 5144572 Trés bonne (99.5%)
Escherichia coli (E7) 5144572 Bonne (99.5%)
Escherichia coli (E11) 5144152 Bonne (97.7%)
Escherichia coli (E12) 5044552 Trés bonne (99.8%)
Escherichia coli (E13) 5144572 Trés bonne (99.5%)
Escherichia coli (E14) 5144572 Trés bonne (99.5%)
Escherichia coli (E17) 5144572 Bonne (99.5%)
Escherichia coli(E18) 5044552 Tres bonne (99.8%)
Escherichia coli (S1) 5144572 Trés bonne (99.5%)
Escherichia coli (S2) 5144572 Trés bonne (99.5%)
Escherichia coli (S3) 5144572 Trés bonne (99.5%)
Escherichia coli (S4) 5144572 Tres bonne (99.5%)
Escherichia coli (S6) 7144572 Tres bonne (99.8%)
Escherichia coli (S7) 5144572 Trés bonne (99.5%)
Escherichia coli (S9) 5144552 Excellente (99.9%)
Escherichia coli (S11) 5044572 Excellente (99.9%)
Escherichia coli (S12) 5144552 Excellente (99.9%)
Escherichia coli (S13) 5044542 Bonne (98.1%)
Escherichia coli (S16) 5144562 Trés bonne (99.8%)
Escherichia coli (S21) 5144552 Excellente (99.9%)
Escherichia coli (S22) 5144500 Trés bonne (79.9%)

E : souches isolées a partir de moules d’élevages / S : souches isolées a partir de moules sauvages.

111.2. Recherche des groupes phylogénétiques d’E.coli

Les souches d’Escherichia coli isolées a partir de la moule Mytilus galloprovincialis
peuvent étre attribuées a quatre principaux groupes phylogénétiques: A, B1, B2 et D. Pour
déterminer ces quatre groupes phylogénétiques, une méthode basee sur la détection par
PCR de la présence ou l'absence de deux genes (chuA et yjaA) et un fragment d’ADN

anonyme (TSPE4.C2), utilisés comme des marqueurs génétiques (Clermont et al., 2000).
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111.2.1. Recherche du gene chuA

Les résultats ont montré la présence du géne chuA chez deux souches isolées a partir de
moules sauvages (S11 et S9) (Figure 13). La présence de ce gene implique que ces deux
souches appartiennent soit au groupe D ou B2. Alors que toutes les autres feront partie soit

du groupe A ou B1.

El E2 E3 E11 E18 chuA+ C-

Figure 13: illustration de la présence du gene chuA chez les souches
d’E.coli. S : souches isolées a partir de moules sauvages, E : souches isolées a
partir de moules d’élevages, M : marqueur 100pb DNA ladder, C- : contréle
négatif, ChuA+ : contrdle positif. Taille de I’amplifiat : 279pb

111.2.2. Recherche du gene yjaA

Le géne yjaA a été retrouve chez cing souches dont quatre isolées a partir de moules
d’élevages (E12, E11, E18, E1) et une isolée a partir de moule sauvage (S9) (Figure 14).
Ce géne permet la différenciation compléte entre le groupe B2 et D. En effet, la souche S9
est positive pour les deux genes chuA et yjaA caractéristiques du groupe B2 alors que la
souche S11 est positive seulement pour le géne chuA, ce qui est caractéristique du groupe
D. la présence du géne yjaA chez les souches chuA- n’est pas prise en considération dans

I’interprétation de Clermont et al. (2000).
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S11 S1 S2 S3 S9 S7 S6 E12E18El1l1 E2 E3 E1 yjaA+C-M

<+— 211pb

Figure 14: illustration de la présence du gene yjaA chez les souches
d’E.coli. S: souches isolées a partir de moules sauvages, E : souches
isolées & partir de moules d’élevages, M : marqueur 100pb DNA ladder,
C-: contr6le négatif, yjaA+: contrble positif. Taille de 1’amplifiat :
211pb

111.2.3. Recherche du fragment TSPE4.C2

Le fragment d’ADN TSPE4.C2 a été trouvé chez 13 souches dont 8 isolées a partir de
moules sauvages (S1, S4, S6, S7, S9, S11, S16, S22) et cinq isolées a partir de moules
d’¢élevages (E3, E7, E13, E14, E17,) (Figure 15). Ce géne est recherché afin de départager
entre le groupe A et le groupe Bl. La présence de ce fragment d’ADN chez les souches
chuA- nous permet de classer ces souches dans le groupe B1. Alors que les autres souches

négatives pour le TSPEAC seront classées dans le groupe A.

Il est a noter que les deux souches chuA+ (S9 et S11) possedent également le fragment
TSPEA4C.2. Cependant, ce critére n’est pas pris en considération dans la classification de

Clermont et al. (2000).
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El E2 E3 E17E7 EI11 E18 E14S2 S1 S4 S11 S9 Tsep4c+ C-

<+— 152pb

Figure 15 : illustration de la présence du géne TspE4.C2 chez les souches
d’E.coli. S: souches isolées a partir de moules sauvages, E : souches
isolées a partir de moules d’¢élevages, M : marqueur 100pb DNA ladder, C-

: controle négatif, TspE4C+ : contr6le positif. Taille de I’amplifiat : 152pb

111.2.4. Détermination des groupes phylogénétique

Chaque combinaison d'amplification des génes chuA et yjaA et le fragment d’ADN
TSPE4.C2 permet une détermination du groupe phylogénétique d'une souche (Figure 16).
Les groupes phylogénétiques sont comme suit: B2 (chuA+, yjaA+), D (chuA+, yjaA-), B1
(chuA-, TspE4.C2+) ou A (chuA-, TspE4.C2-) (Clermont et al., 2000).
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Figure 16 : Dichotomie permettant de déterminer le groupe phylogénétique de souches
d’E.coli par amplification génique (PCR) (Clermont et al., 2000).

35


http://aem.asm.org/content/66/10/4555/F1.expansion.html

Résultat & Discussion

L’interprétation des résultats obtenus dans notre étude a montré que la majorité des
souches appartenaient au groupe phylogénétique A (45.8%, n= 11) ou B1 (45.8%, n= 11),
une seule souche appartenait au groupe D (4.2%, n=1) et une seule souche appartenait au
groupe B2 (4.2%, n=1) (Tableau5, Figure 17). La majorité des souches (91.6%, n= 22)
appartenaient aux groupes des souches commensales (A et B1), alors que le groupe (D et
B2) n’a représenté que 8.33% (n=2). Chez les animaux, le groupe dominant est le groupe
B1, suivi du groupe A et B2, puis D (Ramos, 2010). Cette variabilité ne peut toutefois pas

étre attribuée a une affinité pour un hote spécifique. (n= nombre de souches).

Tableau 5 : Résultat de la phylogénie des E.coli isolés a partir des moules d’élevages et

sauvages
Souche chuA yjaA TSEP4C Groupe
phylogénétique
El - + - A
E2 - - - A
E3 - - + B1
E6 - - - A
E7 - - + Bl
Ell - + - A
E12 - + - A
E13 - - + Bl
El4 - + Bl
E17 - - + B1
E18 - + - A
S1 - - + Bl
S2 - - - A
S3 - - - A
S4 - - + Bl
S6 - - + B1
S7 - - + B1
S9 + + + B2
S11 + - + D
S12 - - - A
S13 - - - A
S16 - - + B1
S21 - - - A
S22 - - + B1
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Figure 17 : La répartition des 24 souches d’E.coli selon leurs groupes phylogénétiques

La répartition des groupes phylogénétiques selon 1’origine des souches est comme suit :

En ce qui concerne les souches isolées a partir des moules d’élevages, elles appartenaient

toutes au groupe commensale A+B1 avec six souches (54.5%) qui appartenaient au groupe

A et cing souches (45.4%) au groupe B1 (Tableau 5, Figure 18).

En ce qui concerne les souches isolées a partir des moules sauvages, nous avons pu

détecter les groupes phylogénétiques suivants : groupe A (38.4%, n=5), groupe B1 (46.1%,
n=6), groupe D (7.6%, n=1), groupe B2 (7.6%, n=1). Donc 84.6% (n=11) des souches
appartenaient aux souches commensales (tableau 5, Figure 18).
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Figure 18: Les différents groupes phylogénétiques retrouvés chez les souches d’E.coli

selon leur origine

Les résultats ont montré la prédominance des groupes A et B1 qui regroupent les souches
commensales et environnementales comparé aux groupes D et B2 qui représentent les
souches d’origine humaine ou animale et qui peuvent étre trés pathogenes (Abdul-Razzaq
et Abdul-Lateef, 2011). Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par Duriez et al.
(2001) qui a observé que le groupe B2 est rare parmi les isolats commensaux alors que les
groupes A et B1 sont les plus communs. Certains rapports indiquent que des souches
appartenant aux groupes A et Bl peuvent aussi causer des maladies de type extra-

intestinales (Rijavec et al., 2008).

Il a été signalé que les facteurs géographiques et climatiques pourraient affecter la
répartition des groupes phylogénétiques d’E. coli commensales. La prévalence des isolats
du groupe A chez les personnes dans les régions tempérées avait diminué de moitié chez
les personnes dans les régions tropicales. Comme indiqué par Duriez et al (2001), cette
différence peut résulter de facteurs liés a I'environnement externe ou peut étre di a des
différences culturelles dans le régime alimentaire ou de la transformation des aliments et
les pratiques de préparation. Notamment, certains groupes phylogénétiques étaient absents
dans certaines populations, comme les types B2 en Corée du Sud, les types de Bl au
Japon, et des types D a Cotonou (Bénin, Afrique) (Abdul-Razzaq et Abdul-Lateef, 2011).
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Ces données suggérent une forte influence génétique sur la distribution des groupes
phylogénétiques des souches d’E. coli commensales. Des facteurs tels que ceux
mentionnés ci-dessus peuvent influencer la répartition des groupes phylogénétiques dans

les isolats fécaux chez les humains.

D’aprés les études de phylogénie, le groupe B2 est le plus ancien et contient la plus haute
diversité génétique. Il posséde une structure clonale et neuf sous-groupes phylogénétiques.
La prévalence du groupe B2 depuis les 20 dernieres années, est en nette augmentation dans
les flores des populations humaines des pays industrialisés et/ou au climat tempéré
(Ramos, 2010).

En ce qui concerne la répartition des souches d’E. coli pathogénes au sein de 1’arbre
phylogénétique, nous retiendrons essentiellement que les souches pathogénes produisant
des infections extra-intestinales (EXPEC) appartiennent principalement au groupe B2, et

minoritairement au groupe D, mais a aucun autre groupe.

Le pathovar EPEC (E. coli entéro-pathogénes) est divisé en deux sous groupes EPECL1 et 2,
qui appartiennent au groupe phylogénétique B1 et B2. Le pathovar ETEC (E.coli entéro-
toxigénique) est distribuée dans les groupes A et B1 (Ramos, 2010).

Pupo et al. (1997) ont montré que les E. coli entéroinvasifs (EIEC), entéropathogenes
(EPEC) et entérotoxinogenes (ETEC) étaient répartis en plusieurs lignées a I’intérieur des
groupes Phylogénétiques A et B1l. Le groupe B2 était relié aux souches responsables
d’infections du tractus urinaire, bactériémies et meningites néonatales mais pas aux
souches diarrhéiques. Les souches associées a une diarrhée chronique et légére sont

distribuées un peu partout dans I’arbre phylogénétique (Ramos, 2010).

111.3 Relation entre les groupes phylogénétiques et la résistance aux antibiotiques

D’apres la figure 19 nous avons constaté que les souches d’E.coli appartenant au groupe A
(n=11) ont montré une résistance marquée a la tétracycline (TE) (n= 6) et a I’amoxicilline
(AX) (n= 5), suivi par le trimethoprime (TMP) (n=3), I’association
trimethoprime/sulfamethoxazole (SXT) (n=3), la Kanamycine (K) (n=3), les sulfamides
(SSS) (n=2), I’acide nalidixique (NA) (n=2), la ciprofloxacine (CIP) (n=1), la pefloxacine
(PEF) (n=1) et le chloramphénicole (C) (n=1).
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En ce qui concerne les souches d’E.coli appartenant au groupe Bl (n=11), nous avons
remarqué une résistance élevée aux tétracyclines et aux sulfamides (n=5), & ’amoxicilline
(n=4), a l’acide nalidixique (n=4) et a la Kanamycine (n= 4). Trois souches ont été
trouvées résistantes pour chacune des molécules : TMP, SXT et CIP, deux souches qui
résistent & chacune de ces molécules ceftazidime (CAZ) et aztréonam (ATM), et qu’une
seule souche a été résistante a la pefloxacine (PEF) (Figure 20)

Pour les deux autres groupes B2 et D, les souches ont présenté une résistance aux 5
molécules suivantes : AX, SSS, TMP, SXT et TE.
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Figure 19 : Nombre de souches résistantes aux antibiotiques appartiennent au groupe A
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Figure 20 : Nombre de souches résistantes aux antibiotiques appartiennent au groupe B1

La figure 21 montre le niveau de multi-résistance des souches dans chaque groupe
phylogénétique. Les résultats ont montré que la multi-résistance est entre 0-9 Pour le
groupe A et de 0 a 8 Pour le groupe B1. Les souches des groupes D et B2 ont présenté une

résistance a 5 molécules d’antibiotiques (Tableau 6)

Selon plusieurs études, les souches de phylogroupes B2 et D sont dites virulentes en se
basant sur la présence de plusieurs genes de virulence, ce contenu génétique représente un
effet négatif sur le « fitness » ou la « compétitivité » de la bactérie récompensé par un
faible pool génétique de résistance aux antibiotiques (Hakim et Hammami., 2010). De ce
fait, les souches B2 et D sont généralement plus sensibles aux antibiotiques que les

groupes A et B1, c’est ce qui a été constaté dans nos résultats.
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Tableau 6 : Relation résistance aux antibiotiques-groupes phylogénétiques

Profil de résistance aux antibiotiques Groupes phylogénétiques
A Bl B2 D
A0 - E2, E12, E7, S1,
E18, S3 S4
Al | TE El, E6
AX S2 E13
A2 | AX-TE S6
NA-TE S22
A3 | AX-TE-C S13
ATM-CAZ-SSS E17
A4 | TMP-SXT-TE-K S12
A5 | SSS-CIP-PEF-NA-K El4
AX-SSS-TMP-SXT-TE S9
AX-SSS-TMP-SXT-TE S11
A7 | AX-SSS-TMP-SXT-NA-TE-K E1ll
AX-ATM-CAZ-SSS-TMP-SXT-K S16
A8 | AX-SSS-TMP-SXT-CIP-NA-TE-K E3-S7
A9 | AX-SSS-TMP-SXT-CIP-PEF-NA-TE-K S21
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Figure 21 : Le nombre de multi-résistances chez les groupes phylogénétiques
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La discussion des résultats de la recherche des genes de béta-lactamases par PCR obtenus
lors du travail d’Alioui et Zebila (2013), en fonction des groupes phylogénétiques montre
que parmi les souches d’E.coli appartenant au groupe phylogenétique A, nous retrouvons
une souche (S2) productrice de la béta-lactamase TEM, trois souches (S13, E11, E12)
productrices de la béta-lactamase SHV et une seule souche (S12) productrice de deux béta-
lactamases TEM et SHV, a la fois. Parmi les souches du groupe B1, une souche (S7) a été
trouvée productrice de la béta-lactamase TEM et deux autres souches (S16, S6) ont éte
trouvées productrices de la béta-lactamase SHV. La souche appartenant au groupe B2 (S9)
possédait le gene blasyy  alors que celle appartenant au groupe D (S11) possédait les deux
génes blatem et blasyy (Tableau 7). Actuellement, des relations entre le fond génétique
des souches et leurs traits de virulence ainsi que leurs traits de résistance sont étudiés. Il a
été decrit que chez E.coli, le géne blacrtx.m a été retrouvé en association avec le groupe D
et B2 (Branger et al., 2005). En Algérie, une E.coli CTX-M+ appartenant au groupe D a
été détectée en 2009 au niveau de la plage de Ain Chrob pas loin de la ferme d’élevage
étudiée dans ce travail (Alouache et al., 2012).

Ceci conforte notre hypothese que ces E.coli résistantes retrouvées dans les moules sont
d’origine anthropique. Plusieurs études ont également rapporté que les souches du groupe
A et Bl soit des souches commensales et faiblement pathogénes pour la majorité, ils
peuvent représenter un réservoir de génes de résistance et favoriserait la dissémination de
ce phénomeéne de résistance par les échanges génétiques. En effet, il a été décrit chez une
souche du groupe A, cing génes de résistance (CTX-M-14, SHV-12, CTX-M-9, CTX-M-
15 and CTX-M-32) (Oteo et al., 2009).

Tableau 7 : Tableau des souches avec les genes présents

Groupe phylogénétique Souches présentées Les genes présents

S2 TEM

Groupe A S13,E11,E12 SHV
S12 TEM, SHV

Groupe B1 S7 TEM
S16, S6 SHV

Groupe B2 S9 SHV

Groupe D S11 TEM, SHV
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Ces ¢études sur la phylogénie des souches d’E.coli et sa relation avec la virulence et la
résistance aux antibiotiques restent a leur début, il est trés important d’avoir une image sur
la flore commensale humaine et animale dans chaque région, suivre la prévalence et le
maintien de ces différents groupes dans 1’environnement afin de comprendre I’émergence

et la dissémination de la virulence et de la résistance aux antibiotiques.
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Conclusion

Cette étude a été menée pour montrer la phylogénie des E. coli isolées a partir de la moule
« Mytilus galloprovincialis » d’élevage et sauvage afin de déterminer les quatre
principaux groupes phylogénétiques (A, B1, B2 et D), pour cela nous avons utilisé une
méthode de PCR basée sur I’utilisation des marqueurs genétiques: chua, yjaA et
TspE4.C2.

Dans ce travail les souches d’E.coli appartiennent en majorités (45.8%) au groupe A et B1
qui sont tres proches et plus récents cela signifie que la source de la bactérie E. coli isolée
est intestinale. Ces deux groupes sont les plus dominants chez les animaux et les plus

répandues dans I'environnement.

Tandis que seulement deux souches d’E.coli isolées a partir de la moule sauvage (4.2%)
appartiennent aux groupes B2 et D qui portent souvent des facteurs de virulence ce qui

suggérait que la source des isolats est extra-intestinale.

Malgré que ces souches soient de type commensal, il a été observé une multi-résistance des
souches de type A et B1. De plus, certains de ces souches possédaient des genes de béta-

lactamases, ce qui corrobore les données de la littérature.

En perspective a cette étude, il serait intéressant de continuer le suivi des populations

d’E.coli dans I’environnement et étudier leur potentiel de virulence.
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