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I ntroduction

Les moules sont des bio-accumulateurs des bio-toxines, la consommation de ces derniers peut
causer des intoxications séveres et surtout quand le germe présente une résistance vis-a-vis
aux antibiotiques, ce qui entraine un échec thérapeutique. La résistance bactérienne aux
antibiotiques a augmenté dans des proportions inquiétantes ces derniéres années, elle est
devenue un probleme majeur de santé publique a I’échelle mondiale, elles ont été décrites
chez la plupart des souches cliniques d’origine humaine ou animale, tandis que I’on ne
dispose pas beaucoup de données concernant leur devenir une fois que les bactéries sont
émises dans I’environnement marin.

Escherichia coli est I’espece type du genre Escherichia qui a été découvert en 1885 par
THEODOR ESCHERICH, c’est un indicateur de pollution Sa présence dans les eaux de
consommeation ou les aliments constitue un risque non négligeable pour |a santé humaine.

Au début de son histoire, le probléme qui se pose est de savoir si le germe est un saprophyte
banal ou un redoutable pathogéne puisque il est retrouvé aussi bien chez des sujets sains au
niveau de laflore intestinale que chez des sujets malades.

Le fond génétique des souches a une relation étroite avec la virulence et la résistance aux
antibiotiques de ces souches. Actuellement, les souches pathogenes sont retrouvées parmi les
groupe B2 et D. Et le probleme est d’autant plus grave lorsque ces souches pathogenes sont
résistantes aux antibiotiques.

Dans cette éude nous nous sommes intéressés a la caractérisation des souches d’E. coli
isolées a partir des moules sauvages et des moules d’élevages, et de déterminer leurs groupes
phylogénétiques et leurs profils de résistance aux antibiotiques.

Pour se faire, nous avons adopté le plan suivant :

v L’identification bactérienne.
v La détermination des groupes phylogénétique des souches d’Escherichia coli.
v Etude de la sensibilité aux antibiotiques

Page 11
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Chapitrel : La caractérisation de la phylogénie et de larésistance aux antibiotiques des
souches d’Escherichia coli isolées a partir de lamoule « mytilus galloprovincialis ».

L'aquaculture agérienne connait actuellement un grand essor en matiere de production.
Depuis la création du Ministére de la Péche et des Ressources Halieutiques en 2000, plusieurs
plans et programmes de développement ont éé éaborés permettant ainsi le démarrage de
plusieurs  projets prives d’aquaculture  dans  différentes  filieres  d’activité.

La production aguacol e actuelle provient de:

La pisciculture marine en bassin et en cages flottantes pratiquée par des opérateurs
prives.

La péche continentale, La pisciculture intégrée a I’agriculture, La péche lagunaire en
eal saumatre et en eau douce dans I'Est du pays, et la conchyliculture pratiquée par
des opérateurs privés produisant quelques dizaines de tonnes de moules

méditerranéennes et d'huitres creuses. (Boutouchent et Milla, 2005)

[.1 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 pratiqguée en mer, dans des filieres mytilicoles, bouchots ou tables

mytilicoles.

En Algérie, les principal es actions dans le domaine de la mytiliculture ont été :

- En 1921, création de la station de Bou-Ismail (Est d'Alger) avec pour objectifs en matiére
d'aguaculture dont le but est de Déterminer les meilleures méthodes et lieux pour |la pratique
de l'ostréiculture (Crassostrea gigas) et de lamytiliculture (Mytilus galloprovincidis).

- En 1940, début de I'exploitation des lacs de I'Est du pays (Mellah, Oubeira et Tonga) avec
instalation de bordigues, péche et exploitation de mollusques (Mytilus galloprovincialis,
Crassostrea gigas, Ruditapes decussatus). (Boutouchent et Milla, 2005)

Actuellement, la conchyliculture est pratiquée par des opérateurs prives produisant quelques
dizaines de tonnes de moules méditerranéennes et d'huitres creuses. Selon laFAO (2015) ; la

production de mytilus galloprovincialis est augmentée jusqu’a 114 115 tonnes en 2012.

L a Recherche bibliographique Page 13



Chapitrel : Lacaractérisation de la phylogénie et de larésistance aux antibiotiques des
souches d’Escherichia coli isolées a partir de lamoule « mytilus galloprovincialis ».

.2 Lamoule:

Les moules sont des mollusgues appartenant ala classe des bivalves ou lamellibranches. Elles
font partie de la famille des mytilidés dont |es membres se distinguent par leurs valves égales,
un ligament presque toujours externe, une charniére sans dent (ou avec des dentstrés

réduites), des branchies a filaments séparés, un pied allongé et un byssus (Marteil, 1976).

[.2.1 systématique dela moule:

Embranchement Mollusgues

Classe Lamellibranches

Ordre Pteriomorpha

Famille Mytilidés

Genre Mytilus

Espece Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819).
[.2.2 Morphologie:

[.2.2.1 Aspect extérieur:

Lacoquille, plus ou moins renflée, pointue al'une des extrémités et arrondie al'autre,
comprend deux valves égales, |'une droite et |'autre gauche, unies par un ligament situé le long
delacharniére dorsae. La partie antérieure du mollusque correspond a l'extrémité rétrécie (le

crochet) delacoquille, la partie postérieure alarégion arrondie. (Marteil, 1976).

Figure 1 : aspect extérieur delamoule (Boughachiche et SI Abdallah, 2011).

L a Recherche bibliographique Page 14



Chapitrel : Lacaractérisation de la phylogénie et de larésistance aux antibiotiques des
souches d’Escherichia coli isolées a partir de lamoule « mytilus galloprovincialis ».

[.2.2.2 Aspect intérieur:

L'intérieur des valves est lisse et bleudtre. On peut y distinguer les points dinsertion  des
différents muscles : muscles adducteurs qui relient le corps de I'animal a sa coquille, muscles
rétracteurs du pied, etc... L'insertion des fibres musculaires qui relévent les bords libres du
manteau se traduit par une ligne ou impression palléale qui joint les impressions des

adducteurs (M arteil, 1976).

Figure 2 : aspect intérieur de lamoule (Bouaghachiche et SI Abdellah, 2011).

|.2.3 Habitat :

La moule vit fixée par son byssus sur des fonds durs tres variés, dans la zone littorale et a de
faibles profondeurs. Sa répartition bathymetrique est limitée vers le bas dans I’infralittoral
(Marteil, 1976).

|.2.4 Alimentation :

La moule ingere la plupart des particules présentes dans le milieu qui I’entoure : diatomées,
dinoflagellés détritus organiques, bactéries, flagellés et protozoaires divers, spores, fragment
d’algues, débris inorganique (Marteil, 1976). La collecte des particules en suspension dans

I'eau est assurée par les branchies.

L a Recherche bibliographique Page 15



Chapitrel : Lacaractérisation de la phylogénie et de |a résistance aux antibiotiques des
souches d’Escherichia coli isolées a partir de lamoule « mytilus galloprovincialis ».

.25 Les risques lies a la consommation des moules:
Les moules filtrent des quantités considérables d’eau et concentre les polluants en particulier
les bactéries et les algues microscopiques toxiques ou non, ils sont donc sensibles aux
conditions d’environnement et & la pollution des eaux ou ils sont ramassés (Christiane et
Jean-Noédl, 2010).

La consommation importante des moules dans e monde nous amene a prendre en compte les

problemes de la sante public qu’elle pouvait entrainer.

Les maladies pouvant survenir a la suite d’ingestion de coquillage, ont de nombreuses
étiologies : bactériennes, virales (hépatites), parasitaires, chimique (métaux lourds, pesticide)
et phytoplanctoniques (toxines) (Stablo, 1998).

En 1990, plus de deux cent cas on été enregistrés en France a la suite de la consommation de
moule importées du Danemark (Vivares, 1991).

En juin 2001, dans le méme pays, plus de cent malades ont é&é déclarés suite a une
consommation de moules en provenance de deux zones de productions Irlandaises
(Haeghebaerts et al., 2002).

Nous nous intéresserons dans cette synthése a un agent bactérien trés important dans le
contr6le sanitaire de la moule. Il s’agit d’Escherichia coli : un germe commensal qui peut étre

parfois trés pathogene.

L a Recherche bibliographique Page 16



Chapitrel : La caractérisation de la phylogénie et de larésistance aux antibiotiques des
souches d’Escherichia coli isolées a partir de lamoule « mytilus galloprovincialis ».

|.3 Généralités sur Escherichiacoli :

|.3.1 Présentation d’E. Coli :

C’est une bactérie de 2 a 3 um de long et de 0,5 um de large, communément retrouvée dans

les intestins des mammiferes, y compris I’homme. Elle est généralement commensale mais

peut étre considérée pathogéne. Elle appartient a la famille des entérobactéries. Les sept

critéres définissant classiqguement cette bactérie sont : un gram négatif, une culture facile,

I’absence d’oxydase, la capacité de réduire les nitrates, aéro-anaérobie facultative, la capacité

de fermenter le glucose et leur mobilité gréce a la possession d’une ciliature péritriche.
(LeMinor, 1990).

Figure 3: observation de la ciliature péritriche d’E coli par microscope

électronique. (www.globephar ma.org).

E. coli appartient :

Regne:

Phylum :

Classe:

Ordre:

Famille:

Genre:

Espece:

Procaryotae

Proteobacteria
Gammaproteobacteria
Enterobacteriales
Enterobacteriaceae

Escherichia

Escherichia coli ((www.globephar ma.org).

L a Recherche bibliographique
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Chapitrel : Lacaractérisation de la phylogénie et de |a résistance aux antibiotiques des

souches d’Escherichia coli isolées a partir de lamoule « mytilus galloprovincialis ».

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

delactose, production d’indole, absence de croissance sur le citrate et pas de production HS,

(orskov et Genus,1986), lereste des caracteres sont indiqués dans le tableau (1)

Tableau 1 : les caractéres biochimique d’E. coli (orskov et Genus, 1986).

Tests biochimiques E.coli
B-galactosidase +*
Uréase _
Gaz en glucose +
Indole +
LDC** D
ADH**

des souches.

d : variable selon les souches.

+* : positif pour 90% a 100% des souches, _ : négatif pour 90% a 100%

LCD ** : lysine decarboxylase, ADH : arginine di hydrolase.

ODC : ornithine décarboxylase, VP : réaction de voges-proskauer

L a Recherche bibliographique
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Chapitrel : Lacaractérisation de la phylogénie et de |a résistance aux antibiotiques des
souches d’Escherichia coli isolées a partir de lamoule « mytilus galloprovincialis ».

|.3.2 Caracteres sérologiques::

D’un point de vue épidémiologique, il est essentiel de pouvoir différencier les isolats d’E.
coli. Les travaux de Kaufman ont permis d’établir une premiere classification d’E. coli fondée
sur I’étude des antigénes de surface. Trois antigénes de surface sont décrits et pris en compte
(orskov et Genus, 1986) :

L es antigéenes O somatiques : Sont de nature lipopolysaccharidique et ils forment une partie
de lamembrane externe de la paroi bactérienne.

LesantigenesK capsulaire, Correspondent ala capsule polysaccharidique.

Les antigénes H flagellaire, sont associés aux protéines des flagelles et sont également varié,
leurs identification permet de déterminer le sérotype d’une souche de colibacille.

[.3.3 Organisation du génome et virulence:

L’organisation chromosomique entre les bactéries proches est globalement conservée, Mais il
existe une grande variabilité génomique entre des bactéries d’une méme espéce ou d’un méme
genre. Toutes les bactéries sont capables d’évoluer par modification (gain ou Perte) de
matériel génétique, causée par des recombinaisons génétiques ou des mutations, et de

transmettre ces modifications verticalement aux générations suivantes (Sylvie, 2010).

[.3.3.1 Les squelettes génomiques :

L’analyse comparative des différents génomes disponibles a ce jour confirme une variabilité
de taille des génomes au sein de I’espece E. coli. La plupart des souches pathogenes possedent
des génomes de plus grande taille par rapport a ceux des souches commensales (Sylvie,
2010). 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 codants pour des fonctions
essentielles, sont communs a toutes les souches d’E. coli et définissent le squel ette génomique
(Welch et al., 2002). L’analyse de ces genes permet d’étudier les relations génétiques entre
espéeces. Cependant le nombre de géenes constituant ce squelette dépend principalement du

nombre et de la diversité des organismes comparés (Sylvie, 2010).
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Chapitrel : Lacaractérisation de la phylogénie et de |a résistance aux antibiotiques des
souches d’Escherichia coli isolées a partir de lamoule « mytilus galloprovincialis ».

[.3. 3.2 llots  génomiques- flots  de pathogénicité

Les génes de virulence des bactéries pathogenes peuvent se localiser sur des ééments
génétiques transmissibles tels que les transposons, les plasmides ou les bactériophages. En
outre, ces génes peuvent faire partie de régions particulieres du chromosome bactérien qu’on
appelle « ilots de pathogénicité ». Ces ilots sont présents dans le génome des souches
pathogenes de certaines especes mais absents ou rarement présent chez les souches non
pathogenes de la méme espéce. lls contiennent de large régions d’ADN (jusqu’a 200 Kb
d’ADN) et souvent ils appartiennent a la classe des llots génomiques, figure 5 (Dobrindt et
al., 2004), Par définition, les ilots génomiques sont des zones possédant des caractéristiques

différentes du reste du génome :
- Région génomique de grande taille (entre 10 et 200 kilo bases).

- GC% pouvant étre différent. Ceci atteste d’une origine exogene et facilite-leur
Identification.

- Sites spécifiques d’intégration, fréquemment situés dans des régions qui codent pour les
ARN de transfert.

- Bornés par des séquences répétées directes de 9 a 136 Pb créées par recombinaison lors de
I’intégration de I’Tlot. 1l faut noter que certains Tlots ont perdu les éléments ayant permis leur
intégration, ainsi ils ne sont plus capables d’étre transférés ce qui explique leur spécificité au
sein de certains pathovars.

- Présence de genes de mobilité fonctionnels ou le plus souvent cryptiques tels que IS,
transposons et intégrons. Ains les Tlots peuvent provoquer divers réarrangements

mol éculaires par recombinaison et augmenter leur diversité. (Sylvie, 2010)

Sqgueslette Sguelette
genomnmilcue genomigue

tRMNA gene irit Sene 1 Gene 2 = Cene 3 =

_irtt _ 1S L
WYY o SN, R 7o NN, 000 N NI

DR DR ———=

Figure 4. Les ilots génomiques sont acquis par transferts horizontaux et généralement
intégrés dans le squelette génomique bactérien au niveau des génes codant les ARN de
transfert. Ces Tlots sont bordés par des structures en répétition directes (DR) et comprennent
differents génes, notamment des séquences d’insertion (IS) et des génes codant des intégrases
(int) impliqués dans leur mobilité (Dobrindtet al., 2004).
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|.3.4 Phylogénie, Plasticité et clonalité génomique de I’espéce :

Escherichia coli est I'une des espéces bactériennes présentant une tres forte plasticité
génomique. Elle s’adapte entre son habitat primaire, I'intestin des vertébres, ou elle vit comme
commensale, et son habitat secondaire, I'eau et les sédiments. Le répertoire total de genes de
I’espece est supérieur a 10 000. La majorité des souches, porte environ 4 721 génes, et

seulement 1 976 génes appartiennent au fond commun. (Tenaillon et al., 2010).

Aingi, la diversité phénotypique observée est le résultat d'un grand nombre de combinaisons
de genes. Outre le flux de génes important, des études basées sur I’analyse du polymorphisme
électro phorétique d’enzymes métaboliques (multilocus enzyme electrophoresis ou MLEE)
ont montré gque E. coli était une espéce clonae. Cette espéce appartient a neuf sous groupes
phylogénétiques avec la déinéation claire au moins de Six principaux groupes
phylogénétiques (A, B1, B2, D, E et F) (figure 6), (Tenaillon et al., 2010). .

0 ECOR strains W 1" F
# Bacteremic isolates \ |

A Genome strains \

NCKD23

~» UTIBo

< Rsz2ia
APEGC O1

—_

Figure 5 : I’arbre phylogenique des groupes A, B2, D, B1 d’E. Coli. Les Cercles
représentent I’analyse de 161 Souches isolées d’une bacteriémie; Les carres représentent 67
Souches ECOR ; et les triangles représentent7 génomes de référence .En Rouge le groupe
B2,EnvertleB1,EnjauneleD, et en bleu le groupe A.

L a Recherche bibliographique Page 21



Chapitrel : Lacaractérisation de la phylogénie et de |a résistance aux antibiotiques des
souches d’Escherichia coli isolées a partir de lamoule « mytilus galloprovincialis ».

[.3.4.1 Test moléculaire:

Historiquement I’espece E. coli, faisant partie de la famille des Enterobacteriaceae, elle a été
déterminée a partir de caractéres phénotypiques, biochimiques et physiologiques. Aujourd’hui
ce sont des techniques basées sur I’utilisation de I’ADN qui permettent une étude génétique

des populations et la caractérisation des différentes souches d’E. coli.

Depuis la fin des années 90 et I’utilisation des automates permettant le développement du
séquencage des genes, la technique MLST est reconnue comme la plus puissante pour I’étude
génétique des populations (Enright et Spratt, 1999).

» Latechnique ML ST (Multilocus sequencetyping) :

Elle mesure directement la variation de la séquence ADN dans un groupe de génes dits

« genes de ménage », connus pour avoir subi peu de recombinaison, caractérisant ainsi les
souches par un profil alélique unique.

» Latechnique MLEE (Multilocus enzyme electrophoresis) :

Elle consiste a analyser des variations de mobilité électro phorétique de certaines enzymes
bactériennes (isoenzymes). Elle 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 refletent des différences dans la séquence nucléotidique du géne correspondant.
(Ochman et Selander, 1984).

Dans I’espéce E. coli, différentes études faisant appel a la technigue MLST montrent la
présence de quatre groupes phylogéenétiques majeurs A, B1, B2 et D, ainsi que trois groupes
mineurs nommés C, E et F. Lecointre et al. ont pour la premiére fois en 1998, grace a cette
technique, raciné I’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.

Une technique d’amplification par PCR de trois fragments d’ADN (chuA, yjA et TSPE4.C2),
PCR triplex, a é&é mise au point afin de déterminer plus simplement I’appartenance de
certains isolats aux quatre groupes phylogéenétiques maeurs (B2, D, B1 et A) (Figure 7)
(Clermont et al., 2000). Cette méthode simple a montré une bonne corréation avec la

technigue MLST méme si elle est moins précise (Gordonet al., 2008).
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1.3.5 Commensalité et pathogénicité :

Les souches Escherichia coli sont retrouvées dans le tractus gastro-intestina de nombreux
animaux a sang chaud, dont I’homme, ou elles jouent communément le role de bactérie
commensale. Cependant, I’acquisition et la combinaison de facteurs de virulence chez les
souches E. coli peuvent entrainer des modifications de leur comportement pouvant
occasionner diverses infections telles des infections intestinales (L evine et Edelman, 1984)

ou extra-intestinales (Figure 7).

Cerveau : NMEC

Circulation sanguine
UPEC et NMEC

Gros intestn :
EHEC.EIEC et EAEC

Rein : UPEC

Intestin gréle : EPEC.ETEC.
DAEC et EAEC

Vessie : UPEC

Figure 6 : différents groupes d’Escherichia coli pathogenes. (Pohl et Linter mans, 1989).
1.3.5.1 LesE. coli pathogenes extra intestinaux (EXPEC) :

Les souches EXPEC se caractérisent par leur pouvoir de coloniser d’autres systémes en dehors
du systéme gastro-intestinal ( Russo et Johnson ,2000) et elles représentent un risgue

sanitaire plus élevé que celui des E. coli pathogéenes intestinaux. Ce groupe comprend les:

- E. coli uropathogénes (UPEC): responsables d’infections urinaires (cystites,
pyélonéphrites) (Stamm et Norrby , 2004)

- E. coli associées a des méningites et des septicémies (neonatal meningitis

-E. coli ou NMEC) : qui sont la premiére cause des méningites.(Wang et al.,2004).
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- Le pathovar aviaire « Avian Pathogenic E. coli » (APEC): La volaille est considérée
comme la principale source animale de contamination des humains par les souches EXPEC.
Les APEC (« AvianPathogenic E. coli ») possedent le plus souvent des genes de virulence
semblables a ceux dEXPEC humain pouvant occasionner des infections chez I’homme
(Jauréguy ,2009).

[.3.5.1.1 Lesfacteursdevirulence des EXPEC :

Les EXPEC s’opposent aux bactéries pathogenes intestinales par la possession de facteurs de
virulence qui leur sont propres. Les EXPEC sont distribués principalement dans le groupe
phylogénétique B2, et dans une moindre mesure dans le groupe D.

La virulence des souches EXPEC est un processus basé sur de multiples facteurs génétiques
dont lacombinaison détermine le niveau de virulence de chague souche (figure 8) (Johnson
et al.,2005).

A&
@:‘&Q@@ Capsule
A (polysaccharide
0 E‘"'\ Fimbrige

Capsulaire K1)

et Ill, sfa/foc)

Parol

Toxines
libérées

(hiyC, enfl)

LPS {Lipopolysacchar iie)

Flagelle

Fe
Sidérophores Membrane
(Fuy, lucC,IroN...) cytoplasmigue

Figure 7 : principaux facteurs de virulence impliqués dans le développement des
processus infectieux chez les EXPEC (Jaur é Guy, 2009).
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1.3.5.1.1.1 L esfacteurs de colonisation des muqueuses :

La premiére étape des infections par les EXPEC est la colonisation des surfaces de I’hote,
c’est-a-dire les muqueuses et la peau. L’adhésion de ces bactéries aux muqueuses est
médiée par des structures présentes a la surface de la cellule bactérienne, appelées
adhésines, qui interagissent avec des composants présents a la surface de la celule
eucaryote ou a hauteur de la matrice extracellulaire, appel és récepteurs. 1l existe différents
types (Mainil et Daube, 2005) :

Lesfimbriae de type 1
Les fimbriae de type P
Lesfimbriae detypes Set F1C
Les adhésines afimbriaes et Dr

YV V V V

.3.5.1.1.2 Survie des EXPEC danslestissus hotes:

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

interviennent :
Les sidérophores, complexes d’acquisition du fer :

Les EXPEC ont développé des stratégies multiples pour s’approvisionner en fer a partir de la
cellule hote. Parmi ces stratégies, I'expression des systémes d'acquisition de fer par production
de sidérophores (FuyA,lucC, IroN) qui chélates le fer de I’environnement. Le complexe
sidérophores-fer reconnait spécifiquement un récepteur dans I’espace périplasmique, créant
un pore permettant le passage du complexe dans le périplasme et la libération des ions
ferriques (Johnson, 1991).

1.3.5.1.1.2.1 L es capsules, outil de protection des EXPEC :

Certaines bactéries afin d’échapper a la réponse immunitaire sont capables de synthétiser les
polysaccharides capsulaires K1, 2 et 3 (codées respectivement par kpsMTI ou neuC, |1 et I11).
De nombreuses études montrent que ce sont de bons marqueurs de I’uropathogénicité. Les

souches EXPEC et tout particuliérement les souches « NewbornMeningitis E. coli » (MNEC)
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sont fréquemment encapsulées. Il a é&é montré que I'expression de la capsule K1 chez les
NMEC permet a ces microbes pathogenes, d’interférer avec I’action du complément et
eégalement des bactériophages, de faciliter I'évasion bactérienne de la phagocytose et par
conséquence d’augmenter la survie bactérienne dans les cellules endothéliales des vaisseaux
du cerveau (Pluschkeet al., 1983) .

[.5.1.1.3 Implication destoxines dans la pathogénicité des EXPEC :
Les principales toxines produites par les E.coli EXPEC sont les suivantes :
% Facteur cytotoxique nécrosant 1 (CNF1) :

Les toxines de type CNF comprennent une chaine polypeptidique unique d’environ 115 kDa
organisée en trois domaines. Elle entraine la nécrose de la cellule héte. (Lemonniet et
L emichez, 2007).

% Hémolysinea:
L’Hémolysine a, d’origine chromosomique est fréquente pour des souches uro-pathogénes ou
responsables d’autres infections extra intestinales humaines. Elle est produite trés tét lors de
la croissance bactérienne et forme des pores dans la membrane de la cellule infectée
provoquant la fuite ionique puis I’éclatement de la cellule (Lemonniet et L emichez, 2007).

% Lestoxines Sat et Vat :

Récemment, Sat (« secretedautotransportertoxin »), un facteur de virulence potentiel d'UPEC,
a été identifiée comme I’est aussi Vat (« vacuolatingautotransportertoxin ») qui entraine une
altération de I’épithélium renal lors d’infections ascendantes du tractus urinaire. (Liebana et
al., 2006)

< LaColibactine:

La colibactine est une toxine codée par un ilot génomique « pks » pour polyketidesynthase.
La Colibactine induit des cassures double brins de I’ADN dans plusieurs lignées cellulaires in
vitro. Le dommage a I’ADN déclenche la « Cellular DNA-damage Response » (DDR), puisle
cycle cellulaire s’arréte dans la transition G2/M et la cellule développe une mégal ocytose.
(Nougayrede et al.,2006)
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1.3.5.2 L es pathogénes intestinaux :

Les souches d’E. coli a I’origine de maladies intestinales sont des souches qui se multiplient

dans I’intestin de leurs hotes. Elles se retrouveront donc dans les féces et par la suite dans les

effluents animaux (élevages et abattoirs) et les effluents d’origine humaine. Ils appartiennent

pour la plupart aux groupes phylogénétiques A/BL/E (clermont et olier, 2011) et sont

reconnus comme des agents responsables de syndrome diarrhéique d'origine aimentaire ou

hydrique. Ce groupe de pathogénes est subdivisé en 6 pathovars majeurs (croxen, Finlay ;

2010) selon le type de maladie engendrée et les facteurs de virulence associés (tableau 2) .

Tableau 2. pathotypes d’E. Coli en fonction des signes cliniques et des facteurs de virulence

(Mariani et al., 2000).

Pathotypes Pathologie Interaction avec les anthérocytes Toxines
ECET Diarrhée agueuse Gréle proximal LT
adhésion (CFA) ST
pas de lésion du muqueux
plasmidique
ECEP Diarrhée aigue et Gréle proximal
chronique adhésion localisée (eae,bfp)
Lésions de la mugueuse
sans invasion plasmide
EAF
ECEH Diarrhée sanglante, colite Colon Stx
hémorragique,SHU . Adhésion (eze)
Lésions de la mugueuse
sansinvasion plasmide
ECEI Dysenterie Gréle distal, caecum, colon | Sh, ET2
Invasion et multiplication
dans les entérocytes
Plasmide de virulence
(pinv)
ECEAg Diarrhée  aigue et Adhésion (AAF) EAST
chronique, diarrhée des Plasmide 60Md
Voyageurs.
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ECAD Diarrhée aigue et < Adhésion (AIDA)

chronique, diarrhée des

voyageurs.

1.3.5.2.1 E coali entéro- invasifs(ECEI) :

Transmission d’origine alimentaire, hydrique ou interhumaine, I’élément majeur du pouvoir
pathogene des ECEI est leur capacité d’invasion de I’épithélium intestinal au niveau du colon.
les génes nécessaires a I’entrée des bactéries dans ce dernier sont porté par un plasmide
d’environ 140MDA (Sansonetti, 1992).

1.3.5.2.1.1 E. coli aadhésion diffuse DAEC ou ECEAgQ:

Une adhésine appelée «agrégative adhérence» (AAF/1), d’origine plasmatique, est
impliquée dans I’adhérence bactérienne et codée par deux groupes de genes portés par un
plasmide de 60MDA (Nataro et Kaper, 1998).

» ECAD:

Ces bactéries semblent étre responsable de diarrhée, aucune toxine n’a été mise en
évidence dans ce pathotype .Deux facteurs d’adhésion ont été associés a ce pathovar : des
protéines de membrane externe (dénommée AIDA), et des adhesines de nature fimbriae.

ECAD pourrait étre le réservoir des souches uropathogénes. (Mariani et al., 2000).
» ECEP:

Le pouvoir pathogéne des ECEP se caractérise par une adhésion spécifique entre la cellule

bactérienne et la surface de I’entérocyte, cette adhesion s’effectue en deux temps :

++ Les bactéries se lient aux enterocytes a distance par I’intermédiaire de fimbriae de type 1V,
les pili BFP.

+«+ Une adhésion entérite a la bordure en brosse des entrocystes, s’accompagnant d’une
destruction de celle-ci sans invasion celulaire, phénomene décrit sous le nom:
attachement-effacement A/E(les genes codant pour les pilis, située sur des plasmides de
60a70 Mda, plasmide EAF). (Mariani et al., 2000).
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» ECET:

ECET sont rare, associe a la production des toxines cytotoxique (LT ou ST) provoquant une
sécrétion intestinale accrue d’eau et d’électrolytes sans altération de la muqueuse intestinale.
Les genes de structure ST er LT sont localisés sur des plasmides de haut poids moléculaire.
(Mariani et al., 2000)

» ECEH :

Ce sont des bactéries pathogénes qui se retrouvent dans I’eau et parfois dans les  aliments,
elles sont responsables de diarrhée, de colite hémorragique et syndrome urémique
hémolytique,le serotype O157 : H 7 est le frequent pour les souches EHEC chez I’homme
(Nataro, Kaper ; 1998).

Le facteur principal de virulence d’EHEC est la shigatoxine Stx 1 et 2 La shigatoxine tient
son nom du fait de sa grande similitude avec une toxine produite par shigella, elle est
€galement connue sous le nom de vérotoxine.

L’infection par une souche EHEC chez I’lhomme peut revétir plusieurs aspects alant de
colites hémorragiques, jusqu’a des atteintes rénales et parfois neurologiques dans les cas les

plus graves (Mariani et al., 2000).

|.4 La résistance d’Escherichia coli aux antibiotiques:

Un antibiotique est une molécule naturelle ou bien semi-synthétique qui détruit ou bloque la
croissance des bacteries, on parle dans le premier cas d’un antibiotique bactéricide et dans le

second cas on parle de bactériostatique.

L’evolution rapide de la résistance bactérienne aux antibiotiques est un phénomene
actuellement préoccupant dans les pays en voie de développement ou les pathogénes
résistants aux antibiotiques peuvent avoir une plus forte prévalence dans certains pays
africains (Bonnet, 2004).

L’Algeérie est un pays du nord de I’Afrique ou les récentes données de résistance aux
antibiotiques indiquent une situation inquiétante. En effet, ces dix dernieres années ont été

marquées par I’émergence et la dissémination de nouveaux genes de résistance notamment
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dans le nord du pays. Les défis majeurs de cette résistance ont éé rencontrés principal ement
chez différentes espéces d’entérobactéries (Baba ahmed ,2013).

Selon ses pathovars, E.coli peut étre une cause fréguente d’intoxication alimentaire facilement
traitable par des antibiotiques vue qu’elle est naturellement sensible ala majorité des familles
d’antibiotiques actifs sur les bactéries a Gram négatif (Vedel, 1992). Cependant, ces derniéres
années le probleme de I’émergence de la résistance aux antibiotiques a été observé vis-a-vis

de lamajorité de ces molécules.
|.4.1 La résistance d’E.coli aux beta- lactamines:

Les bactéries ont développé différents mécanismes pour s’échapper a I’action des béta-
lactamines (Walsh, 2003) :

Modification de la cible (PLP: protéine de liaison a la pénicilline) qui les rend moins
sensibles aux béta-lactamines mais permet de maintenir son activité physiologique

normale.

Synthése des enzymes (béta-lactamases) qui inactivent les bétalactamines par modification

chimique.

Acquisition ou surproduction des pompes efflux qui peuvent expulser I’antibiotique hors
de la cellule méme contre le gradient de concentration.

Modification des porines ayant pour résultat la diffusion plus lente des béta-lactamines a
travers la membrane externe.

- E. coli possede une céphal osporinase chromosomique de type AmpC exprimeée a tres bas
niveau de sorte que le phénotype naturel des souches vis-a-vis des béta-lactamines est un
phénotype de sensibilité. Cependant, plusieurs mutations peuvent engendrer une
hyperproduction de cette enzyme aboutissant a des CMI beaucoup plus élevées, 32-128
Mg/l (Goldestein, et al ., 2000) :

» Modification du promoteur ou du récepteur D’AmpC,
» Modification de latranscription ou de larégulation.

- En cas d’hyperproduction de cette enzyme, les céphalosporines dites de la premiére et la
deuxiéme génération voir méme le 3°™

al.,2000).

génération sont fortement affectés. (goldestein et
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- E. coli héberge fréqguemment des béta-lactamases extrachromosomiques de type TEM
inhibées par I’acide clavulanique ou le tazobactam. Cependant plus de 30 % de ces
souches actuellement moins sensibles a I’action des inhibiteurs a cause d’une
hyperproduction de cette enzyme ou bien d’une mutation qui fait diminuer I’affinité de
ses inhibiteurs pour I’enzyme: TRI ou IRT. Nous retrouvons également des béta-
lactamases de type SHV ou OXA (Vedd et al.,1992).

- Comme toutes les entérobactéries, E.coli héberge également les différents types de BLSE
(BLSE dérivant de TEM ou SHV, CTX-M...) ainsi que les céphalosporinases
plasmidiques (CMY, DHA........ ) (Goldestein et al ., 2000).

|.4.2 Résistance d’ E coli aux quinolones:

Plusieurs mécanismes peuvent contribuer alarésistance du E coli aux quinolones
(Alekshun et Levy, 1997 ; Piddock, 1999) :

v Modification de I’ADN gyrase A ou plus rarement B : ces mutations sont parmi les plus
fréguentes et responsables de la résistance de haut niveau (CMI inf & 32 ug/ml) a la
ciprofloxacine.

v' Modification de la topoisomérase IV ( parC ou parE) : plus rares , elles surviennent
toujours aprés une premiere mutation sur la gyrase et sont responsables d’une
augmentation de 2 a 3 dilutions de la CMI.

v Cependant, depuis le début de cette décennie des mécanismes enzymatiques codés par des
plasmides transférables ont été observés, tel que la production d’enzymes appelées QNR
assurant la protection de la cible. Jusqu'a présent 5 genes codant des QNR ont été identifiés
: gnrA, gnrB, gnrS, gnrC, et gnrD (Choutet et Goldsein, 2000).

v" Augmentation de | efflux actif

v Diminution de I’incorporation par diminution de la perméabilité liée a une diminution de
certaines porines ou du LPS. (Choutet et Goldstein, 2000).
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|.4.3 Resistance d’ E coli aux aminosides:

La résistance aux aminosides est généralement liée a la présence d’enzymes modifiant les
aminosides : acétylases, phosphorylases et adénylylases. Ces enzymes sont souvent présentes

sur les éléments mobiles (transposons portés ou non par des plasmides).
D’autres mécanismes de résistance sont moins souvent impliqués :

v Diminution de la perméabilité de la paroi par modification de la structure des lipo-
polysaccharides

v Diminution du transport actif au niveau de la membrane cytoplasmique.

v Modification du ribosome, site d’action des aminosides (Choutet et Goldstein ,2000).

1.4.4 La résistance d’E coli aux tétracyclines:

Elle est générdement due a un efflux actif, parfois & des mutations sur le gene marA

responsable d’une résistance a plusieurs familles d’antibiotiques (Alekshun et L evy, 1997).

1.4.5 la résistance d’E coli aux phénicols:
Elle est lié a la présence d’une acétyl-transférase inactivant I’antibiotique ; plus rarement,
modification du gene marA (Alekshun et Levy, 1997).
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[I-MATERIELSET METHODES

[1.1 Présentation du gSte:

- Lafermeconchylicole « SARL ORCA marine»

Le site d’Ain Chrob (ex Surcouf) se trouve a 800m au large dans la plage de la commune d'Ain taya
wilaya d'Alger située en dehors delabaie d'Alger, 230 Km al'est d'Alger.

- Bordj EL Kiffan « Bateau cassé »

Le Ste « Bateau cass » d'ou ont &¢é préevées les moules sauvages, et situé a ford de I'eau, Bordj EL
Kiffan, a I'Est de la wilaya d'Alger, c'est une zone d'agglomération qui contient une plage de baignade

qui sesitue pasloin de I'embouchure de oued-d Hamiz.
I1.2 Présentation des souches

Letravall aconcerné 24 souches de coliformes isolés en 2012 a partir de moules « Mytilus galloprovindialis »
propre alaconsommation et récoltées a partir d'un site délevage (Ain Chraob) (n=11) et d'un Site sauvage

situé a bateau casse (n=13).

1.3 Méhodes
[1.3.1 I dentification biochimiquepar galerieAPI 20 E

Principe

La gderie APl 20E est un systéme d'identification des entérobactéries et autres bacilles a Gram negdif.
Elle comporte 20 tests biochimiques standardisés e miniaturisés. Les milieux desséchés sont réhydratés avec
une suspension bactérienne a identifier. Les réactions produites pendant la période dincubation se

traduisent par des virages col orés spontanés ou rével és par I'addition de réactifs (Biomerieux).

Technique

- Raunir fond & couwverde dune baite dincubation et répartir environ 5m1 deau didtillée dansles dvédles din de créer
uneamaspherehumide,

- Retirer lagaerie stérile de son embal lage et 1a déposer dans la boite dincubation.

- Ecrirenom, référence delasouche & date sur 1alanguettelatérde du fond delabaite
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- Préparer I'inoculum bactérien : mettre 1 a3 coloniesjeunes bien isoléesdans 5 ml d'eau physiologique sérile

- Inoculer lagderiecommesuiit :

-Remplir al'aide dune micropipette | es tubes et cupulesdestests (CIT, VIP et GEL).

-Remplir uniquement lestubes (et non les cupules) desautrestests
-Créer une anagrobiose danslestests: ADH, LCD, ODC, H,S, URE enremplissant leur

cupule dhuiledeveasdine

- Refermer laboite dincubation et laplacer dans|'é@uve a37°C pendant 18 &24h.

- Letest doxydase et rédise per le dépdt dun inoculum bedtéien ur ledsqued'oxydase. La présence du cytochrome

oxydase setraduit par I'gpparition dune coloraion violete

Lecturedelagalerie

Apres codification des réactions en un profil numérique, I'identification est obtenue on se référant a
un catal ogue anaytique fourni par Biomérieux ou I'identification est donnée avec un pourcentage et une
gppréciation (Biomérieux).

[1.3.2 Diffusion en milieu gdosé: antibiogramme

L 'éude de larés stance de nos souches vis-a-vis de 18 antibiotiques a éé réaisée par laméhode de diffuson
enmilieu solide (Courvdin, 1985 ; CA-SFM, 2011).

Principe

Cette technique est basée sur l'observaion de la croissance bactérienne en présence dun gradient de
concentration d'antibiotiques, obtenu par diffusion a partir des disgues d'antibiotiques dans un milieu
gédosé (Muller Hinton). Ce gradient est inversement proportionnd ala distance par rapport aux disques.
La croissance sarréte lorsque les bactéries sont en contact avec leur concentration minimae dinhibition
dessinant des hd os dinhibition autour des disques d'antibiotiques (Cour valin et al, 1985).

Technique

- A partir d'une culture jeune (18-24h), préparer dans 5m1 d'eau physiologique Sérile une sugpension

bactérienne de 0,5McFarland (10°cdllulesml)

- Plonger un écouvillon stérile dans la suspension bactérienn

- Ensemencer la boite en frottant I'écouvillon sur la totdité de la surface géose et tournant la boite trois fois
de 60° afin dassurer une bonne digtribution del'inoculum.

- Appliquer lesdisques dantibictiques (Tableau 3).

- Laisser diffuser pendant 15 minutes, atempérature ambiante.

- Incuber 2 37°C pendant 18-24h.
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Lecture:

Mesurer avec précision les diametres d’inhibition a I’aide d’une regle graduée et classer les
bactéries dans I’une des catégories : sensible (S), intermédiaire (1) ou résistante (R) selon les valeurs
critiques (CA-SFM, 2011).

Tableau 3 : Lesdifférents antibiotiques en disque utilisés pour I'antibiogramme

Famille Antibiotiques Charge (10) Abréviation
Pénicilline Amoxicilline 25 AX
Amoxicilline+Clavulanate 20+10 AMC
M onobactam Aztréonam 30 ATM
Béta- Céphal osporines de | Céfoxitine 30 FOX
lactamines | 3°™ génération Cefotaxime 30 CTX
Ceftazidime 30 CAZ
Céphalosporines de | Céfepime 30 FEP
4°" génération Cefpirome 30 CPO
Carbapénéme Imipénene 30 IPM
Tétracyclines Tétracycline 30 Ul TE
Phénicoles Chloramphénicol 30 C
Sulfamide 200 SSS
Sulfamides Triméthoprime 5 TMP
Triméthoprime/ 1.25/23.75 SXT
Sulfamethoxazol
Acide nalidixique 30 NA
Pefloxacin 5 PEF
Quinolones Ciprofloxacin 5 CIP
Aminosides Kanamycine 30 Ul K
Gentamicine 30 CN

[1.3.3 Déection desbéa-lactamasesa spectredargi (BLSE) : test desynergie

La détection d'une BLSE a été réalisee en paralléle avec |'antibiogramme par la méthode de
diffusion en milieu solide. Ce test est basé sur la mise a profit d'une image de synergie entre au
moins une céphalosporine de 3éme génération (C3G) et /ou |'aztréonam et un inhibiteur de Béta-
lactamase tel que I'acide clavulanique.

Cette synergie se traduit par une augmentation nette de I'activité des C3G et/ou I'aztréonam du cété
del'inhibiteur (acide clavulanique) (Jarlier et al, 1988).

[1.3.4 Détection des Bé&a-lactamasesinductibles : test d'antagonisme :

Cetest permet de mettre en évidence la production d'une céphal osporinase inductible. Ces derniéres
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sont mises en évidence par |'apparition d'une image d'antagonisme entre un antibiotique inducteur
(céfoxitine ou imipenéme) et un antibiotique actif (une céphal osporine de 3%™ ou 4°™ génération).
Cet antagonisme se traduit par la diminution de I'activité de la béta-lactamine initialement active,

gréce ala production d'une céphal osporinase inductible (Vedel, 2005).
I1.4 Extraction del'ADN

Principes

C'est une technique de séparation biochimique par solubilisation préférentielle des molécules dans

deux phases liquides non miscibles.
Technique
Préparer 'inoculum bactérien : 3 a4 coloniesdans 50pl d’eau didilliée gérile
Mettre I'inoculum a100°C pendant 10min pour lalyse
Centrifuger &12000trs/min pendant 3min
Récupérer |e surnageant
[1.5 Détermination des groupes phylogénétique par PCR

[1.5.1 Principedela PCR

La « Polymerase Chain Reaction » est une réaction enzymatique qui permet de sdectionner puis
damplifier en une trés grande quantité, un fragment dADN particulier présent en tres faible quantité au départ
(Hoorfart et al., 2004).

LaPCR est une suite de cycles (20 a40 cycles), qui se répetent en boucle, comportant chacun trois paliers
detempérature (Hoorfar et al., 2004).

Chaque cycle comporte les élgpes suivantes:
- Laphase de dénaturation

Lors de cette étape tres courte (environ une minute), une dénaturation dune séquence cible dADN
double brin est rédisée entrainant laformation de deux ADN smplebrin.

- La phase d'hybridation des amorces
Cette égpe permet aux amorces de s fixer des deux cdtés du fragment dADN smple brin spécifique a
amplifier. La température de cette élgpe est fixée en fonction de la tempéraure de fusion (Tm) des

amorces.
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- La phase d'élongation
Lors de cette élgpe, la synthése de la séquence dADN cible a lieu gréce a une enzyme, la Tag-
polymérase. A lafin de ce premier cycle de I'ADN double brin est obtenu et un nouveau cycle peut

adors recommencer.

[1.5.2 Conditionsde PCR

Lesréections de PCR de chague géne se sont déroulées selon le programme suivant :

Une éape de dénaturaion de 94°C pendant 5min puis 30 cydes de PCR conditué chacun dune égpe de
dénaturation a 94°C/ 30sec, dhybridation & 55°C / 30 sec & déongation a 72°C / 30sec. Enfin, une éape
dédongationfindea72°C/ 7min.

I1.5.3 Recher che des groupes phylogénéiques

Les groupes phylogénétique d' E. coli ont éé déterminés sur la base de I'amplification de trois marqueurs
géndtiques sdon Clermont et al, (2000): chuA : gene nécessaire pour le transport de I'heme chez E.coli
entérohémorragique O157:H7, yjaA : gene de fonction inconnue identifié chez E.coli K12 et TspE4.C2
. fragment dADN anonyme (Tableau 2) Les groupes phylogénétiques sont comme suit: B2 (chuat,
yjaA+), D (chuat, yjaA-), B1 (chua, TpE4.C2+) ou A (chua, TspE4.C2-) (Clermont et al., 2000).

[1.54Mdangeréactionnd

Les réactions de PCR ont été réalisées dans un volume find de 12.5 pl contenant les concentrations
finales suivantes:

PCR Master mix 1X (Proméga) ........covvveeenenennannnn. 6.25ul
AMOICES SENS. ...ttt ettt ettt 0.25uM
AMOICES ANLISENS  ..vvveeeeeetee e eeeeee e ereneeneaaean 0.25uM
ADN......oeeeee e, 2.5l
BaU ..o 3.25ul
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Tableau 4: lige des amorces utilisées pour ladétermination de la phylogénie dE.coli.

Géne Séquenced'amorces S-3 Taille de | Référence
I'amplifiai (pb)
chuA-F : GACGAACCAACGGTCAGGAT
chuA chuA-R : TGCCGCCAGTACCAAAGACA | 279
ijaA yjaA-1: TGAAGTGTCAGGAGACGCTG
yjaA-2: ATGGAGAATGCGITCCTCAAC o11 Clermont et al. 2000

TSPE4.C2 | T9EA4C21: GAGTAATGTCGGGGCATTCA

TEAC2-2: CGCGCCAACAAAGTATTACG | 152

1.6 Electrophorése

L'dectrophorése sur gd et une méhode de sfparaion des macromolécules en fonction de leur taille, de leur
charge dectrique & dautres propriétés physiques (Westermeier, 1997).

Le principe de cette technique est basé sur la migration des amplifiat dans un gel d'agarose (1,2%) de

20cm x 25cm soumis a un courant éectrique de 90 volts. Les amplifiats chargés négativement vont migrer

vers le pdle postif. Lataille des produits damplification a &€ déerminée en utilisant un marqueur de taille de
100pb DNA ladder (proméga). Apres migration, une lecture du gd sous ultraviolet est effectuée gréce au
bromure dEthidium introduit prédalement dansle gd dagarase (0,5ug/ml). Ce produit possedelapropriété dére
fluorescent sous UV.
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1l Résultats et discussion :

[11.1 Identification de I’espece :

Les souches qui ont fait I’objet de cette éude sont des coliformes isolés en 2012 a partir des
moules sauvages (bateau casé), et des moules d’élevages (ORCA Marine). Leur identification
par galerie API20E a révelé I’appartenance de ces souches a I’espéce Escherichia coli
(tableau 5).

Tableau 5 : Identification des 24 coliformes isolés a partir de moules d’élevages et de moules
sauvages.

Souche Numéro de code | dentification
Escherichia coli (MB13) 5044542 Bonne (98.1%)
Escherichia coli (MOL1), 5044552 Tres bonne (99.8%)
(MO2), (MO12), (MO18)

Escherichia coli (MB11) 5044572 Excellente (99.9%)
Escherichia coli (MO11) 5144152 Bonne (97.7%)
Escherichia coli (MB22) 5144500 Tres bonne (79.9%)
Escherichia coli (MB12), 5144552 Excellente (99.9%)
(MB9), (MB21),

Escherichia coli (MO16) 5144562 Tres bonne (99.8%)
Escherichia coli (MB1), 5144572 Tres bonne (99.5%)
(MB3), (MO3), (M0O17),

(MB7), (MO 14), (MB6),

(MB4),), (MO7), MO13),

Escherichia coli (MB6) 7144572 Tres bonne (99.8%)

MO : LaMoule d’élevage ORCA marine MB : LaM oule sauvage Bateau casée.

[11.2 Classification phylogénique des souches d’Escherichia 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. Cette
classification nous a permes de répartir les souches en souches commensales et souches
pathogenes.

Pour déterminer ces quatre groupes phylogénétiques, une méthode basée sur la détection par
PCR de la présence ou de |'absence de deux genes (chuA et yjaA) et un fragment dADN
anonyme (TSPE4.C2), utilisés comme des marqueurs génétiques (figure 9) (Clerrmont et al,
2000).
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Figure 9: Dichotomie permettant de déterminer le groupe phylogénétique de souches d’E.coli
par amplification génique (PCR) (Clerrmont et al., 2000).

Aprés I’identification des souches, I’extraction de leurs ADNs et I’amplification par PCR,
I’électrophorese a montré les résultats suivants :

La présence du gene chuA chez les deux souches d’E.coli isolées a partir de moules sauvages
(MB11, MB9). Ce qui impligue que ces deux derniéres appartiennent soit au groupe
phylogénique D ou B2. (Figure 10).

B4 B6 B7 01 02 03 011 018 ChuA+ C-

oR—
I

Figure 10: illustration de la présence du géne ChuA chez les souches d’E.coli. M :
marqueur 100pb DNA ladder, C-: contrle négatif, ChuA+ : controle positif. B :
souches sauvages, O : les souches d’élevages.
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Les souches (MO12, MO11, MO17, MO1) isolées a partir des moules d’élevages et la souche
(MB9) isolée a partir de la moule sauvage, ont montré la présence du géne yjaA. La présence
de ce dernier chez des souches chuA+, nous permet de faire la distinction entre le groupe B2
et D. En effet, la souche MB9 positive pour les deux génes chuA+ et yjaA+ est assignée au
groupe B2. Par contre la souche MB11 positive seulement pour le géne chuA+ est assignée au
groupe D. (figure 11) (clermont et al, 2000).

B1l B1 B2 B3 B9 B7 B6 012 017 011 02 03 OlYjaA+ C- M

Figure 11 : illustration de la présence du gene YjA chez les souches d’E.coli. M :
marqueur 100pb DNA ladder, C-: contrdle négatif, YjaA+: contréle positif. B :
souches sauvages, O : les souches d’élevages.

Le fragment d> ADN TSPE4.C2 a été retrouvé chez 13 souches (MB1,MB4,MB6 ,MB7,
MB9,MB11,MB16 ,MB22, MO3 ,MO7,M013,M014,M017) isolées a partir des moules
sauvages et des moules d’élevage (figurell), la présence de ce dernier chez les souches
chuA négatifs;nous a permis de les classer dans le groupe B1, aors que les souches

TSPE4.C2 négatif seront classées dans e groupe A.( figure 12).

O1 02 03 017 O7 011 018014 B2 Bl B4 Bll B9 Tsepd4c+C- M

Figure 12: illustration de la présence du géne TSEp4C chez les souches d’E.coli.
M : marqueur 100pb DNA ladder, C- : contrble négatif, TSEp4C+: contrble positif.
B : souches sauvages, O : les souches d’élevages

Résultats et discussion Page 43



Chapitrelll : Lacaractérisation dela phylogénie et de la résistance aux antibiotiques
des souches d’Escherichia coli isolées a partir de la moule « mytilus galloprovincialis ». :

Tableau 6 : Résultats de la détermination des groupes phylogénétiques.

Souche chuA yja TSEPAC Groupe
phylogénétique
MB11 + - + D
MB 9 + + + B2
MB 22, MB 16, MB 7, | - - + Bl

MB 6, MB 4, MB1,
MO 13, MO 14, MO 7,
MO 17, MO 3

MB 12, MB 21, MB 3, | - - - A

MB 2, MB 13, MO 6,

MO 12, MO 11, MO
18, MO 2,MO1

Les groupes de souches commensales A et Bl sont les groupes phylogénétiques les plus
répondus (11, 45.83%), quelque soit dans le milieu d’élevage (A : 6- 55% ; B1: 5- 45%), que
dansle milieu sauvage (A : 5- 38% ; B : 6- 46%) (Figure 13).

Les deux groupes phylogénétique pathogenes D et B2 ont été isolées uniquement a partir des
moules sauvage (2/13 souches — 8%) ce qui représente au total 8.34% (2/24). (Figure 13).

MO : moules d'élevages
MB : moules sauvages 8

= mA

H Bl m3l

D D

Classification phylogénitique

H Bl
E B2
HD

Figure 13 : Répartition des groupes phylogénétiques selon le site de prélevement
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[11.3 Résistance aux antibiotiques des souches::

La virulence des souches est d’autant plus grave si elle est associée a la résistance aux

antibiotiques ce qui entrainerait un échec thérapeutique certain et des pertes économiques.

La résistance aux antibiotiques des souches étudiées a été déterminée par la méthode de

diffusion en milieu gélosé. Les résultats sont présentés dans lafigure 14.

60
54.16%
50 45.83% 45.83%
o 40 A
c 33% 33.33%
S ] 29.16%
% 30 25%  25%
o 20 -
o
x 0
S 10 - 8.33%
= 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
0 T -I -I -I -l -I -I -I T T T T T T T T .1 .1
A R N S £ R« & b @
P PR LE e F &g ¥ >
antibiotiques
phénicoles = aminosides
H tétracyclines H quinolones
= sulfamides H bétalactamines

Figure 14 : taux de résistance aux antibiotiques des 24 souches d’Escherichia coli isolées a

partir des moules mytilus galloprovincialis sauvages et d’élevages.

Concernant la résistance aux bétalactamines, les résultats de la figure (12) ont montré une

résistance éevée aux pénicillines (AX : x=11; 45.83%).

Latotalité des souches ont été trouvées sensibles aux restes des bétal actamines, tel que :

Aztréonam (ATM : x=0; 0%), cefoxitine (FOX : x=0; 0%), imipeneme (IPM : x=0; 0%),
céphalosporines de la troisieme génération (CTX: x=0; CAZ: x=0; 0%) et aux
céphalosporines de la quatrieme génération (FEP : x=0 ; 0%, CPO : x=0 ; 0%).
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Les Escherichia coli sont naturellement sensibles a I’ensemble des B lactamines. Toutefois
comme Shigella, Escherichia coli produit a tres bas niveau une céphalosporinase
chromosomique qui ne se traduit en pratique par aucun phénotype particulier (Goldstein et
al., 2000).

D’apres I’interprétation de notre antibiogramme, nous avons constaté une resistance d’E.coli
a I’'amoxicilline dans 45.83 % des cas, ce qui explique I’inactivation de cet antibiotique
probablement due a I’acquisition de I’enzyme de type pénicillinase par ces souches d’E.coli.
(Goldstein et al., 2000).

L’analyse interprétative de I’antibiogramme ainsi que les tests de synergie et d’antagonisme
ont montré I’absence d’enzyme de type BLSE ou de type céphalosporinase ce qui confirme la

présence d’enzyme de type pénicillinase chez les souches résistantes a I’amoxicilline.

Concernant la famille des sulfamides, nous avons constaté une résistance éevée aux
sulfamides (SSS: x=11; 45.83%) , la triméhoprime (TMP: x=8; 33.33%) , le complexe
triméthoprime-sulfamethoxazol (SXT : x=8 ; 33.33%). Le plus souvent, la résistance est due a
des enzymes plasmidiques : DHPS (sulfamides) et DHFR (triméthoprime) qui modifient la
cible de ces antibiotiques (Goldstein & stein, 1999).

Pour les quinolones, nous avons constaté une résistance de 25 % des souches pour I’acide

nalidixique (NA : x=6) et les fluoroquinolones (CIP: x=6) et que 8.33% pour |les Pefloxacines.

( PEF: x= 2). Cette resistance est due généralement a la diminution de I’incorporation par
diminution de la perméabilité liée a une diminution de certaines porines ou a des mutations

chromosomiques (Piddock, 1999).

En ce qui concerne les tétracyclines, nous avons constaté une résistance de 54.16% de nos
souches (TE : x=13). Elle est généralement due a un flux actif, parfois a des mutations sur le
géne marA responsable d’une résistance a plusieurs familles d’antibiotiques (Alekshun &
Levy., 1997). Pour les aminosides, nous avons constaté que la résistance de nos souches ala
kanamycine est de 29.16% (K : x=7) alors qu’une sensibilité totale a la gentamicine a été
notée. Généralement, la résistance est due a la présence d’enzymes modifiants les aminosides
(acétylase, phosphorylase et adénylylase) (Choutet et Goldstein., 2000).

Une sensibilité totale a été observée pour les chloramphénicols (C), (x=0 ; 0%).
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des souches d’Escherichia coli isolées a partir de la moule « mytilus galloprovincialis ». :

Comparaison entre les souchesisolées a partir des moules sauvages et celles

qui ont étéisolées a partir des moules d’élevage :

La figure 15 montre que les souches sauvages sont les plus résistantes pour I’amoxicilline
(x=8; 72.72%), sulfamides (x=6 ; 54.54%), trimethoprimes (x=6 ; 66.66%), trimethoprime-
sulfamethoxazole (x=6 ; 66.66%), tétracyclines (x=8 ; 61.53%), kanamycine (x=4 ; 57.14%).
alors qu’elles ont la méme résistance aux ciprofloxacin (CIP), pefloxacin (PEF), acide
nalidixique (NA).

W sauvage

M elevage

nombrede soucherésistante

Antibiotiques

Figure 15: Comparaison des taux de résistance aux antibiotiques chez les souches isolées a
partir de la moule sauvage (x=13) et a partir de la moule d’élevage (x=11).

Les profils de multirésistance présentés par nos souches vont de 1 a 9 molécules, répartit en
15 profils différents, avec 8 profils dans le site d’élevage et 10 profils pour le site sauvage. Un
profil d’antibiorésistance a été retrouvé dans les deux sites. Ces profils de résistance acquis
confort I’hypothése d’apport anthropique des bactéries résistantes aux antibiotiques. En effet,
dans une étude réalisée en 2009 sur la plage d’Ain Chrob, il a été rapporté la présence de
bactéries multirésistantes et particulierement la détection d’une E.coli productrice d’une béta-
lactamase a spectre élargi (Alouache et al., 2012).

[11.4 Relation entreles groupes phylogéniques et |a résistance aux
antibiotiques::

Selon les données de la littérature, Les souches d’E. coli ayant le plus de facteurs de
virulence appartiennent au groupe phylogénétique B2 mais présente de maniere

statistiqguement significative moins de résistance aux antibiotiques (Johnson et al, 1991).
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Chapitrelll : Lacaractérisation dela phylogénie et delarésistance aux antibiotiques
des souches d’Escherichia coli isolées a partir de la moule « mytilus galloprovincialis ». :

L es résultats obtenus dans notre étude montrent que les groupes phylogénétiques virulents B2

et D présentent un taux de résistances tres élevé (6 et 5 respectivement). Ce qui implique que

les souches MB9 et MB11 ont acquis plusieurs caractéres de résistance. Par ailleurs, nos

résultats corroborent les données de la littérature qui rapportent que les souches commensales

(A et B1) sont les réservoirs des génes de résistance (Johnson et al, 1991) (tableau 7).

Tableau 7 : Relation entre le nombre de résistance et le groupe phylogénétique.

Souches Antibiotiques Nombre de Groupe
résistance | phylogénétiqu
e
MO12 0 A
MB 4 0 Bl
MO 18 0 A
MB 1 0 Bl
MO 7 0 Bl
MB3 0 A
MO13 TE 1 Bl
MO1 TE 1 A
MO6 TE 1 A
MB2 AX 1 A
MO17 SSS 1 Bl
MO2 AX-SSS 2 A
MB13 AX-TE 2 A
MB22 NA-TE 2 Bl
MB6 AX-SSS-TE 3 Bl
MB12 TPM-SXT-TE-K 4 A
MO14 SSS-CIP-REF-NA-K 5 Bl
MB11l AX-SSS-TPM-SXT-TE 5 D
MB16 AX-SSS-TPM-SXT-K 5 B1
MB9 AX-SSS-TPM-SXT-TE-K 6 B2
MO11 AX-SSS-TPM-SXT-NA-TE-K 7 A
MB7 AX-SSS-TPM-SXT-CIP-NA-TE-K 8 Bl
MQO3 AX-SSS-TPM-SXT-CIP-NA-TE-K 8 Bl
MB21 AX-SSS-TPM-SXT-CIP-PEF-NA-TE-K 9 A
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Chapitrelll : Lacaractérisation dela phylogénie et delarésistance aux antibiotiques
des souches d’Escherichia coli isolées a partir de la moule « mytilus galloprovincialis ». :

L’ acquisition des mécanismes de résistance aux antibiotiques se font par :

- Mutation degene:

Les populations bactériennes subissent en permanence des mutations au niveau du systeme de
réplication de I’ADN, dont le nombre peut étre augmenté par des agents mutagenes, ainsi la
gyrase A de E. coli est la cible, la mutation du géne donne une gyrase modifi€, ne réagissant
plus avec I’antibiotique, la bactérie devenu résistante et donnera une progéniture elle-méme
résistante (Chotet et Goldstein, 2000).

- Acquisition des genes derésistance :

Résulte de la migration de ces génes depuis des micro-organismes ou ils existent a I’état
naturel, vers les bactéries pathogénes par I’intermédiaire des plasmides. Les antibiotiques
favorisent ce transfert et sélectionnent la population bactérienne devenus résistante (Chotet et
Goldstein, 2000).

- Lestress causé par un antibiotique peut provoquer desrésistancesa

d’autres antibiotiques :
Les aminosides, en provoquant des erreurs durant le décodage au niveau des
ribosomes augmentent la compétence des pneumocoques et favorisent la résistance
aux béta-lactamines par exemple, par un processus de transformation (Hamphrey et
al., 2005).
Les quinolones produisent des altérations de I’ADN et augmente la fréguence de

transformation chez Lefionella pneumophila(Coté et Quessy, 2005).

Le contrdle de routine de la qualité des aliments destinés a la consommation humaines
(estimation de la charge microbienne), ne suffit pas pour juger la salubrité d’un produits ; car
la présence d’une seule souche d’E. coli pathogene résistante a différentes familles
d’antibiotiques au méme temps ; dans un isolat des souches commensales, peut engendrer de

sérieux problemes.

Les souches résistantes aux antibiotiques peuvent créer des manifestations pathol ogiques chez
I’homme, difficiles a maitriser. Mais d’autres bactéries peuvent simplement transférer leur
gene de résistance aux bactéries commensales du tractus digestif, et favorise la constitution

d’un immense réservoir de genes de résistance (Michel-Briand ,2012).
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Chapitrelll : Lacaractérisation dela phylogénie et delarésistance aux antibiotiques
des souches d’Escherichia coli isolées a partir de la moule « mytilus galloprovincialis ». :

La contamination des eaux de riviére par des bactéries résistantes aux antibiotiques peuvent
étre en cause. Une enquéte a été publiée en 2009, sur la contamination d’un bassin de la
Seine, met en évidence que 42% des Escherichia coli sont porteurs d’une résistance, ces

bactéries ayant au moins quarte origines (Servais et Passerat., 2009) :

» Leseaux usees provenant des hopitaux 71% d’E. coli résistante aux antibiotiques.
» Leseaux municipales en contenant 44%.

» Celles en provenance de I’agriculture 16%.

» Cellesdesrégions forestiéres 2 %.

Tous ces rejets vont a la fin se retrouvés en pleine mer, car plusieurs travaux ont montré que
le traitement des eaux usees fait que diminuer la charge microbienne, sans modifier le
pourcentage de bactéries résistantes qui sont donc disséminées dans les eaux maritimes
(Alouacheet al, 2014).

Les effluents des piscicultures ont également leurs parts dans la dissémination de la
résistance, mais les travaux scientifiques dans ce domaine, sont plus orientés sur les résidus

d’antibiotiques que sur les bactéries résistantes (Michel-briand ,2012).
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Conclusion

Notre travail avait pour objectif la caractérisation des souches d’E.coli isolées a partir de la
moule Mytilus galloprovincialis et de déterminer leur groupe phylogénétique afin de
distinguer entre les souches commensales et les souches pathogénes. De plus, nous avons
également évalué la résistance de ces souches aux antibiotiques. Les résultats obtenus dans

cette éude ont montré que :

- La majorité des souches sont de phylogroupes A et Bl ; dites Commensales et ceci
indépendamment de I’origine des souches. Les souches de phylogroupes pathogenes ont
été détectées parmi les souches isolées des moul es sauvages.

- Larésistance aux antibiotiques est notée aussi bien chez toutes les souches commensales
gue chez les souches pathogénes. Cette resistance confirme le fait que I’utilisation
d’antibiotiques tant en médecine humaine qu’en médecine vétérinaire engendre

I’émergence puis la dissémination de bactéries fécal es antibiorésistantes.

L’absence de souches productrices de BLSE ne doit pas négliger I’importance du contrdle de
ce phénotype au laboratoire de bactériologie, par contre la résistance a I’amoxicilline et aux

tétracyclines, quinolones et sulfamides est alarmante.

En perspective, il serait nécessaire d’élargir cette étude et de rechercher les genes de virulence
afin de déterminer les pathovars détectés dans I’environnement. Un suivi de I’état de la
résistance et de la virulence dans ces sites afin de déterminer I’origine de cette pollution et

émettre des recommandations afin de préserver le milieu.
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Annexe



Annexe 1 : Solutions pour la réalisation de I’électrophorése

TBE: TrisBorae EDTA
-Tris45mM,

-Borate 45mM,

-EDTA 1mM.

Bleu dedépdts

- Glycérol 50%,

-EDTA-NA; 100mM pH: 8,

-Bleu de bromophénol 0,2%,
-Sodium dodécyl auifate (SDS) 3%.
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